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1. Einleitung 

 

 

1.1 IL-6-Zytokinfamilie  

 

Zytokine spielen eine wichtige Rolle in unserem Organismus. Diese sind 

multifunktionelle Proteine, die von verschiedenen Zelltypen sezerniert werden. Sie 

beeinflussen unterschiedliche Zielzellen und modellieren bei diesen jeweils 

zellspezifische Funktionen. Zytokine wirken häufig sowohl lokal autokrin und 

parakrin als auch systemisch. 

Zytokine werden zu verschiedenen Familien zusammengefasst. Die Einteilung 

erfolgt anhand struktureller Ähnlichkeiten, gleicher oder ähnlicher Funktionen im 

Zielgewebe sowie anhand gemeinsamer Rezeptoruntereinheiten und 

Signalkaskaden. 

So werden die Zytokine Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11), Leukemia 

inhibitory Factor (LIF), Oncostatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor 

(CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1) und Novel Neurotrophin-1/B-cell-stimulating 

factor-3 (NNT-1/BSF-3) zur IL-6-Familie zusammengefasst (34, 37, 86, 66, 62). 

Diese Zytokinfamilie ist eine Untergruppe der Klasse-I-Zytokin-Rezeptor-Familie 

(37, 11, 12, 85). Deren Rezeptoren zeichnen sich durch eine sequentielle und 

strukturelle Ähnlichkeit ihrer extrazellulären Regionen aus, welche die Zytokin-

Bindungsdomäne beinhalten. Weiterhin bestehen diese Rezeptoren aus einer 

einzelnen transmembranären Region und einer intrazellulären Domäne 

unterschiedlicher Länge, die aber keine endogene Kinaseaktivität besitzt. Die 

Mitglieder der Klasse-I-Zytokin-Rezeptor-Familie bilden Komplexe aus 

verschiedenen Untereinheiten. Durch Ligandenbindung wird die Bildung eines 

homodimeren Rezeptorkomplexes (GHR, PRLR, EpoR, G-CSFR) oder eines 

heterodimeren Rezeptorkomplexes aus der Zytokin spezifischen α-

Rezeptoruntereinheit und einer weiteren Untereinheit gebildet. Zu der 

letztgenannte Gruppe gehören unter anderem Zytokine deren Rezeptor zusätzlich 
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eine β-Kette (zum Beispiel IL-3R, IL-5R und GM-CSFR), eine γ-Kette (zum 

Beispiel IL-2R, IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-15R) oder  die gemeinsame Glykoprotein 

(gp) 130-Rezeptoruntereinheit (IL-6R, IL-11R, LIFR, OSMR, CNTFR, CT-1R) 

aufweisen (78, 42, 91). Diese gp130-Zytokinfamilie wird auch als IL-6-

Zytokinfamilie bezeichnet. 

 
 

Bindet IL-6 an die Rezeptoruntereinheit IL-6R, assoziiert dieser Komplex mit 

gp130 und diese homodimerisiert. IL-6 bildet mit seinem Rezeptor ein Hexamer 

(IL-6/IL-6R/gp130) in einer 2:2:2-Konformation (55, 64, 52, 77, 16). Ein ähnliches 

Modell wurde für IL-11 postuliert (21, 10). Die Rezeptoruntereinheiten IL-6R und 

IL-11R müssen nicht in einer membrangebundenen Form vorliegen, da lösliche 

Formen dieser Untereinheiten (sIL-6R und sIL-11R) sowohl an die Liganden als 

auch an gp130 binden und auf diese Weise ihre Wirkungen zeigen. Bindet LIF 

oder OSM an die Rezeptoruntereinheit LIFR, so bildet diese mit gp130 ein 

Heterodimer (40, 33). Weiterhin kann OSM an seine Rezeptoruntereinheit OSMR 
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binden, welche einen funktionellen Komplex mit gp130 bildet. Hingegen induziert 

die Bindung von CNTF an seinen Rezeptor CNTFR die Formation eines 

Komplexes aus gp130, LIFR und CNTFR (25, 80, 49, 63, 27, 2). Die lösliche 

Rezeptoruntereinheit CNTFR (sCNTFR) ist fähig, CNTF zu binden, und induziert 

auf diese Weise die Bildung eines gp130/LIFR-Heterodimers (24). CT-1 bindet 

ebenfalls an den heterodimeren LIFR/gp130-Rezeptorkomplex. Desweiteren wird 

eine CT-1α-Rezeptoruntereinheit postuliert (65, 69). 

Durch das Vorhandensein der gemeinsamen Rezeptoruntereinheit gp130 in den 

jeweiligen Rezeptorkomplexen lassen sich die teilweise überlappenden 

biologischen Wirkungen der Mitglieder der IL-6-Familie erklären. Hierzu gehören 

unter anderem die Induktion der Sekretion von ACTH (Adrenocorticotrophes 

Hormon), die Bildung hepatischer Akute-Phase-Proteine und die neuronale 

Differenzierung (87, 59). Die für das Zytokin spezifischen Effekte auf die 

unterschiedlichen Zielzellen werden hingegen durch die für das jeweilige Zytokin 

spezifischen Rezeptoruntereinheiten vermittelt.  

 

 

1.2 Jak-STAT-Signalkaskade 

 

Die Mitglieder der gp130-Familie aktivieren die Jak-STAT-Signalkaskade. Die 

Janus-Kinasen (Jak) JAK1, JAK2 und TYK2 befinden sich im Zytoplasma der 

Zellen und sind an den gp130-Rezeptorkomplex assoziiert (41, 22). Bindet der 

Ligand an den Rezeptor, wird die Homo- beziehungsweise Heterodimerisierung 

des Rezeptorkomplexes ausgelöst. Dadurch wird die Autophosphorylierung der 

Janus-Kinase induziert, wodurch diese aktiviert wird. Dies wiederum hat eine 

Phosphorylierung von Tyrosinresten der zytoplasmatischen Rezeptordomänen und 

der STAT-Proteine (Signal-Transducers-and-Activators-of-Transcription) zur 

Folge. 
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Inzwischen sind vier verschiedene Mitglieder der Jak-Familie beschrieben worden, 

Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 (42, 19, 54). Diese Janus-Kinasen besitzen eine 

strukturelle Homologie (42, 19, 54). 

Durch die gp130-Zytokine wird die Tyrosinphosphorylierung von STAT3, STAT1 

und zum Teil auch STAT5 induziert. Die Phosphorylierung von Tyrosinresten der 

STAT3- und STAT1-Proteine induziert die Bildung von Homodimeren und 

Heterodimeren der STAT-Proteine. Die Proteine binden sich gegenseitig an ihren 

SH2-Domänen, so dass STAT3-STAT3-, STAT1-STAT3- oder STAT1-STAT1-

Dimere entstehen (23, 39). Diese Dimere translozieren in den Zellkern. Dort 

binden sie als Transkriptionsfaktoren an spezifische STAT-Bindungs-Elemente in 

den Promotorregionen verschiedener Gene, wodurch deren Expression aktiviert 

wird (44, 23, 39).  

Zur Zeit sind sechs STAT-Proteine bekannt, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 

STAT5α, STAT 5β und STAT6 (23, 39). Während STAT1, STAT3 und STAT5 

durch viele Zytokine stimuliert werden, sind STAT2, STAT4 und STAT6 selten in 

Signalkaskaden involviert (42, 46, 59). Die Aktivierung der verschiedenen STAT-

Proteine durch die unterschiedlichen Zytokine wird auf die strukturellen 

Unterschiede der STAT-Bindungsdomäne der verschiedenen Rezeptoren und der 

SH2-Domäne der STAT-Proteine zurückgeführt. 

 

 

1.3 Inhibitoren der Jak-STAT-Signalkaskade 

 

Es sind eine Reihe von intrazellulären Inhibitoren bekannt, die die Aktivierung der 

Jak-STAT-Kaskade limitieren. Zu ihnen gehören unter anderem SOCS 

(Suppressor of Cytokine Signaling), PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT) 

sowie SHP2 (SH2-containing Protein Tyrosin Phosphatase). 

SOCS-1 und SOCS-3 hemmen die Jak-Aktivität, wodurch die 

Tyrosinphosphorylierung der STAT-Proteine und damit deren Aktivierung 
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verhindert wird. Die SOCS-Familie umfasst acht strukturähnliche Proteine, die als 

CIS/CIS1 (93, 48), SOCS1/JAB/SSI1 (30, 57, 81), SOCS2/CIS2/SSI2 (48, 53, 81), 

SOCS3/CIS3/SSI3 (48, 53, 81) und SOCS4 bis SOCS7 (38) bezeichnet werden. 

Die alternativ verwendeten Bezeichnungen stehen für: CIS: Cytokine-Inducible 

SH2 containing protein, SSI: STAT-induced STAT Inhibitors und JAB: Jak 

Binding Protein. Sie weisen alle die zentrale SH2 (Scr-Homologie)-Domäne und 

die C-terminale SOCS-Box auf. 

SOCS-Proteine inhibieren die Jak-STAT-Kaskade durch verschiedene 

Mechanismen. Erstens können SOCS1 und SOCS3 direkt an Jak2 binden, wodurch 

die Kinaseaktivität inhibiert wird (30, 48, 62, 83, 60, 92). Für die Bindung der 

SOCS-Proteine an die Janus-Kinase ist die SH2-Domäne und eine N-terminale 

Region, die als „Kinase Inhibitory Region“ (KIR) bezeichnet wird, von SOCS1 

und SOCS3 notwendig (92, 71, 72). Der phosphorylierte Tyrosinrest Tyr1007 der 

JH1-Kinaseregion von Jak2 wird von der zentralen SH2-Domäne der SOCS1- (92) 

und der SOCS3-Proteine (71) gebunden. Es wurde gezeigt, dass SOCS1 ebenfalls 

die Aktivität von Jak1, Jak3 und Tyk2 inhibiert. Zweitens binden SOCS3 und CIS 

mittels ihrer zentralen SH2-Domäne an phosphorylierte Tyrosinreste in aktivierten 

intrazellulären Zytokinrezeptorregionen. Auf diese Weise interferieren sie mit der 

Anlagerung weiterer Proteine, z.B. STATs und SHP-2, an die intrazelluläre 

Zytokinrezeptorregion, wodurch deren Aktivierung möglicherweise unterdrückt 

wird. Es ist gezeigt worden, dass SOCS3 direkt an den Tyrosinrest Tyr757 der 

murinen gp130-Rezeptoruntereinheit bindet (61). SOCS3 und die 

Proteintyrosinphosphatase SHP-2 lagern sich an den gleichen Phosphotyrosinrest 

der gp130-Untereinheit an. Ihre SH2-Domänen weisen ähnliche 

Bindungsspezifitäten bezüglich diesem Phosphotyrosinrest auf (26). Sie 

konkurrieren somit um die gleiche Bindungsstelle. Jedoch sind ihre hemmenden 

Effekte auf die Jak-STAT-Kaskade unabhängig voneinander. Drittens wird das 

SOCS-Boxmotiv von Elongin C und B gebunden. Die Bindung des Elongin BC-

Komplexes an SOCS führt zur Bildung eines E3-Ubiquitin-Protein-Ligase-

Komplex. Dies wiederum löst eine Ubiquitinierung sowohl spezifischer Substrate, 
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die an SOCS gebunden sind, als auch des SOCS-Proteins selbst aus. Die 

Polyubiquitinierung führt diese Proteine der Degradation durch das 26S Proteasom 

zu (43). Proteasom-Inhibitoren hemmen die spezifische Proteolyse der 

Zielsubstrate, wie zum Beispiel des Jak2-SOCS1-Komplexes oder des gp130-

SOCS-Komplexes (31, 89). Durch diese Mechanismen hemmen SOCS1 und 

SOCS3 die Signalkaskaden verschiedener Jak-STAT-abhängiger Zytokine, wie IL-

6 (57, 81), LIF (48, 53, 57, 81, 3, 92), OSM (81), IL-11 (4), IL-2 (30), IL-3 (30), 

Epo (30, 92), GH (1), PRL (35), Leptin (14) und IFNs (81, 70, 79) . Die 

Expression der SOCS-Proteine wird durch verschiedene Zytokine und auf eine 

zellspezifische Weise stimuliert (30, 57, 81, 1, 3, 5, 14, 70, 35). Verschiedene 

Untersuchungen zeigen, dass SOCS1 und SOCS3 einen hemmenden Effekt auf 

ihre eigene STAT-abhängige Expression aufweisen. Auf diese Weise wird ihre 

intrazelluläre Akkumulation verhindert (57, 5). Die Zytokin-induzierte SOCS1- 

und SOCS3-Genexpression ist von STAT3 abhängig (57, 5), während beide 

Proteine wiederum die STAT3-Phophorylierung inhibieren. Die SOCS3-

Promotorregion weist ein STAT1/STAT3-Bindungselement auf, das für diese 

Mechanismen verantwortlich ist (5). 
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Im Gegensatz dazu interagieren PIAS1 und PIAS3 direkt mit aktiviertem STAT1 

und STAT3. PIAS-Proteine inhibieren die DNS-Bindung der STAT-Homo- bzw. 

Heterodimere (20, 46). 

Ein weiterer intrazellulärer Inhibitor der Jak-STAT-Kaskade ist die 

Tyrosinphophatase SHP2. Zytokinbindung an den gp130-Rezeptorkomplex 

induziert die Anlagerung von SHP2 an gp130 (82). Dadurch wird die 

Tyrosinphosphorylierung von SHP2 ausgelöst (50, 82). Bei der Überexpression 

einer dominant negativen Mutante von SHP2 (84, 75) ebenso wie bei einer 

mutierten gp130-Rezeptoruntereinheit, bei der die Bindungsstelle für SHP2 fehlt 

(83), zeigt sich in verschiedenen Zellmodellen eine Erhöhung der von CNTF 

vermittelten Bindung von STAT-Dimeren an die DNS.  

Einige Mitglieder der IL-6-Familie aktivieren die Ras-MAPK-Kaskade. So wird 

die Aktivierung der Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAPK) über gp130 und 

LIFR vermittelt, wobei SHP2 essentiell ist (73). Im Gegensatz zu ihrem 

hemmenden Effekt auf die gp130-vermittelte STAT-Aktivierung ist SHP2 somit 

für die gp130-induzierte Aktivierung von MAPK wichtig. 

Die beiden Signalkaskaden Jak-STAT und Ras-MAPK beeinflussen sich 

gegenseitig. MAPK induziert unter anderem die Serinphosphorylierung von 

STAT3, deren Bedeutung für die Signalinduktion jedoch umstritten ist.  

 

 

1.4 NNT-1/BSF-3 – ein neues gp130 Zytokin  

 

Ein neues Zytokin der gp130-Familie wurde 1999 von Senaldi et al. kloniert und 

erhielt den Namen Novel Neurotrophin-1/B-cell Stimulating Factor-3 (NNT-

1/BSF-3) (GenBank Accession AF 176912) (74). Unabhängig davon wurde das 

gleiche Zytokin von Shi et al. beschrieben und aufgrund seiner Homologie zu 
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Cardiotrophin (CT)-1 als Cardiotrophin-Like-Cytokine (CLC) bezeichnet 

(GenBank Accession AF172854) (76). 

NNT-1/BSF-3 ist ein pleiotropes Zytokin mit verschiedenen Effekten. Es fördert in 

vitro das Überleben von embryonalen Sympathikusneuronen (74), Motorneuronen 

(74, 68) und Neuroblastenzellinien (68). Ferner induziert es die Differenzierung 

fetaler neuroepithelialer Zellen zu Astrozyten (88). Diese Befunde weisen darauf 

hin, dass NNT-1/BSF-3 eine wichtige Rolle für die neuronale Entwicklung spielt. 

Jedoch sind Daten zu NNT-1/BSF-3 Knockout-Mäusen bisher nicht veröffentlicht. 

Weiterhin stellt NNT-1/BSF-3 einen potenten B-Zell-stimulierenden Faktor dar. 

Durch die in vivo Applikation von NNT-1/BSF-3 in Mäusen kommt es zur 

follikulären Hyperplasie der sekundären lymphatischen Organe, Vermehrung der  

B-Zellen sowie zum Anstieg der Serumspiegel von IgG und IgM (74). Ebenso 

induziert NNT-1/BSF-3 das Wachstum der murinen myeloischen Leukämie-

Zellinie M1, die Bildung des Akuten-Phase-Proteins SAA (Serum-Amyloid-A) 

sowie die Stimulierung der Kortisonsekretion bei Mäusen (74). 

NNT-1/BSF-3 kann nicht als einzelnes Peptid sezerniert werden. Es bildet 

entweder mit dem löslichen Rezeptor Cytokine-Like-Factor-1 (CLF-1), welcher 

eine Homologie zu den Mitgliedern der Cytokine-Type-1-Familie aufweist (28), 

einen stabilen CLF/NNT-1/BSF-3-Komplex (68) oder mit sCNTFR einen NNT-

1/BSF-3/sCNTFR-Komplex (68). Diese Komplexbildungen sind für die Sekretion, 

nicht aber für die Bindung an die Zelloberfäche nötig. Die Bindung erfolgt über 

den funktionellen CNTF-Rezeptor, bestehend aus gp130, LIFR und CNTFRα (24). 

In der Neuroblastom Zellinie SK-N-MC (gp130+, LIFR+, CNTFRα+) stimulieren 

NNT-1/BSF-3 und NNT-1/BSF-3/CLF die Tyrosin-phosphorylierung von Jak1 

(45), Jak2 (45), Tyk2 (45), gp130 (74, 76, 29, 45) LIFR (74, 29, 45), STAT1 (76, 

45) und STAT3 (74, 29, 68, 45) sowie die MAP-Kinasen Erk1 und Erk2 (45) und 

den PI3-Kinase Pathway (45). Hingegen zeigt sich keine Stimulation der 

Tyrosinphosphorylierung von STAT2, STAT4, STAT5 und STAT6 (45). Im 

Gegensatz hierzu aktiviert NNT-1/BSF-3/CLF in der Leberzellinie HepG2 
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(gp130+, LIFR+ und CNTFRα-) nicht die STAT3-Phosphorylierung. Transfiziert 

man dagegen die HepG2-Zellen mit CNTFRα, stimuliert NNT-1/BSF-3/CLF die 

STAT3-Phosphorylierung (29). Dieser Effekt zeigt sich auch bei der Inkubation 

der Zellen mit NNT-1/BSF-3-sCNTFRα-Komplexen (68). Weitere Daten zeigen, 

dass die CNTFRα-Untereinheit essentiell für die NNT-1/BSF-3/CLF-Bindung ist 

(45). 

 

 

1.5 Regulation der kortikotrophen Zellfunktion durch die Jak-STAT-Signalkaskade 

 

Die Hypophysenfunktion wird klassischerweise von hypothalamischen Releasing-

Hormonen reguliert. Zusätzlich stellen unter anderem die Zytokine der gp130-

Familie wichtige neuroimmmunoendokrine Modulatoren der Hypophysenfunktion 

dar (51, 13, 4). Diese Zytokine aktivieren die Jak-STAT-Kaskade. Da die POMC-

Promotor-Region eine STAT-bindende Sequenz aufweist (56), wird über diese 

Kaskade die POMC-Gen-Expression induziert und damit auch die ACTH-

Sekretion ausgelöst. ACTH wiederum stimuliert die Ausschüttung von 

Glukokortikoiden in der Nebennierenrinde. 

 

Das Ziel der hier vorgelegten Studie war die Untersuchung der Wirkung von NNT-

1/BSF-3 auf die kortikotrophe Zellen am Modell der murinen Zellinie AtT20 in 

vitro. Wir konnten nachweisen, dass rekombinantes, humanes NNT-1/BSF-3 die 

STAT-Phosphorylierung induziert. Dadurch wird die STAT-abhängige POMC- 

Gen-Expression und nachfolgend die Sekretion von ACTH aktiviert. Ferner 

beobachteten wir eine Stimulation der STAT-abhängigen SOCS3-Genexpression. 

Es zeigte sich ein hemmender Effekt von SOCS3 auf die durch NNT-1/BSF-3 

induzierte Phosphorylierung von STAT, STAT-abhängige Genexpression von 

POMC sowie ACTH-Sekretion. Die Bedeutung der STAT3-Proteine für die 
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Signalinduktion konnten wir anhand STAT3-dominant negativer Mutanten zeigen. 

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass NNT-1/BSF-3 ein potenter 

Stimulator der kortikotrophen Zellfunktion ist. Dies geschieht über die Jak-STAT-

Signalkaskade, die einer durch SOCS3 vermittelten negativen Rückkopplung 

unterliegt. 
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2. Materialien und Methoden 

 

 

2.1 Materialien 

 

2.1.1 Zellkultur 

 

Zellkultur Brutschrank, Heraeus Instruments (Osterode, BRD) 

Zellkulturflaschen, Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, BRD) 

Zellkulturplatten, Falcon (Heidelberg, BRD) 

AtT-20/D16v-F2 Zellen, ATCC (Manassas, VA) 

Amphotericin B, Biochrom AG (Berlin, BRD) 

Penicillin-Streptomycin, Gibco BRL (Paisley, Scotland) 

Glutamin, Biochrom AG (Berlin, BRD) 

DMEM, PAA Laboratories (Cölbe, BRD) 

FKS, Biochrom AG (Berlin, BRD) 

BSA, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

G418, PAA Laboratories (Cölbe, BRD) 

Trypsin, Biochrom AG (Berlin, BRD) 

 

2.1.2 Stimulationsversuche 

 

NNT-1/BSF-3, Amgen Inc. (Thousand Oaks, Ca, USA) 

Rekombinantes, humanes CNTF, R&D Systems (Wiesbaden, BRD) 

Rekombinantes, murines LIF, R&D Systems (Wiesbaden, BRD) 

Natriumzitrat, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

 

 

 

 

 11



2.1.3 Northern Blot 

 

Agarose, peQLab (Erlangen, BRD) 

Bromphenolblau, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Chloroform, Merck (Darmstadt, BRD) 

Trizol, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

DMSO, Merck (Darmstadt, BRD) 

Isopropylalkohol, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Ethanol, Merck (Darmstadt, BRD) 

Diethyl-Pyrocarbonat, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Morpholinopropansulfonsäure, Merck (Darmstadt, BRD) 

Formaldehyd, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Deionized Formamide, Gibco BRL (Paisley, Scotland) 

Ethidium Bromide, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

TRIS, Roth (Karlsruhe,BRD) 

Hybond-N+-Membran, Amersham (Freiburg, Deutschland) 

Whatman 3MM CHR, Whatman International (Maidstone, England) 

Xylen Cyanol , Sigma (Deisenhofen, BRD) 

DNS Polymerase, Perkin-Elmer (Foster City, Ca, USA). 

Natriumchlorid, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

NaOH-Pellets, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Natriumacetat, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Titriplex III, Merck (Darmstadt, BRD) 

Natriumzitrat, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Biomax MS, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA) 

Tween20, Merck (Darmstadt, BRD) 

Natriumdodecylsulfat, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

32P-CTP Perkin Elmer Life Science (Zaventem, Belgien) 

DECAprimeII Random primed DNA labeling Kit, Ambion (Austin, TX, USA)  

Mouse β-actin DECAprobe Template, Ambion (Austin, TX, USA) 
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QuickHyb Rapid Solution, Stratagene (La Jolla, CA, USA) 

Hybridizationsofen, Bachofer Laboratoriumsgeräte (Reutlingen, BRD) 

UVStratalinker1800, Stratagene (La Jolla, CA, USA) 

 

2.1.4 Luciferaseassay 

 

TRIS, Roth (Karlsruhe,BRD) 

Glycerol, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Magnesiumchlorid, Merck (Darmstadt, BRD) 

Triton x, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Titriplex III, Merck (Darmstadt, BRD) 

Luciferin, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Superfect, Qiagen (Hilden, BRD) 

ATP, Amersham Biotech (Freiburg, Deutschland) 

Lumat, LB 9507 EG&G Berthold (Bad Wildbach, BRD) 

 

2.1.5 PCR und Vektorvermehrung 

 

MDTT, Gibco BRL (Paisley, Scotland) 

dNTP, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

Randomized Primer, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

Buffer, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

RNasin, Promega (Madison, USA) 

AmpliTaq DNA Polymerase, Perkin-Elmer (Foster City, CA, USA) 

M-MLV Reverse Transcriptase, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

Primer, ROTH (Karlsruhe, BRD) 

GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer (Foster City, CA, USA) 

TOPO Cloning Reaction and Transformation Kit, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

TOPO-TA PCR2.1 Vector, Invitrogen (Karlsruhe, BRD) 

QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen (Hilden, BRD) 
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QIAfilter Plasmid Maxi Kit, Qiagen (Hilden, BRD) 

Qiaex II Agarose Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden, BRD) 

QIAquick, Qiagen Nucleotide Removal kits (Hilden, BRD) 

 

2.1.6 Western Blot 

 

Phenylmethylsulfonylfluoride, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Aprotinine, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Leupeptin, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

Triton x, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

HEPES, Sigma (Deisenhofen, BRD) 

PVDF-Membrane, Immobilone (Millipore, BRD) 

Röntgenfilm XOMAT-AR, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA) 

Röntgenfilm Biomax MS, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA) 

Antikörper gegen pSTAT1, pSTAT3, ERK1/ERK2 Upstate Biotechnology (Lake 

Placid, NY, USA) 

Antikörper gegen pSTAT5 und pErk1/Erk2, Cell Signaling, Cummings Center 

(Beverly, MA, USA) 

Antikörper gegen STAT3, STAT1 und STAT5, Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA) 

Mit Meerrettich Peroxidase konjugierte Antikörper gegen Maus- oder Kaninchen-

IgG, Pierce (Rockford, IL, USA). 

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate, Pierce (Rockford, IL, USA). 

 

2.1.7 ACTH-Radioimmunassay 

 

ACTH-RIA, Diagnostic System Laboratories (Webster, TX, USA) 

Tween20, Merck (Darmstadt, BRD) 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellinien und Zellkultur 

 

Die corticotrophe Tumorzellinie AtT-20/D16v-F2 wurde in Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), welches mit 10% fetalem Kälberserum, 1% Penicillin-

Streptomycin, 0,2% Amphotericin B und Glutamin versehen wurde, in einer 

5%igen CO2 Atmosphäre kultiviert. 

Jeweils zwei Klone von AtT-20 Zellen, die dominant negative STAT3 Mutanten 

stabil überexprimierten wurden mittels G418 (1 mg/ml) selektiert. Ebenfalls 

wurden jeweils drei Klone von AtT20-Zellen, die SOCS3 im pCR3.1 Vektor stabil 

überexprimierten (AtT20-S) und von denjenigen, die mit dem gleichen Vektor, 

aber ohne SOCS3-Gen, stabil transfiziert (AtT20-M) wurden, mittels G418 (1 

mg/ml) selektiert. Die stabile Transfektion und die Charakterisierung dieser Klone 

wurden bereits beschrieben (3, 17, 58). 

Da NNT-1/BSF-3 in 5 mM Natriumzitratpuffer gelöst wurde, verwendeten wir bei 

allen Versuchen 5 mM Natriumzitrat als negative Kontrolle. Diesen 

Natriumzitratpuffer fügten wir auch bei den Stimulationen mit LIF und CNTF 

hinzu, die als positive Kontrollen dienten. 

 

2.2.2 Northern Blot Analyse 

 

Die SOCS3-Probe wurde mittels wiederholter PCR des zuvor beschriebenen (3) 

747 Nukleotide langen Fragmentes des in pCR3.1 ligierten murinen SOCS-3 

(Nukleotid 15 bis 762, GeneBank Accession U88328) generiert. Die POMC-Probe 

wurde mittels wiederholter PCR eines 526 Nukleotide langen Fragmentes des in 

pCR2.1 ligierten murinen POMC (Nukleotid 58 bis 583, GeneBank Accession 

NM_008895) generiert. Alle Fragmente wurden mittels Sequenzanalyse verifiziert. 
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Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel mittels Gelelektrophorese 

aufgetrennt und die spezifischen Banden wurden mit QuiaexII® aus dem Gel  

extrahiert. Das β-Aktin DECAprobe® Stück war ein 1076 kb langes Fragment des 

β-Aktin-Gens der Maus. 

Für die Northern Blots wurden 1.5-1.8 × 106 AtT20-Zellen pro 100-mm Dish 

ausgesät und für 48 Stunden kultiviert. Anschließend wurden sie mit serumfreien 

DMEM (0,1% BSA) für 16 Stunden vorinkubiert. Das Serum wurde durch frisches 

serumfreies DMEM ersetzt und die Zellen wurden mit NNT-1/BSF-3, LIF oder 

CNTF inkubiert. Die RNS wurde mit Trizolreagenz extrahiert. Anschließend 

wurden 20 µg der RNS auf einem 6,4%igen Formaldehyd-Gel mit 1% Agarose 

aufgetrennt und auf eine Nylonmembran (Hybond-N+) transferriert. Danach 

erfolgte das „Crosslinking“ der RNS auf die Membran im UV-Licht. Die Proben 

wurden mit 32P-CTP mittels  DECAprime Random Primed DNA Labeling Kit 

markiert. Die Vorhybridisierung wurde mittels QuickHyb Rapid bei 68 Grad für 2 

Stunden ausgeführt. Die 32P-markierte Probe wurde für 5 Minuten zusammen mit 

100 µg denaturierter Lachssperma-DNS gekocht und hinzugefügt. Die 

Hybridisierung wurde für 3 Stunden bei sonst gleichen Bedingungen wie die 

Vorhybridisierung durchgeführt. Die Membranen wurden unter „low-stringency“ 

Bedingungen zweimal für 20 Minuten in 2xSSC-0,1% SDS bei Raumtemperatur 

gewaschen und einmal für 40 Minuten unter „high-stringency“ Bedingungen in 

0,1x SSC-0,1% SDS bei 60 Grad Celsius. Kodak Biomax MS Filme wurden mit 

diesen Membranen für 12 bis 72 Stunden bei –70 Grad belichtet. 
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2.2.3 Proteinextraktion und Western Blot Analyse 

 

Nach einer Stimulation für 0, 2, 5, 10 bzw. 15 Minuten mit NNT-1/BSF-3, CNTF 

oder LIF wurden die Zellen mit 500 µl Lysispuffer (50 mM HEPES, 150 mM 

NaCl, 10mM EDTA, 10 mM Na4P2O7, 100 mM NaF und 2 mM 

Natriumorthovanadate, pH 7,4), dem 1% Triton X-100, 1 mM 

Phenylmethylsulfonylfluoride, 2 µg/ml Aprotinin, 20 µM Leupeptin zugefügt 

wurde, lysiert. Die Lysate wurden mit 13 000 g für 10 Minuten bei 4°C 

zentrifugiert. Die Überstände wurden mit SDS Sample Puffer (0,25 M Tris HCl, 

40% Glycerol, 2% Natriumdodezylsulfat (SDS), 1% Dithiothreitol, 

Bromophenolblau, pH 8.8) 1:2 verdünnt. Die Proben wurden für 5 Minuten 

gekocht und auf einem 10%igen SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine 

wurden innerhalb von 60 Minuten auf eine PVDF-Membran elektrotransferriert. 

Die Membran wurde für 30 Minuten in TBS-T Puffer (0,02 M Tris HCl, 0,15 M 

NaCl, 2% Tween 20, 0,01% Natriumazide) geblockt. Die jeweilige geblockte 

Membran wurde über Nacht mit Antikörpern gegen pSTAT1 (1:10.000), pSTAT3 

(1:40.000), pSTAT5 (1:5.000) und pERK1/ERK2 (1:40.000) inkubiert, die in PBS-

T, 0,05 M Natriumphosphat, 0,15 M NaCl, 2% Tween 20 (pH 7) gelöst waren. 

Nach einem Waschvorgang mit PBS wurde die Membran für zwei Stunden mit 

einem sekundären, mit Meerrettich-Peroxidase konjugiertem Antikörper (IgG, 

Ziege gegen Maus oder Esel gegen Kaninchen; in Abhängigkeit vom primären 

Antikörper) inkubiert.  

Die Membran wurde gewaschen, für 30 Minuten in ein chemilumineszierendes 

Substrat Super Signal West Dura getaucht und einem XOMAT-AR Film 

ausgesetzt. Danach wurde die Membran ´gestripped´. Die Inkubation mit 

Antikörpern gegen STAT1 (1:20.000), STAT3 (1:40.000), STAT5 (1:40.000) und 

ERK1/ERK2 (1:40.000) erfolgte wie oben beschrieben. 
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2.2.4 Luciferaseassay 

 

AtT20-Zellen wurden transient mit einem murinen –2757/+929 SOCS3-Promotor-

Luciferase-Konstrukt in einem pGL3Basic Vektor (3) transfiziert. Es wurden 

0,3x103 Zellen pro Loch (6-Loch-Platte) ausgesät und für 24 Stunden kultiviert. 

Die Transfektion wurde mit Superfect gemäß der Gebrauchsanweisung 

durchgeführt. Die transfizierten Zellen wurden nochmals für 24 Stunden kultiviert, 

bevor sie für 6 Stunden stimuliert wurden. Die Promotoraktivität wurde sowohl in 

unstimulierten Zellen als auch jeweils nach Stimulation mit NNT-1/BSF-3, CNTF, 

LIF gemessen. Es wurde der relative Anstieg der Aktivität nach 

Interleukinstimulation im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 

Für die Studien mit einem -706/+64 Ratten POMC- Promotor-Luciferase-

Konstrukt wurde das gleiche Schema angewendet. Dieses Konstrukt wurde uns 

freundlicherweise von Dr. Malcolm Low, Vollum Institute, Oregon, USA zur 

Verfügung gestellt. 

 

2.2.5 RT-PCR und Sequenzierung 

 

Die Reverse Transkription wurde mit M-MLV Reverse Transcriptase von 

Invitrogen gemäß der Gebrauchsanleitung durchgeführt. Nach einer initialen 

Denaturierung bei 94°C für drei Minuten folgten 40 PCR-Zyklen (Denaturierung 

bei 94°C für eine Minute, Annealing bei entsprechender Temperatur für eine 

Minute und dann Extension bei 72°C für eine Minute). Schließlich wurde die PCR 

mit einem Elongationsschritt bei 72°C für zehn Minuten beendet. DMSO wurde 

hinzugefügt und lag in einer Konzentration von 5% vor.  

Die RT-PCR-Produkte aus AtT20-Zellen wurden mit Gelelektrophorese (1,2% 

Agarose) analysiert. Die spezifischen Banden wurden aus dem Gel extrahiert, 

mittels QuiaexII gereinigt und anschließend in den pCR2.1 Vektor ligiert. Die 
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Sequenzierung wurde von Medigenomix (München, Deutschland) durchgeführt 

und bestätigte die Sequenzidentität. 

 

 Genbank 

Accession 

Number 

Fragment- 

länge 

Sense-Primer Antisense-Primer Annealing 

Temperatur

CNTFRα  

Nukleotid 

359-926 

NM_0166

73 

567nt 5´-GCTCAACGG 

CTCTCAGCTGA 

TACTG-3´ 

5´-CACATGCTGC 

CATTGGTCCAGG 

ATG-3´ 

58°C 

LIFR 

Nukleotid 

2618-2935 

NM_0135

84 

315nt 5´-AGCATCCTT 

TGCTATCGGAA 

GC-3´ 

5´-CGTTATTTCC 

TCCTCGATGAT 

GG-3´ 

56°C 

gp130 

Nukleotid 

1863-2552 

X62646 689nt 5´-CGTACACAG 

ATGAAGGTGGG 

AAAG-3´ 

5´-CTTCAGGCTG 

ACTGCAGTTCT 

GC-3´ 

58°C 

Tab. 1 Bei der PCR verwendeten Primer-Sequenzen 

 

 

2.2.6 ACTH-Radioimmunassay 

 

Für die Studien der ACTH-Sekretion, wurden die AtT20-Zellen (7000/Loch, 32er 

Lochplatte) für 48 Stunden in DMEM kultiviert, anschließend für weitere 24 

Stunden mit DMEM, dem 1% FKS zugesetzt war. Danach wurden die Zellen mit 

frischem DMEM (mit 1% FKS) und mit NNT-1/BSF-3, LIF oder CNTF inkubiert. 

Bei den M- und S-Klonen verwendeten wir hingegen 14 000 Zellen pro Loch (32er 

Lochplatte) bei sonst gleichen Bedingungen. 

Nach 24 und 48 Stunden wurden die Überstände gesammelt und mittels einem 

kommerziellen Radioimmunassay für ACTH der Firma Diagnostic System 

Laboratories gemessen. Die Qualitätskontrolle des kommerziell erworbenen RIAs 

ergab Intraassayvariationen von 6,9%, 5,9% bzw. 5,3% und Interassayvariationen 

von 9,6%, 4,0% bzw. 7,3%. Die unterste Nachweisgrenze lag bei 3,5 pg/ml. 
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2.2.7 Statistik 

 

Die Densitometrie spezifischer Banden in den Western Blots und Northern Blots 

wurde mit dem NIH Image 1.59 Computerprogramm vorgenommen. Die 

statistischen Analysen wurden mit dem JMP 5.0.1. Computerprogramm 

durchgeführt. Die statistischen Analysen zwischen den Mittelwerten verschiedener 

Gruppen und dem Mittelwert einer einzelnen Kontrollgruppe erfolgten mit 

´Dunnett’s test for multiple comparisons´. Die statistischen Analysen zwischen den 

Mittelwerten aller Gruppen wurden mit dem ´Tukey-Kramer HSD test for multiple 

comparisons´ durchgeführt. Die statistischen Analysen des paarweisen Vergleiches 

zwischen dem Mittel einer einzelnen Gruppe und dem Mittel einer einzelnen 

Kontrollgruppe wurden mit dem ´Student’s t-test´ vorgenommen. Alle Werte 

werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Bei den 

Experimenten wurden jeweils mindestens drei voneinander unabhängige Versuche 

durchgeführt. Bei den Experimenten mit den verschieden stabil transfizierten AtT-

20-Klonen (AtT20-M, AtT20-L, AtT20-F, AtT20-D und AtT20-W) wurden 

jeweils drei bzw. zwei verschiedene Klone pro Gruppe verwendet. 
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3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Expression des funktionellen CNTF-Rezeptors in AtT20-Zellen und in murinen                       
      Hypophysen 
 

Da der trimere CNTF-Rezeptor-Komplex (CNTFRα/LIFR/gp130) für die Bindung 

von NNT-1/BSF-3 an die Zelloberfläche notwendig ist, wurde zunächst mittels 

RT-PCR untersucht, ob gp130, LIFR und CNTFRα von AtT20-Zellen exprimiert 

werden. 

Die RT-PCR wurde sowohl an mRNS aus AtT20-Zellen als auch an Hypophysen 

von C57BL/6 Mäusen durchgeführt. Ein 567 nt langes Fragment der murinen 

CNTFRα cDNS (nt 359-926, Genbank Accession NM_016673), ein 315 nt langes 

Fragment der murinen LIFR cDNS (nt 2618-2935, Genbank Accession 

NM_013584) und ein 689 nt langes Fragment der murinen gp130 cDNS (nt 1863-

2552, Genbank Accession X62646) wurden erzeugt (siehe Tabelle 1 Seite 19) und 

konnte sowohl in AtT20-Zellen als auch in murinen Hypophysenzellen 

nachgewiesen werden (Abb. 3). 
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3.2 NNT-1/BSF-3 aktiviert die Jak-STAT-Kaskade in AtT20-Zellen 
 

3.2.1 STAT-Phosphorylierung 

 

Während in unstimulierten Zellen weder STAT1- noch STAT3-Phosphorylierung 

nachweisbar war, zeigte sich nach Stimulation von AtT20-Zellen mit NNT-1/BSF-

3 eine Tyrosinphosphorylierung sowohl von STAT1 als auch von STAT3 (Abb. 4). 

Anhand von Densitometrieanalysen wurde das Verhältnis phosphorylierter STAT-

Proteine zu STAT-Proteinen insgesamt für jede Gruppe berechnet (pSTAT/STAT). 

Das Verhältnis pSTAT/STAT der LIF-Gruppe (Positivgruppe) wurde gleich 1 

gesetzt. Relative STAT-Phosphorylierung jeder Gruppe wurde im Vergleich zu 

dieser Positivkontrolle berechnet. Bei Stimulation mit LIF (Positivkontrolle) zeigte 

sich ein signifikanter Anstieg sowohl des phosphorylierten STAT3-Proteins 

(p<0.001) als auch des phosphorylierten STAT1-Proteins (p<0.05) nach 5 und 10 

Minuten im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe.  
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Auch mit NNT-1/BSF-3 ließ sich die Phosphorylierung der STAT-Proteine 

signifikant induzieren. Es kam zu einer Zunahme der pSTAT3-Proteine (p<0.001) 

und der pSTAT1-Proteine (p<0.001) nach 5 und 10 Minuten, die im Verhältnis zur 

LIF-Positivkontrolle mit 1.3 ± 0.2 (5 Minuten) und 1.1 ± 0.1 (10 Minuten) 

beziehungsweise 2.1 ± 0.4 (5 Minuten) und 1.5 ± 0.4 (10 Minuten) höher war.  

Die Inkubation mit 10 ng/ml CNTF induziert eine signifikante Stimulation von 

pSTAT3 nach 5 Minuten (p<0.05) und 10 Minuten (p<0.001) im Vergleich zu 

unstimulierten Zellen. Das durch CNTF-induzierte Verhältnis pSTAT3/STAT3 ist 

mit 0.5 ± 0.1 und 0.6 ± 0.1 nach 5 und 10 Minuten geringer als das durch LIF-

induzierte. Es zeigte sich bei CNTF-Stimulation kein signifikanter Anstieg von 

pSTAT1. 

Wir beobachteten keine Tyrosinphosphorylierung von STAT5, ERK1 oder ERK2 

in AtT20-Zellen bei einer Stimulation mit einem der genannten Zytokine (Daten  

zu ERK1 und 2 nicht gezeigt). Als Positivkontrolle verwendeten wir Y1-Zellen, 

die mit mOSM stimuliert wurden.  
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3.2.2 SOCS-3-Genexpression 

 

AtT20-Zellen wurden transient mit einem SOCS-LUC-Konstrukt transfiziert. Die 

Reportergenaktivität der unstimulierten Kontrollzellen wurde gleich 1,0 gesetzt 

und die Aktivität der stimulierten Zellen als –fache Steigerung berechnet. Im 

Verhältnis zu unbehandelten pGL3Basic-SOCS3-LUC transfizierten AtT20-

Zellen, führte die Stimulation mit NNT-1/BSF-3 führte zu einem signifikanten 

Anstieg der Luciferase-Aktivität um den Faktor 6 ± 1 (p<0.01). Ebenfalls ließ sich 

die Aktivität des Promotors durch Stimulation mit CNTF und LIF signifikant 

induzieren (2.4 ± 0.2, p<0.05 bzw. 9.6 ± 1.7, p<0.001) (Abb. 5). Dagegen zeigte 

sich keine Steigerung der Luciferase-Aktivität in den AtT-20 Zellen, die nur mit 

pGL3Basic alleine transfiziert worden waren (Negativkontrolle) (Daten nicht 

gezeigt).  
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Um den Effekt von NNT-1/BSF-3 auf die mRNS-Expression von SOCS3 zu 

untersuchen, wurden AtT-20-Zellen mit NNT-1/BSF-3 für 30, 60 und 120 Minuten 

stimuliert. Northern Blot Analysen zeigten ein SOCS3-spezifisches Signal bei 

einer Transkriptgröße von ungefähr 2.8 Kilobasenpaaren. Im Verhältnis zu 

unbehandelten Kontrollzellen zeigte sich nach NNT-1/BSF-3-Stimulation ein 

schneller Anstieg der SOCS3-mRNS nach 30 und 60 Minuten. Bereits nach 120 

Minuten nahm die mRNS wieder ab. Die SOCS3 mRNS-Expression ließ sich 

durch Stimulation mit NNT-1/BSF-3 nach 60 Minuten um den Faktor 11 (p<0.001) 

erhöhen. Die SOCS3-Expression ließ sich ebenfalls mit CNTF und mit LIF 

stimulieren. Hier zeigte sich eine 7-fache (p>0.05) bzw. 13-fache (p<0.01) 

Stimulation nach 60 Minuten (Abb. 6). Während NNT-1/BSF-3 und LIF eine 

ähnlich starke Potenz auf die SOCS3 mRNS-Expression aufweisen, scheint CNTF 

ein geringerer Stimulus der SOCS3 mRNS-Expression zu sein. 
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3.3 NNT-1/BSF-3 induziert die Expression von POMC und die ACTH-Sekretion 

 

3.3.1 Expression von POMC 

 

Wir untersuchten den Effekt von NNT-1/BSF-3 auf die Aktiviät des POMC-

Promotors. Hierfür wurden AtT-20 transient mit einem –706/+64-POMC-

Promotor-Luciferase-Konstrukt transfiziert. Eine hohe basale Luciferase-Aktivität 

zeigte die erfolgreiche Transfektion an. NNT-1/BSF-3 erhöhte die 

Luciferaseaktivität um den Faktor 4 ± 0.3 (p<0.001). Ebenso zeigte sich eine 

Erhöhung der Aktivität nach CNTF- bzw. LIF-Stimulation um den Faktor 2.5 ± 0.2 

(p<0.01) bzw. 3.6 ± 0.25 (p<0.001) (Abb. 7). 
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Anhand von Northern Blot Analysen ließ sich in unstimulierten AtT-20-Zellen 

eine basale Genexpression von POMC-mRNS nachweisen. Nach einer Inkubation 

mit NNT-1/BSF-3 für 24 Stunden ließ sich keine signifikante Erhöhung der 

Genexpression (1.25-fach) zeigen. Hingegen ließ sich die POMC mRNS-

Expression mit CNTF 1.9-fach (p<0.05) und mit LIF 2.4-fach (p<0.01) stimulieren 

(Abb. 8). 
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3.3.2 Stimulierung der ACTH-Sekretion 

 

Um die Wirkung der Zytokine auf die ACTH-Sekretion der AtT20-Zellen zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit jeweils 10 ng/ml NNT-1/BSF-3, CNTF und 

LIF stimuliert. Die ACTH-Konzentrationen nach 24 und 48 Stunden wurden 

mittels eines Radioimmunassays gemessen. 

Die basalen ACTH-Werte (bei Kontrollpuffer) nach 24 und 48 Stunden waren 180 

± 40 pg/ml und 555 ± 110 pg/ml; es zeigte sich also ein Anstieg um das 3.1 ± 0.3–

fache nach 48 Stunden. Eine Stimulation mit NNT-1/BSF-3 bewirkte einen 1.7 ± 

0.2- (p<0.05) bzw. 4.7 ± 0.4-fachen (p<0.001) Anstieg der ACTH-Sekretion nach 

24 bzw. 48 Stunden (bezogen auf die ACTH-Sekretion der Kontrollgruppe nach 24 

Stunden). CNTF löste nach 24 Stunden ebenfalls eine Stimulation von 1.7 ± 0.15–

fach (p<0.05), dagegen nach 48 Stunden eine von 4.4 ± 0.4–fach (p<0.001) aus. 

Eine stärkere Stimulation zeigte sich hingegen mit LIF. Nach 24 Stunden stieg die 

ACTH-Sekretion um den Faktor 2.1 ± 0.25 (p<0.001) bzw. nach 48 Stunden um 

5.5 ± 0.5 (p<0.001) (Abb. 9).  
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3.4 Effekte von NNT-1/BSF-3 in SOCS3 überexprimierenden AtT20- Zellen 

 

3.4.1 Hemmung der STAT-Phosphorylierung 

 

Die stabile Überexpression von SOCS-3 in kortikotrophen AtT20-Zellen (AtT20-

S) inhibiert die NNT-1/BSF-3-induzierte Tyrosinphophorylierung sowohl von 

STAT3 als auch von STAT1. Dies zeigten Western Blot Analysen. In den AtT20-

S-Zellen ließ sich die Phosphorylierung der STAT-Proteine durch NNT-1/BSF-3 

nicht stimulieren. Hingegen zeigte sich eine NNT-1/BSF-3-induzierte STAT-

Phosphorylierung in den Kontrollzellen, bei denen der leere Vektor stabil 

transfiziert wurde (AtT20-M) (Abb. 10). 
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3.4.2 Effekte auf STAT-abhängige Promotoraktivitäten 

 

Wir haben gezeigt, dass NNT-1/BSF-3 die POMC-Promotor-Aktivität erhöht. Um 

zu untersuchen, ob sich die POMC-Genexpression durch SOCS3 hemmen lässt, 

haben wir AtT-20-Zellen, die SOCS3 stabil überexprimierten (AtT-20-S), sowie 

die Kontrollzellen (AtT-20-M) mit einem –706/+64-POMC-Promotor-Luciferase-

Konstrukt transient kotransfiziert. NNT-1/BSF-3-Stimulation der kotransfizierten 

AtT-20-M führte zu einer um den Faktor 4.6 ± 0.5 (2.4- bis 6.9) (p<0.001) 

erhöhten POMC-Promotor-Aktivität, während in den kotransfizierten AtT-20-S 

eine gleichbleibende Aktivität (1.0 ± 0.1) (1.0 bis 1.2) beobachtet wurde. Der 

gleiche Effekt ließ sich auch mit LIF auslösen. Bei den AtT-20-M ließ sich eine 

3.5 ± 0.3 -fache (p<0.001) Stimulation hervorrufen, während bei AtT-20-S nur 

eine 1.0 ± 0.1 -fache Aktivität vorhanden war (Abb. 11). 

 

 

 30



Da SOCS3 seine eigene Expression hemmt, zeigte sich ebenfalls eine Reduktion 

der NNT-1/BSF-3-induzierten SOCS-Promotor-Aktivität. Hierfür kotransfizierten 

wir die AtT-20-S- und AtT-20-M-Klone mit einem SOCS-3-Promotor-Luciferase-

Konstrukt. Bei den AtT-20-M zeigte sich eine Aktivierung des Promotors um den 

Faktor 8.9 ± 0.6 (7.0 bis 12.0) (p<0.001) nach Stimulation mit NNT-1/BSF-3. In 

den AtT-20-S war dagegen nur eine Erhöhung um 1.4 ± 0.1 (1.3 bis 1.6) auslösbar. 

Diese Hemmung zeigte sich auch bei einer Stimulation mit LIF. In den AtT-20-M 

stieg die Aktivität des Promotors um den Faktor 10.4 ± 0.8 (<0.001) bzw. in den 

AtT-20-S nur um den Faktor 1.4 ± 0.1 (Abb. 12). 
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3.4.3 Inhibition der endogenen SOCS3-Genexpression in den SOCS3- 

         überexprimierenden Zellen 

 

Der hemmende Effekt auf die SOCS3-Genexpression ließ sich ebenfalls in 

Northern Blot Analysen beobachten. Nach einer Stimulation  mit NNT-1/BSF-3 

für 30 und 60 Minuten zeigte sich in den AtT-20-M ein deutlicher Anstieg der 

SOCS3-mRNS. In den AtT-20-S ließ sich im Gegensatz dazu nur eine minimale 

Steigerung der Genexpresssion durch NNT-1/BSF-3 nachweisen (Abb. 13).  
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3.4.4 Wirkungen auf die ACTH-Sekretion 

 

Als nächstes wurde untersucht, ob SOCS3 in AtT-20-Zellen als negativer 

Regulator auf die NNT-1/BSF-3-induzierte ACTH-Sekretion wirkt. Auch hier 

zeigte sich der hemmende Effekt von SOCS3. In den SOCS3-überexprimierenden 

Zellen (AtT20-S) waren die basalen ACTH-Werte 205 ± 8 pg/ml. Hingegen war 

die basale ACTH-Sekretion bei den Kontrollzellen AtT20-M höher (325 ± 17 

pg/ml). Stimulation der AtT20-M-Zellen mit NNT-1/BSF-3 bewirkte eine 

Erhöhung der ACTH-Sekretion nach 48 Stunden um den Faktor 1,4 ± 0,04 

(p<0.001) bezogen auf die Sekretion bei Stimulation mit dem Kontrollpuffer (M3: 

335±12 vs. 227±17 pg/ml, p<0.001; M6: 284±9 vs. 226±12 pg/ml, p<0.05; M9: 

331±11 vs. 270±10 pg/ml, p<0.05). Auch bei LIF stieg die ACTH-Sekretion auf 

den 1,7 ± 0,06-fachen Wert (p<0.001) an. Dagegen fiel die Stimulation der ACTH-

Sekretion bei den AtT20-S-Zellen signifikant geringer aus (NNT-1/BSF-3 

p<0.001, LIF p<0.01). NNT-1/BSF-3 bewirkte einen 1,1 ± 0,04-fachen Anstieg des 

ACTH-Levels (S8: 191±14 vs. 163±12 pg/ml; S11: 140±12 vs. 140±13 pg/ml; 

S17: 165±15 vs. 155±16 pg/ml) und LIF einen 1,5 ± 0,06-fachen (Abb.14). 
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3.5. Effekte von NNT1/BSF-3 in STAT3 dominant negativ mutierten AtT20-Zellen 

 

3.5.1 STAT3-Phosphorylierung 

 

Wir haben gezeigt, dass NNT-1/BSF-3 in AtT-20-Zellen die Jak-STAT-Kaskade 

aktiviert. Um die Bedeutung von STAT3 in der Signalinduktion durch NNT-

1/BSF-3 zu untersuchen, haben wir AtT-20 Zellen, die dominant negative STAT3-

Mutanten stabil überexprimieren, mit NNT-1/BSF-3 stimuliert. Bei der STAT3F-

Mutante wurde die Aminosäure Tyrosin705 durch Phenylalanin705 ersetzt, wodurch 

die Tyrosinphosphorylierung gestört ist. Hingegen ist bei der STAT3D-Mutante 

die Stelle verändert worden, die für die DNS-Bindung wichtig ist (58). Als 

Kontrollzellen verwendeten wir Zellen, die den Wildtyp STAT-3 stabil 

überexprimieren (STAT3W) (17) (Abb. 15). Entsprechend den Mutationen zeigte 

sich in Western Blot Analysen keine signifikante Tyrosinphosphorylierung nach 

NNT-1/BSF-3-Stimulation bei den STAT3F-Klonen. Bei den STAT3D- bzw. 

STAT3W-Mutanten zeigte sich hingegen eine Erhöhung der 

Tyrosinphosphorylierung (Abb. 15). 
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3.5.2 Wirkungen auf STAT-abhängige Promotoraktivitäten 

 

Wir kotransfizierten die STAT3F-, STAT3D- und STAT3W-Klone mit einem 

SOCS3-Promotor-Luciferase-Konstrukt. In den Zellen, die STAT3W 

überexprimierten, zeigte sich eine NNT-1/BSF-3 induzierte Aktivierung des 

Promotors um den Faktor 3.6 ± 0.4 (p<0.001). Dagegen war die Stimulation des 

Promotors in den Zellen mit STAT3D und STAT3F abgeschwächt (1.6 ± 0.1, 

p<0.01 bzw. 2.0 ± 0.1, p<0.001). Es zeigte sich demnach eine im Vergleich zu den 

STAT3W-Klonen 56%-ige bzw. 45%-ige geringere Aktivierung (p<0.001 bzw. 

<0.001). Dieser Effekt ließ sich auch mit LIF hervorrufen, jedoch fiel hier die 

Reduktion geringer aus. Bei den AtT-20 mit STAT3W stieg die Promotoraktivität 

nach LIF-Stimulation um 4.0 ± 0.4 (p<0.001). Dagegen zeigte sich bei den 

Mutanten mit STAT3D und STAT3F nur eine Stimulation von 2.6 ± 0.2 (p<0.001) 

bzw. 2.8 ± 0.3 (p<0.001). Folglich fiel die Aktivierung des Promotors in den 

STAT3D- und STAT3F-Mutanten im Vergleich zu den STAT3W-Klonen 35% 

bzw. 30% geringer (p<0.01 bzw. <0.01) aus (Abb. 16). 
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Um nachzuweisen, dass die NNT-1/BSF-3-induzierte Aktivierung des POMC-

Promotors ebenfalls STAT-abhängig ist, kotransfizierten wir die STAT3F-, 

STAT3D- und STAT3W- Klone mit einem POMC-Promotor-Luciferase-

Konstrukt. Auch hier ließ sich in den STAT3W-Mutanten die Aktivität des 

Promotors mittels NNT-1/BSF-3 signifikant um den Faktor 3.3 ± 0.2 (p<0.001) 

steigern. Im Gegensatz dazu fiel in den STAT3D- und STAT3F-Mutanten die 

Stimulation der Promotoraktivität geringer aus. Es zeigte sich eine Erhöhung der 

Promotoraktivität bei den STAT3D-Klonen um 1.5 ± 0.1 (p<0.001) und bei den 

STAT3F-Mutanten um 1.3 ± 0.1 (p<0.001). Die Aktivierung des POMC-

Promotors war also bei den STAT3D-Klonen im Vergleich zu den STAT3W-

Zellen um 55% geringer (p<0.001) und bei den STAT3F-Mutanten um 67% 

(p<0.001). Nach LIF-Stimulation erhöhte sich in den STAT3W-Zellen die 

Aktivität des POMC-Promotors um den Faktor 3.0 ± 0.3 (p<0.001). Dagegen war 

die Aktivierung in den STAT3D- und STAT3F-Klonen im Vergleich zu den 

STAT3W- Klonen geringer und zwar 1.5 ± 0.1 (p<0.001) bzw. 1.2 ± 0.1 (p<0.01). 

Die Stimulation der Promotoraktivitäten fiel demnach bei den STAT3D-Klonen 

um 50% (p<0.001) geringer aus und bei den STAT3F-Klonen um 60% (p<0.001) 

(Abb. 17). 
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4. Diskussion 

 

 

Wir konnten zum ersten Mal zeigen, dass das gp130-Zytokin NNT-1/BSF-3 die 

Jak-STAT-Kaskade in den murinen kortikotrophen Zellen AtT20 aktiviert. Durch 

diese Kaskade wird die STAT3-abhängige POMC-Genexpression stimuliert. Da 

POMC das Vorläuferprotein von ACTH ist, kommt es auf diesem Weg zur 

Erhöhung der ACTH-Sekretion. Die NNT-1/BSF-3-induzierte SOCS3-

Genexpression ist von STAT3 abhängig. Auf diese Weise unterliegt die NNT-

1/BSF-3-induzierte Aktivierung der Jak-STAT-Kaskade einer negativen 

Rückkopplung durch SOCS-3 (Abb. 18). 
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Die Expression aller drei Komponenten des CNTF-Rezeptor-Komplex (CNTFRα, 

LIFR und gp130) ist für die NNT-1/BSF-3- und CNTF- induzierte Signalkaskade 

essentiell (45). Unsere RT-PCR-Daten zeigen, dass CNTFRα, LIFR und gp130 

sowohl in murinen AtT-20-Zellen als auch in murinen Hypophysengeweben 

exprimiert werden. Diese Ergebnisse charakterisieren diese Zellen als CNTFRα+ / 

LIFR+ / gp130+ (Abb. 3), was für die Sensitivität gegenüber den beiden Liganden 

CNTF und NNT-1/BSF-3 verantwortlich ist. 

Die Wirkungen von NNT-1/BSF-3 und CNTF auf die Jak-STAT-Kaskade wurde 

in den murinen Hypophysenzellen AtT-20 untersucht. Da LIF ein gut 

charakterisierter und potenter Aktivator der Jak-STAT-Kaskade in der 

kortikotrophen Zelle ist, wurde LIF als positive Kontrolle verwendet (7, 8). 

NNT-1/BSF-3 stimuliert die Tyrosin-Phosphorylierung von kortikotrophen STAT-

3- als auch STAT-1-Proteinen (Abb. 4). Hingegen induziert CNTF nur die STAT3-

Phosphorylierung. Bei beiden Zytokinen konnten wir keine Aktivierung der 

STAT5-Phosphorylierung feststellen. Auch zeigte sich kein Effekt auf die 

Tyrosinphosphorylierung der MAP-Kinasen Erk1/Erk2 (Daten nicht gezeigt), 

während die Sensitivität der Western Blot Analysen auf die MAP Kinasen ERK1 

und ERK2 mittels einer Positivkontrolle bestätigt wurde. Ähnlich zu unseren 

Ergebnissen, stimuliert NNT-1/BSF-3 die STAT3- und die STAT1-

Phosphorylierung in verschiedenen Neuroblastomzellinien (74, 76, 29, 68, 45). 

Ebenfalls hat NNT-1/BSF-3 in diesen Zellinien keine Wirkung auf die STAT5-

Phosphorylierung (45). Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen aktiviert NNT-

1/BSF-3 in den Neuroblastomzellinien die Erk1/Erk2-Phosphorylierung (45). Über 

eine schwache Induktion der Erk2 Tyrosinphosphorylierung durch LIF in AtT-20-

Zellen wurde kürzlich berichtet (17). Jedoch ist die MAPK-Aktivität von keiner 

funktionalen Signifikanz in der LIF-induzierten Aktivierung der kortikotrophen 

Zellen (17). 
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Es wurde kürzlich gezeigt, dass die NNT-1/BSF-3-induzierte Signalkaskade in 

neuroepithelialen Zellen STAT3-abhängig ist. Dies wurde anhand von dominant 

negativen STAT3-Mutanten oder Mutationen im STAT-Bindungselement der 

Promotorregionen von spezifischen Reportergenen gezeigt (88). Funktionelle 

STAT-Bindungselemente wurden in den nichttranslatierten 5´-Regionen sowohl 

des SOCS3- (Nukleotide –72 bis –64,Genbank Accession AF117732) als auch des 

POMC-Gens (Nukleotide –399 bis –379, Genbank Accession X03171) 

charakterisiert (18, 56, 8, 6). Wir verwendeten Promotorkonstrukte von beiden 

Genen in Reportergenassays, um deren STAT-abhängige Aktivierung durch NNT-

1/BSF-3 und CNTF zu messen. Hier zeigt sich eine durch NNT-1/BSF-3- und 

CNTF-vermittelte Stimulation der SOCS3- und POMC-Promotoraktivität (Abb. 6 

und 8). NNT-1/BSF-3 aktiviert dabei die Promotoraktivitäten in ähnlicher Potenz 

wie LIF. CNTF weist hingegen eine schwächere Wirkung im Vergleich zu NNT-

1/BSF-3 auf. 

 

LIF (8, 3) und CNTF (15) aktivieren die Expression von SOCS3-Proteinen in vivo 

und in vitro. Eine schnelle Expression von SOCS3-mRNS nach 30 und 60 Minuten 

beobachtet man sowohl bei NNT-1/BSF-3, CNTF als auch bei LIF (Abb. 7). Im 

Gegensatz dazu findet man bei LIF und CNTF eine starke Stimulation der POMC-

Genexpression nach 24 Stunden, bei NNT-1/BSF-3 hingegen nur einen 

schwachen, nicht-signifikanten Effekt (Abb. 9). Mit LIF läßt sich die POMC-

Expression deutlich erhöhen. Das POMC-Protein ist das Vorläuferprotein von 

verschiedenen Proteinen. Dazu gehört auch das ACTH. Wir haben deswegen die 

ACTH-Sekretion mittels eines Radioimmunassays untersucht. Hier zeigt sich bei 

den mit NNT-1/BSF-3- und CNTF- stimulierten AtT20-Zellen eine vergleichbar 

starke Erhöhung der Sekretion nach 24 und 48 Stunden, während der Effekt nach 

Stimulation mit LIF stärker ausfiel (Abb. 10). Dieser beobachteter Unterschied 

zwischen POMC-Promotoraktivität, POMC-Genexpression und ACTH-Sekretion 

kann verschiedene Gründe haben. Erstens beinhaltet das verwendete –706/+64 
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Ratten POMC-Promotor-Luciferasekonstrukt nur eine begrenzte 5´-Region des 

POMC-Gens, während weitere positive und negative Regulationselemente der 

POMC-Genexpression eventuell außerhalb dieser Region lokalisiert sind. Zweitens 

weisen frühere Ergebnisse, welche eine LIF-induzierte POMC-mRNS-Expression 

zwischen einer und 24 Stunden nachweisen, auf einen möglichen Höhepunkt nach 

24 Stunden hin (17). Aus diesem Grund wurde in dieser Studie nur die Expression 

der POMC-mRNS nach 24-Stunden untersucht, wohingegen das Maximum der 

NNT-1/BSF-3-induzierten Expression möglicherweise zu einem anderen Zeitpunkt 

zu erwarten ist. 

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass NNT-1/BSF-3 und CNTF in der Lage sind, 

die Jak-STAT-Kaskade und somit die STAT-abhängigen Genexpressionen von 

SOCS3 und POMC in murinen Hypophysenzellen zu stimulieren. Als Folge der 

Induktion des POMC-Gens kommt es zu einer Steigerung der ACTH-Sekretion. In 

Hypophysenzellen erfolgt sowohl bei NNT-1/BSF-3 als auch bei CNTF die 

Signaltransduktion über den dreiteiligen CNTF-Rezeptorkomplex (29, 68, 45). 

Unsere Daten weisen daraufhin, dass der CNTF-Rezeptorkomplex eine 

funktionelle Rolle in der Stimulation der Hypophyse dieser Zytokine ausübt. 

 

In der nächsten Versuchsreihe haben wir untersucht, ob die NNT-1/BSF-3-

induzierte Signalkaskade durch SOCS3 reguliert wird. SOCS3 wird sowohl in 

Hypothalamus- als auch in Hypophysengeweben exprimiert. Hier hemmt es die 

Jak-STAT-Kaskade, die von einer Vielzahl von Zytokinen aktiviert wird. Dies ist 

eine von mehreren bekannten Möglichkeiten der Regulation der neuro-

immunoendokrinen Regelkreisen (8, 6). Dieser hemmende Effekt von SOCS3 auf 

die Jak-STAT-Kaskade wurde ebenfalls bei verschiedenen gp130-Zytokinen, wie 

LIF und CNTF, beobachtet (8, 15, 6). SOCS3 inhibiert die Janus-Kinase, wodurch 

die Tyrosinphosphorylierung der STAT-Proteine gehemmt wird. Dies hat zur 

Folge, dass die Aktivierung der STAT-abhängigen Genexpressionen, z.B. von 

POMC und auch von SOCS3 selber, unterbrochen wird.  
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Um die Wirkung von SOCS3 auf die von NNT-1/BSF-3-vermittelte 

Signalinduktion zu untersuchen, verwendeten wir in unserer Studie AtT-20-Zellen, 

die SOCS3 überexprimierten (AtT20-S). Dadurch zeigte sich, daß SOCS3 

ebenfalls einen inhibierenden Effekt auf die NNT-1/BSF-3-induzierte Jak-STAT-

Kaskade hat.  

Durch die Überexpression von SOCS3 wird die NNT-1/BSF-3-induzierte 

Phosphorylierung sowohl der STAT3- als auch der STAT1-Proteine gehemmt 

(Abb. 11). Als Folge davon zeigte sich eine Abnahme der STAT-abhängigen 

Aktivierung der Promotorregionen sowohl von SOCS3 als auch von POMC (Abb. 

12 und 13). Ebenfalls zeigte sich in Northern Blot Analysen die SOCS3-vermittelte 

Hemmung der Genexpressionen von SOCS3 (Abb. 14). Dies führte wiederum zu 

einer signifikanten Abnahme der ACTH-Sekretion (Abb. 15). Diese Ergebnisse 

zeigen, dass die durch NNT-1/BSF-3-induzierte Jak-STAT-Kaskade einer 

negativen Rückkopplung unterliegt, die über SOCS3 vermittelt wird. Dabei hemmt 

SOCS3 ebenfalls seine eigene Expression, so dass eine Autoregulation vorliegt. 

Da bereits die basale ACTH-Sekretion der AtT20-S-Zellen geringer ausfiel als die 

der AtT20-M-Zellen (Kontrollzellen), weist dies auf eine mögliche Inhibition der 

basalen ACTH-Sekretion durch eine autokrine Sekretion der gp130-Zytokine. 

 

Um die Bedeutung von STAT3 in der NNT-1/BSF-3-induzierten Signalkaskade zu 

untersuchen, haben wir dominant negative STAT3-Mutanten verwendet. Dies 

waren zum einem Mutanten, bei denen die Aminosäure Tyrosin705 gegen 

Phenylalanin705 ausgetauscht wurde, wodurch die Tyrosinphosphorylierung gestört 

ist (STAT3F), zum anderen Mutanten, die an der Stelle eine Veränderung 

aufweisen, die für die DNS-Bindung wichtig ist (STAT3D) (58). Als 

Kontrollzellen verwendeten wir Zellen, die STAT3 stabil überexprimierten 

(STAT3W) (17). 

Entsprechend den Mutationen zeigte sich in Western Blot Analysen bei den 

STAT3F-Klonen keine Erhöhung der STAT-Phosphorylierung, jedoch bei den 
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STAT3D- sowie STAT3W-Klonen (Abb. 17). Dies deutet darauf hin, dass NNT-

1/BSF-3 die Phosphorylierung der STAT3-Proteine am Tyrosinrest Tyr705  

stimuliert.  

Bei den Promotorstudien fiel die NNT-1/BSF-3-induzierte Aktivierung sowohl des 

POMC- als auch des SOCS-Promotors bei den dominant negativen Mutanten 

signifikant geringer aus als bei den Kontrollzellen (Abb. 18 und 19). Dies ist bei 

den STAT3F-Mutanten Folge der verminderten Phosphorylierung der STAT3-

Proteine. Durch diese fehlende Aktivierung, wird die Jak-STAT-Signalkaskade 

nicht stimuliert und somit auch nicht die Promotorregionen. Hingegen war die 

NNT-1/BSF-3-induzierte Phosphorylierung und damit die Aktivierung der STAT-

Proteine bei den STAT3D-Mutanten nicht vermindert. Jedoch kam es aufgrund der 

mutierten DNS-Bindungsstelle nicht zur Bindung der STAT-Proteine an die DNS 

und nachfolgend nicht zur Aktivierung der Promotorregionen. 
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5. Zusammenfassung 

 

Wir haben gezeigt, dass das neue gp130-Zytokin NNT-1/BSF-3 ein potenter 

Modulator der kortikotrophen Funktion ist. Es stimuliert in murinen kortikotrophen 

AtT20-Zellen die Jak-STAT-Kaskade, die STAT-abhängige SOCS3- und POMC-

Genexpression sowie die ACTH-Sekretion. Ähnliche Effekte ergaben sich auch bei 

Stimulation mit CNTF. Weiterhin zeigte sich, dass die NNT-1/BSF-3-induzierte 

Signalkaskade durch SOCS3 negativ reguliert wird.  

Während CNTF nicht aktiv von Zellen sezerniert wird, aber passiv nach 

Schädigung der Zelle freigesetzt wird (45, 67), kann NNT-1/BSF-3 von Zellen als 

ein Heterokomplex zusammen mit CLF oder CNTFRα sezerniert werden (29, 68).  

Es zeigte sich eine induzierbare Expression von NNT-1/BSF-3 mRNS in der 

murinen hypophysären follikulostellaren Zelllinie TtT/GF (90). Diese Induktion 

ließ sich durch cAMP, PMA und PACAP hervorrufen (9). NNT-1/BSF-3 ist somit 

ein neuer parakriner neuroimmunoendokriner Modulator der Hypophysen – 

Nebennierenrinden - Achse. 
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