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Abkurzungen

ACTH Adrenocorticotropes Homon

AS Aminoséure

ATP Adenosin-Tri-Phosphat
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CBM Cytokine Binding Module

CIS Cytokine-inducible-SH2-domain-containing Protein
CNTF Ciliary Neurotrophic Faktor (Zytokin der gp130-Familie)
CRH Corticotropes Releasing Hormon

CT-1 Cardiotrophin-1 (Zytokin der gp130-Familie)

CTC Cardiotrophin-like Cytokine (Zytokin der gp130-Familie)
DDT Dichlor-Diphenyl-Trichlordthan
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GH Growth Hormone = Wachstumshormon

gpl30-R gp130-Rezeptor

GTP Guanidin-Tri-Phosphat

HHN-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
IFN Interferon

IL Interleukin

IL-x, z.B. IL-6 Interleukin-x, z.B. Interleukin-6

IL-x-R, z.B. IL-6-R  Interleukin-x-Rezeptor, z.B. Interleukin-6-Rezeptor
Jak Januskinasen

kb Kilobasen

kDa Kilodalton (atomare Masseneinheit)

LIF Leukaemia Inhibitory Factor (Zytokin der gp130-Familie)
NNR Nebennierenrinde

NNT-1/BSF3 Novel Neurotrophin1/B-cell-stimulating Factor 3 (Zytokin d. gp130-F.)
NP Neuropoietin (Zytokin der gp130-Familie)

ORF Open reading frame

OSM Onkostatin M (Zytokin der gp130-Familie)
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PCR Polymerase Chain Reaktion
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PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POMC Poopiomelanocortin

RIA Radio-Immunassay

RT Reverse Transkription

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
SHP2 SH2-domain-containing tyrosine phosphatase

SOCS Suppressor of Cytokine Signaling

STAT Signal Transducers and Activators of Transcription

TNF Tumor Nekrose Faktor
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1. Einleitung

Ein sehr interessantes Gebiet der medizinischen Grundlagenwissenschaft ist das der Zytokine
und Interleukine. Die komplexe Funktionsweise der Zytokine bei neuroimmunologischen und
endokrinologischen Vorgéngen ist bisher nur unzureichend erforscht.

Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation der Stressantwort der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und  wirken sowohl auf
hypothalamisch/hypophysirer als auch direkt auf adrenaler Ebene (Bornstein et al., 2004).
Vorliegend sollen die Effekte von Interleukin-11 (IL-11) auf die Steroidsynthese der
Nebenniere untersucht werden. Interleukin-11 ist ein Mitglied der gpl130-Rezeptorfamilie,
welche fiir ihre neuroendokrinologische Funktion an der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-(HHN)-Achse bekannt ist. Fiir Interleukin-11 ist bisher nur eine
modulatorische Wirkung auf Hypothalamus- und Hypophysen-Ebene bekannt. Ebenso sind
bisher sein signaltransduzierender Rezeptorkomplex und der intrazelluldre Signalweg noch
unzureichend erforscht. Interleukin-6 (IL-6) scheint dem Interleukin-11 in seiner Funktion
und Wirkungsweise sehr dhnlich zu sein; fiir Interleukin-6 ist die Rolle bei der
Steroidsynthese der Nebenniere gut untersucht (Bornstein et al., 2004). Aus diesem Grund
wird das Interleukin-6 in dieser Arbeit als Vergleichsparameter fiir neue Erkenntnisse iiber
das Interleukin-11 verwendet.

Es wird gezeigt, dass Interleukin-11 ebenso wie Interleukin-6 eine direkte Wirkung auf die
Nebennierenrinde hat.

Um die Interleukine-6 und 11 in die Klassifikation der Zytokine einordnen zu kénnen, soll
zuerst die Klassifizierung der Zytokine sowie ihre Einteilung nach Rezeptoren dargestellt

werden.

1.1 Die gp130 Zytokin Familie

In dieser Arbeit soll das Zytokin Interleukin-11, das zu der gp130-Rezeptor-Familie gezahlt
wird, ndher klassifiziert werden. Die gp130-Rezeptor-Familie wird auch Interleukin-6-Familie
genannt. Zu dieser Familie zdhlen bisher Interleukin-6 (IL-6), Leukaemia Inhibitory Factor
(LIF), Oncostatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) und Cardiotrophin-1 (CT-
1). In den letzten Jahren sind noch zwei weitere Mitglieder der IL-6-Familie entdeckt worden.

Zum einen wurde das Novel Neurotrophinl/B-cell-stimulating factor 3 (NNT-1/BSF3)
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gefunden, das erstmals von Senaldi et al (1999) beschrieben wurde und unabhingig davon zur
gleichen Zeit als Cardiotrophin-like Cytokine (CTC) von Shi et al (1999) entdeckt wurde.
Zum anderen wurde das bisher jiingste Mitglied der Interleukin-6-Familie von Derouet et al.
2004 als Neuropoietin (NP) beschrieben (Derouet et al., 2004;Vlotides et al., 2004).

Zytokine sind 16sliche Proteine unterschiedlicher Grofe, die von Zellen sezerniert werden. Sie
spielen eine wichtige Rolle in der Zellinteraktion, Zellkommunikation und der zelluldren
Immunantwort. In einigen Féllen wie z.B. den Zytokinen LIF, IL-6 und IL-11 wirken sie auch
auf (neuro)endokrine Weise. Obwohl sie nicht zu den Hormonen gezidhlt werden, da sie nicht
von Driisenzellen produziert und sezerniert werden, konnen sie eine parakrine oder autokrine
Wirkung erzielen und durch Aktivierung hormonproduzierender Organe, wie der Hypophyse
oder der Nebennierenrinde, auf verschiedene hormonale Kreisldufe Einfluss nehmen.

Die Zytokine werden kurzfristig durch Stimulation in verschiedenen Zellarten synthetisiert
und in nano- bis pikomolarer Konzentration ausgeschiittet. Sie erreichen schon nach kurzer
Zeit ihr Wirkmaximum und interagieren in verschiedenen Zielgeweben sowohl synergistisch,
additiv als auch antagonistisch. Durch ihre pleiotrope Funktion wirken mehrere Zytokine oft
additiv auf dasselbe Zielgewebe.

Die zelluldre Antwort auf die Zytokine in einer auto-, para- oder endokrinen Art ist abhéngig
vom Vorhandensein spezifischer Oberfldchenrezeptoren der Zielzellen, die die intrazellulédre
Signaltransduktion iiber bestimmte Pathways vermitteln.

Man versucht, die Zytokine in verschiedene Klassen einzuteilen, um eine gewisse Systematik
in die Vielzahl der Botenstoffe zu bringen. Die Einteilung nach ihrer Wirkung {iiber
Oberflachenrezeptoren erfolgt in Klasse I und II Rezeptor Zytokine sowie in die
Immunglobulin-Rezeptor Superfamilie und die TNF-Rezeptor Familie. Die Gemeinsamkeit
der einzelnen Zytokin-Rezeptorklassen liegt im Aufbau der Rezeptorstruktur und der
Bindungsstelle fiir die Liganden am Rezeptor (Kurth et al., 1999;Taga, 1996).

Zytokine einer Familie benutzen meist gleiche Oberflachenrezeptoren oder zumindest gleiche
Rezeptoruntereinheiten. Dies gilt auch fiir die Interleukin-6-Familie, die zu den Klasse-I-
Rezeptor-Zytokinen gezahlt wird.

Die Klasse-I-Zytokinrezeptoren zeichnen sich durch eine gemeinsame "cytokine binding
module"(CBM)-Region am extrazelluldren Rezeptoranteil aus. Die CBM-Region enthélt zwei
"fibronectin type III" Module (FNT-III). Charakteristischer Weise enthélt das proximale FNT-
III insgesamt vier konservierte Cysteinbausteine am N-terminalen Ende, das distale FNT-III
beinhaltet eine WSXWS- (Trp-Ser-X-Trp-Ser) Region am C-terminalen Ende (Abb. 1).

Zusétzlich gibt es an den extrazelluldren Rezeptoranteilen proximal der CBM-Region noch
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eine unterschiedliche Anzahl weiterer FNT-III-Module und distal unterschiedlich grof3e

immunglobulin-dhnliche Regionen (Ig-like domaine).

Schematische Darstellung der IL-6-Rezeptor-Familie

Ig-like
dogmaine

CNTFR

IL-11Ra2

Abb. 1: Deutlich wird in diesem Schema die Zusammengehdrigkeit der einzelnene Rezeptoren der Interleukin-6-
Familie durch den dhnlichen Aufbau des extrazelluldren Rezeptoranteils. Der extrazellulire Rezeptor enthdlt
immer die "cytokine binding module"(CBM)-Region. Diese besteht aus zwei "fibronectin type 11" -Modulen
(FNT-1II) mit insgesamt vier konservierten Cysteinbausteinen am N-terminalen Ende und einer WSXWS- (Trp-
Ser-X-Trp-Ser) Region am C-terminalen Ende. Distal kommen ,,immunglobulin-ihnliche Regionen® (Ig-like
domaine) vor, die sich von Rezeptor zu Rezeptor in ihrer Grifle unterscheiden. Proximal der CMB-Region
kénnen weitere FNT-1II-Module liegen (Eigene Abbildung nach Taga& Kishimoto und Arzt)

Die Informationsiibertragung erfolgt immer iiber den gpl30-Rezeptor. Allerdings ist die
Dimerisation der Rezeptoruntereinheiten uneinheitlich und von der jeweiligen
Ligandenbindung abhéngig.

IL-6 und -11 binden an ihren jeweiligen spezifischen Rezeptor, die Rezeptor-a-Kette IL-6-Ra
bzw. IL-11-Ral/2. Sie induzieren dadurch eine Homodimerisation von zwei gpl30-
Molekiilen. Der endgiiltige signaltransduzierende Rezeptorkomplex ist ein Hexamer aus
Zytokin : Zytokin-R-a : gp130-R in 2:2:2-Stereometrie (Abb. 2).

LIF bindet an einen heterodimeren Rezeptor bestehend aus einem gp130-R und LIF-R. OSM
kann entweder an den gp130-R binden und eine Heterodimerisation zwischen dem gp130-R

und dem LIF-R bewirken oder es bindet fakultativ an seinen spezifischen OSM-R[3 und
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induziert dadurch eine heterodimere Verbindung mit dem gpl130-R (Abb. 2). Die
Signaltransduktion von CT-1 erfolgt {iber einen heterotrimeren Rezeptorkomplex bestehend
aus einem gpl130-R, LIF-R und einem noch nicht niher charakterisierten Rezeptor CT-1R.
CNTF sowie NNT-1/BSF3 und NP binden an den CNTF-Ra und induzieren dadurch eine
Heterodimerisation von gp130-R und LIF-R (Auernhammer and Melmed, 2000;Heinrich et
al., 1998;Kurth et al., 1999;Vlotides et al., 2004).

Die iiber den gpl30-Rezeptor induzierte Signalkaskade lduft {iber die Aktivierung von
Januskinasen (Jak) und ,,Signal Transducers and Activators of Transkription* (STAT) durch
Phosphorylierung ab. Anschlieend folgt die Translokation der aktivierten STAT-Proteine in
den Nukleolus mit dortiger Bindung an DNA-Promotorsequenzen, die die Proteinbiosynthese
der Zielproteine in Gang setzen. Gleichzeitig wird die Synthese von Feedbackproteinen
aktiviert. Die negative Feedbackhemmung der Zytokinwirkung erfolgt u.a. liber ,,Suppressor
Of Cytokine Signaling“(SOCS)-Proteine oder ,,Cytokine-inducible-SH2-domain-containing
Protein“(CIS)-Proteine. Sie verhindern die Phosphorylierung von weiteren STAT-Proteinen,
um dadurch die Aktivierung der Signalkaskade zu limitieren.

Dieser Pathway nennt sich Jak-STAT-Pathway und wird von unterschiedlichen Zytokinen zur
Signaltransduktiuvon benutzt. Dadurch entsteht eine groe Variationsmoglichkeit an
synergistischen, additiven und hemmenden Effekten variabler Zytokine untereinander bzw.

verschiedener Zytokine an dem gleichen Zielgewebe.
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Signaltransduzierende Rezeptorkomplexe
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| !I
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Abb. 2: Die Signaltransduktion und Ausbildung des transduzierenden Rezeptorkomplexes ist abhdngig von der
spezifischen Ligandenbindung: IL-6 und -11 bewirken eine gpl30-R-Homodimerisiation und Ausbildung eines
Hexamers zur Signaltransduktion. OSM kann zu einer gp130-R/OSM-R-Heterodimerisation fiihren, oder so wie
LIF eine gp130-R/LIF-R-Heterodimerisation bewirken. CNTF und NNT-1/BSF3 induzieren eine gpl130-R/LIF-
R-Heterodimerisation und bilden anschlieffend mit dem CNTF-R einen Trimer. Ebenso bewirkt CT-1 die
Induktion eines Trimers aus LIF-R/gpl30-R und CT-IR. Die Signaltransduktion lduft bei allen
Rezeptorkomplexen ausschliefSlich iiber den gp130-Rezeptor. (Eigene Abbildung nach Viotides et al., 2004)

1.2  Funktion von Interleukin-11 und 6

Interleukin-11 und -6 haben eine Reihe von redundanten Effekten gemeinsam.

Beide zeigen einen wachstumsfordernden Effekt auf haematopoetische Stammzellen
(Musashi et al., 1991b;Tsuji et al., 1992) und sind in die Haematopoese involviert. Sie
erhohen beide die Proliferationsrate von Megakaryozyten (Musashi et al., 1991b;Musashi et
al., 1991a;Tsuji et al., 1992) und Thrombozyten und stimulieren die Erythropoese. Allerdings
hat nach bisheriger Erkenntnis nur Interleukin-6 einen Einfluss auf die Makrophagen-
differenzierung (Auernhammer and Melmed, 2000). Wachstum und Differenzierung von B-
Zellen werden ebenfalls durch beide Interleukine induziert. Einfluss auf die T-
Zelldifferenzierung hat nur Interleukin-6 (Besedovsky and del Rey, 1996;Kishimoto et al.,
1992;Yin et al., 1992).
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Einen wachstumsfordernden Einfluss auf Myelomzellen haben beide Interleukine (Taga,
1997).

Sowohl Interleukin-6 als auch Interleukin-11 sind an der Akute-Phase-Reaktion bei
inflammatorischen Prozessen beteiligt, indem sie Hepatozyten zur Produktion von Akute-
Phase-Proteinen wie Fibrinogen, CRP, Ferritin und Haptoglobin stimulieren (Baumann and
Schendel, 1991;Schwertschlag et al., 1999).

Beide Interleukine wirken pro- und antiinflammatorisch in unterschiedlichen Geweben
(Gadient and Patterson, 1999). IL-11 reduziert z.B. iiber Monozyten und Makrophagen die
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen (Schwertschlag et al., 1999). Wihrend
einer Entziindungsreaktion werden z.B. TNF, IL-1 und zuletzt IL-6 ausgeschiittet. Im
Folgenden wirkt Interleukin-6 antiinflammatorisch, indem es die weitere Genexpression von
den proinflammatorischen Zytokinen IL-1 und TNF unterdriickt. IL-6 wirkt gleichzeitig
proinflammatorisch, da es die Produktion von Akute-Phase-Proteinen aktiviert und die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden(HHN)-Achse zur Steuerung des
Entziindungsprozesses stimuliert (Papanicolaou et al., 1998). Interleukin-11 scheint in einer
neutropenischen Sepsis eine protektive Funktion einzunehmen (Opal et al., 2003). Beide
Interleukine fordern die Osteoklastenformation und die neuronale Differenzierung
(Auernhammer and Melmed, 2000).

Interleukine beeinflussen auch epitheliales Gewebe. So wird Interleukin-11 von Alveolar- und
Bronchialzellen produziert und spielt eine wichtige Rolle bei pulmonalen inflammatorischen
Prozessen. Des Weiteren ist fiir Interleukin-11 eine Regulatorfunktion der Zellproliferation im
Gastrointestinaltrakt entdeckt worden. Es scheint, als hemme es die weitere Proliferation von
gesunden intestinalen Epithelien. Sobald jedoch eine Verletzung durch z.B. Strahlenschiden
oder Chemotherapie vorhanden ist, fordert IL-11 die epitheliale Proliferation und
beschleunigt somit den Heilungsprozess (Schwertschlag et al., 1999;Trepicchio and Dorner,
1998b).

Fiir beide Interleukine ist eine Beteiligung auf Hypothalamus- und Hypophysen-Ebene
bekannt (Chesnokova and Melmed, 2002;Gerez et al., 2007). Allerdings ist bisher nur fiir
Interleukin-6 eine Wirkung auf die Nebennierenrinde beschrieben worden (Bornstein et al.,

2004).
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1.3 Interleukin-6

1.3.1 Genlokus

Entdeckt wurde Interleukin-6 als B-Zell stimulierender Faktor BSF-2 durch Hirano et al. 1986
(Hirano et al., 1986). 1989 entschliisselten Hirano T. et al. die Aminosduresequenz des 184-
Aminoséure grolen Proteins Interleukin-6 (Hirano et al., 1989). Das humane Interleukin-6-
Gen ist auf dem Chromosom 7p21-p14 lokalisiert und ist ca. 5 Kilobasen (kb) lang. Es besteht
aus fiinf Exons und vier Introns (Papanicolaou et al., 1998). In der Promotorregion der IL-6-
mRNA liegen Erkennungsstellen u.a. fiir die Transkriptionsfaktoren NF-IL6 und auch NF-xB,
die die Transkriptionsrate von Interleukin-6 regulieren. Eine AP-1-Bindungsstelle ist
ebenfalls vorhanden (Papanicolaou et al., 1998).

Das Interleukin-6 wird zunéchst als ein Vorlduferprotein mit 212 Aminosduren (AS)
synthetisiert. Die sezernierte Form beinhaltet 184 Aminosduren. Die unterschiedlichen
Molekiilmassen von 21 — 28 kDa beruhen auf posttranslationalen Verdnderungen durch
Glykosylierungen und Phosphorylierungen. Das unveridnderte Protein hat eine Masse von
20,8 kDa (Heinrich et al., 1998;Rose-John et al., 1993).

Murines und humanes Interleukin-6 zeigen eine Homologie von 65% auf DNA-Ebene und

von 41% auf Proteinebene (Chiu et al., 1988).

1.3.2 Proteinstruktur

Genauso wie die anderen Zytokine der Interleukin-6-Familie ist auch das Interleukin-6 ein
Vier-a-Helix-Protein und besteht aus vier langen alpha-Helices die durch Loops miteinander
verbunden sind. Durch Mutagenesestudien konnten an charakteristischen Oberflichen-
strukturen der Interleukin-6-Zytokine drei charakteristische Rezeptorbindungsstellen
aufgedeckt werden. Die einzelnen Bindungsstellen und die daflir verantwortlichen
Aminoséurereste konnten am Beispiel von Interleukin-6 genau klassifiziert werden (Xu et al.,
1997).

Die Rezeptor-Bindungsstelle-1 formiert sich durch das C-terminale Ende der Helix D und den
C-terminalen Teil des AB-Loops. Sie ist die Bindungsstelle flir den spezifischen Interleukin-
6-Ra (Kurth et al., 1999). Aus Aminoséureresten in der Mitte der Helix A und der Helix C
bildet sich die Rezeptor-Bindungsstelle-2, die bei allen Zytokinen der Interleukin-6-Familie
als Bindungsstelle fiir den gpl130-Rezeptor fungiert (Somers et al., 1997). Die Rezeptor-
Bindungsstelle-3 bildet sich unter anderem aus Resten am Ende des CD-Loops und des N-

terminalen Endes an der Helix D und am AB-Loop. Sie ist fiir die Bindung eines weiteren
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Rezeptors verantwortlich. Abhéngig vom Zytokin bindet an die Rezeptor-Bindungsstelle-3
entweder ein gp130-R, wie bei Interleukin-6 und -11, oder es bindet ein LIF- bzw. OSM-
Rezeptor, wie es bei anderen Zytokinen der Fall ist (Heinrich et al., 1998). Verschiedene
Aminoséurereste auf der D-Helix des Interleukin-6 sind an der Bindung des gp130-Rezeptors
iiber die ,,Ig-like-Doméne* beteiligt (Kurth et al., 1999;Somers et al., 1997).

Nach Assoziation des IL-6/IL-6-R-Komplexes an den gpl130-Rezeptor kommt es zu einer
Bindung an einen weiteren IL-6/IL-6-R/gp130-R-Komplexes durch Homodimerisation der
gp130-Molekiile, die die Signaltransduktion in die Wege leiten.

1.4 Interleukin-11

1.4.1 Genlokus

Das humane Interleukin-11 wurde erstmals 1990 als eine weitere Aktivitit - neben dem
bekannten Interleukin-6 - im Medium einer durch IL-1 stimulierten Knochenmarkszelllinie
von Primaten, PU-34, von Paul SR et al. entdeckt. Es stellte sich als eine Aktivitit im
Medium dar, die &dhnlich wie das IL-6 eine Proliferation von murinen Plasmozytomzellen,
T1165, induzieren konnte (Paul et al., 1990). Trotzdem die cDNA des Interleukin-11 auf
Grund einer dem Interleukin-6 dhnlichen Bioaktivitdt entdeckt werden konnte, liel sich keine
Homologie zwischen IL-6 und -11 sowohl auf DNA-Ebene als auch auf Aminosdure-Ebene
feststellen (Du and Williams, 1994). Das humane Gen fiir Interleukin-11 liegt auf dem
Chromosom 19 an der Bande 19q13.3 bis 19q13.4 und ist 7 kb lang. Es enthélt, wie auch das
murine Gen fiir Interleukin-11, fiinf Exons und vier Introns (Ohsumi et al., 1991). Der
Genlokus des murinen IL-11 liegt auf den Mikrosatelitten D7Mit57 und D7Mit28 des
proximalen Chromosoms 7. Das Ergebnis stimmt mit der Entdeckung von anderen Genen
iiberein, die bei der Maus auf den Mikrosatelliten des Chromosom 7 zu finden sind und beim
Menschen auf Chromosom 19q13 (Motris et al., 1996).

In der Nukleotidsequenz des humanen IL-11-Gens befindet sich u.a. ein langes ,,open reading
frame*“ (ORF) von 597 bp. Das ORF kodiert ein 199-Aminosiure-Protein, das dem
Interleukin-11-Vorlduferprotein entspricht (Paul et al., 1990). In der Maus konnten Morris et
al. 1996 auch ein ,,open reading frame* identifizieren. Es ist 600 bp lang und kodiert
ebenfalls das 199-AS-lange IL-11-Vorlduferprotein.

Die humane und murine Nukleotidsequenz von Interleukin-11 stimmen zu 80% tiberein. Auf
der Aminosdureebene existiert eine 88%ige Homologie zwischen dem humanen und dem

murinen IL-11 (Du and Williams, 1997).
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Weitere Untersuchungen der Genomstruktur des humanen Interleukin-11 erbrachten den
Nachweis von DNA-Sequenzen, die zur Transkriptionskontrolle des Gens notwendig sind. Sie
liegen am 5°‘-terminalen Ende der DNA. Eine TATA-&hnliche Region, TATATAA, mit einer
10 bp langen Sequenz, 5°'-GGTGAGTCAG-3, liegt z.B. 180 Nukleotide vor dem Startcodon.
Sie entspricht der Aktivator-Protein-1(AP-1)-Bindungsstelle (McKinley et al., 1992). Hier

kann der Transkriptionsfaktor JunD binden. Der AP-1/JunD-Komplex ist ein wichtiger
Kontrollfaktor der basalen IL-11-Transkription in Knochenmarksfibroblasten (Yang and
Yang, 1994). Auf mRNA-Ebene sind sog. ATTTA-Motifs bekannt. Sie fungieren als RNA-
Destabilisierungssequenzen, um einen begrenzten basalen Transskriptionslevel von IL-11 zu
garantieren. Durch Bindung von Phosphorproteinen an diese Sequenzen kann wiederum eine
mRNA-Stabilisierung erreicht werden. IL-1a kann {iber diesen Mechanismus eine erhohte

Transkriptionsrate von IL-11 induzieren (Yang and Yang, 1994).

1.4.2 Proteinstruktur

Das Interleukin-11 besteht aus 178 Aminosduren (AS) und ist wie alle Zytokine der
Interleukin-6-Familie ein Vier-o-Helix-Protein. Von den 199 AS in der Primérstruktur des
Interleukin-11-Vorlduferproteins kodieren 21 AS fiir eine Leader-Sequenz. Diese wird nicht
translatiert (Morris et al., 1996;0hsumi et al., 1991).

Die Tertidrstruktur sowohl des murinen (Morris et al., 1996) als auch des humanen IL-11 ist
reich an Prolinresten (12%) und Leucinresten (23%). Sie enthdlt andere positiv geladenen
Aminosdure-Reste zu 14%. Allerdings gibt es keine Cysteinreste und keine N-terminalen
Glykosylierungen wie es das Interleukin-6 aufweist (Schwertschlag et al., 1999;Yang and
Yang, 1994).

An der Oberfldche der Vier-alpha-Helix konnten Bereiche festgestellt werden, die fiir die
Bioaktivitit verantwortlich sind. Durch die chemische Modifizierung von Methionin- (Met™)
und Lysinresten (Lys*' und Lys”™) konnten Czupryn et al. 1995 nachweisen, dass diese zum
grossen Teil fiir die Bioaktivitit des Interleukin-11 verantwortlich sind (Czupryn et al.
1995a). Die terminalen Carboxylreste beeinflussten die Bioaktivitdt ebenfalls positiv. Durch
Deletion der vier terminalen Carboxylreste reduzierte sich die Bioaktivitit z.B. um das
25fache. Nach einer Deletion von acht und mehr terminalen Carboxylresten war keine
Aktivitdt des IL-11 mehr nachzuweisen (Czupryn et al., 1995b). Somit lag die Vermutung
nahe, es handle sich dabei um Aminosiurereste, die Teile von Rezeptorbindungsstellen sind.
Die Rezeptorbindungsstellen von humanem Interleukin-11 konnten an der Oberfliche des

Proteins identifiziert werden (Abb. 3). Auf dem C-terminalen Ende der Helix D des
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rekombinanten humanen IL-11 befand sich die Rezeptor-Bindungstelle-1. Sie fungierte fir die
Bindung an den spezifischen Interleukin-11-Rezeptor-o (IL-11-Ra). Nach Czupryn et al.
(1995b) sind die Aminosduren Arg'™’, His'>, Asp'®, Trp'®, Arg'®® und Met>® maBgeblich an
der Formation der Rezeptor-Bindungsstelle-1 beteiligt. Tacken et al. hatten 1999 durch
Mutagenesestudien ebenfalls beweisen konnen, dass humanes IL-11 iiber die Rezeptor-
Bindungsstelle-1 an den IL-11-Ra bindet. Die Rezeptor-Bindungsstelle-1 wird durch AS-
Reste auf der D-Helix und des AB-Loops definiert (Abb. 3). Die Modifizierung von zwei AS-
Resten auf der Helix D (R190E, L194D) und einem AS-Rest (L85D) des AB-Loop fiihrte zu
einer deutlichen Reduktion der IL-11-Bioaktivitit (Tacken et al., 1999).

Ein Teil der Rezeptor-Bindungstelle-2 des humanen Interleukin-11 liegt zwischen den
Aminoséuren Pro" und Lys41 auf der Helix C. Fiir die Rezeptor-Bindungsstelle-2 ist eine
Bindung an den gpl30-R postuliert worden (Czupryn et al., 1995a;Czupryn et al.,
1995b;Grosfeld et al., 1999;Tacken et al., 1999). Tacken et al. (1999) konnten dies allerdings
nicht bestétigen. AS-Mutationen an der Rezeptor-Bindungsstelle-2, die auf der Helix A und C
liegen sollten, ergaben keine geringere Bioaktivitdt des IL-11. Es zeigte sich im Gegenteil
eine hohere IL-11-Aktivitdt durch die Mutation des AS-Restes R125E auf der Helix C.
Ursache hierfiir schien die Bindung an einen 16slichen gp130-R zu sein.

Fiir die o.g. Diskrepanzen gibt es zwei Erkldrungen. Entweder liegen die verantwortlichen
Reste fiir die Bindung an den gp130-R an anderen als bisher postulierten Stellen oder die
Bindung zwischen der Rezeptor-Bindungsstelle-2 und dem gpl130-R ist von geringer
Spezifitit und Affinitét, so dass sie die Bioaktivitit gering bis gar nicht beeinflusst.

Fiir die Rezeptor-Bindungsstelle-3 des humanen IL-11 liegen die an der Bindung beteiligten
Aminosédure-Reste am Anfang der Helix D und dem AB-Loop (Abb. 3). Durch Zerstérung
dieser hydrophoben AS-Reste ergab sich eine IL-11-Mutante mit einer sehr stark reduzierten
Bioaktivitit. Eine Bindung an den IL-11-Ra war noch mdglich, allerdings erfolgte keine
Bindung mehr an den gp130-R. Die Schlussfolgerung war, dass die Rezeptor-Bindungstelle-3
fiir den gp130-R kodiert. (Tacken et al., 1999). Da zwei Rezeptor-Bindungsstellen (2 + 3) an
der Bindung mit einem gpl130-Molekiil beteiligt sind, stellte sich die Frage, ob es eine
Bindung an dasselbe gp130-Molekiil war, oder ob es zwei verschiedene gp130-R sind — wie
auch fiir IL-6 beschrieben. Auf Grund der Stereometrie und der dreidimensionalen Struktur
von Interleukin-11 ist sicher, dass die Bindung an zwei verschiedene gp130-R erfolgen muss
(Abb. 3 + 4) (Barton et al., 2000).

Anhand der o.g. Mutagenesestudien und auf Grund der Stereometrie des Interleukin-11

(Barton et al., 1999) wird angenommen, dass der signaltransduzierende Rezeptorkomplex ein
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Hexamer ist, bestehend aus IL-11:IL-11Ro:gp130-R in 2:2:2-Formation. Diese hexamerische
Konfiguration wurde auch fiir Interleukin-6 beschrieben (Ward et al., 1996).

Dreidimensionale Struktur des humanen Interleukin-11

AB-Loop BC-Loop
Bindungsstelle 3 Q
an gp130-R

8

Bindungsstelle 2
an gp130-R
Bindungsstelle 1

an IL-11-Ra CD-Loop

NH2

COOH

Abb. 3: Schematische Darstellung des humanen IL-11 in seiner dreidimensionalen Struktur. Eingekreist sind die
Rezeptor-Bindungsstellen 1-3. Fiir alle gpl30-Zytokine sind drei Rezeptorbindungsstellen bekannt. An die
Bindungsstelle-1 bindet die fiir das Interleukin spezifische a-Rezeptoruntereinheit. Sie befindet sich fiir IL-6 und
11 am C-terminalen Ende der Helix D und des AB-Loops. Die Lokalisation der Bindungsstelle-2 auf den Helices
A und C ist konkordant fiir IL-6 und 11. Sie ist bei allen gpl30-Zytokine fiir die Bindung des gpl30-R
verantwortlich. Die Bindungsstelle-3 von IL-6 und 11 bindet den gp130-R und befindet sich am Anfang der Helix
D und dem AB-Loop. Andere Zytokine binden an dieser Stelle den LIF- oder den OSM-R.. (Eigene Abbildung)

Fir das murine IL-11 sind ebenfalls drei Rezeptorbindungsstellen bekannt, die an
komplementéren Stellen zum humanen IL-11 liegen. Aminosdure-Reste, die hauptséchlich an
der Rezeptor-Bindungsstelle-1 fir den IL-11-Ra. beteiligt sind, befinden sich am C-terminalen
Ende der Helix D und auf dem AB-Loop. Fiir die Rezeptor-Bindungsstelle-2 sind
Aminosiure-Reste auf den Helices A und C identifiziert worden, die mit den Orten der
Rezeptorbindungsstellen des humanen IL-11 und 6 sowie des humanen GH konkludieren.
Auch die Rezeptor-Bindungsstelle-3 liegt beim murinen IL-11 an komplementérer Stelle zum
humanen Zytokin, nimlich am Anfang der Helix D und dem AB-Loop (Barton et al., 1999).

Somit ist ein Vergleich der Tertidrstruktur des humanen und murinen Interleukin-11 méglich.
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Die Formation des Interleukin-11-Rezeptorkomplexes als Hexamer ist durch die o.g.

Stereometrie des Interleukin-11 und seiner Rezeptorbindungsstellen bedingt.

1.5 Der a-Rezeptor von Interleukin-6 und 11

Obwohl die strukturelle Form der Interleukine 6 und 11 unterschiedlich ist, dhneln sich die
Rezeptorkomplexe der Interleukine 6 und 11 sehr stark. Beide Interleukine bilden einen
Hexamer bestehend aus zwei Molekiilen IL-6 bzw. -11, zwei Molekiilen IL-6- bzw. IL-11-Ra
und jeweils zwei gp130-Molekiilen.

Mehrere Studien belegen fiir beide Zytokine, dass nur die gpl30-Komplexe eine
signaltransduzierende Funktion besitzen (Taga T., 1992). Die Bindung des Interleukins an
seine spezifische a-Rezeptoruntereinheit ist zwar von niedriger Affinitét, aber essentiell fiir
die Ausbildung des hexamerischen Rezeptorkomplexes. Die 80 kDa schwere a-Kette des IL-
6-R ist jedoch selbst nicht an der Signaltransduktion beteiligt (Taga et al., 1989).

Ward et al. entdeckten 1994 eine 16sliche Form des a-Rezeptors fiir Interleukin-6. Diese kann
ebenso wie die membrangebundene Form einen hexamerischen Rezeptorkomplex mit IL-6
und dem gp130-R in 2:2:2-Steometrie eingehen (Ward et al., 1994). Auch fiir den Interleukin-
11 Rezeptor gibt es eine 16sliche Variante (Baumann et al., 1996;Curtis et al., 1997). Die
16slichen Rezeptoren besitzen keinen membrandsen Rezeptoranteil und kommen ubiquitir in
der interzelluldren Fliissigkeit vor. Die hexamerischen Rezeptorkomplexe mit den 16slichen
Rezeptoren sind ebenso effizient wie die mit den membrangebunden (Dahmen et al., 1998).
Durch die 18sliche Rezeptorkomponente besteht die Moglichkeit des ,, Trans-Signaling®, d.h.
dass die Zytokine ubiquitidr an Zellen wirken kénnen, die nur das gp130-Molekiil, jedoch
nicht die Zytokin-spezifische a-Rezeptoruntereinheit (z.B. IL-6-Ra, IL-11-Ra) akquirieren.
Losliche Rezeptoren sind fiir die Interleukine 6 und 11 sowie LIF und CNTF (Lindberg et al.,
1998) und fiir den gp130-R (Tanaka et al., 1999) bekannt.

Der Interleukin-11-Rezeptorkomplex ist ein Hexamer und besteht aus zwei IL-11 und jeweils
zwei IL-11-a- und gp130-Rezeptoren (Abb. 4). Genauso wie das Interleukin-6 (Murakami et
al., 1993) bindet Interleukin-11 (Yin et al., 1993) seine spezifische a-Rezeptoruntereinheit.
Danach folgt eine Homodimerisation von zwei gp130-Rezeptoren. Die membrangebundenen
a-Rezeptoren sind nicht an der Signaltransduktion beteiligt und konnen auch durch I6sliche

Rezeptoren ersetzt werden (Taga et al., 1989).
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Fiir die IL-11-Roa-Untereinheit gibt es zwei verschiedene Isoformen: die IL11-Ral- und die
IL11-Ra2-Untereinheit. Der Unterschied besteht in dem intrazelluliren Rezeptoranteil, der
nur bei der IL-11Ral-Untereinheit vorhanden ist (Abb. 1) (Lebeau et al., 1997). Ein
funktioneller Unterschied dieser beiden Isoformen ist nicht bekannt. Der humane IL-11-Ral
dhnelt im Aufbau dem murinen IL-11-Ral und dem humanen IL-6-Ra. Zwischen dem
extrazelluliren Anteil des humanen IL-11-Ral und des humanen IL-6-Ro besteht eine
Homologie auf Aminosdureebene von 24% (Lebeau et al., 1997). Der humane IL-11-Ra2
dhnelt wiederum dem CNTF-Ra, der ebenfalls keinen intrazelluliren Rezeptoranteil besitzt.
Der humane IL-11-Ra2 hat eine AS-Homologie von 22% zu dem CNTF-R (Du and Williams,
1997). Robb et al. deckten 1996 die Struktur des murinen IL-11-R auf. Auch bei der Maus
konnte die Isoform des IL-11-Ra2 entschliisselt werden, die eine homologe Sequenz zum
murinen IL-11-Ral zwischen Exon 2 und 13 aufweist. Der IL-11-Ra2 ist allerdings nur bei
wenigen Méauserassen zu finden (Robb et al., 1996). Da es keinen funktionellen Unterschied
zwischen dem IL-11-Ral und 2 gibt, wird im Folgenden nur die allgemeine Bezeichnung
,,1L-11-R* verwendet.

Die Bindung von IL-11 an den IL-11-R fiihrt zu einem Rezeptorkomplex niedriger Affinitat
ohne Signaltransduktionsmdglichkeit. Erst die Heterodimerisierung zwischen dem IL-11-R
und einem gp130-R fiihrt zu einer hohen Rezeptoraffinitdt. Sobald IL-11 und IL-11-R eine
Einheit bilden, fiihrt das zu einer Heterodimerisation von IL-11-R und einem gp130-R. Der
gpl130-R geht sofort eine Homodimerisation mit einem weiteren gpl130-R/IL-11-R/IL-11-
Molekiil ein. Erst durch die Homodimerisation der beiden gp130-Molekiile kommt es zu einer
suffizienten Einleitung der Signaltransduktion {iber den hexamerischen IL-11-
Rezeptorkomplex (Abb. 4). Es folgt eine Tyrosinphosphorylierung und dadurch eine
Aktivierung des gp130-Rezeptors, der zur weiteren Aktivierung der Signalkaskade iiber die
Jak-STAT-Proteine oder iiber die MAP-Kinasen fiihrt (Arzt, 2001;Du and Williams, 1997).
Durch die oben beschriebene Tertidrstruktur des IL-11 ist der in Abb. 4 schematisch
dargestellte Rezeptorkomplex in seinem Aufbau festgelegt. Es soll untersucht werden, ob die
einzelnen  Komponenten des IL-11-Rezeptorkomplexes an der Nebennierenrinde
nachgewiesen werden konnen. Denn ohne einen signaltransduzierenden IL-11-
Rezeptorkomplex ist eine IL-11-Wirkung auf die NNR unwahrscheinlich bzw. allenfalls iiber

,, ITrans-Signaling *“ mit dem [6slichen sIL-11R o erkldrbar.
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Signaltransduzierender Interleukin-11-Rezeptor

IL-11
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Abb. 4: Der signaltransduktionsfihige Interleukin-11-Rezeptor-Komplex ist hier in einer dreidimensionalen
schematischen Abbildung dargestellt. Der Rezeptorkomplex wird aus zwei IL-11-Rezeptoren, zwei gpl30-
Rezeptoren und zwei Molekiilen Interleukin-11 gebildet. Mit den Zahlen 1-3 sind die o.g.
Rezeptorbindungsstellen am Interleukin-11 gekennzeichnet. Bindungsstelle-2 und 3 binden jeweils ein
unterschiedliches gp130-Molekiil. An die Bindungsstelle-1 ist der IL-11-Rezeptor assoziiert. Der intrazellulire
Anteil des Rezeptorkomplexes ist mit den beiden gpl30-Rezeptoren und deren Phosphotyrosinstellen fiir die
Signaltransduktion verantwortlich. (Eigene Abbildung)

1.6 Die Jak-STAT-Kaskade

1.6.1 Jak: Januskinasen

Die Jak-STAT-Kaskade ist der iibliche intrazelluldre Signalweg von den Zytokinen der IL-6-
Familie.

Januskinasen (Jak) sind meist an zytoplasmatische Rezeptoranteile assoziierte Proteine, die
einen wichtigen Beitrag zur Signaltransduktion eines Zytokins leisten. Sie haben ein
Molekulargewicht von 120-140 kDa und enthalten sieben konservierte JH-Regionen, unter
denen zwei kinase-dhnliche Regionen (JH1 und JH2) bekannt sind (Abb. 5). Die JHI-Doméne
hat eine katalytische Funktion. Die JH2-Doméne scheint eine pseudokatalytische Funktion zu

haben, die allerdings noch nicht ndher definiert werden konnte (Arzt, 2001;Imada and
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Leonard, 2000). Eventuell ist sie eine Bindungsstelle fiir STATs (Arzt, 2001;Fujitani et al.,
1997). Die N-terminale Region wird durch die ,,Four-point-one, Ezrin, Radixin and Moesin‘
(FERM)-Region bestimmt, die die Unterregionen JH5-7 enthdlt. Mutagenesestudien an der
FERM-Region legen den Verdacht nahe, dass hier die Bindungsstelle liegt, mit der Jaks an
den gp130-Rezeptor binden (Heinrich et al., 2003).

Bisher sind vier verschiedene Januskinasen bekannt. Jak 1, 2 und Tyk2 werden in vielen
Geweben exprimiert. Jak 3 kommt nur in hdmatopoetischen Zellreihen vor (Arzt, 2001;Haan

et al., 2006;Heinrich et al., 1998;Imada and Leonard, 2000;Leonard and O'Shea, 1998).

Schematischer Aufbau der Januskinasen

Bindungsstelle Bindungsstelle Deaktivierung durch
an gp130 fir STATs Bindung von SOCS

\ \ |

< FERM <X SH2 <X Kinase-like <¥ Tyrosin-Kinase ()
e e L W S——

Abb. 5: Januskinasen sind Proteine, die in aktiviertem Zustand zur Signaltransduktion beitragen. Sie sind an
zytoplasmatische Rezeptoranteile assoziiert und werden durch Autophosphorylierung aktiviert und anschlieffend
abgespalten. Die Januskinasen enthalten 7 JH-Regionen. JHI und 2 scheinen eine katalytische Funktion zu
haben, wobei fiir die JH2-Region eine Bindungsstelle an STATs postuliert wird. Auf der FERM-Region scheint
die Bindungsstelle zu liegen, mit der JAKs an den gp130-Rezeptor binden. (Eigene Abbildung nach Heinrich et
al., 2003)

1.6.2 Die Jak-STAT-Kaskade

Die Bindung eines Liganden an seinen spezifischen Rezeptor fiihrt zu einer Homo- oder
Heterodimerisation des gp130-R. Speziell bei IL-11 und IL-6 folgt auf die Ligandenbindung
eine Homodimerisation des gp130-Rezeptors.

An die intrazellulire Doméne des gpl130-Rezeptors stidndig assoziiert sind die Januskinasen
Jak1, Jak2 und Tyk2, die allerdings erst nach Homo- oder Heterodimerisation von gp130
durch Autophosphorylierung aktiviert werden (Ihle and Kerr, 1995).

Die Aktivierung der Januskinasen fiihrt zu einer Phosphorylierung an bestimmten
Tyrosinresten der zytoplasmatischen Rezeptoruntereinheit des gpl30-Rezeptors, die als

Andockstationen fiir SH2-Doméine enthaltende Transmitter-Proteine dienen. Dieser Bereich
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des gpl30-R wird als Box 2 Kklassifiziert und ist seinerseits durch die Tyrosinreste
charakterisiert, die in phosphoryliertem Stadium als Bindungsstellen fiir die
zytoplasmatischen Transmitterproteine fungieren (Heinrich et al., 2003;Taga, 1997).

Diese Transmitterproteine werden ,,Signal-Transducers and Activators of Transcription®
(STAT) genannt. Sie binden an die phosphorylierten Bindungsstellen des gp130-Rezeptors
(Box 2), wodurch es zu einer ndheren stereometrischen Beziehung zu den Jaks kommt, die
dadurch wiederum die STATs phosphorylieren konnen (Imada and Leonard, 2000). Die
tyrosinphosphorylierten STATs sind somit aktiv und formieren sich zu Homo- bzw.
Heterodimeren aus verschiedenen STAT-Molekiilen. Die aktivierten STAT-Dimere wandern
in den Nukleolus. Dort binden sie an Promotorregionen der Zielgene, wodurch die
Transkription dieser Gene initiiert wird (Abb. 6).

Es soll untersucht werden, ob IL-11 und 6 an der Nebennierenrinde den Jak-STAT-Pathway

benutzen.

Die Jak-STAT-Kaskade

Extrazellular

Intrazellular E E
(TYK2 1
Bl B (Ty(® *
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Abb. 6: Die Jak-STAT-Kaskade dient zur Signaltransduktion von einem Interleukin iiber einen definierten
Rezeptorkomplex zur intranukleiren Genexpression. Ein Interleukin z.B. Interleukin-11 bindet seinen
Interleukin-11-Rezeptor und anschlieffend einen gpl130-R. Danach folgt eine Dimerisation von zwei gpl30-
R/IL-11-R/IL-11-Molekiilen. An den zytoplasmatischen Anteil der gpl30-Rezeptoren gebundene Jaks werden
phosphoryliert, so dass STATs an die Jaks binden und dadurch phosphoryliert werden. Die aktivierten STATs
formieren sich zu Homo- bzw. Heterodimeren und transfundieren in den Nukleolus. Hier binden sie an
bestimmte Promotorregionen der DNS und es erfolgt die Expression der Zielgene. (Eigene Abbildung)
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1.6.3 STATSs: Signal Transducers and Activators of Transcription

Bislang kennt man sieben verschiedene STAT-Proteine: STAT1a, STATI1B, STAT2, 3, 4,5
und 6.

Bei den gp130-Zytokinen spielen STAT1, STAT3 und STATS eine wesentliche Rolle in der
Signaltransduktion (Heinrich et al., 1998).

STATs sind Proteine von 750 bis 850 Aminosduren Lénge, die eine zentral gelegene
konservierte DNA-Bindungsregion (AS 300 — 480) besitzen, eine C-terminal gelegene
Transkriptions-Aktivierungs-Doméne (TAD) und eine SH2-Doméne (O'Shea et al., 2002).
Uber die SH2-Region binden die STATSs selektiv an einen aktivierten Rezeptor (gp130-R,
LIF-R oder OSM-R), wodurch es zur Phosphorylierung des Tyrosinrestes auf der TAD-
Region durch die Januskinasen kommt. In der TAD befinden sich ein konservierter Tyrosin-
und ein konservierter Serinrest. Uber den Tyrosinrest erfolgt die Phosphorylierung und
Aktivierung der STATs. Dem Serinrest wird eine Interaktion mit Transkriptionsfaktoren wie
z.B. CBP/p300 zugesprochen (Abb. 7) (Heinrich et al., 2003).

Es gibt STAT-Homodimere und —Heterodimere, deren Ausbildung u.a. von den jeweiligen
Zytokinen und ihren Rezeptoren sowie den Zielzellen abhingig ist. Gpl30-Zytokine
aktivieren vor allem STAT1 und STAT3. Es ist bekannt, dass an einen phosphorylierten LIF-
R/gp130-R-Komplex nur STATI, STAT3 und in wenigen Zelllinien auch STATS binden und
phosphoryliert werden konnen (Auernhammer and Melmed, 2000). STATS kooperiert vor
allem mit dem LIF- und dem OSM-Rezeptor. Der potenteste Aktivator von STATS scheint
der OSM-Rezeptor zu sein (Heinrich et al., 2003).

Die Tyrosinphosphorylierung findet am C-terminalen Ende von STAT1 an Tyr 701 und von
STAT3 an Tyr 705 statt. Die aktivierten STATSs 16sen sich vom Rezeptor und gehen tiber den
phosphorylierten Tyrosinrest der SH2-Doméne eine Dimerisation mit einem anderen STAT-
Molekiil ein (Imada and Leonard, 2000;Mikita et al., 1998;0'Shea et al., 2002). Es kommt zu
einer Homo- bzw. Heterodimerisation von STAT3-STAT3, STAT1-STATI1 bzw. STAT3-
STATI. Kristaline Strukturanalysen von STAT3 bzw. STAT1-Homodimeren haben gezeigt,
dass die Bindung zwischen den STAT-Molekiilen an der SH2-Doméne des einen Monomers
und dem C-terminalen Phosphotyrosin des anderen stattfindet (Horvath, 2000).

Die dimerisierte Form der STAT-Proteine gelangt auf bisher unbekanntem Wege in den
Nukleolus. Diskutiert werden eine Endozytose in den Nukleolus oder ein Ran-abhéngiger
aktiver Transport in den Zellkern. Eine sog. NLS - nuclear- localisation-sequenz - wie sie bei

einigen anderen Proteinen vorkommt und als Erkennungsstruktur fiir Transportmolekiile
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dient, konnte bisher nur bei STATI und STATS5 nachgewiesen werden. Moglicherweise
besteht auch ein kontinuierlicher Import und Export der STATs zwischen Zytosol und
Zellkern (Heinrich et al., 2003).

Im Zellkern binden die STAT-Dimere iiber ihre DNA-Bindungsregion an spezifische STAT-
bindende-Elemente (SBE) oder auch y-IFN aktivierte Sequenzen (GAS) der DNA. Das sind
»TTCN,L,GAA“-Motife der DNA, die in einer Vielzahl von Promotorregionen vorkommen
(Heinrich et al., 1998;Ihle and Kerr, 1995). STAT 1, 3, 4, 5a und 5b binden an TTCN;GAA
Motife, STAT6 bindet an TTCNsGGAA. (Horvath et al., 1995;Lew et al., 1991;Xu et al.,
1996). Sie induzieren somit die Transkription der Zielgene. Die Primarstruktur der STAT-
DNA-Bindungsregion dhnelt keiner anderen bisher bekannten DNA-Region und ist damit
ausschlaggebend fiir die richtige Bindung zwischen den verschiedenen STATs und den
richtigen DNA-Bindungsstellen.

Wie die Transkription im Einzelnen reguliert wird, ist allerdings noch unklar. Eine mogliche
Komponente konnte die Serinphosphorylierung des konservierten Serinrestes der TAD sein
(Decker and Kovarik, 2000;Kovarik et al., 2001;Wen et al., 1995). Einige Veroffentlichungen
implizieren auch eine Beteiligung von MAP-Kinasen, speziell Erk’s und p38MAPK, an der
Serinphosphorylierung (David et al., 1995;Ng and Cantrell, 1997;Pircher et al., 1999;Turkson
et al., 1999). Horvath et al. konnten 2000 zeigen, dass noch weitere Transkriptionsfaktoren
einschlieBlich CBP/p300, c-Jun, MCM5 und BRCA1 an die TAD binden. Allerdings scheint
auch die Coiled-coil-Domine so wie die STAT-linker-Doméine mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren zu kooperieren (Abb. 7) und damit einen Einfluss auf die
Transkriptionssteuerung zu nehmen (Imada and Leonard, 2000).

Es soll an murinen Nebennierenrindenzellen untersucht werden, ob Interleukin-11 und 6 eine
Tyrosinphosphorylierung der TAD-Region von STATI am Tyrosinrest 701 und von STAT3 am

Tyrosinrest 705 bewirken.
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Schematischer Aufbau der STATs
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Abb. 7: STATs sind ,,Signal Transducers and Activators of Transcription®, also Proteine, die an der
Signaltransduktion mafsgeblich beteiligt sind. Bisher sind sieben verschiedene STATs bekannt. Hier ist ihr bisher
bekannter Aufbau schematisch wiedergegeben. Die SH2-Domdne variiert nur gering unter den verschiedenen
STATs und ist fiir die Bindung an den Rezeptor verantwortlich. In der TAD-Region befinden sich ein Tyrosin-
und Serinrest, die phosphoryliert werden und damit zu einer Aktivierung der STATs fiihren. Die aktivierten
STATs binden sich zu Homo- bzw. Heterodimeren. Diese Bindung erfolgt iiber phosphorylierte Tyrosin-Reste
der TAD-Region und der SH2-Bindungsstelle. Zudem scheint die Coiled-coil-Region mitverantwortlich fiir die
Dimerisation zu sein. Uber die DNA-Bindungsregion erfolgt die Ankopplung der STAT-Dimere an die
entsprechenden DNA-Promotor-Sequenzen wie z.B: an die SBE oder GAS-Regionen der DNA. Diskutiert wird
eine Regulierung der Transkription durch verschiedene Transkriptionsfaktoren. (Eigene Abbildung nach
Heinrich et al., 2003)

1.6.4 Regulation der Jak-STAT-Kaskade

Die Regulierung der Jak-STAT-Kaskade erfolgt iiber ein negatives Feedback durch
mindestens drei verschiedene Regulatormechanismen (Abb. 8).

Erstens: Ein Hemmmechanismus kann iiber Tyrosinphosphatasen erfolgen, die eine SH2-
Domaéne enthalten (SHP-1 und SHP-2). Sie unterbrechen die Signalkaskade, indem sie die
Phosphorylierung von Jaks und STATs hemmen (Haque et al., 1998;Jiao et al., 1996;Kim et
al., 1998;You et al., 1999). Zweitens: So genannte PIAS ,Protein Inhibitor of Activated
STAT” blockieren die Jak-STAT-Signalkaskade, indem sie einen negativen Einfluss auf die
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Bindungsaffinitit zwischen STATs und DNA-Bindungsstellen nehmen (Cooney, 2002). Es
konnte gezeigt werden, dass PIASI spezifisch an aktiviertes STAT1 bindet und damit eine
DNA-Bindung verhindert. Drittens: Eine neue Familie von Proteinen, die die Jak-STAT-
Kaskade negativ regulieren, sind die SOCS ,,Suppressor Of Cytokine Signaling“-Proteine.

Diese werden nachfolgend ausfiihrlich beschrieben.

Hemmung der Jak-STAT-Kaskade

Extrazellular IL-x-R

Intrazellular

—
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Abb. 8: Die Hemmung der Jak-STAT-Kaskade kann iiber verschiedene Mechanismen ablaufen. Die
Hauptfunktion scheinen dabei die SOCS-Proteine zu spielen, die an die phosphorylierten Enden von JAK2
binden und dadurch deren autokatalytische Aktivitit unterbinden. SOCS3 hemmt zudem direkt den
signaltransduzierenden Rezeptor, indem es z.B. am gpl30-Rezeptor den aktivierten Tyrosinrest Y759 blockiert
und dadurch die STAT-Phosphorylierung verhindert. SOCS3 scheint aufierdem STAT-Proteine durch Bindung
direkt blockieren zu konnen. Letztendlich erfolgt eine Regulierung durch die STATs selbst, indem sie an STAT-
binding-Sequenzen in der Promotorregion von SOCS-Genen assoziieren und dadurch eine negative
Feedbackhemmung initiieren. Weitere inhibierende Faktoren sind die Tyrosinphosphatasen und die PIAS. Die
Tyrosinphosphatasen (SHP-1/2) dephosphorylieren Jaks und STATs. Die PIAS (Protein Inhibitor of Aktivated
STAT) hemmen die Signalkaskade, indem sie eine Bindung der STATs an die DNA blockieren. (Eigene
Abbildung)
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1.7 SOCS: Suppressor of Cytokine Signaling

1.7.1 Klassifizierung der SOCS-Proteine

Die Familie der SOCS wurde erstmals von Starr et al. 1997 beschrieben.

Leider liegt bisher keine einheitliche Nomenklatur vor. Es gibt neben der Bezeichnung SOCS
andere synonyme Bezeichnungen wie CIS ,,Cytokin-inducible SH2-Containing Protein®
(Masuhara et al., 1997;Yoshimura et al., 1995), SSI ,,STAT-induced STAT inhibitors*
(Minamoto et al., 1997;Naka et al., 1997) und JAB ,,Jak-binding protein“ (Endo et al., 1997).
Bisher sind acht verschiedene Proteine der SOCS-Familie bekannt: CIS/CIS1 (Masuhara et
al., 1997;Matsumoto et al., 1997;Yoshimura et al., 1995), SOCS1/JAB/SSI-1 (Endo et al.,
1997;Naka et al., 1997;0hya et al., 1997;Starr et al., 1997), SOCS2/CIS-2/SSI-2 (Masuhara et
al., 1997;Minamoto et al., 1997;Starr et al., 1997), SOCS3/CIS3/SSI-3 (Masuhara et al.,
1997;Minamoto et al., 1997;Starr et al., 1997) und SOCS4 bis SOCS7 (Hilton et al., 1998).
Die hier verwendete Nomenklatur soll die der SOCS sein (SOCS1 - 7, CIS).

Die Proteine der SOCS-Familie zeichnen sich alle durch eine einheitliche Proteinstruktur aus
(Abb. 9). Sie beinhaltet eine variable N-terminale Region, eine zentrale SH2-Domine und ein
konserviertes C-terminales Ende, auf dem das SOCS-Box-Motif liegt (Hilton et al., 1998).
SOCS1 — SOCS3 und CIS enthalten ein relativ kurzes N-terminales Ende aus ca. 50-75
Aminosduren, wohingegen SOCS4 — SOCS7 ein sehr langes N-terminales Ende mit mehreren
hundert Aminosduren besitzen (Cooney, 2002). Fiir eine suffiziente Hemmung der Jak-STAT-
Kaskade ist die zentrale SH2-Domidne und die sog. prd-SH2-Domédne- bzw. Kinase-
inhibierungs-Region (KIR) am N-terminalen Ende notwendig (Bousquet et al.,
1999;Nicholson et al., 1999;Yasukawa et al., 1999). Uber die SH2-Domine binden SOCS an
phosphorylierte Tyrosinreste der Jaks, STATs und direkt an den gp130-R. Sie bewirken damit
eine Hemmung der Jak-STAT-Kaskade auf verschiedenen Ebenen. Die C-terminale SOCS-
Box interagiert mit dem Elongin BC und vereitelt damit eine direkte Steuerung der eigenen
Degradierung durch den ubiquitdren Protease-Pathway (Auernhammer et al., 2000;0kabe et
al., 1999;Zhang et al., 1999). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass sich nach Zugabe
von Proteaseinhibitoren die kurze Uberlebenszeit der SOCS-Proteine von nur 60 bis 90
Minuten verldngern liel (Bousquet et al., 1999;Kamura et al., 1998;Zhang et al., 1999).

Die Funktion von SOCSI-3 und CIS ist bisher sehr gut erforscht, wohingegen die
Wirkungsweise von SOCS4 -7 noch Gegenstand der jetzigen Forschung ist.
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Schematische Darstellung von SOCS

Kinase Inhibitor Region Bindung an BC-Elongin

(bei SOCS1+3)  gingung an phosphorylisierte

Tyrosinreste (Jak, Stat, gp130)

variables . SOCS-Box-
N-terminales Ende KIR SH2-Domane C-terminal Motif

Abb. 9: SOCS sind ,,Suppressor Of Cytokine Signaling”, d.h. sie inhibieren eine Signalkaskade und beenden
dadurch die zuvor durch die Signalkaskade induzierte Genexpression. Bisher sind acht verschiedene SOCS
bekannt. In ihrer Proteinstruktur sind sie dhnlich aufgebaut. Uber die zentrale SH2-Domdne binden SOCS an
Jaks, STATs oder direkt an den gpl30-Rezeptor und hemmen deren Funktion. Mitbeteiligt an der Hemmung
scheint die Kinase-Inhibitor-Region (KIR) am N-terminalen Ende zu sein. Das SOCS-Box-Motif kommt auf
jedem SOCS vor. Hier scheint das BC-Elongin zu binden und einen Schutz vor einer Proteolyse der SOCS zu
bewirken. (Eigene Abbildung nach Heinrich et al., 2003)

1.7.2 Inhibierung der Jak-STAT-Kaskade durch SOCS
Vor allem SOCS1 und 3 verfiigen iiber das bisher breiteste Wirkspektrum der SOCS-Familie.

Beide Proteine binden an die JH1-Doméne von Jak2 und bewirken damit dessen Hemmung.
SOCSI inhibiert mindestens drei verschiedene Kinasen der Jak-Familie (Jak1, Jak2, Jak3 und
Tyk2), indem es spezifisch an die aktivierten Tyrosinreste der Kinasen bindet (Hilton et al.,
1998;Naka et al., 1997). SOCSI1 bindet mit hoher Affinitét {iber seine SH2-Doméne an die
autophosphorylierte JH1-Doméne (Y1007) des Jak2 (Cooney, 2002;Yasukawa et al., 1999)
und unterbindet dadurch dessen katalytische Aktivitit (Endo et al., 1997;Naka et al., 1997).
Weiterhin ist eine 28 AS kodierende Sequenz vor der SH2-Region am SOCSI1 fiir die

Inhibierung von Jak2 verantwortlich.
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Der Hemmmechanismus von SOCS-3 scheint etwas komplexer zu sein. SOCS3 kann direkt
verschiedene spezifische signaltransduzierende Rezeptoren an den Tyrosinresten blockieren,
zudem kann es Januskinasen hemmen und damit eine indirekte Hemmung der Signalkaskade
bewirken. Es wird sogar beschrieben, dass SOCS3 direkt an STAT-Proteine binden kann
(Masuhara et al., 1997). Die Bindung an den gp130-Rezeptor erfolgt am phosphorylierten und
damit aktivierten Tyrosinrest 759, der ebenfalls als eine SHP2-Bindungsstelle identifiziert
worden ist (Nicholson et al., 2000). Die Bindung ist 1000fach stirker als die Bindung zu
jeglichem anderen Mitglied der Jak-Kinase-Familie (Larsen and Ropke, 2002).
Mutationsstudien am pTyr 759 des gpl130-Rezeptors bestitigten die inhibitorische Wirkung
des SOCS auf die Jak-STAT-Signalkaskade, denn eine Bindung von STAT1 sowie STAT3
war nicht mehr moglich (Nicholson et al., 2000;Schmitz et al., 2000).

Die Affinitdt von SOCS3 zu Jak2 scheint im Gegensatz zu SOCS1 niedrig zu sein und alleine
zu keiner effektiven Hemmung des Jak-STAT-Pathways zu fithren (Cooney, 2002).

Vor allem SOCS1 und SOCS3 scheinen von der Interleukin-6-Familie tiber STAT-Proteine
induziert zu werden (Auernhammer et al., 2000;Auernhammer and Melmed, 2001). LIF
bewirkt im Hypothalamus und in der Hypophyse eine SOCS3-Expression als Antwort auf
Infektion und Inflammation (Auernhammer et al., 1998a). Interleukin-6 flihrt zu einer
erhohten Expression von SOCS1, 2 und 3 z.B. in Makrophagen und Fibroblasten (Nicholson
et al, 1999;Starr et al., 1997). Fiir Interleukin-11 ist eine SOCS3-Aktivierung im
Hypothalamus und der Hypophyse entdeckt worden (Auernhammer and Melmed, 1999).

In der murinen Nebennierenrinde soll nun nachgewiesen werden, dass Interleukin-11 und 6

eine Genexpression von SOCS3 induzieren.

1.7.3 Regulation der SOCS-Genexpression

Es konnte gezeigt werden, dass die SOCS-Genexpression u.a. durch STAT-Proteine reguliert
wird. Das wurde deutlich, als man STAT-binding-Elements (SBE) in der Promotorregion von
SOCS-Genen entdeckte (Starr et al., 1997). Die definitive Bindung von STAT-Proteinen an
diese Regionen konnte durch Elektrophorese-Mobility-Shift Assays bewiesen werden
(Emanuelli et al., 2000). Ein Umkehrbeweis der SOCS-Stimulation durch zytokininduzierte
STATSs konnte ebenfalls von Starr et al. erbracht werden, indem ein fehlender SOCS-mRNA-
Anstieg verzeichnet werden konnte, nachdem eine STAT-Aktivierung durch mutierte Jaks in

Zielzellen verhindert wurde (Starr et al., 1997).
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1.8 Der Ras-MAP-Kinase Signalweg

Haufig wird von den Zytokinen der IL-6-Familie auch der Ras-MAP-Kinase Pathway zur
Signaltransduktion benutzt, der allerdings zellspezifisch ist. Die SHP2 (SH2-domain-
containing tyrosine phosphatase) bindet an tyrosinphosphorylierte Reste des
zytoplasmatischen Anteils vom gp130-Rezeptor (Y 759) oder vom LIF-Rezeptor (Y 974)
(Heinrich et al., 2003). Die JAK 1-abhingige Phosphorylierung der SHP2 assoziiert den Grb2-
SOS-Komplex an die SHP2. Das bewirkt eine Anndherung des Guanidin-Nukleotid-
Austauscher ,,Son Of Sevenless“ SOS an die Zellmembran. Uber SOS folgt eine GTP-
abhingige Aktivierung der membrangebundenen Proteinkinase Ras. Die aktivierte
Proteinkinase Ras induziert eine Aktivierung der Kinasen Raf und Mek (Wang et al.,
1995;Yin and Yang, 1994). Die Ras-induzierte Signalkaskade endet letztendlich mit der
Aktivierung der ,,Mitogen Activated Protein Kinasen* (MAPK): Erk1/2, p38 und JNK. Die
MAP-Kinasen gelangen in den Nukleolus und fiihren iiber Transkriptionsfaktoren zur
Transkription von Zielgenen oder auch ,Primary Response Genes“ (Abb. 10) (Arzt,
2001;Auernhammer and Melmed, 2000;Du and Williams, 1997;Gomez-Lechon, 1999).

Es soll untersucht werden, ob Interleukin-11 und 6 eine Aktivierung von ERKI und 2 in
stimulierten Nebennierenrindenzellen und damit die Induktion des Ras-MAP-Kinase

Pathways induzieren.
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Ras-MAP-Kinase-Pathway
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Abb. 10: Der zellspezifische Ras-MAPK-Pathway wird teilweise von den Zytokinen der IL6-Familie benutzt. Die
Signaltransduktion findet ebenfalls iiber den gp-130-Rezeptorkomplex statt. Es binden SHP2 und Grb2 mit ihrer
SH2-Domdinde an tyrosinphosphorylierte Rezeptorenden. Der aktivierte Guanidin-Nukleotid-Austauscher
., SOS* induziert eine Aktivierung der membrangebundenen Ras und infolgedessen eine Aktivierung der Kinasen
Raf, Mek und MAP (Erkl/2, p38 und JNK). Die MAP-Kinasen fiihren iiber Transkriptionsfaktoren zur
Transkription der Zielgene im Zellkern. (Eigene Abbildung)

1.9 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-(HHN)- Achse

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse ist ein wichtiges System im
lebenden Organismus, das fiir die Erhaltung des korpereigenen Gleichgewichtes wéhrend
Stress, Infektionen oder andere inflammatorischer Geschehen zustindig ist. Es arbeitet mit
hormonalen, immunregulatorischen und neuroendokrinen Faktoren. Zu ihnen gehoéren die
iiblichen Hormone wie ACTH und Cortisol. Diese unterliegen einer kontinuierlichen
zirkardianen Ausschiittung. Es kann jedoch durch einen Stressfaktor wie z.B. eine Infektion
zu einer zusétzlichen Stimulierung der HHN-Achse kommen. Im Hypothalamus wird CRH
ausgeschiittet, das in der Hypophyse die Bildung und Sekretion von ACTH bewirkt. ACTH

wiederum regt die Steroidbildung in der Nebennierenrinde an. Alle Hormone der HHN-Achse
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bewirken ihrerseits eine Feedbackhemmung der {iibergeordneten Ebenen. Die Steroide
induzieren eine korpereigene Bekdmpfung des initialen Stressfaktors (Abb. 11).

Die Zytokine der Interleukin-6-Familie sind auch als Regulatoren der HHN-Achse bekannt.
Sie wirken schon in der Neonatalperiode entwicklungsfordernd und stimulierend auf die
HHN-Achse ein (Chesnokova and Melmed, 2002). Spiter sind die Interleukine der gp130-
Rezeptor-Familie unentbehrliche Stimulatoren und Inhibitoren bei der Immunantwort der
HHN-Achse auf eine Storung des Gleichgewichts im Organismus wéhrend Stress, Infektionen
oder Inflammationen (Bornstein et al., 2004;Gerez et al., 2007;Judd et al., 2000;Path et al.,
2000).

Die Interleukine der IL-6-Familie werden in peripheren Geweben, in Blutzellen und zentral
im Hypothalamus und in der Hypophyse produziert (Besedovsky and del Rey, 1996). Sie
wirken synergistisch mit den Hormonen auf allen Ebenen der HHN-Achse (Abb. 11). Beide
Systeme regulieren sich durch eine Feedbackhemmung entweder tliber das produzierte Steroid
oder liber SOCS als Endprodukt.

Die Zytokine IL-6 und LIF der Interleukin-6-Familie haben eine immunmodulatorische
Wirkung auf die HHN-Achse, indem sie die POMC-Genexpression und ACTH-Bildung an
der Hypophyse induzieren (Auernhammer and Melmed, 2000;Bethin et al., 2000).
Interleukin-6 fordert eine kontinuierliche CRH-Ausschiittung zur Aufrechterhaltung von
inflammatorischen Geschehen (Vallieres and Rivest, 1999). LIF bewirkt ebenfalls eine
Aufrechterhaltung  der  immunologischen  Antwort der HHN-Achse  wihrend
inflammatorischer Stresssituationen oder auch im septischen Schock (Auernhammer et al.,
1998b;Chesnokova and Melmed, 2000;Wang et al., 1996).

Fiir Interleukin-6 ist ein die Steroidsynthese induzierender Effekt mit Stimulation der
Cortisol- und Corticosteronproduktion an bovinen Nebennierenrindenzellen (Michl et al.,
2000), an Nebennierenrindenzellen von Ratten (Franchimont et al., 2000) und im
menschlichen Organismus (Mastorakos et al., 1993) bekannt. IL-6 und sein spezifischer
Rezeptor werden im Hypothalamus, der Hypophyse und der Nebennierenrinde exprimiert
(Shimon et al., 1997;Weber et al., 1997). Zusammenfassend stimuliert Interleukin-6 somit die
Stresshormonsynthese der Nebennierenrinde sowohl indirekt iiber Stimulation der CRH-
ACTH-Ausschiittung in Hypothalamus und Hypophyse als auch direkt durch Steuerung der
Steroidsynthese der NNR.

Fiir Interleukin-11 wurde gezeigt, dass im Hypothalamus und an der Hypophyse eine IL-11-
Genexpression erfolgt und in diesen Geweben auch IL-11-Rezeptoren vorliegen. Sie wurden

ebenso in murinen corticotropen AtT-20-Zellen nachgewiesen. IL-11 bewirkt dort eine
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POMC- und ACTH-Expression und scheint somit ebenfalls ein Stimulator der HHN-Achse zu

sein (Auernhammer and Melmed, 1999). Allerdings wurde bislang noch kein Nachweis einer

Funktion von Interleukin-11 an der Nebennierenrinde erbracht.

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
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Abb. 11: Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebenniernrinden-Achse wird sowohl durch Hormone (CRH, ACTH
und Cortisol) aktiviert, die in einer zirkardianen Rhythmik ausgeschiittet werden, als auch durch Interleukine,
speziell die der Interleukin-6-Familie. In einer Stress-Situation wird vom Hypothalamus Corticotropes Releasing
Hormon (CRH) ausgeschiittet, das an der Hypophyse eine Freisetzung von adrenokortikotropem Hormon
(ACTH) bewirkt. ACTH induziert eine Freisetzung von Glukokortikoiden aus den adrenokortikalen Zellen der
Nebennierenrinde. Zudem interagieren Interleukine auf allen drei Ebenen der HHN-Achse. (Eigene Abbildung)
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1.10 Fragestellung und Zielsetzung

Die Zytokine der Interleukin-6-Familie sind bekannte Immunregulatoren der HHN-Achse.

Fiir Interleukin-6 ist zum einen eine indirekte Wirkung auf die Stresshormonsynthese der
Nebennierenrinde tiber Aktivierung durch CRH-ACTH aus Hypothalamus/Hypophyse
bekannt. Zum anderen wirkt Interleukin 6 direkt auf die Nebennierenrinde mit Induktion der
Steroidbildung. (Mastorakos et al., 1993;Muramami et al., 1993). Fiir IL-11 ist bis jetzt eine
stimulierende Wirkung auf die POMC-Genexpression und die ACTH-Sekretion an der
Hypophyse bekannt (Auernhammer and Melmed, 1999). Nicht untersucht ist bisher, ob
Interleukin-11 auch eine direkte Funktion an der Nebennierenrinde besitzt.

Ziel dieser Arbeit ist es, die direkten Effekte von Interleukin-11 an der Nebennierenrinde zu
untersuchen. Des Weiteren soll der Mechanismus der intrazelluldren Signaltransduktion und
-regulation untersucht werden.

Um den postulierten Einfluss von IL-11 an der Nebennierenrinde néher zu untersuchen, soll

in vitro im Zellkultursystem von murinen Y-1 Nebennierenrindenzellen untersucht werden,

1. ob der fiir die Interleukin-6-Familie spezifische gp130-Rezeptor und der spezifische
IL-11-Rezeptor an der Oberfliche der murinen Nebennierenrindenzellen exprimiert
wird.

2. Falls diese Rezeptoren nachweisbar sind, stellt sich die Frage, ob Interleukin-11 an der
murinen Nebennierenrindenzelle direkt wirkt. Bezug nehmend auf die bekannten
Effekte von Interleukin-6 soll im Vergleich die Produktion von Steroidhormonen
durch Stimulation mit Interleukin-6 bzw. -11 in einem Zellkultursystem mit den
murinen Tumor-NNR-Zellen Y-1 nachgewiesen werden.

3. Der fiir die gpl130-Zytokine bekannte Signalweg iiber die Jak-STAT-Kaskade soll
ebenfalls in diesem Zellkultursystem fiir das Interleukin-11 untersucht werden.
Interessant ist hierbei die Fragestellung, welche STAT-Molekiile durch Interleukin-11
aktiviert werden. Weiterhin stellt sich die Frage, ob IL-11 in Nebennierenrindenzellen
den ubiquitdren Signalweg iiber die Ras-MAP-Kinase benutzt.

4. Ebenso soll die negative Feedbackhemmung durch SOCS, speziell durch SOCS3,
bewiesen werden. Dazu soll ein Anstieg von aktiviertem SOCS3 in den

Nebennierenrindenzellen nach Interleukin-11-Stimulation nachgewiesen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur

Substanzen

Y-1 Zellen, muriner Nebennierenrindentumor (American Type Culture Collection, CLL-79)
Hams F10 Medium (Gibco BRL)

Fetales Kélber Serum (Biochrom)

Pferdeserum (Biochrom)

Amphotericin B (Biochrom KG)

Penicillin / Streptomycin (Gibco BRL)

L-Glutamin (Seromed Biochrom KG)

BSA (Fa.Carl Roth)

BSA low endotoxin (Sigma)

Phosphate Buffer Saline (PBS: 270 mM NaCl, 13 mM Na,HPO4-2H,0, 5 mM KCI, 2 mM
K2HPO,, Apotheke GH)

PBS gereinigt (Biochrom KG)

ACTH-Synacthen (0,25 mg/ml, Ciba)

Trypsin (Seromed Biochrom KG)

DMSO (Sigma)

G-418 (Gibco-BRL)

Material

Gewebekulturflaschen, 75 cm? und 175 cm? (Falkon, Becton Dickinson)
Gewebekulturplatten 100 mm und 60 mm (Falkon, Becton Dickinson)
Multiloch-Gewebekulturplatten, 6-Loch (Falkon, Becton Dickinson)
Zellschaber (Sigma)

Millipore-Filter 0,22 um (Millipore)

Zentrifugenrdhrchen 50 ml und 15 ml (Falkon, Becton Dickinson)

Gerate

Prézisionspipetten (Eppendorf)
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Multipipetten (Eppendorf)

Glas-Pipetten (Eppendorf)

Pasteurpipetten (Eppendorf)

Pipettboy (Falcon, Becton Dickinson)
Neubauer-Zahlkammer

Sicherheitswerkbank Typ LaminAir (Heraeus instruments)
Brutschrank Typ CO2-AutoZero (Heraeus instruments)
Tischzentrifuge (Hettich Rotanta/S)

Vortex, Leuko Instrumenten (Harb am Neckar)

Mikroskop (Zeiss West Germany)

Interleukine

h IL-6 (Sandoz AG, Niirnberg)
rm IL-11 (R&D Systems,Minneapolis, MN)

2.1.2 RT-PCR

RNA-Extraktion

Trizol-Reagenz (Gibco BRL Life Technologies)
Isopropanol (Sigma)

Chloroform zur Analyse (Merck)

Ethanol 75 % zur Analyse (Merck)

0,1 % DEPC-H,0 (Sigma)

Agarose (Sigma)

DNAse-freie 100ul-GefdBe (Eppendorf)
Microzentrifuge MC13 (Millipore)

Vortex (Leuco instrumenten M/J.N.V)

Photometer Untrospec Plus (Pharmarcia Biosystems)

RT-PCR

Strand-Puffer (Gibco BRL Life Technologies)
0,1 M DTT (Gibco BRL Life Technologies)
dNTP’s (Gibco BRL Life Technologies)
Random-Primer (Gibco BRL Life Technologies)
RNAsin (Promega)
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M-MLYV Reverse Transkriptase (Gibco BRL Life Technologies)
DMSO (Sigma)

AmpliTaq-DNA-Polymerase (Perkin Elmer)

Primer: Sense, Antisense (Fa. Carl Roth GmbH)
DNA-Marker (Amersham)

Agarose (Gibco BRL Life Technologies)

Tris (Fa. Carl Roth GmbH)

Bohrsdure (ICN Biomedicals Inc.)

EDTA (Merck)

Mini-Prep (Quiagen)

Elektrophoresekammer Agargel Mini (Biometra)
Thermocycler Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
UV-Tisch 312 nm (Intas)

Video Graphic Printer UP890CE (Intas)

Qiaex II Gel Extraction Kit (Qiagen, Cat. Nr.: 20021)
TBE-Puffer: 45 mM Tris, 45 mM Bohrsiure, 2 mM EDTA

Restriktionsenzyme

Apa I (10 U/pl, Buffer B+, Fermentas)
Sac I (10 U/ul, Buffer B+, Fermentas)
Xho I (10 U/ul, Buffer R+, Fermentas)
Nco I (10 U/ul, Buffer Y+/Tango, Fermentas)

2.1.3 Radioimmuno-Assay

Substanzen

Corticosteron (Fa. Merck)

BSA (Sigma)

Corticosteron-Tracer ( Fa. ICN Biomedicals, RL102121)
Kaninchen-Anti-Corticosteron-Antikorper (Fa. ICN Biomedicals, RL120116)
Kaninchen-Gammaglobulin (Serva, Cat. No0.22540, Heidelberg)
Schaf-Anti-Kaninchen-Gammaglobulin (Fa. Paesel, Cat. No. 14-102-00016)
Phenolrot (Merck)

Polyetylenglycol 6000 (Serva)
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Gerate

Zentrifuge Hettich, Roto Silenta K (Hettich AG)
Bohrloch-Szintillationszdhler Typ y-Counter (Pharmacia GmbH)
Software Ria-Calc (Pharmacia GmbH)

Polystyrolrohrchen 3,5 ml (Sarstedt)

LoOsungen

PBS (Phosphate Buffer Saline): 270 mM NaCl, 13 mM Na,HPO4-2H,0, 5 mM KCI, 2 mM
K2HPO4

Inkubationspuffer: 1000 ml PBS + 1 g BSA + 0,1 g NaN3, pH 7,0 (1 % BSA, 1,5 mM NaN3)
6 % Polyethylenglycol (PEG): 60 g PEG 6000 auffiillen mit PBS (pH 7,0) auf 1000 ml

1. Antikorperlosung: 20 ml Inkubationspuffer, 100 ul Kaninchen-Anti-Corticosteron-AK
(1. AK, 1:200), 20 pl Kaninchen-Gammaglobulin-Ausgangslosung (7 pg/ml), 200 pul
Phenolrot

Prazipitierungsldsung: 80 ml 6 %iger Polyethylenglycollésung (1000 ml PBS, 60 mg
Polyethylenglycol 6000), 100 pl Schaf-Antikaninchen-Gammaglobulin (2. AK, 1:800)

2.1.4 Western Blot

Substanzen

Hepes (Boehringer Mannheim GmbH)
Natriumchlorid (Merck)

EDTA [Tripex II1] (Merck)
Natriumpyrophosphat [NasP,0O-] (Sigma)
Natriumfluorid [NaF] (Sigma)

Sodium Orthovanadate (Sigma)

Proteaseinhibitoren

Triton X 100 (Serva, Heidelberg)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (Sigma)
Aprotinin (Sigma)

Leupeptin (Sigma)

Western Blot
DDT (Sigma)



36

Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

SDS (Merck)

Tween 20 (Sigma)

Elektrophorese-Kammer MiniProtean (Biorad)

Immobilon-PVDF-Folie (Millipore)

Filterpapier Whatman 3CHR und 1CHR (Biometra)

Tris (Sigma)

Methanol (Sigma)

6-Aminohexansiure (Sigma)

Semidry - Graphit — Elektroden (Laborwerkstatten Klinikum Gro3hadern)
Anti-P-STAT3-AK, (Y704) monoklonaler Maus-AK (Upstate Biotechnology)
Anti-P-STATI1-AK, (Y701) polyklonaler Kaninchen-AK (Upstate Biotechnology)
Anti-P-STATS-AK, (Y694) polyklonaler Kaninchen-AK (New England Biolabs)
Anti-P-p44/42MAPK-AK, (T202, Y204) polyklonaler Kaninchen-AK (New England
Biolabs)

Anti-STAT3-Antikorper, polyklonaler Kaninchen-AK (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-STAT1-Antikdrper; polyklonaler Kaninchen-AK (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-STATS-Antikorper, polyklonaler Kaninchen-AK (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-MAPK-Antikoérper, monoklonaler Kaninchen-AK (Upstate Biotechnology)
Ziegen-Anti-Maus-POD-Antikdrper (Pierce Amersham)
Esel-Anti-Kaninchen-POD-Antikdrper (Pierce Amersham)

SuperSensitive WestDura Chemolumineszenz (Pierce Amersham)

Essigsaure (Apotheke Klinikum GroB3hadern)

Urea (Sigma)

XOMAT-Autoradiographiefilm, Biomax MR (Kodak)

LGsungen

Lysispuffer: 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM NasP,0O7, 100 mM NaF,
2 mM Sodium Othovanadat, pH 7,4 mit 1 % Triton X100, 1 mM PMSF, 20 uM Leupeptine,
2 pg/ml Aprotinin (2 %o)

Probenpuffer: 0,1 % DDT, 1 % Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) in 0,1 M Tris-Hcl, pH 8,3
Anode-I-Puffer: 0,3 M Tris, 20 % Methanol

Anode-II-Puffer: 0,025 M Tris, 20 % Methanol

Kathodenpuffer: 0,04 M Aminohexanséure, 20 % Methanol, 0,01 % SDS

1,5 % PBS-Tween Puffer: 0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl (pH 7,5), 1,5 % Tween 20
Waschlosung I: 2 % SDS, 7 M Urea, destilliertes Wasser
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Waschlésung I1: 10 % Essigsédure, destilliertes Wasser

2.1.5 Luciferase-Assay

Substanzen

Superfect Transfection Reagent (Qiagen GmbH)
BSA-Low Endotoxin (Sigma)

Tris [C4H1NO;3](Carl Roth GmbH)

Glycerol (Merck)

Magnesiumchlorid (Merck)

Triton X 100 (Serva, Heidelberg)

EDTA [Triplex III] (Merck)

ATP (Amersham Pharmacia Biotech)

Luciferin (Sigma)

Gerate

Luminometer Lumat LB 9507 (EG&G Berthold)

Messrohrchen (Falcon, Becton Dickinson)

LGsungen

Lysis-Puffer: 25 mM Tris (pH 7,8), 15 % Glycerol, 10 mM MgCl, 2 mM EDTA,
1 % Triton X 100
Messpuffer: 66 % Lysispuffer, 0,8 mM ATP, 0,3 mM D-Luciferin, destilliertes Wasser

2.1.6 Nothern Blot

Nylon Membran (Hypobond-N+, Biotech, Cat. Nr.: RPN203B)

Whatman M3 Paper (Biometra)

Qick draw Paper (Sigma P-8549)

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene)

QuikHyp (Stratagene, Cat. Nr.: 201220)

Salomon Sperm DNA (Stratagene, Cat. Nr.: 201190-81)

Kodak BIOMAX MS1 Radiographiefilm (Sigma Cat. Nr.: Z 36,300-6)
Beta-Aktin-Mouse (DECA Template, Ambion, Cat. Nr.: 7323)

DECAprime™ II (Random Priming DNA Labeling Kit, Ambion, Cat. Nr.: 1455)

Deionisiertes Formamid (Gibco)
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Formaldehyd (Sigma)

MOPS (Sigma)

Ethidiumbromid (Sigma)

Bromphenolblue (Sigma B-7021)

Xylene Cyanole FF (Sigma X-0377)
Glycerol (Sigma G-7757)

SSC = sodium-citrat-trisodium salt (Sigma)

SDS = lauryl sulfate (Sigma)

LoOsungen

Sample-buffer: 60 % deionisiertes Formamid, 30 % Formaldehyd, 9% 10 x MOPS,
0,1 % Ethidiumbromid

Loading buffer: 4 mM Bromphenolblue, 5 mM Xylene Cyanole FF, 30 % Glycerol in
DEPC-H,0O

Hydrolysispuffer: 50 mM NaOH, 10 mM NaCl mit destilliertem Wasser auf 500 ml
Neutralisations Puffer: 90 % 20 x SSC, 0,2 M Tris (pH 7.,4)

20 x SSC Stocklosung: 0,3 M sodium-citrat-trisodium salt, 3 M NaCl, pH 7,0

20 % SDS Stocklésung: 0,7 M SDS in destilliertem Wasser

2.1.7 Stabile Calicum-Phosphat-Transfektion

Vektoren

pCR3.1-Vektor mit CMV-Promotor (Fa. Invitrogen)

pCR3.1-Vektor mit CMV-Promotor und der gesamten SOCS3-cDNA (Auernhammer et al.,
1998a)

Losungen

0,1 x TE-Pufer (pH 8.0): 10 mM Tris-Puffer, ImM EDTA auf 100 ml Millipore Wasser, pH-
Abgleichen mit 1M HCI auf pH 8,0. Steril filtrieren mit 0,22 Micron-Filter

2x HEPES-Puffer: 280 nM NaCl, 10 nM KCI, 1,5 mM Na,HPO,7H,0, 12 mM Dextrose, 50
mM HEPES auf 100 ml destiliertes Wasser und pH 7,05. Steril filtrieren mit 0,22 Micron-
Filter.

2M CaCl,: 5,888 g CaCl,2H,0 in 20 ml destiliertem Wasser 16sen und durch einen 0,22

Micron-Filter filtrieren.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Y-1 Zellen einer Zelllinie von einem Nebennierenrindentumor der Maus wurden von der
American Type Culture Collection bezogen. Laut Beschreibung der ATCC konnte bei diesem
Zellklon, der 1964 von Y. Yasumura et al. aus einem Nebennierenrindentumor einer
ménnlichen LAF1-Maus geziichtet worden ist, eine Steroidsekretion (4-Delta-3-Keto-
Steroide) von durchschnittlich 4 pg/mg Zellprotein/h erhalten werden. Die Steroidsekretion
wird am stirksten durch ACTH stimuliert und bleibt tiber 15 - 20 Passagen nach dem
Auftauen erhalten. Bei Passage 51 liegt der Steroidlevel nur noch bei durchschnittlich
723 ng/mg Zellprotein/h und ist durch ACTH nicht mehr signifikant stimulierbar.

Nach der Arbeit von W.E. Rainey (2004) stammen die Y-1 Zellen aus der Zona fasciculata
eines NNR-Tumors der Maus. Sie sind ACTH-sensibel und konnen Steroide aus exogenem
oder denovo aus Glucose und Acetat produziertem Cholesterol bilden und sezernieren. Nach
Stimulation mit ACTH produzieren Y-1 Zellen vor allem 20a-Dihydroxy-Progesteron und
11B,20a-Dihydroxy-Progesteron, zwei C21-Proteine, die sich in ihrer chemischen
Strukturformel dem Corticosteron sehr &hneln. Normalerweise ist das Endprodukt von
murinen Nebennierenrindenzellen der Zona fasciculata Corticosteron (Abb. 12). Wegen eines
Gendefektes, der sich in dem Fehlen der 21-Hydroxylase CYP21 &uBert, kann das sonst
tiblicherweise produzierte Corticosteron in Y-1 Zellen nicht hergestellt werden. Anstatt
dessen wird aus Progesteron vor allem 20a-Dihydroxy-Progesteron und 11f3,20a-Dihydroxy-
Progesteron iiber die 20oa-Hydroxysteroiddehydrogenase (20a-HSD) und die 11B-
Hydroxylase/p450c1l (CYP11B1) synthetisiert (Abb.12). Die CYP11B1 wire auch die
Hydroxylase, die Deoxycorticosteron in Corticosteron umwandeln wiirde. Dass Y-1-Zellen
dazu befdhigt sind, Corticosteron zu produzieren, konnte durch Transfektion von CYP21-

Genen in Y-1 Zellen bewiesen werden (Rainey et al., 2004).
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Steroidbiosynthese in der NNR Y-1 Tumorzelle

| Cholesterol |
StAR/CYPT11A | L
200HSD
| Pregnenolon | I::>| 200.-Dihydroxy-Pregnenolon |
3pHsD. | 20aHSD

m? | Progesteron |—|20cx-Dihydroxy-Progesteron |

CYP21 ;&

Deoxycorticosteron |Deoxycorticosteron |
[l crpi1B2 @ CYP11B1 CYP11B1
Corticosteron
| Corticosteron | |11B,20a-Dihydroxy-Progesteron
ﬂ CYP11B2
Aldosteron
Zona glomerulosa Zona fasciculata

Abb. 12: Die Steroidsynthese in der Nebennierenrinde der Maus bzw. in Y-1 Zellen. In der Zona fasciculata wird
normalerweise Coricosteron produziert. Da in den Y-1 Zellen jedoch ein Defekt der CYP2I-Hydroxylase
vorliegt, wird vornehmlich 20aDihydroxy-Progesteron und 11f,20aDihydroxy-Progesteron gebildet. Diese
beiden Hormone dhneln sich in ihrer chemischen Strukturformel dem Corticosteron sehr stark.(Eigene
Abbildung nach Rainey at al., 2004)

Die Y-1 Zellen wurden mit angereichertem Ham’s F10 Medium kultiviert. Das angereicherte
Hams F10 Medium enthielt 15 % Pferdeserum, 2,5 % fetales Kélberserum, 2 mM Glutamin,
1% Penicillin/Streptomycin  sowie 0,4 % Amphotericin und wurde somit als
Wachstumsmedium verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C und mit 5 % CO, inkubiert.

Im exponentiellen Wachstum begriffene Zellen wurden unter Verwendung von 1 %igem
Trypsin neu passagiert oder fiir die entsprechenden Versuche ausgesdt. Y-1 Zellen wurden
mit 2 ml Wachstumsmedium in einer Dichte von 0,3 - 0,4 x 10° Zellen pro Vertiefung in den
6-Loch-Gewebekulturplatten ausgesit. In 100 mm-Gewebekulturplatten wurden sie mit 8 ml
Wachstumsmedium in einer Menge von 1,5 x 10° Zellen kultiviert. So konnte zu
Versuchsbeginn eine 50 % - 75 %ige Konfluenz, sowie eine 80 %ige Ausdifferenzierung der

Zellen erreicht werden. Die Zelldichte wurde mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt.
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Wenn die Zellen ausdifferenziert und semikonfluent waren, war die Zellteilung minimiert,
und der Zellorganismus konzentrierte sich auf die Steroidproduktion. Bei kompletter
Zellkonfluenz war die Steroidproduktion reduziert. Aus diesem Grund wurde die Zellkultur
12 h vor Versuchsbeginn auf serumfreies Medium umgestellt. Somit konnte ein weiteres
Zellwachstum gehemmt werden. Zudem konnte eine Stimulierung der Steroidproduktion
durch Endo- und Exotoxine u.a. aus dem Pferde- und Kélberserum unterbunden werden.

Das serumfreie Medium bestand ausschlieBlich aus Ham’s F10 mit 2 mM Glutamin und
0,1 % endotoxinfreiem BSA. Fiir den Radioimmuno-Assay wurde aus Kostengriinden einfach
steriles BSA verwendet. Dem serumfreien Medium wurden prophylaktisch Penicillin,
Streptomycin und Amphotericin in o.g. Konzentrationen dazugegeben, da durch die hdufigen
Entnahmezeiten ein erhohtes Infektionsrisiko bestand. Vor Stimulationsbeginn wurde erneut
ein Mediumwechsel mit serumfreiem Medium durchgefiihrt und die Interleukine in einer
Konzentration von 10 ng/ml (auBer beim Dosisverlauf mit Interleukin-6 und 11,
Radioimmuno-Assay) dazugegeben.

Um die transfizierten Zellen zu selektieren, wurde den jeweiligen Medien Neomycin G418 in

einer Konzentration von 500 pg/ml dazugegeben.

2.2.2 RT-PCR

RNA-Extraktion

Die Y-1 Zellen wurden in Zellkulturgewebeschalen mit einem Durchmesser von 10 cm
geziichtet. Je nach Fragestellung wurde die RNA von unbehandelten Zellen oder von
stimulierten Zellen extrahiert.

Fiir den Nachweis des IL-11-Rezeptors, des gp130-Rezeptors und des IL-11 in unbehandelten
Y-1Zellen wurde die RNA-Extraktion bei einer vollstindigen Konfluenz der Zellen
durchgefiihrt. So konnte eine moglichst groBe Ausbeute an RNA erzielt werden. Die
Zellkultur wurde mit Wachstumsmedium unter den iiblichen Bedingungen inkubiert und 12 h
vor der RNA-Extraktion auf serumfreies Medium umgesetzt.

Fiir den Nachweis von SOCS3 in Y-1 Zellen durch Stimulation mit IL-11 und 6 wurde die
RNA bei einer 80 %igen Zellkonfluenz extrahiert, denn die Zellen sollten durch die
Interleukine noch stimulierbar sein. 12 h vor Versuchbeginn wurden die Zellen auf
serumfreies Medium gesetzt. Das serumfreie Medium wurde vor der Zugabe der Interleukine
nochmals gewechselt.

Zum Extraktionszeitpunkt wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und diese sofort mit

jeweils 500 pl Trizol fiir 5 Minuten inkubiert. Die Trizol-Zellsuspension wurde mit einem
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Zellschaber abgekratzt, so dass moglichst alle Zellen geldst und lysiert werden konnten. Das
Zelllysat wurde in je ein steriles Eppendorfcup pipettiert. Pro Eppendorfcup wurden 200 pl
Chloroform dazupipettiert, geschiittelt und fiir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden die Proben mit 12.000 rpm in der Ultrazentrifuge fiir 15 Minuten bei
4°C zentrifugiert.
Die jeweils in der oberen wissrigen Phase enthaltene RNA wurde sehr vorsichtig ohne die
DNA- und Proteinschicht aufzuwirbeln in ein neues steriles Eppendorfcup iiberfiihrt. Pro
Eppendorfcup wurden nun 500 pl Isopropanol dazupipettiert, kurz gevortext und ebenfalls
10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Proben wurden erneut mit 12.000 rpm
bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Danach konnte man ein weilles Pellet am Boden des
Eppendorfcups ausfindig machen. Der Uberstand wurde ohne Beriihrung des Pellets
abpipettiert und verworfen. Das RNA-Pellet wurde mit 1 ml 75 % Ethanol bedeckt und mit
7.000 rpm bei 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Ethanol wurde abpipettiert und das
geodffnete Eppendorfcup wurde so lange in einen Heizblock bei 60°C gestellt bis das Ethanol
verdampft war. Das Pellet sollte dabei nicht austrocknen.
In dem Zustand wurde das RNA-Pellet je nach GroBe mit 10-20 ul 0,1 % DEPC-H,O
aufgelost und bei -80°C fiir mindestens 12 h eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die RNA
nochmals kurzzeitig auf 68°C erhitzt. Sie wurde durch mehrmaliges Pipettieren gelost. In
einem Photometer bei 260 nm (fiir RNA und DNA) und bei 280 nm (fiir Proteine) wurde die
RNA-Konzentration bestimmt. Der Reinheitsgrad wurde aus dem Quotienten
[260nm]/[280nm] bestimmt und lag optimaler Weise bei 1,8 /. 0,2. Die bei 260 nm
gemessene Extinktion wurde in die Absolutmenge an RNA umgerechnet. Die Absorption
einer RNA-Losung betrigt 0,04 pg/ul bei ODyg, folglich lautet die Berechnung:
RNA-Konz.[ug/pl] = [OD2] x 0,04 pg/ul x [Verdinnungsfaktor]

Die RNA wurde nach dem Bearbeiten sofort wieder tiefgefroren.

RT: Reverse Transcription

Die Transkription der RNA zu cDNA wurde mit 1 pg reiner mRNA in 20 pl
Reaktionsvolumen mit Hilfe einer reversen Transkriptase (RTase, Gibco BRL) durchgefiihrt.
Pro 1 pg mRNA wurden 4 pl 10fach Puffer, 2 ul 0,1 M DTT, 0,4 ul dANTP's, 0,6 pl Random-
Primer, 0,5 ul RNAsin und 1,2 ul RTase in 11,3 pl DEPC-H,O benétigt. Das RNAsin und die
RTase wurden dem Reaktionsvolumen als letzte Reagenzien hinzugefiigt. Sie wurden bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert, um eine Inaktivierung zu vermeiden. Um eine
Verunreinigung der mRNA mit DNA auszuschlieBen ist bei jeder Reversen Transkription

eine Negativkontrolle mitgelaufen. Der Negativkontrolle wurde anstelle der RTase DEPC-
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H,O hinzugefiigt wurde. Falls die mRNA frei von DNA-Verunreinigungen gewesen war,
konnte bei der darauf folgenden PCR keine DNA-Bande aufgedeckt werden, denn die
TagDNApolymerase konnte nur die DNA nicht aber die untranslierte mRNA als Matrize
ablesen.

Die reverse Transkription von mRNA in cDNA erfolgte in den o.g. 20 ul Reaktionslosung bei
37°C fiir 60 Minuten. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Proben iiber 7 Minuten auf
95°C erhitzt wurden. Die cDNA wurde bis zur Verwendung fiir die PCR bei -20°C gelagert.

PCR: Polymerase Chain Reaction

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde mit jeweils 2 ul c¢cDNA in 50 pl
Rektionsvolumen an einem GeneAmp PCR System 2400 durchgefiihrt. Das
Reaktionsvolumen enthielt 10 % 10fach PCR-Puffer, 5 % DMSO, 0,2 mM dNTP’s, 3 Units
TagDNApolymerase und je 20 pmol Sense- bzw. Antisense-Primer. Die PCR lief mit einem
einmaligen  Denaturierungsprozess bei  94°C  fiir 3 Minuten  gefolgt von
40 Amplifizierungszyklen. Ein Amplifizierungszyklus bestand aus einer Denaturierung bei
94°C fiir 30 Sekunden, der Primeranlagerung bei 58°C fiir 30 Sekunden und der
Amplifizierung bei 72°C fiir 45 Sekunden. Die PCR wurde mit einem einmaligen
Elongationsschritt bei 72°C fiir 10 Minuten abgeschlossen.

Fir den Nachweis des IL-11-Rezeptors wurde o.g. Schema benutzt, der gpl30-Rezeptor
wurde mit dem gleichen Prinzip allerdings mit nur 38 Amplifizierungszyklen nachgewiesen.
Fiir die Aufdeckung des IL-11 war eine ,,Hot-Start-PCR* notwendig. Fiir die ,,Hot-Start-
PCR* wurden erst nach dem einmaligen Denaturierungsprozess fiir 3 Minuten bei 94°C die
Primer sowie die TagDNApolymerase zu dem Reaktionsvolumen dazupipettiert. Im
Folgenden liefen 40 gleich formierte Transkriptionszyklen ab, die jeweils aus der
Denaturierung bei 94°C fiir 30 Sekunden, aus der Primeranlagerung bei 60°C fiir jeweils 60
Sekunden und der Amplifizierung bei 72°C fiir 45 Sekunden bestanden. Die Elongationsphase
bei 72°C dauerte 10 Minuten. Das Reaktionsvolumen von insgesamt 50 pl stellte sich aus 2 pl
cDNA, 10 % 10fach Puffer, 5% DMSO, 0,2 mM dNTP’s und 38,65 pul DEPC-H,O
zusammen. Die je 20 pmol Sense- bzw. Antisense-Primer und 3 Units 7agDNApolymerase
wurden erst nach der dreiminiitigen Autheizphase auf 94°C dazupipettiert.

Das Prinzip der Hot-Start-PCR verhindert eine vorzeitige unspezifische Primeranlagerung, da
manche Primer nur bei ihrer speziellen Annealingtemperatur an die spezifischen DNA-
Sequenzen binden, bei niedrigeren Temperaturen jedoch auch unspezifische Sequenzen

binden konnen.
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Sowohl die cDNA der Reversen Transkription als auch die DNA der Polymerase Chain
Reaction und die fragmentierte DNA wurden mittels Gelelektrophorese auf einem 1,2 %igen
Agarosegel, dass 0,17 % Ethidiumbromid enthielt, nach ihrer Menge an Basenpaaren
aufgetrennt. Fiir das Agarosegel bendtigte man 10 ml 10 x TBE-Puffer (27 g Tris, 13,8 g
Bohrsdure, 20 ml 0,5 M EDTA in 100 ml Aqua dest.), 40 ml Aqua dest., 0,6 g Agarose und
30 pl Ethidiumbromid. Es wurden jeweils 10 ul der Proben (RT- bzw. PCR-Produkt) mit
jeweils 3 pl loading buffer in die Geltaschen pipettiert. Fiir die Auftrennung der
fragmentierten DNA wurden 20 pl verwendet und fiir die unfragmentierte DNA-Probe 15 ul
mit jeweils 3 pl loading buffer. Bei jeder Gelelektrophorese lief ein 100 pb-Marker mit. Nach
dem Einlauf der Proben bei 130 V fiir 15 Minuten, dauerte die Elektrophorese noch 30
Minuten bei einer Spannung von 110 V. Danach wurden die gesuchten Banden auf einem

UV-Tisch sichtbar gemacht und fotographiert.

Fragmentierung der PCR-Produkte mittels Restriktionsenzymen

Fir die Fragmentierung der PCR-Produkte bendtigte man eine groBe Menge des
entsprechenden DNA-Segmentes. Dafiir wurden 8 pl cDNA (RT-Produkt) nach den oben
beschriebenen PCR-Protokollen in 200 ul Reaktionsvolumen amplifiziert. Die gesamten
200 pl wurden auf einem 1,2 %igen Agarose Gel aufgetragen. Die ersten 15 Minuten wurde
eine Spannung von 130 V angelegt, fiir die folgenden 30 Minuten lag eine Spannung von 110
V vor. Neben den PCR-Produkten lief ein 100-bp-DNA-Marker mit. Durch den Gehalt von
0,17 % Ethidiumbromid im Agarosegel konnten die Banden auf dem UV-Tisch sichtbar
gemacht werden. Sie wurden vorsichtig aus dem Gel ausgeschnitten, und die DNA aus dem
Gel extrahiert. Die DNA lag nun frei vor und konnte mittels Restrikrionsenzymen
fragmentiert werden.

Die RNA fiir den IL-11-Rezeptor erstreckt sich iiber Exon 4 bis 9 und beinhaltet die
Information sowohl fiir die alpha- als auch fiir die alpha2-Isoform des Rezeptors. Beide
Isoformen wurden mit einem Primer-Paar (Basenpaar 304-891, GenBank Accession U14412)
durch ein 588 bp groBBes cDNA-Fragment nachgewiesen. Das DNA-Fragment wurde mit dem
Restriktionsenzym Ncol in zwei Fragmente von 288bp und 300bp geschnitten. Dazu wurden
15 pl der extrahierten DNA mit 20 Units Restriktionsenzym Ncol und 3 % Reaktionspuffer
tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Der transmurale gpl30-Rezeptor wurde ebenfalls durch zwei spezifische Primer
nachgewiesen. Die 459 bp umfassende cDNA konnte nach oben beschriebener Gelextraktion
spezifisch mit Ncol in ein 298 bp und ein 161 bp groBes Fragment geschnitten werden. Der

Reaktionsansatz fiir die Restriktion war der gleiche wie fiir den IL-11-Rezeptor.
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Nach der Gelextraktion der cDNA von murinem IL-11 konnte ein 565 bp langes Fragment
nachgewiesen werden. Es wurde mit dem Restriktionsenzym Apal (15 pl cDNA, 20 Units
Apal, 3 % Reaktionspuffer bei 37°C iiber Nacht) in zwei Fragmente von 228 bp und 337 bp
Lange geschnitten werden (bp 200-764, GenBank Accession U32324).

2.2.3 Messung der Steroidkonzentration mittels Radioimmuno-Assay

Zellkultur

Y-1 Zellen wurden in einer Konzentration von 0,35 x 10° Zellen pro Loch in einer 6-Loch-
Gewebekulturplatte mit je 2 ml Wachstumsmedium kultiviert und 30 h bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert.

Nach dieser Zeit waren die Zellen semikonfluent und mindestens 80 % differenziert. Sie
wurden tiber Nacht auf serumfreies Medium umgesetzt. Nach der 12-stiindigen
Ubernachtinkubation wurde ein erneuter Mediumwechsel durchgefiihrt. Mit einer
Multipipette wurden 2 ml serumfreies Medium in je eine Vertiefung pipettiert. AnschlieBend
wurden die Interleukine-6 bzw. 11 in der entsprechenden Konzentration (10 ng/ml im
Zeitverlauf; 0,5 ng/ml — 50 ng/ml im Dosisverlauf), 107 M ACTH als Positivkontrolle und
serumfreies Medium als Nullkontrolle zugegeben.

Die Inkubationszeit bei 37°C und 5 % CO; betrug bis zu 72 h. Jeweils nach 12 h, 24 h, 36 h,
48 h und 72 h wurden 200 pl des Uberstandes abpipettiert und bei -20°C konserviert.

Radioimmuno-Assay

Die Messung der Steroidkonzentration im Zellkulturiiberstand wurde mit einem
Corticosteron-Radioimmuno-Assay der Firma ICN durchgefiihrt. Die Kreuzreaktivitét des 1.
Antikdrpers betrug laut Fa. ICN fiir Corticosteron 100 %, fiir Desoxycorticosteron 0,34 %, fiir
Testosteron 0,1 %, fiir Cortisol, Aldosteron und Androstendion jeweils 0,05 % bzw. 0,03 %
und 0,02 %. Fiir die iibrigen Steroidhormone wurde eine Kreuzreaktivitit mit < 0,01 %
angegeben.

Wie in 2.2.1. erldutert produzieren Y-1 Zellen kein Corticosteron, sondern Vorstufen wie
200-Dihydroxy-Progesteron und 11p,20a-Dihydroxy-Progesteron, die dem Corticosteron in
ihrer chemischen Strukturformel sehr dhneln. Zudem ist durch die Bildung von 110,20a-
Dihydroxy-Progesteron eine Aktivierung der CYP11B1-Hydroxylase indirekt nachgewiesen,
die ebenso fiir die Umwandlung von Deoxycorticosteron in Corticosteron, dem eigentlichen
Endprodukt der murinen NNR-Zelle, notwendig ist (Abb. 12). Generell konnte die Fahigkeit

der Corticosteronproduktion durch Y-1 Zellen in einer Transfektionsstudie mit dem CYP21-
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Gen nachgewiesen werden (Rainey et al., 2004). Somit wurden Steroidvorstufen zum
Corticosteron nachgewiesen, die jedoch ebenfalls als Indikator fiir die Steroidsynthese
verwendet werden konnten.

Es muss deshalb retrospektiv davon ausgegangen werden, dass der verwendete
Radioimmuno-Assay nicht Corticosteron, sondern die o.g. dem Corticosteron sehr dhnlichen
Steroidvorstufen detektiert, welche mit unseren Messungen nicht ndher charakterisiert werden
konnten. Wir benutzten den Assay somit zur Detektion von Steroidvorstufen bzw. als Mal3
der ,,Gesamtsteroidproduktion®.

Fiir die Standardkurve wurde eine geometrische Verdiinnungsreihe mit genau definierten
Mengen an unmarkiertem Corticosteron von 2,5 ng/ml bis 0,009 ng/ml (gelost in 0,1 % BSA-
PBS-Puffer mit 0,01 % NaN3, pH 7,0) erstellt. Das Corticosteron der Fa. Merck wurde in
einem Messkolben zu 1 mg/ml eingewogen und auf 10 ng/ml verdiinnt. Da Corticosteron ein
sehr stabiles Hormon ist, diente diese Einwaage als Ausgangslosung fiir alle Standardkurven.
Die 1. Antikorperlosung wurde vor Versuchsbeginn hergestellt und mindestens 30 min.
inkubiert. Die Prézipitierungslosung wurde mindestens 12 h inkubiert, um eine ausreichende
PEG-AK-Komplexbildung zu garantieren.

Fir den Versuchsansatz wurden jeweils 50 pul der Standardverdiinnungen bzw.
Zellkulturiiberstinde mit 50 ul Corticosteron-Tracer und 50 pl der 1. Antikérperlosung
gemischt (Vortex) und fiir 12 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml der
Prizipitierungslosung dazugegeben, gemischt (Vortex) und 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch anschlieBendes Zentrifugieren bei einer Beschleunigung von 2000 g fiir
20 Minuten wurde das gebundene Corticosteron (sowohl radioaktivmarkiert als auch
unmarkiert) von dem freien Hormon im Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde durch
Dekantieren verworfen. Der in den Rohrchen iibrig gebliebene Niederschlag enthielt den
Tracer sowie die zu bestimmende Menge an Corticosteron bzw. Steroiden.

Anhand der im Gamma-Counter gemessenen Radioaktivitdt konnte mittels der Standardkurve
und der umgekehrten Proportionalitit die Steroidmenge im Zellkulturiiberstand ermittelt
werden. Dazu wurde das Softwareprogramm Ria-Calc der Fa. Pharmacia verwendet.

Damit die zu messenden Werte der Zellkulturiiberstinde im linearen Bereich der Eichkurve
lagen (0,075 ng/ml - 1,25 ng/ml), wurden Vorversuche mit gepoolten Zellkulturiiberstinden
der jeweiligen Versuchsgruppe und Abnahmezeit durchgefiihrt. Die jeweilig notwendige

Verdiinnung wurde anhand der Eichkurve berechnet.
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2.2.4 Western Blot

Zellkultur

Im exponentiellen Wachstum begriffene Y-1 Zellen wurden 48 h vor Versuchsbeginn lysiert.
Sie wurden in einer Menge von 1,8 x 10° Zellen pro Gewebekulturschale (& 10 cm) ausgesit
und mit 8 ml Wachstumsmedium bei 5 % CO, und 37°C inkubiert. Der erste Mediumwechsel
erfolgte nach 48 h. Die Y-1 Zellen wurden mit 6 ml serumfreiem Medium (Hams F10, 0,1 %
endotoxinfreies BSA) bei 75 %iger Zellkonfluenz und vollstindiger Zelldifferenzierung
behandelt. Nach 12 h Ubernachtinkubation wurde ein erneuter Wechsel auf serumfreies
Medium durchgefiihrt, um eventuelle Endotoxiniiberstinde zu entfernen.

Nach Stimulierung mit den Interleukinen-11 und -6 in einer Konzentration von 10 ng/ml fiir
2,5, 10 und 15 Minuten wurde das Medium sofort abgesaugt. Es wurden 500 ul Lysispuffer
pro Gewebekulturschale dazugegeben und sofort fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Der
Lysispuffer (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Na4P,07, 100 mM NaF,
2 mM Sodium-orthovanadat, pH 7,4) enthielt 1 % Triton, ] mM Phenylmethylsulfonylfluorid,
2 pg/ml Aprotinin und 20 pM Leupeptin als Proteaseinhibitoren. Nach der Inkubation auf Eis
wurde die Zellsuspension mit dem Zellschaber abgekratzt und in jeweils einem sterilen

Eppendorfcup bei -20°C eingefroren.

Western Blot

Mittels dieser Methode sollte die Menge an phosphorylierten STAT-Proteinen bestimmt
werden: pSTATx aus dem Zellkulturiiberstand wurde auf eine Membran transferiert. Anti-
pSTATx-Antikorper der Maus haben die auf die Membran transferierten pSTATx gebunden.
Diese wurden von Peroxidase-markierten Anti-Maus-Antikérpern und Chemolumineszenz
detektiert und auf einen Radiographiefilm abgelichtet. Anhand der Schwérzung des Films
konnte die Menge an pSTATx nachgewiesen werden.

Das Zelllysat wurde aufgetaut und 20 Minuten mit einer Beschleunigung von 12.000 g bei
4°C zentrifugiert. Dadurch wurden {iberfliissige Zellbestandteile von den Proteinen
abgetrennt. Der Uberstand mit den Proteinen wurde mit dem Probenpuffer (0,1 % DDT, 1 %
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)) im Verhéltnis 1:2 fiir 5 Minuten auf 95°C aufgekocht. Jeweils
40 pl dieser Proteinsuspension wurden auf ein 10 %iges SDS Polyacrylamidgel aufgetragen.
Die einzelnen Proben liefen ca. 1-2 h bei 30 mA pro Gel und wurden so nach dem SDS-
PAGE System (Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese) ihrer GroB3e nach
aufgetrennt. Mit einem 4 % Sammelgel und einem 8 % Trenngel fand eine Poteinauftrennung

im Bereich von 10-150 kDa statt.



48

Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

Die Proben wurden mit dem Semidry-Westernblot-Verfahren nach Kyhse-Andersen (J.
Biochem. Biophys. Methods, 10 (1984) 203-209) von dem Gel auf die PVDF-Membran
transferiert. Dafiir musste die PVDF-Membran fiir das Elektroblotting in Methanol aktiviert
und dann im Anode-II-Puffer dquilibriert werden.

Auf die PVDF-Membran wurden zwei Lagen in Anode-II-Puffer (0,025 M Tris und 20 %
Methanol = 1,5 g Tris, 100 ml Methanol, 400 ml Aqua dest.) getrinkte Whatman 3CHR-
Paper und eine Lage in Anode-I-Puffer (0,3 M Tris und 20 % Methanol = 18,17 g Tris,
100 ml Methanol, 400 ml Aqua dest.) getrinktes Whatman 3CHR-Paper gelegt und die
Anode angeschlossen. Unter der PVDF-Membran lag das SDS-PAGE-Gel. Unter dem Gel
befand sich eine Lage Whatman 1CHR-Paper, das im Kathoden-Puffer (6-Aminohexansiure-
Puffer (0,04 M) mit 20 % Methanol und 0,01 % SDS = 2,6 g 6-Aminohexansdure, 100 ml
Methanol, 400 ml Aqua dest., 0,05 g SDS) getrankt war, sowie 3 Lagen Whatman 3CHR-
Paper, ebenfalls im Kathoden-Puffer getrinkt. Hieran wurde die Kathode angeschlossen, so
dass der Transfer der Proteine von dem SDS-PAGE-Gel auf die PVDF-Membran innerhalb
einer Stunde bei 2 mA pro cm?> Membranfldche stattfinden konnte.

Die Membran wurde nach dem Proteintransfer fiir eine 1 h in einem 1,5 % PBS-Tween-Puffer
(0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl, pH 7.5, 1,5 % Tween 20, im Folgenden PBS-T genannt) auf
dem Schiittler bei Raumtemperatur geblockt.

Die Inkubation mit der 1. Antikdrperlosung erfolgte in der jeweils passenden Verdiinnung mit
Anti-P-STAT3 (Maus-AK, 1:40.000), Anti-P-STAT1-AK (Kaninchen-AK, 1:10.000), Anti-P-
STATS-AK (Kaninchen-AK 1:5.000) und Anti-P-MAK-AK (Kaninchen-AK 1:40.000) in
1,5 % PBS-T. Die Membran wurde mit 0,5 ml/cm? bedeckt und 16 h iiber Nacht unter
staindigem Schiitteln inkubiert.

Nach zweimaligem Waschen mit 0,1 % PBS-Tween 20 wurde die Membran fiir 2 h mit dem
Peroxidase-konjugierten 2. Antikorper behandelt. Fiir den Nachweis von pSTAT3 wurde ein
polyklonaler POD-konjugierter Ziegen-Anti-Maus-AK verwendet. Der Nachweis von
pSTATI1, pSTATS und pMAPK wurde mit einem polyklonalen POD-konjugierten Esel-Anti-
Kaninchen-AK durchgefiihrt. Die 2. AK-Ldsung wurde in einer Verdiinnung von 1:25.000 in
2 % PBS-Tween 20 verwendet und in einer Menge von 0,5 ml/cm? auf die Membran gegeben.
Nach der 2. Antikorperreaktion folgte eine zwei- bis dreimalige griindliche Waschung der
Membran auf dem Schiittler. Die immunoreaktiven Banden wurden mit einem
Immunodetectionssystem von Pierce (Supersignal®West-Dura) sichtbar gemacht. Hierfiir
wurde die gewaschene Membran 30 Minuten in 10-20 ul Chemolumineszenz/cm? (Super

Sensitive West Dura) eingelegt. Nach weiteren 30 Minuten wurde die Membran auf einen



Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

49

Autoradiographie Film (XOMAT-AR®-Film) abgelichtet. Die Belichtungszeit lag zwischen 5
sec. - 16 h.

Um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen worden war, wurden die
Membranen gestrippt und mit den Antikorpern gegen die jeweiligen unphosphorylierten
Proteine inkubiert. Zum Strippen wurden die Membranen nacheinander fiir 30 Minuten in
zwei verschiedenen Losungen gewaschen. Die erste Losung war eine 2 %ige SDS-Losung mit
7 M Urea, die zweite Losung war eine 10 %ige Essiglosung. Die Membranen wurden
anschieBend neutralisiert und wie oben beschriecben mit den jeweiligen Kaninchen-
Antikorpern gegen STAT1 (1:20.000), STAT3 (1:40.000), STATS (1:40.000) und MAPK
(1:40.000) inkubiert. Um die Banden sichtbar zu machen wurde der Peroxidase-konjugierte

Esel-Anti-Kaninchen-Antikorper (1:25.000) verwendet.

2.2.5 Luciferase-Assay

Prinzip

Es wurde eine transiente Transfektion mit einem ringformigen DNA-Vektor durchgefiihrt, der
u.a. ein Luciferase-Gen enthielt. In dem Kontrollvektor PGL war dem Luciferase-Gen kein
Promotor-Gen vorgeschaltet, wohingegen in dem SOCS-Vektor das SOCS-Promotor-Gen
dem Luciferase-Gen vorgeschaltet war.

Fiir die transiente Transfektion wurde ein kommerzielles Kit von der Fa. Qiagen (SuperFect
Transfection Cat.Nr. 301307) verwendet. Das Prinzip dieser Transfektion beruhte auf einer
Umbhiillung des DNA-Plasmids mit einem rein positiv geladenen dendritenférmigen Molekiil,
dem SuperFect Reagent. Dieser stark positiv geladene Komplex kann von der negativen
Membran eukaryontischer Zellen angezogen und in die Zelle geschleust werden. In der Zelle
fusioniert der Komplex und mit den Endosomen, wobei die lysosomalen Nukleasen inhibiert
werden. Dadurch kann eine stabile Aufhahme des Komplexes in den Nukleolus gewéhrleistet
werden. Fiir die Effizienz der Transfektion waren das Verhidltnis von DNA zu SuperFect
Reagent sowie die Dauer der Transfektion wichtig. Diese Kriterien ebenso wie die optimale
Zellzahl mussten vor Versuchsbeginn ausgetestet werden.

Die Dichte der Zellaussaat wurde zu Anfang wie in 0.g. Versuchen mit 0,35 x 10° Zellen pro
Vertiefung einer 6-Loch-Gewebekulturplatte gewihlt. Da die Zellen jedoch durch die
Transfektion einen starken Wachstumsreiz erhielten, bestand vor Versuchsbeginn ein
konfluenter Zellrasen. In diesem Zustand war eine Stimulation der Zellen nicht mehr moglich,

so dass die Dichte der Zellaussaat verringert wurde.



50

Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

Bei einer Zellaussaat von 0,3 x 10° Zellen in 6-Loch-Gewebekulturplatten ergab sich zu
Stimulationsbeginn eine 75 %ige Konfluenz. Die Stimulation der Y-1 Zellen mit
Interleukinen war zu diesem Zeitpunkt optimal.

Das Verhiltnis von DNA zu Transfektions Reagenz wiahlten wir 1:5, da bei einem Verhéltnis
von 1:2 die Transfektionsrate zu gering aufgrund der zu niedrigen positiven Ladung des
Transfektionskomplexes war.

Die Transfektionszeit wurde auf 3 h gewihlt. Es folgte eine 24 - 30 stlindige Inkubation in
Wachstumsmedium bei 37°C und 5 % CO,, damit sich die Zellen von dem Stress der
Transfektion erholen konnten. 12 h vor der Stimulation mit den Interleukinen wurden die
Zellen auf serumfreies Medium gesetzt.

Eine Transfektionszeit von 3 h wund anschlieBend sechsstiindiger Inkubation in
Wachstumsmedium wurde von den Y-1Zellen ebenso wenig toleriert wie eine

Transfektionszeit von 6 h und sofortige Umsetzung auf serumfreies Medium fiir 12 h.

Transiente Transfektion

Im exponentiellen Wachstum begriffene Y-1 - Zellen wurden 24h vor Transfektionsbeginn in
einer Konzentration von 0,3 x 10° pro Loch in einer 6-Loch Gewebekulturplatte mit je 2 ml
Wachstumsmedium ausgesdt. Vor Versuchsbeginn bestand eine Semikonfluenz der Zellen mit
80 %iger Zelldifferenzierung.

Die Transfektion wurde nach dem Superfect Transfektions Protokoll der Fa. Qiagen (Cat. Nr.:
301307) durchgefiihrt. Laut Protokoll wurden 2 pg DNA pro Loch fiir eine Transfektion in
einer 6-Loch-Zellkulturplatte verwendet.

Die entsprechende Menge von DNA wurde in ein 15 ml bzw. 50 ml Zentrifugenréhrchen
pipettiert und auf 100 pl pro 2pg DNA mit reinem Hams F10 Medium aufgefiillt. Das
Medium durfte kein Serum, BSA und keine Antibiotika enthalten, damit die Ausbildung der
DNA-Transfektions-Komplexe nicht gestort wurde.

Der DNA-Suspension wurden zu je 2 pg DNA 10 pl SuperFect Reagent tropfenweise dazu
pipettiert. Diese Suspension wurde fiir 10 Sekunden gevortext und dann bei Raumtemperatur
10 Minuten stehen gelassen, um die Komplexbildung von DNA und Transfektionslosung
abzuwarten.

Das Wachstumsmedium wurde von den Zellen abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit ca.
1 ml 37°C warmer PBS gewaschen. Kurz vor der Zugabe der Transfektionslosung wurde das
PBS abgesaugt.

Nach der Préazipitierung zwischen DNA und SuperFect Reagent wurden 600 ul
Wachstumsmedium pro 2 pg DNA dazupipettiert. Die Suspension wurde durch Pipettieren
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vermischt. Pro Loch in der Gewebelochplatte wurden 710 ul der DNA-Transfektionslosung
auf die Zellen gegeben. Die Zellen waren so mit Transfektionslosung knapp bedeckt und
wurden fiir 3 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Nach drei Stunden wurde die Transfektionslosung abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlieend mit je 2 ml Wachstumsmedium pro Loch fiir ca. 24 h inkubiert. Nach der
Transfektion waren die Zellen etwas entdifferenziert, in dem sie kugelig verformt waren.

Die Y-1 Zellen erholten sich bis zu Stimulation mit den jeweiligen Interleukinen wieder: Sie
befanden sich zu Versuchsbeginn wieder entdifferenziert im Zellverband. Nach 24h waren die
Zellen dreiviertelkonfluent und nahezu 100 % differenziert. Zu diesem Zeitpunkt wurden die
Zellen auf serumfreies Medium umgesetzt. Hierfiir wurde nur BSA mit weniger als 1 %
Endotoxin verwendet, um eine Stimulation der Zellen durch Endotoxine aus dem Medium zu
vermeiden. Das Medium hatte einen Gehalt von 0,1 % BSA und wurde in einer Menge von 2
ml pro Loch dazugegeben. Die Inkubation mit serumfreiem Medium erfolgte fiir 12 h {iber
Nacht.

Nach 12 h wurden die Zellen nochmals wie oben beschrieben auf frisches serumfreies
Medium umgesetzt, um eventuelle Reste des Wachstumsmediums oder auch von den Zellen
selbst produzierte Endotoxine zu entfernen. Es wurden exakt 2 ml Medium pro Loch mit einer
Multipipette dazugegeben und die jeweiligen Interleukine in einer Konzentration von
10 ng/ml dazupipettiert. Die Zellen wurden fiir 6 h mit den Interleukinen inkubiert. Das
Medium wurde abgesaugt, die 6-Loch-Zellkulturplatten sofort auf Eis gestellt und fiir 10
Minuten mit 210 pl Lysispuffer pro Loch behandelt.

Der Lysispuffer bestand aus 1,25 ml 1 M Tris (pH 7,8), 7,5 ml 87 % Glycerol, 500 pul
1 M MgCl, 500 pl Triton X 100, 100 ul 0,5 M EDTA (pH 8) und wurde mit aqua dest. auf
50 ml aufgefiillt. Das Triton bewirkte unter anderem das Anschwellen und Platzen der Zellen,
wodurch das Zytosol mit den entsprechenden Proteinen, hier vor allem dem Luciferin, frei
wurde. Die Lyse wurde auf Eis durchgefiihrt, um Proteasen zu inaktivieren.

Nach der zehnminiitigen Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und
die jeweilige Zellsuspension in einem Eppendorf-Cup bei -80°C eingefroren. Sowohl beim
Abkratzen als auch durch das Einfrieren und wieder Auftauen gingen weitere Zellen kaputt,
so dass von einer maximalen Ausbeute an Luciferin aus dem Zytosol ausgegangen werden

konnte.
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Messung

Die Messung der Luciferaseaktivitit wurde an einem Luminometer (Typ: Lumat LB 9507)
vorgenommen. Es wurden 10 pl auf Eis aufgetautes Lysat in die Messrohrchen vorpipettiert.
Vor jeder Messung wurde der MeBpuffer unter abgedunkelten Bedingungen neu hergestellt
(6,6 ml Lysispuffer, 83 ul 100 mM ATP, 30 ul 10 mM Luciferin mit aqua dest auf 10 ml
aufgefiillt), um das Luciferin nicht schon vor der Messung zu inaktivieren. Zur Messung
wurden je Rohrchen 100 pl Luciferase-MeBpuffer zu der Probe dazupipettiert und nach einer

definierten Zeit gemessen. Die Luciferaseaktivitidt wurde in RLU gemessen.

2.2.6 Nothern Blot

Die Zellkultur wurde wie fiir die RNA-Extraktion vorbereitet. 16 h vor Stimulationsbeginn
wurden die Y-1 Zellen mit serumfreiem Medium behandelt. Zum Stimulationszeitpunkt
wurde ein nochmaliger Wechsel auf serumfreies Medium durchgefiihrt. AnschlieBend wurden
die Zellen fiir 30, 60 und 90 Minuten mit 10 ng/ml Interleukin-11 bzw. -6 inkubiert. Zu jedem
Zeitpunkt wurde die mRNA von unbehandelten Zellen als Negativkontrolle extrahiert. Die
Extraktion der SOCS3-mRNA wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll der RNA-
Extraktion durchgefiihrt.

20 pg mRNA wurde mittels Gelelektrophorese auf einem 1 %-Agarose-6,4 %- Formamid-Gel
aufgetrennt. Zur optischen Kontrolle der Qualitdt der mRNA wurden die Banden unter UV-
Licht sichtbar gemacht und fotografiert.

Der Blot vom Gel auf eine Nylon Membran (Hybond-N+, Amersham) wurde 16 h {iber Nacht
durchgefiihrt. Sowohl die Membran als auch das Gel wurden unter UV-Licht fotografiert, um
einen erfolgreichen Transfer der mRNA nachzuweisen. Die Membran wurde zuerst in einem
Reduktionspuffer bei Raumtemperatur gewaschen wund anschlieBend mit einem
Neutralisationspuffer behandelt. Zum Crosslinken der RNA wurde die Membran von beiden
Seiten unter einem UV-Crosslinker von Stratagene bestrahlt. Danach wurde die Membran in
der QuikHyp-Losung von Stratagene fiir 2 h bei 68°C prehybridisiert. Die mit *P markierte
DNA-Sonde wurde mit 100 pg denaturierter Lachsspermien-DNA fiir 2 Minuten auf 95°C
aufgekocht. Die DNA-Sonde wurde in die Prehybridisierungslosung dazupipettiert. Die
Membran wurde in der Prehybridisierungslosung mit der markierten DNA-Sonde fiir 16 h
tiber Nacht hybridisiert.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal fiir 20 Minuten in einer

hochkonzentrierten 2 x SSC-0,1 % SDS-Losung  bei  Raumtemperatur ~ gewaschen.
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Anschlielend wurde die Membran fiir 40 Minuten in einem 0,1 x SSC-0,1 % SDS-Puffer bei
60°C inkubiert.

Die in Plastikfolie eingeschweifite Membran wurde fiir 10 Sekunden bis 16 h auf einem
Kodak BIOMAX MSI1 Film bei -70°C exponiert.

Zum Strippen wurde die Membran zweimal fiir 15 Minuten in einem 0,1 x SSC-0,1 % SDS-
Puffer gekocht. Es folgte die Pre- und Hybridisierung wie oben beschrieben allerdings mit der

32P markierten Sonde von Ambion, die an das Gen des murinen Beta-Aktin bindet.

2p-Markierung der DNA-Sonde fur den Nothern Blot

Das murine SOCS3 DNA-Fragment, das von Basenpaar 19-610 reicht (GeneBank Accession
U88328), wurde wie schon beschrieben (Auernhammer et al., 1998a) durch RT-PCR
gewonnen und mittels Sequenzanalyse verifiziert. Die B-actin DECA-Probe war ein 1076-kb
grofBes Fragment des murinen B-Actin-Gens (Ambion, Cambridgeshire, UK).

Die cDNA des SOCS3-PCR-Produktes wurde nach dem DECAPrime II Protokoll von
Ambion mit *[a-*?P]dCTP's markiert. Mittels QIAquick Nucleotide Removing Kit (Qiagen)
wurden die iiberfliissigen, nicht in die Sonde eingebauten radioaktiven dCTP's entfernt. Ubrig

blieb 3?P-markiertes SOCS3 als doppelstrangige DNA-Sonde.

2.2.7 Stabile Calcium-Phosphat-Transfektion

Es wurden Y-1 Zellen mit einem durch den CMV-Promotor aktivierten pCR3.1-Topo Vektor
(Invitrogen) stabil transfiziert. Dieser enthielt ein 748 bp groBes, die gesamte cDNA von
SOCS-3 umfassendes Fragment (GeneBank, Acc. U88328, bpl5 - 762). Der Kontroll-Vektor
entsprach dem blanden pCR3.1-Topo Vektor. Beide enthielten das Resistenzgen fiir
Neomycin.

Es wurden Y-1 Zellen im exponentiellen Wachstum begriffen nach der Calcium-
Phosphatmethode der Current Protocols (Current Protocols in Molecular Biology, 1990, Kap.
9.1 und 16.3 ff) stabil mit den o.g. Vektoren transfiziert. Hierzu wurden 2x10° Y-1 Zellen in
10 cm-Zellkulturplatten ausgesit. Als sie in exponentiellem Wachstum begriffen waren,
wurde die Transfektion durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils sechs Zellplatten auf frisches
Wachstumsmedium umgesetzt. AnschlieBend wurde die Transfektion mit jeweils 20 pg DNA
pro 10 cm-Zellkulturplatte durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA in 0,1xTE-Puffer (1 mM Tris-
CL 0,1 mM EDTA, pH 8,0) auf eine Konzentration von 40 ng/ml aufgeldst. 220 ul der DNA-
Suspension wurden mit 250 pul 2xHEPES-Puffer und 31 pl 2M Ca-CI-Lésung gemischt und
bei Raumtemperatur fiir 20-30 Minuten inkubiert, damit sich die Calcium-Phosphat-
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Prazipitate ausbilden konnten. AnschlieBend wurde jeweils 1ml der DNA-Ca-P-Suspension,
in dem 20 pg DNA enthalten waren, auf die Y-1 Zellen (in 10 cm Platten) pipettiert. Es folgte
eine Ubernachtinkubation von 16 Stunden. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit
PBS gewaschen. Entsprechend dem Protokoll folgte nun der Glycerolschock, in dem jeweils
3,0 ml 15%iges Glycerol (in 1xHEPES gelost) den Zellplatten zugefligt wurden. Die
Glycerolinkubation dauerte 2 Minuten. AnschlieBend wurde das Glycerol abgesaugt, die
Zellen erneut in PBS gewaschen und mit neuem Wachstumsmedium fiir 24 Stunden inkubiert.
Nach 24 Stunden erfolgte der erste Mediumwechsel auf neomycinhaltiges Selektivmedium.
Dazu wurde sowohl die Neomycinkonzentration von 200 pg/ml als auch 500 pg/ml
verwendet. Die Zellen wurden iiber 16 Tage geziichtet bei regelmédfBigem zwei- bis
dreitdgigem Mediumwechsel. Nach dieser Zeit wurden sie trypsiniert und neu ausgesét. Nach
weiteren sieben Tagen Wachstumszeit konnten einzelne Klone ausgemacht werden, die nun
isoliert und neu ausgesit wurden. Es wurden die Klone S1-11, 26-32 (enthielten die DNA fiir
SOCS) und N12-17, 18-25 (enthielten nur den Kontroll-Vektor mit der Neomycinresistenz)
selektioniert und weiter in neomycinhaltigem Medium geziichtet.

Um eine erfolgreiche Transfektion nachweisen zu kdnnen, wurde ein Pool aus S- bzw. N-
Klonen gebildet und wie oben beschrieben fiir eine RNA-Extraktion mit anschlieBendem
Nothern Blot verwendet.

Ebenso wurden diese Zellen wie oben beschrieben fiir einen Radioimmuno-Assay verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis von gp130- und IL-11-Rezeptor in Nebennierenrindenzellen

3.1.1 gp130- und IL-11R-Nachweis mittels RT-PCR in Y-1 Zellen und muriner
NNR

Fiir den Nachweis des IL-11-Rezeptors mittels Reverser Transkriptase und Polymerase Chain
Reaktion (RT-PCR) wurde die mRNA unstimulierter Y-1 Zellen wie auch die mRNA aus
murinen Nebennierenrindenzellen von C57BL/6 Méusen bearbeitet.

Um die mRNA des IL-11-Rezeptors nachzuweisen, wurden Primer (Abb. 13) verwendet, die
fiir beide Rezeptor-Isoformen, IL-11-Ra und IL-11-Ra2, kodieren. Es konnte somit ein
588bp grofles PCR-Produkt der cDNA fiir den murinen IL-11-R generiert werden. (bp 304-
891, GenBank Acc. UU14412).

Mit den spezifischen Primern (Abb. 13) fiir den murinen gp130-R wurde ein PCR-Produkt
von 459bp aus der murinen cDNA nachgewiesen. Die gesamte cDNA des gp130-R ist in der
GenBank unter der Accession-Nummer X62646 zu finden.

Die RT-Negativkontrollen wiesen in beiden Fillen keine DNA-Verunreinigungen auf. Die
RT-Negativkontrolle ist sowohl in Abb. 14 fiir den gp130-R als auch in Abb. 15 fiir den IL-
11-R dargestellt.

GeneBank Acc.: U14412

Muriner IL-11-R sense (bp 304-325) 5'-CTGATGAAGGCACTTATGTCTG-3'
Muriner IL-11-R antisense (bp 869-891) 5-CATCTGTTATCACTTCCTCCAAG-
3!

GeneBank Acc.: X62646

Muriner gp130-R sense (bp 1774-1792) 5-GGAGATGGTTGTGCATGTG-3'
Muriner gp130-R antisense (bp 2402-2421) 5-GACCTTGAGAACACTTGCAC-3

GeneBank Acc.: U03421

Murines IL-11 sense (bp 200-220) 5'-CAGACACACGGCAACTAGCTG-3'
Murines IL-11 antisense (bp 744-764) 5-GTTGTTTGGGGTGTGGCATGC-3'

Abb. 13: Primersequenzen (Sense und Antisense) mit den Angaben der GeneBank Nummern und
Basenpaarsequenzen (bp) innerhalb des jeweiligen Gens
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3.1.2 Restriktion der RT-PCR-Produkte

Die PCR-Produkte sowohl des gp130-R als auch des IL-11-R wurden zur Spezifizierung aus
dem Gel extrahiert und anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Ncol behandelt, das
zwischen einem Nukleotid ,,C* und der anschlieBenden Nukleotidfolge von , TCGAG*
schneidet. Diese Sequenz kam in beiden Genen nur einmal vor, so dass sich nach der
Restriktion jeweils zwei unterschiedlich grole DNA-Fragmente ergaben.

Das 459 Basenpaar(bp)-Produkt des gp130-R wurde mit 20 Units des Restriktionsenzyms
Ncol in die erwarteten Fragmente von 298 bp und 161 bp Lénge geschnitten. (Abb. 14)

RT-PCR-Nachweis des gp130-Rezeptors

Murine NNR Y-1 Zellen

RT- RT+ Ncol RT- RT+ Ncol

(= -,
- o —
-..1. e _—
— o | — 5001bp
. amEe
«— 300 bp
——
- e -~
I pr— 100 bp

Abb. 14: Mittels Reverser Transkriptase und Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) konnte der 495bp lange
gp130-Rezeptor, sowie der fragmentierte gp130- Rezeptor mit einem 298 bp- und einem 161 bp-Fragment nach
der Behandlung mit dem Restriktionsenzym Ncol in murinem Nebennierenrindengewebe und YI-Zellen
nachgewiesen werden. Am Rand des Ethidiumbromid-Agarosegels ist ein 100bp-Marker aufgetragen worden.

Durch die Verdauung des IL-11-Rezeptor-Gens ebenfalls mit 20 Units Ncol wurde das
588bp- Produkt in 300 bp und 288 bp fragmentiert, die als Doppelbande erscheinen. (Abb.
15)
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RT-PCR-Nachweis des IL11-Rezeptors

Murine NNR Y-1 Zellen

RT- RT+ Ncol RT- RT+ Ncol

«— 600 bp

«—— 300 bp

L L

Abb. 15: Die Expression des IL-11-Rezeptors in primdren murinen Nebennierenrindenzellen und Y-1 Zellen
konnte ebenfalls mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Der 588bp grofie IL-11-Rezeptors und der fragmentierte
IL-11-R sind als Fotographie (mit UV-Filter) des Ethidiumbromid-Agarosegels dargestellt. Nach Behandlung
des IL-11-R mit dem Restriktionsenzym Ncol entstanden die 300 bp und 288 bp langen Fragmente (hier als
Doppelbande) des IL-11-Rezeptors. Am Rand sind jeweils die 100 bp-Marker dargestellt.

3.2 Nachweis von IL-11 in Y-1 Zellen und muriner Nebennierenrinde
Es konnte gezeigt werden, dass auch in nicht vorbehandelten NNR- und Y-1 Zellen IL-11

autokrin produziert wird. Die Quantitét des IL-11 konnte mittels PCR nicht bestimmt werden,
allerdings war der Nachweis bei gleicher Menge eingesetzter mRNA wie fiir die
Rezeptorbestimmungen sehr schwierig zu fiihren.

Das IL-11-Gen wurde mit den spezifischen Primern (Abb. 13) aus der GeneBank (Accession-
Nummer U03421) transkribiert Die RT-Negativkontrolle hatte bei der PCR keine DNA-
Verunreinigungen aufgedeckt. Es wurde das erwartete 565 bp groBe Fragment amplifiziert.
Dieses PCR-Produkt lie3 sich nach der Gelextraktion mittels 20 Units des Restriktionsenzyms
Apal in die gewiinschten 228 bp- und 337 bp-Fragmente schneiden (Abb. 16).
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RT-PCR Nachweis von IL11

Murine NNR Y-1 Zellen

RT- RT+ Apal RT- RT+ Apal

l _ «—— 600 bp
——— - +— 300 bp
m’ii. «— 200 bp

Abb. 16: Die Expression des IL-11-Gens und damit autokrine Produktion von IL-11 konnte mittels RT-PCR in
primdren murinen Nebennierenrindenzellen und Y-1 Zellen nachgewiesen werden. Bei gleicher Menge mRNA
waren die Banden hier jedoch geringer ausgeprdgt als bei dem Nachweis der Oberflichenrezeptoren. Hier ist
das 565 bp IL-11-Genfragment und die fragmentierten Teile von IL-11 in 228 bp und 337 bp nach Behandlung
mit dem Restriktionsenzym Apal in murinem Nebennierenrindengewebe und Y-1Zellen auf einem
Ethidiumbromid-Agarosegel dargestellt.

3.3 Interleukin-11 stimuliert die Steroidsekretion von murinen NNR-Zellen

3.3.1 Dosisabhangige Wirkung von Interleukin-11 auf die Steroidproduktion

Mit diesem Versuchsaufbau soll gezeigt werden, dass IL-11 die Steroidproduktion von
murinen NNR Y-1 Zellen dosisabhédngig stimulieren kann. Jeder Versuch wies in den
einzelnen Versuchsgruppen n = 6 auf. Es gab neun verschiedene Versuchsgruppen, von denen
sieben mit ansteigenden IL-11 Konzentrationen von 0,01 ng/ml (= 0,5 x 10™> M) bis 50 ng/ml
(=2,5x 107 M) inkubiert wurden. Die Zellen der Positivkontrolle wurden mit 107 M ACTH
zur Steroidproduktion angeregt. Der Negativkontroll-Gruppe wurde serumfreies Medium
dazu pipettiert. Die Steroidproduktion wurde zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h und 48 h aus dem

Zellkulturiiberstand der Y-1 Zellen mittels Radioimmuno-Assay bestimmt.
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Die Steroidproduktion sowohl der ACTH - Gruppe, als auch der Gruppen mit ansteigenden
IL-11 Konzentrationen wurde in Bezug zur Steroidproduktion der Kontrollgruppe zu dem
jeweiligen Zeitpunkt gesetzt. Damit wurde eine Steigerung der Hormonproduktion gegeniiber
der Basalrate zu den verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Die Versuche wurden sowohl
einzeln als auch gesamt mittels t-Test fiir unverbundene Stichproben ausgewertet. In der
Gesamtauswertung zeigte sich zu allen drei Zeitpunkten eine dosisabhéngige Steigerung der
Steroidproduktion gegeniiber der Basalrate (Abb. 17).

Nach 24 Stunden lag der durchschnittliche Basalwert bei 0,90 +/-0,1 ng/ml Steroidsekretion.
Durch Interleukin-11 konnte eine dosisabhéngige (0,01 ng/ml bis 50 ng/ml) Steigerung der
Steroidsekretion von im Durchschnitt 0,98 +-0,1 ng/ml auf 1,24 +/-0,1 ng/ml nachgewiesen
werden. Ab 10 ng/ml Interleukin-11 lag eine signifikante Steigerung (p <0,01) mit 1,10 +-
0,1 ng/ml Steroid vor. Somit bewirkte Interleukin-11 dosisabhidngig einen relativen Anstieg
um das 1,2- bis 1,5-fache. ACTH bewirkte nach 24h Inkubationszeit eine durchschnittliche
Sekretion von 4,56 +/-0,4 ng/ml (p < 0,001), welches einem relativen Anstieg um das 5,5-fache
entspricht.

Nach 36 Stunden lag der durchschnittliche Basalwert bei 1,01 +/-0,1 ng/ml Steroidsekretion.
Durch Interleukin-11 konnte eine dosisabhéngige (0,01 ng/ml bis 50 ng/ml) Steigerung der
Steroidsekretion von im Durchschnitt 1,16 +-0,1 ng/ml auf 1,63 +/-0,1 ng/ml nachgewiesen
werden. Bei 10 ng/ml Interleukin-11 lag eine signifikante Steigerung (p <0,001) mit 1,83 +-
0,1 ng/ml Steroid vor. Somit bewirkte Interleukin-11 dosisabhidngig einen relativen Anstieg
um das 1,2- bis 1,9-fache. ACTH bewirkte nach 36h Inkubationszeit eine durchschnittliche
Sekretion von 4,88 +/-0,4 ng/ml (p < 0,001), welches einem relativen Anstieg um das 5,6-fache
entspricht.

Nach 48 Stunden lag der durchschnittliche Basalwert bei 1,51 +/-0,1 ng/ml Steroidsekretion.
Durch Interleukin-11 konnte eine dosisabhéngige (0,01 ng/ml bis 50 ng/ml) Steigerung der
Steroidsekretion von im Durchschnitt 1,40 +-0,1 ng/ml auf 2,33 +/-0,1 ng/ml nachgewiesen
werden. Bei 10 ng/ml Interleukin-11 lag eine signifikante Steigerung (p <0,01) mit 2,03 +-
0,1 ng/ml Steroid vor. Somit bewirkte Interleukin-11 dosisabhidngig einen relativen Anstieg
um das 0,9- bis 1,5-fache. ACTH bewirkte nach 36h Inkubationszeit eine durchschnittliche
Sekretion von 6,08 +/-0,5 ng/ml (p < 0,001), welches einem relativen Anstieg um das 4,2-fache
entspricht.

Die Steroidproduktion zeigte einen dosisabhéngigen Verlauf und war zu allen drei
Zeitpunkten ab 1,0 ng/ml mit p<0,05 signifikant. Die stirkste Steigerung der
Steroidproduktion zeigte sich zu allen drei Zeitpunkten ab 10 ng/ml (Abb. 17).
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Dosisabhéngige Steroidsekretion in Y-1 Zellen durch Interleukin-11

2,5 4
+++

2,0
o
2
2
g 1,5 4
o
2
»n
S
2 1,0 -
s
[]
14

0,5 1

0,0 T T

24h 36h 48h
Inkubationszeit mit ansteigenden IL-11-Dosierungen
O Kontrolle 00,01 ng/ml 00,1 ng/ml O0,5ng/ml @1,0ng/ml @5ng/ml @10 ng/ml M50 ng/ml ‘

Abb. 17: Die Steroidsekretion in adrenokortikalen Y-1 Zellen erwies sich als dosisabhdngig durch Interleukin-
11-Stimulation von 0,01 ng/ml bis 50 ng/ml. Zu den Zeitpunkten 24h, 36h und 48h wurde die Steroidmenge im
Zellkulturiiberstand mittels Radioimmuno-Assay gemessen. Hier ist der errechnete relative Anstieg an
produziertem Steroid (siehe Text) im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe graphisch dargestellt Ab 1,0
ng/ml lag zu allen drei Zeitpunkten eine Signifikanz von p < 0,05 (+) vor. Ab 10 ng/ml lag eine Signifikanz von
p <0,01 (++) bis p < 0,001(+++) vor. ACTH bewirkte als Positivkontrolle zu allen drei Zeitpunkten einen
signifikanten Anstieg der Steroidproduktion gegeniiber der Basalrate: nach 24h bewirkte ACTH einen 5,5-
fachen Anstieg, nach 36h einen 5,6-fachen Anstieg und nach 48h einen 4,2-fachen Anstieg jeweils mit p < 0,001
(graphisch nicht dargestellt).

3.3.2 Zeitliche Wirkung von Interleukin-11 auf die Steroidproduktion

Im Dosisverlauf konnten wir feststellen, dass Interleukin-11 in einer Konzentration von
10 ng/ml die Steroidproduktion der Y-1 Zellen signifikant stimuliert. Als néchstes sollte die
zeitliche Wirkung von Interleukin-11 auf die Steroidproduktion der Y-1 Zellen untersucht
werden.

Die einzelnen Versuchsgruppen enthielten n = 6 mit einer randomisierten Verteilung. Es
wurde 107 M ACTH als Positivkontrolle und serumfreies Medium als Negativkontrolle
verwendet. Die Inkubation mit Interleukin-11 wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml
durchgefiihrt.

Die Steroidsekretion wurde nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h und 72 h aus dem Zellkulturiiberstand

mittels Radioimmuno-Assay ermittelt.
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Nach 12h war die Steroidsekretion so gering, dass die Messwerte vor allem in der
Kontrollgruppe und der IL-11- Gruppe héufig auBerhalb der Standardkurve lagen. Aus diesem
Grund wurden diese Ergebnisse nicht verwendet. Nach 72 h konnte in allen Versuchsgruppen
ein starker Anstieg der Steroidmenge und vor allem eine groBe Standardabweichung
verzeichnet werden. Sowohl durch ACTH als auch durch Interleukin-11 konnte keine
wesentliche Erhohung der Steroidausschiittung mehr erzielt werden. Mikroskopisch zeigte
sich in der Zellkultur ein vermehrter Ablosungsprozess und damit verbundener Zelltod. Da
wir hier von einem falsch positiven Ergebnis durch Zelltod und damit vermehrter Freisetzung
an Steroiden ausgehen, werden die Ergebnisse nach 72 h Inkubationszeit nicht in die
Auswertung aufgenommen.

Sowohl fiir die Einzel- als auch die Gesamtauswertung der Versuche wurde der t-Test fiir
unverbundene Stichproben verwendet. Es konnte eine signifikante Erhoéhung der
Steroidproduktion durch IL-11 in der Gesamtauswertung zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h und
48 h mit p < 0,001 festgestellt werden (Abb. 18).

Nach 24 h ergab sich eine basale Steroidsekretion von 0,5 +/- 0,1 ng/ml, Interlukin-11 bewirkte
eine Sekretion von 0,70 +-0,1 ng/ml, das entspricht einer Steigerung um das 1,33-fache
(p <0,001).

Nach einer Inkubationsdauer von 36 h bzw. 48 h konnte die basale Steroidsekretion von 0,7
+/-0,1 ng/ml bzw. 0,9 +-0,1 ng/ml durch Interleukin-11 um das 1,50-fache bzw. um das 1,55-
fache auf 1,11 +- 0,1 ng/ml bzw. 1,32 +/- 0,1 ng/ml signifikant erh6ht werden (p < 0,001).
ACTH bewirkte nach 24 h eine 6,8-fache Steigerung (p<0,001) der basalen
Steroidproduktion mit 3,16 +/- 0,3 ng/ml. Nach 36 h bzw. 48 h konnte eine 5,9-fache bzw. 4,8-
fache Erhohung der Steroidsekretion (p < 0,001) mit 3,70 +-0,3 ng/ml bzw. 4,02 +/-0,4 ng/ml
verzeichnet werden (Abb. 18).
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Zeitverlauf der Steroidsekretion von Y-1 Zellen nach Inkubation mit Interleukin-11
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Abb. 18: Hier ist der zeitliche Verlauf der Steroidsekretion durch Y-1 Zellen nach Inkubation mit 10 ng/ml
Interleukin-11 dargestellt. Schon ab 24 h zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Steroidsekretion mit p < 0,001
(+) gegeniiber der Kontrollgruppe. ACTH als Positivgruppe stellte sich als sehr potenter Stimulus der
Steroidsekretion dar.

3.3.3 Synergistischer Effekt von Interleukin-11 und ACTH auf die
Steroidsekretion

ACTH und IL-11 stimulieren die Steroidproduktion in Nebennierenrindenzellen liber zwei
unterschiedliche Signalkaskaden. Das fiihrte zu der Fragestellung, ob man durch gleichzeitige
Inkubation der Y-1 Zellen mit ACTH und IL-11 eine additive oder synergistische Steigerung
der Steroidproduktion bewirken kann.

Fiir diesen Nachweis wurden Y-1 Zellen iiber einen Zeitraum von 24 h bis 48 h mit 10 ng/ml
IL-11, 10’M ACTH sowie 10ng/ml IL-11 plus 10°"M ACTH inkubiert. Als
Negativkontrolle fungierte serumfreies Medium.

In der Gesamtauswertung ergab sich zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Erhéhung der
Steroidproduktion durch die Ko-Inkubation von IL-11 und ACTH gegeniiber der alleinigen
Inkubation mit ACTH (Abb. 19).
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Ko-Inkubation der Y-1 Zellen mit Interleukin-11 und ACTH
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Abb. 19: Die Ko-Inkubation der Y-1 Zellen mit ACTH und Interleukin-11 erbrachte im zeitlichen Verlauf keinen
synergistischen oder additiven Effekt.

3.4 Interleukin-6 stimuliert die Steroidsekretion von murinen NNR-Zellen

3.4.1 Dosisabangige Wirkung von Interleukin-6 auf die Steroidproduktion

Die Y-1 Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert und fiir den Versuch in steigender
Dosierung von 0,01 ng/ml (= 0,4 x 10"* M) bis 50 ng/ml (= 2 x 10° M) Interleukin-6
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde serumfreies Medium und als Positivkontrolle 107 M
ACTH verwendet. Nach 24 h, 36 h und 48 h wurde aus dem Zellkulturiiberstand mittels
Radioimmuno-Assay die von den Y-1 Zellen sezernierte Steroidmenge bestimmt.

Die Basalrate lag nach 24h bei 0,61 +/- 0,05 ng/ml Steroid im Uberstand. Nach 24 h konnte die
Steroidausschiittung durch 0,01 ng/ml bis 50 ng/ml IL-6 um das 1,2- bis 2,5-fache von 0,75 +-
0,1 ng/ml auf 1,44 +-0,1 ng/ml gesteigert werden. Ab 0,5 ng/ml lag eine signifikante Erh6hung
der Steroidsekretion mit p < 0,001 vor. ACTH bewirkte zu diesem Zeitpunkt eine 4,8-fache
(p <0,001) Stimulation der Steroidproduktion auf 3,02 +/- 0,5 ng/ml.

Die basale Steroidausschiittung lag nach 36 h bei 0,8+-0,05 ng/ml und konnte durch
0,01 ng/ml IL-6 auf 0,89 +-0,1 ng/ml um das 1,2-fache gesteigert werden. 50 ng/ml

Interleukin-6 bewirkten eine 3,1-fache Erhohung der Steroidsekretion auf 2,32 +/-0,2 ng/ml.
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Die Stimulierung durch Interleukin-6 war nach 36 h ab 5 ng/ml mit p <0,001 signifikant.
Durch 107 M ACTH konnte eine 4,4-fache Steroidausschiittung auf 3,4 +-03 ng/ml erreicht
werden (p < 0,001).

Die Inkubation mit Interleukin-6 in den o. g. Dosierungen ergab nach 48 h einen 0,9 - bis 3,0-
fachen Anstieg der Steroidmenge von 0,73 +-0,05 ng/ml auf 2,64 +/- 0,4 ng/ml. Die Basalrate
lag bei 0,83 +-0,1 ng/ml. Ab 5ng/ml Interleukin-6 waren die Ergebnisse signifikant
(p <0,001) erhoht. Eine 2,8-fache Steigerung der Steroidmenge auf 2,25 +/-0,2 ng/ml ergab
sich nach 48-stiindiger Stimulation mit ACTH (p < 0,001).

Die Steroidproduktion zeigte einen dosisabhéngigen Verlauf und war zu allen drei

Zeitpunkten ab 5 ng/ml mit p < 0,001 signifikant (Abb. 20).

Interleukin-6-dosisabhéangiger Verlauf der Steroidsekretion durch Y-1 Zellen
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Abb. 20: Die Stimulation der adrenokortikalen Y-1 Zellen mit Interleukin-6 erwies sich als dosisabhdingig.
Graphisch dargestellt ist der errechnete relative Anstieg an produziertem Steroid im Vergleich zur
Kontrollgruppe, gemessen mit einem Radioimmuno-Assay nach 24h, 36h und 48h. Die Steroidproduktion war im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht mit p < 0,01 (1), p < 0,001 (++) und p < 0,0001 (+++). ACTH
bewirkte nach 24h einen 4,8-fachen, nach 36h einen 4,4-fachen und nach 48h einen 2,8-fachen Anstieg der
Steroidsekretion (graphisch nicht dargestellt). Mit 50 ng/ml Interleukin-6 konnte eine maximale relative
Stimulation der Steroidproduktion erreicht werden. Insgesamt fiel die Sekretionsrate an Steroiden héher aus als
fiir Interleukin-11. Es zeigte sich, dass Interleukin-6 gegeniiber Interleukin-11 der potentere Stimulator der
Steroidsekretion ist, da es friither und mit einer geringeren Menge an Interleukin zu einer relevanten
Steroidsekretion kommt.
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3.4.2 Zeitliche Wirkung von Interleukin-6 auf die Steroidproduktion

Es wurde die zeitliche Wirkung von Interleukin-6 in einer Konzentration von 10 ng/ml
gemessen.

Die Steroidsekretion wurde nach 24 h, 36 h und 48 h aus dem Zellkulturiiberstand mittels
Radioimmuno-Assay ermittelt.

Sowohl fiir die Einzel- als auch die Gesamtauswertung der Versuche wurde der t-Test fiir
unverbundene Stichproben verwendet. IL-6 bewirkte zu allen drei Zeitpunkten eine
signifikante Erhohung der Steroidproduktion mit p < 0,001 (Abb. 21).

Nach 24 h ergab sich eine basale Steroidsekretion von 0,5 +/-0,04 ng/ml. Interleukin-6 konnte
die Steroidausschiittung nach 24 h um das 2,0-fache auf 0,9 +-0,1 ng/ml steigern (p < 0,001).
Nach einer Inkubationsdauer von 36 h bzw. 48 h konnte die Steroidsekretion durch
Interleukin-6 um das 2,4-fache bzw. um das 2,9-fache von 1,37 +-0,1 ng/ml auf 1,75 +-0,1
ng/ml signifikant erhoht werden (p <0,001). Die Basalrate lag zu den o. g. Zeitpunkten bei
0,58 +/-0,05 ng/ml bzw. 0,63 +- 0,05 ng/ml

ACTH bewirkte nach 24 h eine 5,6-fache Steigerung der Steroidproduktion auf 2,24 +/-0,3
ng/ml (p <0,001). Nach 36 h bzw. 48 h konnte eine 4,6- bzw. 3,3-fache Erhéhung der
Steroidsekretion auf 2,63 +/-0,3 ng/ml bzw. auf 1,96 +-0,1 ng/ml (p <0,001) verzeichnet
werden (Abb. 21).

Zeitlicher Verlauf der Steroidsekretion durch Y-1 Zellen nach Inkubation mit IL-6
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Abb. 21: Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Steroidsekretion durch Y-1 Zellen nach Inkubation mit 10 ng/ml
IL-6. Ab 24 h zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Steroidsekretion mit p<0,001 (+) gegeniiber der
Kontrollgruppe. ACTH stellte sich als sehr potenter Stimulus der Steroidsekretion dar und erreichte sein
Maximum nach 36 h.
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3.5 Interleukin-11 und 6 aktivieren die Jak-STAT-Kaskade in NNR-Zellen

Mit diesem Versuchsaufbau soll gezeigt werden, dass Interleukin-6 und 11 die Jak-STAT-
Signalkaskade in Y-1 Zellen stimulieren.

Y-1 Zellen wurden dazu fiir 2, 5, 10 und 15 Minuten mit 10 ng/ml Interleukin-6 bzw.
Interleukin-11 inkubiert. Aus dem Proteinlysat der behandelten Y-1 Zellen wurden
phosphorylierte STAT-Proteine (STAT1, STAT3 und STATS) mittels Western Blot
Verfahren nachgewiesen. Es wurde jeweils eine Positivkontrolle fiir das jeweilige
phosphorylierte Protein in gleicher Menge aufgetragen. Zudem wurde durch Verwendung von
Antikorpern gegen die unphosphorylierten STATs gezeigt, dass gleiche Mengen an Proben

aufgetragen wurden. Es wurden drei von einander unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

3.5.1. Interleukin-11 und 6 aktivieren p-STAT3 in murinen Y-1 NNR-Zellen

Interleukin-11 und 6 fiihren zu einer zeitabhdngigen Phosphorylierung der STAT3-Proteine
(Abb. 22). Interleukin-6 bewirkt nach 2 Minuten eine sichtbare und ab 5 Minuten eine
deutliche Phosphorylierung der STAT3-Proteine. Bei Interleukin-11 war ebenfalls ab zwei
Minuten eine STAT3-Aktivierung zu erkennen, allerdings konnte erst nach 10-miniitiger
Inkubationszeit eine deutliche Stimulierung der pSTAT3-Proteine sichtbar gemacht werden;

im Vergleich zu Interleukin-6 fillt diese geringer aus.

Tyrosinphosphorylierung von STAT3 in Y-1 Zellen durch Interleukin-11 und 6
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Abb. 22: Im Western Blot-Verfahren wurde mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht, dass die Inkubation
von Y-1 Zellen mit Interleukin-11 und 6 (jew. 10 ng/ml) zu einer Tyrosinphosphorylierung von STAT3 fiihrt. Ein
deutlicher Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von STAT3 ist fiir Interleukin-11 nach 10 Minuten und fiir
Interleukin-6 schon ab 2 Minuten erkennbar. Durch Verwendung von Antikérpern gegen STAT3 wurde gezeigt,
dass die gleiche Menge der jeweiligen Probe aufgetragen wurde.
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3.5.2 Interleukin-6 aktiviert p-STAT1 in murinen Y-1 NNR-Zellen
Interleukin-6 bewirkte nach 2 Minuten eine sichtbare und nach 5 Minuten eine deutliche
Phosphorylierung der STAT1-Proteine.

Dagegen zeigte Interleukin-11 keinen eindeutigen Effekt auf die STAT1-Phosphorylierung
(Abb. 23).

Tyrosinphosphorylierung von STAT1 in Y-1 Zellen durch Interleukin-11 und 6
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Abb. 23: Im Western Blot-Verfahren wurde mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht, dass die Inkubation
von Y-1 Zellen mit Interleukin-11 und 6 (jew. 10 ng/ml) zu einer Tyrosinphosphorylierung von STATI (oberer
Anteil der Doppelbande) fiihrt. Hier konnte eine Zunahme von pSTATI durch Interleukin-6 nachgewiesen
werden. Fiir Interleukin-11 konnte kein eindeutiger Nachweis der STATI-Phosphorylierung erbracht werden.
Durch Verwendung von Antikorpern gegen STATI wurde gezeigt, dass die gleiche Menge der jeweiligen Probe
aufgetragen wurde.

3.5.3 Interleukin-6 aktiviert p-STAT5 in murinen Y-1 NNR-Zellen

Interleukin-6 bewirkte eine schwache STATS-Phosphorylierung ab einer flinfminiitigen
Inkubationszeit. Dagegen zeigte Interelukin-11 keinen eindeutigen Effekt auf die STATS-
Phosphorylierung (Abb. 24).
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Abb. 24: Im Western Blot-Verfahren wurde mit spezifischen Antikorpern gegen pSTATS nachgewiesen, dass die
Inkubation von Y-1Zellen mit 10 ng/ml Interleukin-6 nach fiinfminiitiger Inkubationszeit zu einer
Tyrosinphosphorylierung von STATS fiihrt. Interleukin-11 dagegen induziert keine STATS5-Phosphorylierung.
Durch Verwendung von Antikérpern gegen STATS wurde gezeigt, dass die gleiche Menge der jeweiligen Probe
aufgetragen wurde.

3.6 Interleukin-11 und 6 aktivieren den Ras-MAP-Kinase-Signalweg

Da fiir viele Interleukine eine Signaltransduktion iiber den Ras-MAP-Kinase-Pathway
bekannt ist, wurde dieser Signalweg fiir Interleukin-11 und 6 untersucht. Die Proteinlysate der
stimulierten NNR Y-1 Zellen wurden mit anti-MAP-Kinase Antikdrpern behandelt. Es
handelte sich speziell um Antikorper gegen die MAP-Kinasen ERK1 und 2.

Es konnte eine zeitabhingige Aktivierung der MAP-Kinasen durch Interleukin-6 und 11
nachgewiesen werden. Da der Signalweg iliber die MAP-Kinasen ein hdufig benutzter
Signalweg ist, findet sich schon bei der Nullkontrolle eine Grundaktivitit der Kinasen ERK1
und 2. Die Phosphorylierung nimmt jedoch wihrend der Inkubation zeitabhéngig deutlich zu:
Interleukin-11 bewirkt nach 10 Minuten Inkubationszeit eine maBige Aktivitédtssteigerung der
MAP-Kinasen, Interleukin-6 induziert schon ab einer fiinfminiitigen Inkubationszeit einen

deutlichen Anstieg der Phosphorylierung (Abb. 25).



Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

69

Phosphorylierung von ERK 1/2 in Y-1 Zellen durch Interleukin-11 und 6
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Abb. 25: Mit spezifischen Antikorpern gegen pERK1/2 wurde im Western Blot-Verfahren sichtbar gemacht, dass
die Inkubation von Y-1 Zellen mit Interleukin-11 und 6 (jew. 10 ng/ml) zu einer Tyrosinphosphorylierung von
ERK1/2 fiihrt. Da der Signalweg iiber die Ras-MAP-Kinase ein ubiquitirer Signalweg ist, zeigte sich schon ohne
Inkubation mit den Interleukinen eine gewisse Grundaktivitit. Es konnte eindeutig eine zeitabhdngige Zunahme
der Phosphorylierung von ERKI1/2 durch Interleukin-11 und 6 nachgewiesen werden. Interleukin-6 bewirkte
schon nach 5 Minuten eine deutliche Stimulierung von pERKI/2, Interleukin-11 erst nach 10-miniitiger
Inkubation. Durch Verwendung von Antikorpern gegen ERK1/2 wurde nachgewiesen, dass die gleiche Menge
der jeweiligen Probe aufgetragen wurde.

3.7 Aktivierung des SOCS-3 Promotors durch Interleukin-11 und 6

Mit diesem Versuch sollte nachgewiesen werden, dass Interleukin-11 und 6 iiber die Jak-
STAT-Signalkaskade den Suppressor Of Cytokin Signaling (SOCS-3) aktivieren. Y-1 Zellen
wurden mit einem ,murinen -2757/+929 SOCS-3-Promotor pGL3 Luciferase Reporter
Konstrukt“ (pGL3-Basic Vektor, Promega) oder mit dem Kontrollvektor pGL3-Basic
transient transfiziert. AnschlieBend folgte eine Stimulation der transfizierten Zellen mit
10 ng/ml Interleukin-11 oder 6. Die SOCS-3 Promotor Aktivitit resultierte in einer
Luciferaseaktivitét, messbar in ,relativ light units* (RLU).

Es wurden drei von einander unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Fiir die Statistik wurde der
t-Test fiir unverbundene Stichproben sowohl in der Einzel- als auch der Gesamtauswertung
verwendet.

Die Zellen konnten erfolgreich transfiziert werden. Dies wird sichtbar durch die
unterschiedliche Grundaktivitdt von untransfizierten Y-1 Zellen (im Durchschnitt 132 RLU)
gegeniiber den mit dem pGL3-Basic-Vektor transfizierten Zellen (im Durchschnitt 198 RLU).
Die Transfektion mit dem ,,SOCS-3 Promotor-Luciferase-Konstrukt® bewirkte in der
unstimulierten Gruppe eine Luciferaseaktivitit von durchschnittlich 32.308 RLU. Die
Luciferaseaktivitét der ,,SOCS-3 unstimulierten Gruppe galt in den einzelnen Versuchen als

BezugsgroBe und wurde somit gleich ,,1° gesetzt (Abb. 26).
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In den drei Gruppen der mit dem Kontrollvektor pGL3-Basic transfizierten Zellen wurde
durchschnittlich eine 0,02-fache Luciferaseaktivitit +/- 0,013 erreicht. Die Interleukine
bewirkten keine signifikante Steigerung der Luciferaseaktivitit.

Bei den mit dem ,,-2757/+929 SOCS-3 Promotor-Konstrukt transfizierten Y-1 Zellen erzielte
Interleukin-11 nach 6 Stunden Inkubationszeit im Mittel eine signifikante Erhohung der
Luciferaseaktivitit um das 2,8-fache (+/- 0,5) gegeniiber der Kontrollgruppe (p < 0,05).
Interleukin-6 bewirkte nach 6 Stunden Inkubationszeit in den SOCS-3 Promotor transfizierten
Zellen im Mittel eine signifikante Zunahme der Luciferaseaktivitdt um das 2,5-fache (+/- 0,2)

gegeniiber der Kontrollgruppe (p <0,01) (Abb. 26).

SOCS3-Promotoraktivitat in Y-1 Zellen durch Stimulation mit IL-11 und 6
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Abb. 26: Durch Transfektion der Y-1 Zellen mit einem murinen -2757/+929 SOCS-3 Promotor-Luciferase-
Konstrukt und anschlieffender Inkubation der transfizierten Zellen mit jeweils 10 ng/ml Interleukin-6 und 11
konnte eine signifikante Steigerung der SOCS-3-Promotoraktivitit gegeniiber den unstimulierten transfizierten
Y-1 Zellen nachgewiesen werden. Interleukin-6 zeigte eine signifikant erhohte SOCS-3-Promotoraktivitit mit
p < 0,01 (++) gegeniiber der unstimulierten Gruppe, wohingegen Interleukin-11 eine Signifikanz von p < 0,05
(+) erreichte.
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3.8 IL-11 und 6 induzieren die Expression von mSOCS-3 in Y-1 Zellen

Mit diesem Versuch wurde nachgewiesen, dass die Expression von murinem SOCS-3 durch
die Interleukine-6 und 11 gefordert wird. Dazu wurden Y-1 Zellen wurden fiir 30, 60 und 90
Minuten mit 10 ng/ml Interleukin-11 bzw. 10 ng/ml Interleukin-6 inkubiert. 20 pg der
gesamten mRNA wurden mittels Nothern Blot analysiert. Zur Markierung der SOCS-3
mRNA wurden oP*-markierte DNA-Sonden verwendet. Durch Belichtung eines
Radiographiefilms konnten die spezifischen Banden sichtbar gemacht werden. Die Membran
wurde anschlieBend gestrippt und erneut mit einer murinen Beta-Aktin-Sonde behandelt. Die
Dicke und Dichte der Beta-Aktin Banden entspricht der aufgetragenen Menge an mRNA, die
in allen Versuchsgruppen gleich grof3 sein sollte, um eine quantitative Aussage iiber die
Menge an SOCS-3 mRNA stellen zu kénnen.

Interleukin-11 bewirkte nach 60 Minuten einen signifikanten Anstieg der SOCS-3 mRNA
gegeniiber der Negativkontrolle, Interleukin-6 dagegen erreichte schon nach 30-miniitiger

Inkubation eine noch stirker signifikante Genexpression von SOCS-3 (Abb. 27).

Murine SOCS3-Genexpression in Y-1 Zellen durch Stimulation mit IL-11 und 6
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Abb. 27: Mittels Nothern Blot-Verfahren konnte die murine SOCS-3-Genexpression in Y-1 Zellen nach
Stimulation mit Interleukin-6 und 11 bewiesen werden. Interleukin-6 und 11 bewirkten schon nach 30-miniitiger
Inkubation einen Anstieg der SOCS3-Genexpression. Das Maximum lag bei Interleukin-6 bei 30 Minuten,
Interleukin-11 hatte sein Maximum nach 60 Minuten Wirkungszeit. Die gestrippte Membran wurde anschlieffend
mit einer murinen Beta-Aktin-Sonde behandelt und zeigte, dass gleiche Mengen an mRNA aufgetragen wurden.
Gezeigt ist ein reprdsentativer Nothern Blot von n=3 Experimenten.
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3.9 SOCS-3-Uberexpression in Y-1 NNR-Zellen

Es sollte die supprimierende Wirkung von SOCS-3 auf die zytokinvermittelte Steroidsynthese
durch Uberexpression von SOCS-3 untersucht werden.

Hierfiir wurden Y-1 Zellen mit einem durch den CMV-Promotor aktivierten pCR3.1-Topo
Vektor (Invitrogen) stabil transfiziert. Dieser enthielt ein 748 bp grofles, die gesamte cDNA
von SOCS-3 umfassendes Fragment (GeneBank, Acc. U88328, bpl5 - 762). Der Kontroll-
Vektor entsprach dem blanden pCR3.1 Topo Vektor.

Die stabile Transfektion nach der Ca-P Methode (Current Protokolls) war erfolgreich. Mittels
Nothern Blot Verfahren konnte bewiesen werden, dass eine erfolgreiche Transfektion der
SOCS3-mRNA in polyklonalen SOCS-3 transfizierten Zellen (S-Klone) stattgefunden hatte.
In den polyklonalen Kontroll-Vektor transfizierten Zellen (N-Klone) konnte wie erwartet
keine erhohte Menge an SOCS-3-mRNA nachgewiesen werden. In den S-Klonen ist die
mSOCS-3 Genexpression um ein Vielfaches stirker ausgeprigt, als in den N-Klonen

(Abb. 28).

Stabile Transfektion von muriner SOCS-3-mRNA in Y-1 Zellen

SOCS3 —

N-Klon S-Klon

Abb. 28: Y-1 Zellen wurden mittels Ca-P-Transfektion stabil mit einem 748 bp grofiem murinem SOCS-3
Fragment transfiziert. Dies konnte mittels Nothern Blot-Verfahren in den polyklonalen SOCS-3-transfizierten S-
Klonen nachgewiesen werden. In den polyklonal Kontrollvektor-transfizierten N-Klonen zeigte sich nur ein
minimaler Anteil von SOCS-3-mRNA. Im weiteren Verlauf wurden einzelne S- und N-Klone iiber einen Zeitraum
von mehreren Wochen in G418-haltigem Medium geziichtet.
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Einzelne S- und N-Klone wurden einer Stimulation mit ACTH und Interleukin-6 fiir 24 h,
36h und 48h unterzogen. AnschlieBend wurde die Steroidproduktion mittels
Radioimmunoassay bestimmt.

Leider mussten wir feststellen, dass sowohl die N-Klone als auch die S-Klone kein Steroid
mehr produzierten. Die Y-1 Zellen waren wahrscheinlich durch die Transfektion per se so in

threm Genom verindert worden, dass keine Steroidsynthese mehr moglich war.



74

Wirkung von Interleukin-11 und 6 auf die murine Nebennierenrinde

4. Diskussion

Nachweis des gp130- und IL-11-R in Y-1 Zellen und muriner Nebennierenrinde

Fiir viele Zytokine der Interleukin-6-Familie ist eine immunmodulatorische Wirkung auf die
HHN-Achse bekannt. Fiir Interleukin-6 wurde dieser Nachweis sowohl auf Hypothalamus-
und Hypophysenebene gezeigt wie auch auf der Ebene der Nebennierenrinde (Bornstein et al.,
2004;Judd et al., 2000;Mastorakos et al., 1993;Muramami et al., 1993;Ray and Melmed,
1997).

Fiir Interleukin-11 ist bisher nur eine immunmodulatorische Funktion an der Hypophyse
bekannt (Auernhammer and Melmed, 1999).

In der Annahme, dass IL-11 ebenso eine modulatorische Funktion an der Nebennierenrinde
wie an der Hypophyse hat, wollten wir zunichst den Rezeptorkomplex fiir IL-11 an
Nebennierenrindenzellen nachweisen. Der Interleukin-11-Rezeptorkomplex ist ein Hexamer
bestehend aus je zwei Molekiilen Interleukin-11, Interleukin-11-Ra und gp130-R (Abb. 29)
(Barton et al., 2000). Wir konnten mittels RT-PCR und anschlieBender Restriktion zum ersten
Mal zeigen, dass sowohl primédre Nebennierenrindenzellen von C57BL/6 Miusen als auch die
kortikoide murine Y-1 Zelllinie den murinen IL-11-Rezeptor exprimieren (Abb. 15). Dazu
haben wir einen Primer verwendet, der beide Isoformen des IL-11-Ra kodiert (Abb. 13).
Somit konnen wir zwar keine Aussage dariiber machen, welcher der beiden Rezeptoren auf
den murinen Nebennierenrindenzellen vorkommt. Es ist jedoch fiir den Nachweis der IL-11-
Funktion an der Nebennierenrinde nicht essentiell, welcher der beiden Isoformen auf der
Zelloberflache exprimiert wird. Lebeau et al konnten durch Transfektionsstudien nachweisen,
dass fiir beide Isoformen kein Unterschied in der Bindung an den gp130-Rezeptor und in der
nachfolgenden Signaltransduktion besteht (Lebeau et al., 1997). Genauso wie der IL-11-Ra2
besitzt auch der 16sliche IL-11-R keinen intrazelluliren Anteil, zusétzlich fehlt ihm allerdings
auch noch der transmembrandse Rezeptoranteil. Auch Studien {iber die 16sliche Form des IL-
11-Ra zeigen keinen Unterschied in der Affinitdt zum IL-11 oder gp130-Molekiil (Curtis et
al., 1997;Neddermann et al., 1996). Baumann et al. hatten in Hepatomzellen, embryonalen
Karzinomzellen und T-Lymphozyten gezeigt, dass Interleukin-11 in Kombination mit einem
l6slichen IL-11-R in Zellen, welche keinen membrangebundenen IL-11-Ra besitzen, die
typische Signalkaskade der Interleukin-6-Familie aktiviert. Der 16sliche IL-11-Rezeptor kann

genauso wie der 16sliche IL-6-Rezeptor die fiir das jeweilige Interleukin typische
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Signaltransformation induzieren (Abb. 32) (Baumann et al., 1996) und so ein ,Trans-

Signaling* ermoglichen.

Transduktionsfahige IL-6- und IL-11-Rezeptor- Komplexe
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Abb. 29: Hier sind die transduktionsfihigen Rezeptorkomplexe von Interleukin-6 und 11 dargestellt. Die
Zytokine binden initial an ihre spezifische Rezeptoruntereinheit. Dies kann eine Isliche Rezeptoruntereinheit
(sIL-6-R oder sIL-11-R) sein oder die entsprechende membrangebundene Einheit (IL-6-Ra, IL-11-Ra oder IL-
11-Ra2). Erst diese Rezeptorformation kann den gpl30-Rezeptor binde. Es folgt eine Dimerisation von zwei
gp130/Zytokin/Zytokin-Rezeptoren zu einem signaltransduktionfihigen Rezeptorkomplex. (Eigene Abbildung in
Weiterentwicklung von Taga und Kishimoto,1997)

Ebenfalls mittels RT-PCR und anschlieBender Restriktion konnte der Nachweis des gp130-
Rezeptors auf den murinen Y-1Zellen und in Nebennierenrindengewebe von C57BL/6
Maiusen gezeigt werden (Abb. 14).

Somit konnte die Annahme bewiesen werden, dass Interleukin-11 iiber den postulierten
gp130-R/IL-11-R/Komplex an den Zielzellen wirkt (Barton et al., 2000;Kurth et al., 1999).
Nicht bewiesen werden kann mit dieser Methode, aus wie vielen Molekiilen der
Rezeptorkomplex besteht. Diesbeziiglich gibt es mehrere Aussagen. Von einigen Autoren
wird behauptet, dass der Interleukin-11-Rezeptorkomplex aus einem Tetramer bestehen soll,

andere hatten ein Pentamer vermutet (Grotzinger et al 1997;Neddermann et al., 1996). Kurth
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et al. (2000) konnte allerdings an Hand der Stereometrie des Interleukin-11 und seinen
Bindungsstellen nachweisen, dass im Grunde genommen nur die Form eines Hexamers fiir
den Interleukin-11-Rezeptorkomplex in Frage kommt. Mit Hilfe von mehreren
Rezeptorstudien iiber Stochiometrie und Rezeptor-Liganden-Kompositionen wurde die
Theorie der Bildung eines Hexamers fiir Interleukin-11 weiter erhértet (Bravo and Heath,
2000). Bewiesen ist, dass Interleukin-6 mit seinem Interleukin-6-R und dem gp130-Molekiil
ein Hexamer bildet, iiber den die Signalkaskade erst aktiviert werden kann. Der Interleukin-6-
Ra weist sowohl in seiner Aminoséurestruktur als auch in seiner geometrischen Form eine
hohe Ahnlichkeit mit dem Interleukin-11-Ra. auf (Du and Williams, 1997), so dass die
Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass auch der Interleukin-11-Rezeptorkomplex ein Hexamer

ist (Abb. 4).

Produktionsorte von Interleukin-11

Interleukin-11 konnte bisher im Thymus, in der Milz und im Knochenmark nachgewiesen
werden, ebenso wird es im Herz, in der Lunge, im Diinn- und Dickdarm und der Niere sowie
im Gehirn, dem Hoden und den Ovarien produziert. (Davidson et al., 1997;Du et al., 1996).
Die Produktion von Interleukin-11 im Hippocampus, dem Hypothalamus und der Hypophyse
ist ebenfalls bewiesen (Auernhammer and Melmed, 1999;Du et al., 1996).

Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen war es, herauszufinden, ob Interleukin-11 auch
von den Nebennierenrindenzellen produziert wird und somit parakrin bzw. autokrin auf die
adrenale Steroidsynthese wirken kann.

Wir konnten zum ersten Mal den Nachweis erbringen, dass Interleukin-11 in unstimulierten
Nebennierenrindenzellen exprimiert wird. Mittels RT-PCR konnte eine geringe Expression
von Interleukin-11 in den murinen adrenokortikalen Tumorzellen Y-1 und im
Nebennierenrindengewebe von C57BL/6 Méusen nachgewiesen werden (Abb. 16). Der
Expressionslevel fiir Interleukin-11-mRNA ist jedoch bisher auch in anderen Geweben eher
gering gewesen (Davidson et al., 1997;Du et al., 1996;Morris et al., 1996), so dass unser
Ergebnis mit den bisherigen Erkenntnissen konform geht.

Interleukin-11 kann demnach autokrin/parakrin an der Nebennierenrinde wirken. In welcher

Weise Interleukin-11 auf die Nebennierenrinde wirkt, haben wir im Weiteren untersucht.

Interleukin-11 induziert die Steroidsekretion an der Nebennierenrindenzelle Y-1

Wir konnten zum ersten Mal Effekte von Interleukin-11 auf die adrenale Steroidsynthese an

der murinen NNR-Zelllinie Y-1 nachweisen.
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Y-1 Zellen konnen wegen eines Defektes der CYP21-Hydroxylase kein Corticosteron
produzieren, sondern nur Steroidvorstufen wie 20a-Dihydroxy-Progesteron und 11B-20a-
Dihydroxy-Progesteron (Abb. 12) synthetisieren und sezernieren (Rainey et al., 2004). Die in
unserem Assay gemessenen ,,Corticosteron-Konzentrationen™ entsprechen somit am ehesten
nicht néher definierbaren Steroidvorstufen. Es ldsst sich dadurch in der vorliegenden Arbeit
nur allgemein die ,,Steroidsynthese® semiquantitativ erfassen.

Interleukin-11 induzierte eine dosisabhéngige Steroidproduktion im murinen Zellkultursystem
(Abb. 17). Die Ergebnisse zeigten ab eine Inkubationsmenge von 5 ng/ml IL-11 eine
signifikante Steroidsekretion gegeniiber der Negativkontrolle.

Wir konnten weiterhin eine zeitabhidngige Wirkung von Interleukin-11 an der murinen
adrenokortikalen Y-1 Zelle aufdecken (Abb. 18). Nach 24 h ergab sich fiir Interleukin-11
verglichen mit der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Steroidsekretion auf das 1,3-
fache (vgl. Positivkontrolle ACTH: 6,8-facher Anstieg). Zu den Zeitpunkten 36 h und 48 h
zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg gegeniiber der Kontrollgruppe mit 1,50- bzw.

1,55-fachen Anstiegen (vgl. Positivkontrolle ACTH 5,9- bzw. 4,8-facher Anstieg).

ACTH und IL-11 wirken nicht synergistisch oder additiv an der Nebennierenrinde

Eine gleichzeitige Inkubation von 107 M ACTH und 10 ng/ml IL-11 bewirkte zu keinem
Zeitpunkt von 24 h bis 48 h eine signifikante Erh6hung der Steroidproduktion gegeniiber der
alleinigen Inkubation mit ACTH (Abb. 19). Somit kann weder von einem synergistischen
noch von einem additiven Effekt ausgegangen werden.

Eventuell konnte ein synergistischer Effekt durch Inkubation mit ACTH in einer niedrigeren

submaximalen Konzentration beobachtet werden. Dies wurde jedoch nicht untersucht.

Interleukin-6 induziert die Steroidsekretion an der Nebennierenrindenzelle Y-1

Fiir Interleukin-6 ist eine aktivierende Wirkung am Hypothalamus und an der Hypophyse
beschrieben worden, Interleukin-6 fiihrt zu einer erhohten Ausschiittung von ACTH
(Besedovsky and del Rey, 1996;Ray and Melmed, 1997).

Eine direkte die NNR stimulierende Funktion von Interleukin-6 ist sowohl fiir den Menschen
als auch die Ratte beschrieben worden (Franchimont et al., 2000;Mastorakos et al., 1993).
Interleukin-6 hat eine direkte Wirkung auf die Nebennierenrinde und fiihrt zur Produktion von
humanem Cortisol bzw. murinem Corticosteron. Interleukin-6 ist unter den Zytokinen einer
der Hauptaktivatoren an der Nebennierenrinde. Aus diesem Grund wurde Interleukin-6 als
Vergleichsparameter fiir die Versuche {iber die Steroidproduktion der murinen Y-1 Zellen

verwendet.
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Zu allen untersuchten Zeitpunkten (24 h, 36 h, 48 h) bewirkte eine Menge von 10 ng/ml
Interleukin-6 eine signifikante dosis- und zeitabhéngige Stimulation der Steroidproduktion im
Zellkultursystem von murinen Nebennierenrinden Y-1 Zellen (Abb. 20 und 21).

Um eine zeitabhéngige Wirkung von Interleukin-6 nachweisen zu kénnen, wurden Y-1 Zellen
von 24 h bis 48 h mit der getesteten Dosis von 10 ng/ml Interleukin-6 inkubiert (Abb. 21).

Es zeigte sich im Vergleich eine deutlich potentere Stimulation der adrenalen Steroidsynthese

durch Interleukin-6 gegeniiber Interleukin-11.

Interleukin-11 und 6 aktivieren die Jak-STAT-Kaskade in murinen Y-1 Zellen

Es ist bekannt, dass die Zytokine der Interleukin-6-Familie tiber den gp130-Rezeptor die Jak-
STAT-Kaskade aktivieren und damit zur Signaltransduktion fithren (Cooney, 2002;Imada and
Leonard, 2000;0'Shea et al., 2002).

Fir Zytokine, die den gpl30-Rezeptor zur Signaltransduktion benutzen, ist STAT 3
(Signaling Transducers and Activators of Transcription) der potenteste der sieben bekannten
Transkriptionsfaktoren (Akira et al., 1994;Zhong et al., 1994). In einigen Féllen wird auch
eine Aktivierung von STAT1 beschrieben (Boulton et al., 1995), die jedoch meist in niedriger
Konzentration ausfillt und einen stirkeren Stimulus, z.B. durch héhere Konzentrationen an
Interleukin-6, bendtigt (Zhong et al., 1994). Auch fiir Interleukin-11 ist die Aktivierung von
STATI1 und STAT3 beschrieben worden (Dahmen et al., 1998).

Bestimmt wird das Zusammenspiel von Jaks und STATs durch die Box 1 — und Box 2 -
Region des intrazelluliren Anteils des signaltransduzierenden Rezeptors, hier der gp130-
Rezeptor (Taga and Kishimoto, 1997). Eine Tyrosinphosphorylierung der Box 1 ist
verantwortlich fiir die Bindung von Januskinasen (JAK 1,2 und TYK2), die wiederum zur
Phosphorylierung von Tyrosinresten der Box 2-Region fithren und damit festlegen, welche
STAT-Molekiile an den Rezeptor binden konnen (Abb. 30) (Heinrich et al., 2003;Taga,
1997).

STATI und STAT3 koénnen sowohl Homodimere als auch Heterodimere bilden (Abb. 30).
Nur als Dimere sind die STATs aktiviert. Sie gelangen auf noch ungeklartem Weg in den
Nukleolus und bewirken dort eine Transkription der Zielgene. Fiir den endonukledren
Transport sind bis jetzt verschiedene Theorien aufgestellt worden: Moglich ist eine
rezeptorabhingige Endozytose in den Nukleolus, wie sie fiir STAT3 nachgewiesen wurde
(Bild et al., 2002). Weiterhin kann ein Ran-abhdngiger aktiver Transport in den Zellkern
stattfinden, dies konnte fiir STAT1 bewiesen werden (Sekimoto et al., 1997). Mitbeteiligt am
Transport ist wahrscheinlich die NLS (nuclear-localisation-sequenz). Diese konnte jedoch

bisher nur bei STAT1 und STATS nachgewiesen werden (Herrington et al., 1999;McBride et
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al., 2002). Eventuell besteht auch ein kontinuierlicher Import und Export der STATs
zwischen Zytosol und Zellkern (Heinrich et al., 2003).

Signaltransduktion lGber den Jak-STAT-Pathway

Extrazellular - IL-x-Rot

Intrazellular

(Heis 5 s &

? Kontinuierlicher Import und Export ?

| ? Aktiver Ran-abhangiger Transport ? |

| ? Nuclear Localisation signals (NLS) ? |

,Statsz —> Genexpression
5 m— s . 3

STAT binding elements (SBE)

Abb. 30: Die Signaltransduktion der Interleukin-6-Familie lduft iiber den signaltransduktionsfihigen
Rezeptorkomplex bestehend aus zwei Molekiilen Interleukin-x, zwei Molekiilen des spezifischen Interleukin-x-
Rezeptors und meistens zwei Molekiilen des gpl30-Rezeptors. An der BoxI-Region des intrazelluldren gpl30-
Rezeptors sind stindig assoziiert Januskinasen, hier speziell JAKI, 2 und TYK2. Diese werden durch die
Dimerisation von zwei gp130-Molekiilen autophosphoryliert und bewirken dadurch eine Phosphorylierung von
Tyrosinresten in der Box2-Region des gpl30-Rezeptors. An diese speziellen phosphorylierten Tyrosinreste
binden nun die STATI und STAT3. Die dadurch phosphorylierten STATs sind nun aktiviert und gehen Homo-
bzw. Heterodimere mit anderen STAT-Molekiilen ein. Auf noch ungeklirtem Wege gelangen die STAT-Dimere in
den Nukleolus und binden an sog. SBE der DNA (STAT-binding elements), um die entsprechende Genexpression
zu initiieren. (Eigene Abbildung)

Wir konnten beweisen, dass die Interleukine-6 und 11 auch in der Nebennierenrindenzelle
iiber den Jak-STAT-Pathway agieren. Dazu haben wir den aktivierten und phosphorylierten
Zustand der STAT-Molekiile in den Y-1 Zellen nachgewiesen, nachdem sie mit Interleukin-6
bzw. Interleukin-11 stimuliert worden waren. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte
Zellen, die Positivkontrolle war eine Proteinlysat mit hohen Mengen an phosphoryliertem

STAT-Molekiilen.
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Wir konnten mittels Western Blot nachweisen, dass Interleukin-6 schon nach zwei Minuten
eine deutlich sichtbare Phosphorylierung von STAT3 in den Y-1 Zellen verursacht. Die
Menge an phosphoryliertem STAT3 nimmt bis zu einer Inkubationszeit von 15 Minuten
zeitabhéngig zu (Abb. 22). Dies geht konform mit den Ergebnissen von Zhang et al, die mit
indirekter Immunofluoreszenz nachgewiesen haben, dass sich nach einer Behandlung mit
Interleukin-6 wenige Minuten spéter alle STAT1- und STAT3-Molekiile im Zellkern in einem
aktivierten Zustand befanden. Vor der Behandlung mit Interleukin-6 waren sie sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern zu finden. Ca. 2 h nach der Stimulation mit Interleukin-6
herrschte wieder der Ausgangszustand (Zhang et al, 1999). Dahmen et al zeigte ebenfalls eine
zeitabhingige Zunahme der Phosphorylierung von STATI und STAT3 in 2ITGH-Zellen mit
einem Peak nach 30 Minuten Inkubation mit Interleukin-6 oder 11 (Dahmen et al., 1998).

Die Aktivierung von pSTATI1 konnten wir fiinf Minuten nach Stimulation mit Interleukin-6
nachweisen. Auch hier nimmt die Menge an pSTATI1 bis zu 15 Minuten nach
Inkubationsbeginn zu (Abb. 23). Das Ergebnis stimmt iiberein mit den Resultaten von
Trepicchio und Dorner (1998a), die in peritonealen Makrophagen nach Stimulation mit
Interleukin-6 pSTAT3 und pSTAT1 nachweisen konnten.

Wir konnten auch fiir Interleukin-11 erstmals den postulierten Signalweg iiber die Jak-STAT-
Kaskade in murinen Nebennierenrindenzellen beweisen. Ebenfalls mittels Western Blot
konnten wir pSTAT3 fiinf bis 15 Minuten nach Inkubation mit Interleukin-11 nachweisen
(Abb. 22). Ebenso wie Trepicchio und Dorner haben wir keine Phosphorylierung von STAT1
durch Stimulation mit Interleukin-11 nachweisen kdnnen (Abb. 23). In corticotrophen AtT20-
Zellen konnte weder fiir Interleukin-6 noch fiir Interleukin-11 eine Phosphorylierung von
STAT1 gefunden werden, beide Interleukine bewirkten jedoch eine STAT3-Phosphorylierung
(Auernhammer, Kopp et al, 2004).

Das bedeutet jedoch nicht, dass eine Phosphorylierung von STAT1 durch Interleukin-11 nicht
generell moglich wire. Dahmen et al konnten in Fibrosarkomzellen sowohl eine STAT3- als
auch eine STATI-Aktivierung durch Interleukin-11 feststellen (Dahmen et al., 1998). Er
belegte auch eine Homo- bzw. Heterodimerisation von STAT3-STAT3, STATI-STATI bzw.
STAT3-STAT1 durch die Interleukine-6 und 11.

Insgesamt ist jedoch auch bei der Aktivierung der Jak-STAT-Kaskade an murinen NNR-
Zellen festzustellen, dass Interleukin-6 der potentere Stimulus im Vergleich zu Interleukin-11
ist.

Es scheint wohl ein komplexes Zusammenspiel von Rezeptor, Zytokin und Zielgewebe zu

sein, wann welche STAT-Molekiile zur Signaltransduktion eingesetzt werden. Welche
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Auswirkungen die unterschiedlichen STATs auf die Genexpression haben bzw. ob jedes der
STAT-Molekiile eine bestimmte Funktion iibernimmt, ist noch Gegenstand derzeitiger
Forschung. Interessant ist das Ergebnis von O’Shea, dass STAT1 und 3 in manchen Geweben
gleichzeitig und damit als Gegenspieler (STAT3 fordert das Zellwachstum, STAT1 hemmt
es) vorkommen. Vor allem im Tumorgewebe scheint jedoch dieses Gleichgewicht aul3er
Kontrolle gekommen zu sein (O'Shea et al., 2002). Eventuell ist dies eine Erkldrung dafiir,
dass STAT1 in der Tumorzelle Y-1 nicht vorhanden ist oder auch nur in zu geringer Menge,

um es aufdecken zu konnen.

Interleukin-11 und 6 benutzen den Ras-Map-Kinase Pathway in murinen Y-1 Zellen

Es ist bekannt, dass die Zytokine der Interleukin-6-Familie auch iiber den Ras-MAP-Kinase
Pathway (Abb. 10) Informationen iibermitteln (Heinrich et al., 2003).

Die Ras-induzierte Signalkaskade endet letztendlich mit der Aktivierung der Mitogen
Activated Protein Kinasen (MAPK): Erk1/2, p38 und JNK. Die MAP-Kinasen gelangen in
den Nukleolus und fiihren liber Transkriptionsfaktoren zur Transkription der Zielgene. (Arzt,
2001;Auernhammer and Melmed, 2000;Du and Williams, 1997;Gomez-Lechon, 1999).

Wir konnten erstmals nachweisen, dass Interleukin-6 und 11 neben der Jak-STAT-Kaskade
auch den Ras-MAP-Kinase Pathway benutzen. Da dieser Pathway zellspezifisch und
ubiquitdr benutzbar ist, zeigte sich schon ohne Stimulation mit den Interleukinen eine geringe
Grundaktivitdt der Kinasen Erk 1 und 2. Interleukin-6 und 11 bewirkten allerdings eine
zeitabhingige Zunahme der Phosphorylierung. Nach der Stimulation mit Interleukin-6 konnte
schon ab flinf Minuten eine sichtbare Aktivierung von Erk1/2 nachgewiesen werden,

Interleukin-11 bewirkte dies erst ab zehn Minuten Inkubationszeit (Abb. 24).

Interleukin-11 und 6 induzieren die Genexpression von SOCS3

Die Expression der Jak-STAT-abhingigen Zielgene, welche durch Interleukine induziert
werden, wird durch so genannte Suppressors of Cytokine Signaling (SOCS) negativ reguliert.
Die iiber die Jak-STAT-Kaskade aktivierten STAT-Proteine bewirken neben der
Genexpression der Zielgene auch eine vermehrte Bildung von SOCS-Proteinen. Auf der
Promotorregion der SOCS-mRNA gibt es so genannte STAT-binding sequences, deren
Aktivierung durch STAT-Proteine zu einer Expression der SOCS-mRNA fiihrt (Larsen and
Ropke, 2002). So spielt eine ,,STAT1/STAT3-binding sequence® in der Promotorregion von
SOCS3 eine ausschlaggebende Rolle fiir die SOCS3-Genexpression (Auernhammer et al.,
1999). Fiir SOCS3 ist eine STAT-abhingige Aktivierung belegt (Starr et al., 1997).
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Die Interleukine der gpl130-Rezeptor Familie verwenden teilweise unterschiedliche SOCS-
Proteine zur Feedbackhemmung, es scheint jedoch, dass vor allem SOCS1 und SOCS3
aktiviert werden. In der Hypophyse und im Hypothalamus wird SOCS3 durch LIF
(Auernhammer et al., 1998a), Interleukin-11 (Auernhammer and Melmed, 1999) und
Interleukin-6 (Gautron et al., 2003) induziert. Analog wollten wir untersuchen, ob Interleukin-
11 und -6 die SOCS3-Genexpression auch in der Nebennierenrinde stimulieren.

Wir konnten zum ersten Mal nachweisen, dass Interleukin-6 und Interleukin-11 in Y-1-
Nebennierenrindenzellen zu einer vermehrten Genexpression von SOCS3 fiihren. In einer
ersten Versuchsreihe haben wir mit einem Luciferase-Assay bewiesen, dass IL-6 und IL-11
zu einer Induktion der SOCS3-Promotorregion in transient transfizierten Y-1 Zellen fiihren.
Dazu wurde ein pGL3 Luciferase Reporter Vektor mit eingebauter SOCS3-Promotorregion
verwendet. Die Induktion der SOCS3-Promotorregion durch Interleukin-6-Stimulation konnte
bewiesen werden, indem es nach sechsstiindiger IL-6-Inkubation der Y-1 Zellen zu einer
signifikant (p <0,05) erhohten Luciferase-Aktivitdt kam. Interleukin-6 bewirkte einen 2,5-
fachen Anstieg der Luciferaseaktivitit gegeniiber der Kontrollgruppe (Abb. 26). Fiir
Interleukin-11 konnte zum ersten Mal eine SOCS3-Induktion in Nebennierenrindenzellen
nachgewiesen werden (Abb. 26). Auch hier kam es zu einer signifikanten (p <0,01)
Erhohung der Luciferaseaktivitit mit einem 2,8-fachen Anstieg gegeniiber der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich hier zwar eine tendenziell stirkere Aktivierung des SOCS3-
Promotors durch Interleukin-11, diese war jedoch gegeniiber Interleukin-6 nicht signifikant
erhoht.

Die Ergebnisse stimmen mit den Resultaten iiberein, dass die beiden Interleukine der gp130-
Rezeptorfamilie iiber die Induktion von SOCS3 zu einer Regulierung ihrer eigenen
Signalkaskade flihren. Dass diese Regulierung auch hier durch STAT-Bindung an die ,,STAT-
binding-sequences* der Promotorregion induziert wird, ist anzunehmen. Magrangeas et al.
konnte eindrucksvoll nachweisen, dass Interleukin-11 in seiner Wirkung durch eine STAT3-
Induktion gehemmt werden kann. Die STAT3-Induktion wurde in den Versuchsreihen von
Magrangeas et al. durch Interleukin-3 initiiert. Dieser Effekt korrelierte mit der SOCS3-
Expression in den Pro-B-Lymphozyten. In der Schlussfolgerung bedeutete eine STAT3-
induzierte SOCS3-Genexpression, dass der Effekt von Interleukin-11 kommt (Magrangeas et
al., 2001).

Fiir SOCS3 ist eine Aktivierung durch STAT1 und 3 beschrieben worden (Auernhammer et
al., 1999;Larsen and Ropke, 2002). Nach unseren vorherigen Ergebnissen schient in der

Nebennierenrinde vor allem STAT3 daran beteiligt zu sein, eine SOCS3-Genexpression zu
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bewirken, denn STATI scheint einen sehr potenten Stimulus zu benétigen, um in einer
ausreichend hohen Konzentration aktiviert zu werden (Abb. 22 und 23).

Neben der Aktivierung der Promotorregion von SOCS3 haben wir mittels Nothern Blot auch
den Nachweis der SOCS3-mRNA in stimulierten Y-1 Zellen erbringen konnen. Interleukin-6
fiihrte nach 30-miniitiger Inkubation zu einem signifikant erhohten Anstieg der SOCS3-
mRNA. Dagegen erreichte Interleukin-11 erst nach 60-miniitiger Inkubationszeit eine
gesteigerte  SOCS3-mRNA-Bildung (Abb. 27). Die Ergebnisse der hier beobachteten
Zeitwirkung decken sich mit Forschungsergebnissen an Leberzellen (Starr et al., 1997;Yang
et al., 2005) und Hypophysenzellen (Auernhammer and Melmed, 1999).

Das erste Mal konnte die Signalkaskade tliber gp130-R, Jak, STATs (STATI1 und 3) und
SOCS3 durch Interleukin-6 und Interleukin-11 an der Nebennierenrindenzelle bewiesen
werden (Abb. 31). Gezeigt haben wir auch, dass Interleukin-6 der potentere Stimulus
gegeniiber Interleukin-11 ist. Jedoch ist hiermit erstmalig Interleukin-11 als Mediator der
Akuten-Phase-Reaktion sowohl auf der Ebene von Hypothalamus und Hypophyse als auch
auf Ebene der Nebennierenrinde als End- und Zielorgan zur Steroidproduktion beschrieben

worden.
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Hemmung der Jak-STAT-Kaskade durch SOCS3
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Intrazellulir ®JAK1) B| B JAK2 @ v..
x | x ....
TYKz 11 “/_>

5

STAT-binding-elements

Abb. 31: Die zytokinvermittelte Signaltransduktion von Interleukin-6 und 11 fiihrt u.a. zur Bindung der STAT-
Dimere an sog. STAT-binding-elements in der Promotorregion des SOCS3-Gens. Die SOCS3-Genexpression
wird initiiert. SOCS3 gelangt ins Zytosol und fiihrt nun zu einer Feedbackhemmung der Signalkaskade. Es kann
direkt an die Januskinasen (JAK2) binden und deren Phosphorylierung verhindern. Dadurch kénnen die
Tyrosinreste der Box2-Region nicht mehr fiir die STAT-Bindung aktiviert werden. Zudem bindet SOCS3 mit
einer sehr hohen Affinitit direkt an den gpl30-Rezeptor (iiber Tyr759) und hemmt dadurch die
Phosphorylierung der Box2 sowie die Bindung der STAT-Molekiile an den gp130-Rezeptor.(Eigene Abbildung)
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden an dem Zellkultursystem der murinen Nebennierenrinden-Tumorzelle
Y-1 die Effekte von Interleukin-11 auf die adrenale Zellfunktion und Steroidsynthese zum
ersten Mal nachgewiesen. Die intrazelluldren Signalwege von Interleukin-6 und 11 an der
murinen Nebennierenrindenzelle konnten erstmalig beschrieben werden.

Fir Interleukin-11 konnte mittels RT-PCR sowohl der gpl30-Rezeptor als auch der
spezifische IL-11-Rezeptoro. in murinen Y-1Zellen nachgewiesen werden. Eine
Voraussetzung dafiir, dass Interleukin-11 iiber den klassischen Signalweg der gp130-Zytokine
wirken kann. Weiterhin konnte mittels RT-PCR und anschlieBender Sequenzierung murine
Interleukin-11-mRNA in den Y-1 Zellen detektiert werden, so dass dies die Vermutung nahe
legt, dass Interleukin-11 an der Nebennierenrinde parakrin und autokrin wirken kann.

Es konnte eine dosis- und zeitabhédngige Stimulation der Steroidsynthese durch Interleukin-11
nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Interleukin-6 ist Interleukin-11 ein weniger potenter
Stimulus der adrenokortikalen Zelle.

Interleukin-6 und 11 benutzten in der Nebennierenrindenzelle beide den Jak-STAT-Pathway.
Dies konnten wir durch vermehrte STAT-Phosphorylierung nach Stimulation mit beiden
Interleukinen belegen. Interleukin-11 benutzte STAT3 zur Signaltransduktion, wohingegen
Interleukin-6 STAT1 und STAT3 aktivierte. Interleukin-11 schien insgesamt eine geringere
Aktivierung der STAT-Proteine zu bewirken.

Weiterhin konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass Interleukin-6 und Interleukin-11 in
der Nebennierenrindenzelle zudem den Signalweg iiber die Aktivierung des Ras-Map-Kinase
Pathway benutzen.

Mit der transienten Transfektion eines SOCS3-Promotor-Konstruktes konnte eine vermehrte
Luciferaseaktivitit als Hinweis auf eine erhohte Transkription des SOCS3-Promotors durch
Interleukin-11 und Interleukin-6 nachgewiesen werden. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Wirkung von Interleukin-11 und Interleukin-6. Beide Interleukine
bewirkten nicht nur eine Transkription des SOCS3-Promortorgens, sondern sie induzierten
auch die Bildung von SOCS3-mRNA.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass wir mit dieser Arbeit die Funktion von Interleukin-11 als
Mediator der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse weiter klassifiziert
haben. Interleukin-11 kann als indirekter Mediator iiber die Stimulierung von ACTH in der
Hypophyse (Auernhammer and Melmed, 1999) und als direkter Aktivator der

Nebennierenrinde (Ergebnisse dieser Arbeit) auf die Steroidsynthese einwirken. Durch die
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Redundanz der verschiedenen gpl30-Zytokine und die pleiotrope Wirkung der einzelnen
Zytokine an  unterschiedlichen  Angriffspunkten ergibt sich ein komplexes
immunmodulatorisches Netzwerk der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-

Faktoren, welches die Stressantwort des Organismus zu modulieren vermag.

Interleukinvermittelte Signaltransduktion und -hemmung

IL-11/6-Ra. Extrazellular
O [T
Intrazellular
GDP
®) x %
: Rins®
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s KaPR> > TE> o
@ﬁg}@ S0OCS3/Zielgenexpression
5 m—3e1S ¥ Szeigen-

STAT-binding-elements

Abb. 32: Die interleukinvermittelte Signaltransduktion von Interleukin-6 und 11 kann tiber den ubiquitdr
tiblichen Ras-Map-Kinase-Pathway ablaufen. Dabei binden SH2-Phosphatasen an tyrosinphosphorylierte Enden
der Box2. Die SHP2 werden durch Jakl phosphoryliert und binden Grb2. Der dadurch aktivierte Guanin-
Nukleotid-Austauscher ,,SOS* induziert eine Aktivierung des membrangebundenen und GTP-abhdingigen Ras
und infolgedessen eine Aktivierung der Kinasen Raf, Mek und MAP (Erkl/2, p38 und JNK). Die MAP-Kinasen
fiihren iiber Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zur Transkription bestimmter Zielgene im Zellkern. Der
héufig von Interleukin-6 und 11 induzierte Jak-STAT-Pathway beginnt mit der Autophosphorylierung von Jak2
an der Box1 des gp130-Rezeptors. Jak2 induziert eine Tyrosinphosphorylierung an der Box2-Region des gp130-
Rezeptors. STAT-Molekiile gehen eine transiente Bindung mit diesen phosphorylierten Tyrosinresten ein und
werden ebenfalls phosphoryliert. Die aktivierten phosphorylierten STAT-Molekiile bilden Homo- oder
Heterodimere und gelangen auf bisher unklarem Weg in den Nukleolus. Dort binden sie an die DNA und
induzieren die Transkription der Zielgene. Zudem konnen sie an sog. STAT-binding-elements der
Promotorregion von SOCS3 binden und die Produktion von SOCS3 initiieren. SOCS3 gelangt ins Zytosol und
bewirkt hier eine Feedbackhemmung. Es blockiert JAK 2 durch Bindung direkt. Zudem bindet SOCS3 mit einer
sehr hohen Affinitdt direkt an den gp130-Rezeptor (iiber Tyr759) und hemmt dadurch die Phosphorylierung der
Box2 sowie die Bindung der STAT-Molekiile an den gp130-Rezeptor. Eine weitere zytokinvermittelte Produktion
der Zielgene iiber die STATs ist damit gehemmt. (Eigene Abbildung)
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