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1. Einleitung 

1. Einleitung 

1.1 Entzündung 

Eine Entzündung ist eine charakteristische Antwort auf einen äußeren oder innerlich 
ausgelösten Reiz. Auslösende Reize können Mikrooganismen (z.B. Bakterien, Viren 
oder Pilze) aber auch physikalische und chemische Reize (z.B. Verletzungen und 
Säuren) sein. Das Ziel der Entzündungsreaktion ist es, den Körper in erhöhte Abwehr-
bereitschaft zu versetzen, den schädigenden Reiz zu beseitigen und die reizbedingte 
Gewebeschädigung zu reparieren. 
Blutgefäße, die das verletzte Gewebe umgeben, leiten die Entzündungsreaktion ein 
(Abb. 1). Es kommt zur Gefäßerweiterung, dies erhöht die Blutversorgung der 
betroffenen Region und verursacht die typische Rötung und Wärmeentwicklung. Die 
Permeabilität der Gefäßwände wird durch Gefäßmediatoren, darunter Histamin und 
Prostaglandin, gesteigert, so dass Plasmaproteine und Blut-Flüssigkeit aus dem Blut in 
das benachbarte Gewebe eindringen. Dies bewirkt die Schwellung, welche mit der 
Entzündung einhergeht. 
Ein zentrales Ereignis stellt die Einwanderung von Leukozyten in das verletzte Gewebe 
dar. Mehrere Signalstoffe, einschließlich einiger Proteine des Komplementsystems, 
locken Phagozyten chemotaktisch zum geschädigten Gewebe. Neutrophile Granulo-
zyten treffen in der Regel zuerst am Verletzungsort ein, gefolgt von Monozyten, die 
sich zu Makrophagen differenzieren. Neutrophile Granulozyten und Makrophagen 
beseitigen den Entzündungsreiz und phagozytieren geschädigte und nekrotische Zellen. 
Lymphozyten werden ebenfalls zum betroffenen Gewebe geleitet. Sie bilden spezifische 
Antikörper und sorgen dadurch für eine bleibende Immunität. Währenddessen setzen 
die erwähnten Leukozyten aber auch andere Immunzellen, wie z.B. Mastzellen, eine 
große Zahl an inflammatorischen Mediatoren frei, welche die Entzündungsreaktion 
steuern. Dazu gehören unter anderem Enzyme, reaktive Sauerstoffverbindungen, 
Eicosanoide, Wachstumsfaktoren und insbesondere Zytokine. Mediatoren der 
Entzündung dienen primär dazu, eingedrungene Schadstoffe zu neutralisieren und den 
Heilungsprozess einzuleiten. Enzyme degradieren Fremdstoffe, reaktive Sauerstoff-
verbindungen töten eingedrungene Infektionserreger ab, Prostaglandine und Leuko-
triene beschleunigen den Abtransport von Abbauprodukten, um nur einige Beispiele zu 
nennen.  
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Im Allgemeinen hat die Entzündung einen akuten Verlauf und ist innerhalb weniger 
Tage oder Wochen beendet. Allerdings werden Abweichungen von einer normalen 
Entzündungsreaktion mit vielen entzündungsbedingten Krankheiten und Autoimmun-
erkrankungen in Zusammenhang gebracht, darunter rheumatoide Arthritis, Psoriasis und 
Morbus Crohn. Eine Übersicht zum Thema Entzündung und entzündungsbedingte 
Krankheiten findet sich u.a. bei Gemsa et al. [1] und Elenkov et al. [2]. 
 
 

 
A    B     C 
 
Abbildung 1: Stark vereinfachtes Schema der Entzündungsreaktion. (A) Der auslösende 
Reiz einer Entzündungsreaktion kann eine Gewebeverletzung sein. Zellen des verletzten oder 
von Bakterien befallenen Gewebes setzen inflammatorische Mediatoren frei, darunter z.B. 
Histamin und Prostaglandine. (B) Diese Mediatoren erhöhen im betroffenen Areal die 
Permeabilität und Durchblutung der Kapillaren. Andere freigesetzte Signalstoffe locken 
Phagozyten und Lymphozyten an. (C) Neutrophile Granulozyten und Makrophagen phago-
zytieren Keime und Zellentrümmer. Der Heilungsprozess des Gewebes beginnt (aus [3]). 
 

1.1.1 Zytokine 

Zytokine sind kleine Signalmoleküle, die vorwiegend von Zellen des Immunsystems 
gebildet werden. Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Entzündung, indem sie die 
Richtung, Stärke und Dauer der Reaktion steuern.  
Zytokine werden normalerweise in Interferone, Interleukine, Tumornekrosefaktoren, 
koloniestimulierende Faktoren und Wachstumsfaktoren eingeteilt. Obwohl sie eine 
heterogene Gruppe von Proteinen sind, haben sie eine Reihe von Eigenschaften 
gemeinsam: Ihre Synthese und Freisetzung werden hauptsächlich durch aktivierende 
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Stimuli gesteuert. Ihre Sekretion ist ein kurzer selbstlimitierender Vorgang, der nur 
solange andauert, wie die Produktionszelle aktiviert wird. Die Wirkung der Zytokine 
wird über membranständige Rezeptoren vermittelt und kann sowohl autokrin, parakrin 
oder endokrin sein. Zytokine können vielfältige, überlappende und manchmal auch 
entgegengesetzte Wirkungen haben. Diese sind abhängig von der Konzentration, dem 
Wirkungsort und dem Vorkommen anderer Mediatoren (zur Vertiefung siehe z.B. 
Abbas et al. [4]). 
Nicht alle Zytokine haben das gleiche Entzündungs-auslösende Potential. An dieser 
Stelle soll auf zwei Zytokine näher eingegangen werden, die eine besondere Bedeutung 
für die Entzündungsreaktion haben und in dieser Arbeit untersucht wurden: Tumor-
nekrosefaktor-α (TNF-α) und Interleukin-6 (IL-6). 

Tumornekrosefaktor-α 

Die Bezeichnung „Tumornekrosefaktor“ hat historische Gründe und geht auf die 
Beobachtung zurück, dass die Injektion von Lipopolysacchariden einen löslichen Faktor 
aus Makrophagen freisetzt, der Tumorzellen zerstören kann.  
TNF-α ist ein wichtiger multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems, welcher in 
die lokale und systemische Entzündungen involviert ist. Seine wichtigste Funktion ist, 
die Kontrolle der Aktivität verschiedener Immunzellen. TNF-α wird hauptsächlich von 
Monozyten und Makrophagen, aber auch von aktivierten T-Lymphozyten und anderen 
Zellen freigesetzt. Die wichtigsten Stimuli, welche die TNF-α-Sekretion bewirken, sind 
Lipopolysaccharide (LPS), andere bakterielle Produkte und Interleukin-1β. TNF-α wird 
als einer der wichtigsten Effektoren des humoralen Immunsystems angesehen. 
Allerdings werden auch einige chronische, entzündungsbedingte Krankheiten und 
Autoimmunerkrankungen mit TNF-α in Zusammenhang gebracht. Die positiven und 
negativen Effekte werden durch die proinflammatorische Wirkung von TNF-α 
vermittelt. Dazu zählen die Stimulation von Endothelzellen zur Bildung von Adhäsions-
molekülen, die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und die Stimulation von 
Monozyten zur Zytokinsekretion (Übersicht z.B. bei [5, 6]). TNF-α besitzt eine 
ähnliche Wirkung wie IL-1 und IL-6. Ein Vergleich ist in Tabelle 1 dargestellt.  

Interleukin-6 

Der Name der Interleukine ergibt sich aus ihrer Eigenschaft, von Leukozyten gebildet 
zu werden und auf andere Leukozyten zu wirken. IL-6 wird von vielen Zelltypen 
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gebildet, darunter Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und aktivierte T-Lympho-
zyten. Die Sekretion des Zytokins wird unter anderem induziert durch Verletzung, 
Stress und Infektionen. Zu den löslichen Faktoren, welche die IL-6-Sekretion 
stimulieren, gehören Zytokine (z.B. IL-1, TNF-α) und bakterielle Komponenten  
(z.B. LPS). IL-6 ist unter anderem beteiligt an der Regulierung der Immunantwort, der 
Akut-Phase-Reaktion und der Blutbildung. So stimuliert IL-6 zum Beispiel die Anti-
körperproduktion in aktivierten B-Zellen und die Synthese von Akut-Phase-Proteinen in 
der Leber. Eine übermäßige Expression von IL-6 wird mit vielen Krankheiten in 
Verbindung gebracht, dazu gehören Alzheimer, Bronchialasthma, Multiple Sklerose 
und Typ II Diabetes (Übersicht z.B. bei [5, 6]).  
 
 
Tabelle 1: Vergleich der Wirkung von TNF-α, IL-1 und IL-6.  (+) aktivierende Wirkung; (−) 
keine Wirkung (aus [5]). 
 

 TNF-α IL-1 IL-6 
Endogenes pyrogenes Fieber + + + 
Hepatische Akut-Phase-Proteine + + − 
T-Zell-Aktivierung + + + 
B-Zell-Aktivierung + + + 
B-Zell-Antikörper-Synthese − − + 
Fibroblasten-Proliferation + + − 
Stammzell-Aktivierung (Hämopoetin 1) − + + 
Unspezifische Immunabwehr + + + 
Radioprotektion + + − 
Cyclooxygenase, PLA2-Genexpression + + − 
Synovialzell-Aktivierung + + − 
Endothelzell-Aktivierung + + − 
Schocksyndrom + + − 
Induktion von IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-α + + − 
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1.2 Wichtige intrazelluläre Signalwege in der Entzündungs-
reaktion 

Die Aktivierung der Entzündungsreaktion wird in Immunzellen über verschiedene 
intrazelluläre Signalwege vermittelt. Von großer Bedeutung sind dabei der NFκB- und 
der AP-1-Signalweg. Außerdem wird in letzter Zeit eine wichtige Rolle der MAP-
Kinase-Signalwege diskutiert. Die nächsten Kapitel sollen einen Einblick in die 
Funktion von NFκB, AP-1 und insbesondere der MAP-Kinasen geben. 
 

1.2.1 NFκB 

Der Nukleäre Faktor kappa B (NFκB) ist ein Dimer-bildender Transkriptionsfaktor, der 
sich aus Untereinheiten verwandter Proteine der Rel-Familie zusammensetzt.  
NFκB wird in fast allen Zelltypen exprimiert und ist an vielen zellulären Prozessen 
beteiligt, die eine schnelle Aktivierung der Genexpression erfordern. In nicht stimulier-
ten Zellen ist NFκB  inaktiv und bildet einen Komplex mit Proteinen der Inhibitor-
Familie IκB. Extrazelluläre Stimuli, darunter Zytokine, bakterielle Antigene und 
oxidativer Stress bewirken eine Degradation des Inhibitors und aktivieren NFκB, 
welcher im Zellkern die Expression diverser Zielgene moduliert. Eine besondere 
Bedeutung kommt NFκB in der Regulierung der Immunantwort zu. NFκB aktiviert eine 
Vielzahl immun- und entzündungsrelevanter Gene, darunter Zytokine, Zelladhäsions-
moleküle, antiapoptotische Faktoren und Immunrezeptoren (zur Übersicht siehe z.B. 
Karin et al. [7] und Hayden et al. [8]).  
 

1.2.2 AP-1 

Aktivator-Protein-1 (AP-1) ist eine kollektive Bezeichnung für dimerische Trans-
kriptionsfaktoren, die aus Mitgliedern der  Jun-, Fos- und ATF-Familie bestehen. Die 
meisten für AP-1-Komponenten kodierenden Gene gehören zu den immediate-early-
genes. Wie der Name verrät wird die Transkription dieser Gene schnell induziert. Zu 
den Stimuli von AP-1 gehören unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine und UV-
Strahlung. Viele Mechanismen sind an der Induktion der AP-1-Aktivität beteiligt, 
darunter der MAP-Kinase Signalweg (siehe nächstes Kapitel). AP-1 wurde eine 
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wesentliche Bedeutung im Hinblick auf Zellwachstum, Differenzierung, Tumor-
entstehung und -entwicklung nachgewiesen (Übersicht u.a. bei Angel et al. [9]).  
 

1.2.3 MAP-Kinasen 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) verbinden membranständige 
Rezeptoren mit intrazellulären Zielmolekülen. Sie werden durch extrazelluläre Stimuli 
(Mitogene) aktiviert und regulieren viele zelluläre Prozesse, darunter Genexpression, 
Mitose, Zelldifferenzierung und Apoptose. Ihre Aktivität wird durch eine dreistufige 
Kaskade reguliert, beginnend mit einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK), 
gefolgt von einer MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) und einer MAP-Kinase (Abb. 2). 
Jede MAP-Kinase kann durch mehr als eine vorgeschaltete Kinase aktiviert werden, 
was die Komplexität des Signalwegs erhöht. Aktivierte MAP-Kinasen phosphorylieren 
Serin- und Threonin-Reste spezifischer Zielproteine, darunter andere Proteinkinasen, 
Phospholipasen, Transkriptionsfaktoren und Zytoskelettproteine. Die Dephosphorylie-
rung und damit die Inaktivierung von MAP-Kinasen wird durch MAP-Kinase-Phospha-
tasen reguliert (zur Vertiefung siehe z.B. Roux et al. [10] und Zhang et al. [11]). 
In Säugetierzellen wurden drei wichtige MAP-Kinase-Familien charakterisiert: 
extracellular signal-related kinases (ERK), p38-MAP-Kinasen (p38) und c-Jun-N-
terminale Kinasen (JNK). Diese sollen in den nächsten Abschnitten kurz beschrieben 
werden. 

ERK 

Die extracellular signal-related kinase (ERK) wird auch als klassische MAP-Kinase 
bezeichnet. Ihre Isoformen ERK1 und ERK2 werden in unterschiedlichem Ausmaß in 
fast allen Geweben exprimiert. Wichtige extrazelluläre Stimuli sind Wachstums-
faktoren, Serum und Mitogene. Deren Signale werden über membranständige 
Rezeptoren (häufig Rezeptor-Tyrosinkinasen) und verschiedene Isoformen des kleinen 
GTP-bindenden Proteins Ras zu der Raf/MEK/ERK-Kaskade weitergeleitet. Die 
Aktivierung von ERK bewirkt ihre Translokalisation und Anreicherung im Zellkern, 
wodurch wiederum zahlreiche nukleäre Faktoren, darunter Elk-1 und c-Fos, phospho-
ryliert werden. Weitere Substrate von ERK sind Membranproteine, Zytoskelettproteine 
und andere Proteinkinasen. ERK übernimmt eine wichtige Funktion in der Zell-
proliferation und der Zelldifferenzierung (siehe z.B. [10]).   
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Abbildung 2: Wichtige MAP-Kinase Signalkaskaden in Säugetierzellen. (verändert nach 
[11]). 
 

p38 

Es gibt vier Isoformen der MAP-Kinase p38: α, β, γ und δ, wobei p38α am besten 
charakterisiert ist und in fast allen Zelltypen exprimiert wird. Wichtige extrazelluläre 
Stimuli für p38 sind Liganden G-Protein gekoppelter Rezeptoren, Zytokine sowie 
physikalische und chemische Stress-Stimuli. Wichtige vorgeschaltete Kinasen für p38 
sind die MAPKKs MKK3 und MKK6. Die Aufklärung des Wirkungsmechanismus von 
p38 ist noch nicht weit fortgeschritten, doch einige Substratproteine konnten bereits 
nachgewiesen werden, darunter Phospholipase 2 und die Transkriptionsfaktoren ATF1, 
ATF2, Elk-1, NFκB und Ets-1. 
p38 ist von Bedeutung für das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung und die Apoptose. 
Außerdem deuten einige Studien auf eine wichtige Funktion von p38 in der Regulierung 
der Immunantwort hin. (siehe z.B. [10]). 
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JNK 

Zu den c-Jun N-terminalen Kinasen gehören die Isomere JNK1, JNK2 und JNK3. Die 
Charakterisierung von JNK basiert auf der Erkenntnis, dass diese MAP-Kinase-Familie 
durch Stress-Stimuli, z.B. UV-Strahlung, stark aktiviert wird. Deshalb wird sie auch als 
Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) bezeichnet. In Übereinstimmung mit p38, wird 
JNK durch Liganden G-Protein gekoppelter Rezeptoren und Zytokine stark aktiviert 
und ist wichtig für die Regulierung von Zellwachstum, Zelldifferenzierung und 
Apoptose. JNK wird durch die MKKs MMK4 und MKK7 aktiviert. Ein gut erforschtes 
Substrat für JNK ist der Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher zusammen mit anderen 
Transkriptionsfaktoren den Transkriptionskomplex AP-1 bildet. Eine besondere 
Bedeutung kommt JNK in der Regulierung der Apoptose zu (siehe z.B. [12]).  
 

1.3 Bildung und Funktion von Steroidhormonen, Calcitriol und 
Retinolsäure 

Für die Behandlung von entzündungsbedingten Krankheiten werden eine Vielzahl 
entzündungshemmender Wirkstoffe eingesetzt, darunter insbesondere Glucocorticoide. 
In den letzten Jahren sind auch andere Wirkstoffe mit potentiell immunmodula-
torischem Einfluss in den Mittelpunkt des Interesses gerückt. Dazu zählen andere 
Steroidhormone, Calcitriol und Retinolsäure. Im Folgenden soll näher auf die Funktion 
und Wirkung dieser Hormone eingegangen werden. 
 
Zu den Steroidhormonen gehören die Sexualhormone (Östrogene, Gestagene und 
Androgene) und die Nebennierenrindenhormone (Glucocorticoide  und Mineralocorti-
coide). In der Biosynthese der Steroidhormone stellt Cholesterin eine zentrale 
Ausgangsverbindung dar. Steroidhormone haben vielfältige Funktionen in Säugetieren, 
sie kontrollieren u.a. das Wachstum, die Entwicklung und die Homöostase vieler 
Gewebe ([13]). In dieser Arbeit wurden die Sexualhormone 17β-Östradiol und 
Testosteron, das synthetische Glucocorticoid Dexamethason und das Secosteroid 
Calcitriol eingesetzt. Außerdem wurde das Terpen-Derivat Retinolsäure verwendet. In 
Übereinstimmung mit Steroidhormonen, wird die Wirkung von Calcitriol und 
Retinolsäure vorwiegend über die Bindung an nukleäre Rezeptoren vermittelt. Diese 
nukleären Rezeptoren stellen die größte, bekannte Familie von Transkriptionsfaktoren 

 8



1. Einleitung 

in Eukaryoten dar. Zu den nukleären Rezeptoren gehören die Steroidhormon-Rezep-
toren, wie der Androgen- und der Östrogen-Rezeptor, außerdem der Vitamin D-
Rezeptor (VDR), der Retinolsäure-Rezeptor (RAR), der Retinoid X Rezeptor (RXR), 
der Thyroxin-Rezeptor (TR), der Ecdyson-Rezeptor (EcR) und viele andere metabo-
lische Rezeptoren (zur Vertiefung siehe z.B. [14-16]). Abbildung 3 zeigt die Struktur 
von Liganden der Steroidhormonrezeptoren und der RXR-heterodimeren Rezeptoren. 
 
 

 
 
Abbildung 3: Liganden nukleärer Rezeptoren, eingeteilt nach ihrer Bindung an Steroid-
hormon-Rezeptoren und RXR-Heterodimer-Rezeptoren (verändert nach [17]).  
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1.3.1 Sexualhormone 

Der wichtigste Vertreter der männlichen Sexualhormone (Androgene) ist das 
Testosteron, welches hauptsächlich in den Leydig-Zwischenzellen der Hoden gebildet 
wird. Die weiblichen Sexualhormone Östrogene und Gestagene werden hautsächlich in 
den Ovarien gebildet. Ihre wichtigsten Vertreter sind das 17β-Östradiol und das 
Progesteron. Männliche und weibliche Sexualhormone kommen in beiden Geschlech-
tern in unterschiedlichen Mengenverhältnissen vor. Beim Mann beträgt die Testosteron-
Konzentration im Blut 10 nM bis 35 nM, bei der Frau weniger als 3,5 nM. Die 
Östradiol-Konzentration schwankt bei der Frau zyklusabhängig zwischen 70 und mehr 
als 740 pM, beim Mann beträgt sie weniger als 180 pM (siehe z.B. [18]). 
Produktion und Freisetzung von Testosteron und Östradiol wird durch das Follikel-
stimulierende Hormon (FSH) und das Luteotrope Hormon (LH) der Adenohypophyse 
kontrolliert. Deren Sekretion wiederum wird durch das Gonadotropin-Releasinghormon 
(GnRH) des Hypothalamus reguliert. Die Titer von FSH, LH und GnRH im Blut 
unterliegen einem komplexen negativen Rückkopplungsmechanismus (siehe z.B. [19]). 
Die wichtigste Funktion der  Sexualhormone ist die Entwicklung und der Erhalt der 
männlichen bzw. weiblichen Fortpflanzungssysteme, die sexuelle Reifung während der 
Pubertät und die Steuerung der Sexualfunktionen. Darüber hinaus beeinflussen 
Sexualhormone viele andere physiologische Prozesse, wie Muskel- und Fett-Metabolis-
mus, Knochenreifung, das Herz-Kreislaufsystem und das Immunsystem. Eine Übersicht 
zu Sexualhormonen findet sich z.B. bei Wilson et al. [18], Bhasin et al. [20] und 
Murphy et al. [21].  
 

1.3.2 Glucocorticoide  

Glucocorticoide werden zum größten Teil in der Nebennierenrinde gebildet. Ihr 
wichtigster Vertreter ist das Cortisol, welches in seiner Struktur den Sexualhormonen 
Testosteron, Östradiol und Progesteron ähnelt (siehe Abb. 3). Die Regulation der 
Cortisol-Freisetzung erfolgt über das Adrenocortiotrope Hormon (ACTH), das in der 
Adenohypophyse unter dem Einfluss des Corticotropin-Releasinghormons (CRH) des 
Hypothalamus gebildet wird. Auch hier liegt ein Fall von negativer Rückkopplung vor, 
indem erhöhte Konzentrationen von Cortisol die Sekretion von ACTH unterdrücken. 
Die Cortisol-Konzentration im Blut unterliegt einem tageszeitlichen Rhythmus und 
befindet sich zwischen 80 nM und 690 nM (siehe z.B. [22]). 
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Glucocorticoide wirken hauptsächlich auf den Kohlenhydrat-, Fett- und Protein-
Stoffwechsel. Eine besondere Funktion übernehmen sie im Glucose-Metabolismus. 
Glucocorticoide erhöhen den Blutzuckerspiegel, indem sie die Aufnahme von Glucose  
in die Körperzellen verringern und den Glykogenabbau, sowie die Synthese von 
Glucose aus Nicht-Kohlenhydraten stimulieren. Außerdem beeinflussen Glucocorti-
coide die Skelettmuskulatur, indem sie den Abbau von Muskelproteinen induzieren, 
welche wiederum in Leber und Niere zu Glucose umgebaut werden.  
Neben ihren vielfältigen metabolischen Funktionen sind Glucocorticoide gut bekannt 
für ihre starke immunsuppressive und entzündungshemmende Wirkung. Aufgrund 
dieser Eigenschaft ist der Einsatz von Glucocorticoiden in der Therapie von 
entzündungsbedingten Krankheiten und Autoimmunerkrankungen weit verbreitet. 
Neben Cortisol werden auch synthetische Glucocorticoide eingesetzt, die eine längere 
biologische Halbwertszeit und einen höheren Wirkungsgrad aufweisen. So wird z.B. 
dem in dieser Arbeit eingesetzten Dexamethason eine zehnfach längere Halbwertszeit 
und ein ca. vierfach höherer Wirkungsgrad zugesprochen [23] (zur Vertiefung siehe 
z.B. Adcock et al. [24]). 
 

1.3.3 Vitamin D 

Vitamin D wird aus historischen Gründen als Vitamin bezeichnet, ist laut Definition 
aber kein Vitamin, da es unter Einwirkung von Sonnenlicht vom Körper selbst synthe-
tisiert werden kann. Vitamin D3 ist das natürlich vorkommende Derivat von Vitamin D, 
es wird entweder mit der Nahrung aufgenommen oder aus der Vorstufe 7- Dehydro-
cholesterol mithilfe von UVB-Strahlen in der Haut gebildet. Vitamin D3 hat selbst keine 
biologische Aktivität, es wird in der Leber und in der Niere in die biologisch aktive 
Form 1α, 25(OH)2Vitamin D3 (Calcitriol) umgewandelt.  
Die Calcitriol-Biosynthese wird durch Calcium- und Phosphat-Ionen gehemmt und 
durch Parathormon aktiviert. Die physiologische Konzentration von Calcitriol liegt 
zwischen 36 pM und 144 pM (siehe z.B. [18]). 
Calcitriol wird als Secosteroid bezeichnet, weil es eine große, strukturelle Ähnlichkeit 
zu Steroidhormonen aufweist und wie Steroidhormone seine Wirkung über einen 
nukleären Rezeptor vermittelt. Calcitriol ist essentiell für die Kontrolle der Calcium- 
und Phosphat-Homöostase und für die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines 
gesunden mineralisierten Skeletts. Daneben beeinflusst Calcitriol einige andere 
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biologische Prozesse, wie das Zellwachstum, die Apoptose, die Funktion der Haut und 
das Immunsystem. Eine Übersicht zu Vitamin D findet sich z.B. bei Dusso et al. [25].   
 

1.3.4 Retinoide 

Zu den Retinoiden gehört das Retinol, gut bekannt als Vitamin A, und dessen Derivate 
Retinal und Retinolsäure. Eingeteilt nach ihrer chemischen Struktur gehören die 
Retinoide zu den Diterpenen. Natürliche Vitamin A-Metabolite sind laut Definition 
Vitamine: sie werden nicht aus körpereigenen Strukturen synthetisiert, sondern müssen 
mit der Nahrung aufgenommen werden. Andererseits zeigen Retinoide Hormon-
ähnliche Wirkungen, indem sie in Form von Retinolsäure an spezifische nukleäre 
Rezeptoren binden und diese aktivieren. 
Das mit der Nahrung aufgenommene β-Carotin wird in Retinol umgewandelt, welches 
im Blut zirkuliert. Im Zielgewebe wird Retinol zum Aldehyd Retinal metabolisiert, 
welches irreversibel zu Retinolsäure oxidiert werden kann. Die Konzentrationen von 
Retinol und Retinolsäure im Blut beträgt ca. 1 µM bzw. 10 nM (siehe z.B. [26]). 
Retinoide übernehmen eine wichtige Rolle in vielen biologischen Funktionen, dazu 
gehören der Sehvorgang, epidermales Zellwachstum und Zelldifferenzierung, die 
Spermatogenese und die embryonale Entwicklung. Außerdem sind Retinoide von 
Bedeutung für die optimale Funktion des Immunsystems (zur Vertiefung siehe z.B. 
Hansen et al. [26] und Reichrath et al. [27]).  
 

1.3.5 Wirkungsmechanismus von Liganden nukleärer Rezeptoren 

Liganden nukleärer Rezeptoren gelangen aus dem Blutkreislauf in die Zielzelle und 
binden dort an spezifische nukleäre Rezeptoren. Inaktive nukleäre Rezeptoren bilden 
einen Komplex mit Hitzeschockproteinen, die z.B. den Rezeptor stabilisieren und ihn so 
vor Denaturierung schützen. Die Bindung des Liganden an seinen nukleären Rezeptor 
bewirkt die Abdissoziation von Hitzeschockproteinen und die Aktivierung des 
Rezeptors. Bei einigen Steroidhormon-Rezeptoren, wie dem Glucocorticoid-Rezeptor 
(GR) und dem Androgen-Rezeptor (AR), findet die Ligandenbindung im Zytoplasma 
statt, welche eine Translokation in den Zellkern auslöst. Andere nukleäre Rezeptoren 
wie der Östrogen-Rezeptor (ER) und der Vitamin D Rezeptor (VDR) befinden sich 
auch ohne Stimulus hauptsächlich im Zellkern. Dort erfolgen die Dimerisierung von 
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Hormon-Rezeptor-Komplexen und die Bindung an spezifische Abschnitte der DNA, 
sogenannte hormonresponsive Elemente (HRE), welche zur Regulation der Transkrip-
tion hormonabhängiger Gene führt (Abb. 4, zur Übersicht siehe z.B. Rasenick et al. 
[28]). 
 
 

 
 
Abbildung 4: Schema des Wirkungsmechanismus von Liganden nukleärer Rezeptoren. 
Liganden nukleärer Rezeptoren diffundieren in die Zelle und binden dort an spezifische 
nukleäre Rezeptoren. Die Bindung des Liganden an seinen nukleären Rezeptor bewirkt die 
Abdissoziation von Hitzeschockproteinen und die Aktivierung des Rezeptors. Nach der 
Translokation in den Zellkern, binden nukleäre Rezeptoren an hormonresponsive Elemente 
(HRE) und regulieren die Genexpression.  
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Glucocorticoide sind gut bekannt für ihre immunsuppressive und antiinflammatorische 
Wirkung. In den letzten Jahren sind auch andere Wirkstoffe mit potentiell immun-
modulatorischem Einfluss in den Mittelpunkt des Interesses gerückt. Dazu zählen 
andere Steroidhormone, das Secosteroid Calcitriol und das Terpenoid Retinolsäure. 
Allerdings ist erst wenig über die Funktion und die molekularen Mechanismen dieser 
Hormone in der Entzündungsreaktion bekannt.  
In der vorliegenden Arbeit sollte anhand humaner mononukleärer Zellen der Einfluss 
von Steroidhormonen, Calcitriol und Retinolsäure auf die Sekretion der proinflamma-
torischer Zytokine TNF-α und IL-6 untersucht werden. Um einen eventuellen, 
geschlechtsspezifischen Unterschied in der Zytokinsekretion aufzuklären, wurden 
sowohl monozytäre Zellen männlicher als auch weiblicher Spender eingesetzt. Darüber 
hinaus bestand die Aufgabe darin, den Einfluss von Retinolsäure auf die Signal-
transduktion in LPS-stimulierten, humanen monozytäre Zellen aufzuklären. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1  Isolierung humaner mononukleärer Zellen 

Buffy coat, DRK-Blutspendedienst Baden-Württemberg, Ulm 
Hank’s balanced salt solution (HBSS), Sigma, Deisenhofen 
Leucosep Zentrifugenröhrchen, Greiner, Frickenhausen 
Lymphozytentrennmedium LSM 1077, PAA, Cölbe 
PBS, Invitrogen, Karlsruhe 
Percoll, Sigma, Deisenhofen 
 

2.1.2 Durchflußzytometrie 

CD14-PE, Becton Dickinson, USA 
CD3-FITC Becton Dickinson, USA 
FACS-Röhrchen, Falcon, Franklin Lakes, NY, USA 
FACS Calibur, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA 
Paraformaldehyd, Merck, Deutschland 
PBS, Invitrogen, Karlsruhe 
 

2.1.3 Zellkultur 

Humanes Serum AB, PAA, Cölbe 
PBS, Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin, Invitrogen, Karlsruhe 
RPMI 1640 ohne Phenolrot, PAA, Cölbe 
FCS standardisiert, Invitrogen, Karlsruhe 
Zellkulturflaschen 75 cm2, Costar, New York, USA 
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2.1.4 ELISA 

Duoset ELISA Kit human IL-6, R & D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Duoset ELISA Kit human TNF-α, R & D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Immulon 2HB (ELISA 96-well Platten), Merck, Darmstadt 
Reagent Pack (ELISA Standard), R & D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Schwefelsäure, Sigma, Deisenhofen 

Puffer und Lösungen 

Block buffer: 
1 % BSA 
5 % Sucorse 
0,05 % Natriumnitrit 
in PBS 
 
Reagent diluent: 
0,1 % BSA 
0,05 % Tween 20 
in Tris-buffered saline 
0,2 µm steril filtriert 
250 µl Tween 20 
 
Tris-buffered saline (pH: 7,3): 
20 mM Trizma base 
150 mM NaCl (M: 58,44) 
 
Wash buffer: 
0,05 % Tween 20 
in PBS, pH: 7,4 
 

2.1.5 Zellvitalitätstest 

CellTiter 96 Aqueous (MTS-Test), Promega, Madison, WI, USA 
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2.1.6 Northern Blot 

32P-α-dCTP, Arbeitsbereich Isotopenanwendung, Abteilung VI-3, Dezernat IV, 
Universitätsklinikum Ulm 
Bio Max M-Film, Kodak, Stuttgart 
Hybond-N Nylon-Membran, Amersham, Freiburg 
TNF-α-cDNA-Fragment, zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Marx, Innere Medizin II, 
Universitätsklinikum Ulm 
Rediprime Kit II, Amersham, Freiburg 
RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden 

Puffer und Lösungen 

6 x Ladepuffer: 
0,25 % Bromphenolblau 
0,25 % Xylenecyanol FF 
30 % Glycerol 
 
10 x Laufpuffer (1 l): 
41,2 g MOPS (4-Morpholinepropanesulfonic acid) 
3,28 g Natriumacetat 
auf pH 7,0 eingestellt 
10 ml 0,5 M EDTA, pH 8 
autoklaviert 
 
20x Salt Sodiumcitrate (SSC) (1 l; pH: 7,0): 
175,3 g Natriumchlorid 
88,2 g Natriumcitrat 
 
Deionisiertes Formamid: 
5 g Resin in 100 ml Formamid 
1 Stunde bei 4°C gerührt und anschließend filtriert 
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Hybridisierungspuffer (100 ml): 
50 % Formamid (deionisiert) 
5x Denhardts 
5 x SSC 
0,5 % SDS 
steril filtriert 
10 mg Salmon Sperm DNA (10 Minuten gekocht) 
 
Mastermix (23,6 µl pro Probe): 
5 µl DEPC-Wasser 
15 µl Northern Probenpuffer 
3,5 µl 6 x Ladepuffer 
0,1 µl Etidium Bromid 
 
Northern Probenpuffer: 
200 µl deioniesiertes Formamid 
70 µl 37 % Formaldehyd 
40 µl 5 x Laufpuffer 
 
Waschlösung 1: 
2x SSC in 0,1 % SDS 
 
Waschlösung 2: 
0,1x SSC in 0,1 % SDS 
 

2.1.7 Western Blot 

BCA Protein Assay Reagent A and B, Pierce, Rockford, USA 
Blocking solution, Candor Biosciences, Münster 
ECL, Amersham, Freiburg 
HoeferTMMiniVE Blotter, Amersham, Freiburg 
Hyperfilm, Amersham, Freiburg 
Low CrossTM- Puffer, Candor Biosciences, Münster 
Nitrocellulose-Membran, Serva, Heidelberg 
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Puffer und Lösungen 

12 % Acrylamidgel (14 ml): 
3,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH: 8,8 
140 µl 10 % SDS 
5,6 ml 30 % Acrylamid 
70 µl 40 % APS 
5,8 µl TEMED 
 
2x RIPA-Puffer (pH 7,2): 
50 mM Tris-HCL, pH: 7,2 
150 mM NaCl 
0,1 % SDS 
0,5 % Natriumdeoxycholat 
1 % Triton X-100 
 
Probenpuffer: 
100 mM Tris-HCl 
3 % SDS 
10 % Glycerin 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
2 % β-Mercaptoethanol 
RIPA-Lysispuffer:  
10 mM Natriumpyrophosphat 
25 mM Natriumglycerophosphat 
2 mM Natriumorthovanadat 
1,9 µg/ml Aprotinin 
1 µM Leupeptin 
1x RIPA-Puffer 
 
TBS (pH: 7,6): 
20 mM Tris-HCl 
137 mM NaCl 
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TBST (pH: 7,6): 
20 mM Tris-HCl 
137 mM NaCl 
0,1 % Tween 20 
 
Transferpuffer (pH: 8,3): 
25 mM Tris 
192 mM Glycin 
20 % Methanol  
 

2.1.8 Geräte 

ELISA-Reader Spectra Max 250, MWG-Biotech, Ebersberg 
FACScalibur, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA 
Image MasterVDS, Fuji Film, Düsseldorf 
Megafuge 1.0R, Thermo, Waltham, MA, USA 
Sorvall RC-5B Zentrifuge, Du Pont Instruments 
Milenia Kinetic Analyser (96-well-plate-reader), Diagnostic Products Corporation, Los 
Angeles, CA, USA 
Zentrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg 
 

2.1.9 Software 

Analyse-it (für Excel); Analyse-It, Ltd., Leeds, England 
CellQuest Software, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA 
Microsoft Office 2003; Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 
Pro-Soft-max 3.1, MWG-Biotech, Molecular devices, Ebersberg 
MultiAnalyst 1.1, Biorad, Hercules, CA, USA 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Isolierung humaner mononukleärer Zellen 

In der Abteilung Blutproduktion des Universitätsklinikums Ulm werden Blutspenden 
durch Zentrifugation in drei Fraktionen aufgeteilt: ein Erythrozyten-Konzentrat, ein 
Frischplasmapräparat und die Zwischenschicht, buffy coat genannt. Der buffy coat, ein 
Konzentrat von etwa 30 - 50 ml, setzt sich zusammen aus Leukozyten, Thrombozyten 
und einem Rest Erythrozyten und Plasma.  
In dieser Arbeit wurden humane mononukleäre Zellen aus diesen buffy coats mithilfe 
der Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Für die Ficoll-Hypaque Technik wurden pro 
buffy coat vier Leucosept-Röhrchen mit Filter verwendet. Zuerst wurde jedes Leuco-
sept-Röhrchen mit 15 ml Lymphozyten-Trennmedium (Ficoll) gefüllt und dieses für 30 
Sekunden bei 1.000 g abzentrifugiert. Anschließend wurde der buffy coat 1:1 mit PBS 
verdünnt, auf die Leucosept-Röhrchen verteilt und für 15 Minuten bei 1.500 g 
zentrifugiert. Durch die Dichte-Eigenschaften des Ficoll trennte sich der buffy coat in 
seine Bestandteile auf (Abb. 5). Während die leichten Thrombozyten in der 
Plasmaphase verblieben, reicherten sich die Lymphozyten und Monozyten in der 
weißlich erscheinenden Phase zwischen Plasma und Ficoll an. Die Granulozyten und 
Erythrozyten diffundierten durch die Ficollphase und bildeten ein Pellet. Die Interphase 
aus Lymphozyten und Monozyten wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen pipettiert 
und zweimal mit PBS gewaschen. In einem neuen Zentrifugenröhrchen wurde pro buffy 
coat 15 ml Percoll mit 2,5 ml 10x HBSS gemischt und auf einen pH von 7,2 eingestellt. 
Anschließend wurde zu 7 ml Percoll/HBSS-Lösung 3 ml Zelllösung pipettiert und für 
30 Minuten bei 2.000 rpm in der Sorvall-Zentrifuge mit Festwinkelrotor ohne Bremse 
zentrifugiert. Die Monozyten sammelten sich als zähflüssige Schicht im oberen Bereich 
der Percoll/HBSS-Lösung. Diese Schicht wurde vorsichtig abpipettiert. Da sich direkt 
darunter die Lymphozyten-Schicht befand, wurden diese zum Teil ebenfalls mit 
abpipettiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Zellen bei 37°C 
und 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert.   
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Abbildung 5: Auftrennung der buffy coat-Bestandteile nach Zentrifugation mit Ficoll. 
Während die leichten Thrombozyten in der Plasmaphase verblieben, reicherten sich die 
Lymphozyten und Monozyten in der weißlich erscheinenden Phase zwischen Plasma und Ficoll 
an. Die Granulozyten und Erythrozyten diffundierten durch die Ficollphase und bildeten ein 
Pellet. 
 

2.2.2 Durchflußzytometrie 

In der isolierten Zelllösung wurden, mithilfe von spezifischen Antikörpern, CD14-
positive Monozyten und CD3-positive T-Lymphozyten nachgewiesen. 
Frisch isolierte Zellen (1x106) wurden mit 1 ml PBS gewaschen und in 50 µl PBS 
resuspendiert. Die Zellen wurden mit 10 µl anit-CD14-PE oder anti-CD3-FITC für 30 
Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
und mit 50 µl 1 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt 
wurden die Zellen in 300 µl PBS resuspendiert, in ein FACS-Röhrchen pipettiert und im 
Durchflußzytometer ausgewertet. Als Software diente CellQuest. 
 

 22



2. Material und Methoden 

2.2.3 Zellkultur 

Humane mononukleäre Zellen 

Frisch isolierte humane mononukleäre Zellen wurden in RPMI-Medium ohne Phenolrot 
mit 0,5 % humanem, hitzeinaktiviertem Serum und 1 % Penicilin/Streptomycin 
(Pen/Strep) kultiviert. Da die Zellen maximal 2 Tage kultiviert wurden, war ein 
Mediumwechsel oder eine Subkultivierung nicht notwendig. 
Monozyten befinden sich im Blut normalerweise in einem passiven, nicht sekretori-
schen Zustand. Durch die Blutentnahme und den anschließenden Isolierungsprozess 
wurden die Zellen bereits leicht aktiviert. Um die Zellen in ihrem inaktiven Zustand zu 
erhalten, wurden sie in einem Serum-armen Medium kultiviert. Außerdem wurde auf 
die Zugabe von Phenolrot verzichtet, da dieses östrogenähnliche Wirkung zeigt. 

Monozytäre Zelllinien 

U937 
U937 ist eine monozytäre Zelllinie, gewonnen aus einem Gewebemakrophagen-
Lymphom eines 37-jährigen Patienten. Die Zellen wurden in RPMI-Medium ohne 
Phenolrot mit 10 % standardisiertem fötalem Kälberserum (hitzeinaktiviert und kohle-
behandelt) und 1 % Pen/Strep kultiviert.  
 
THP-1 
THP-1 ist eine monozytäre Zelllinie, die zurück geht auf einen einjährigen Jungen mit 
akuter myeloischer Leukämie. Die Zellen wurden in RPMI-Medium ohne Phenolrot mit 
10 % standardisiertem fötalem Kälberserum (hitzeinaktiviert und kohlebehandelt), 1 % 
Pen/Strep und 14 % β-Mercapto-Ethanol kultiviert.  
 
U937 und THP-1 Zellen wurden in einer Dichte von 5x105 Zellen pro ml Medium in 75 
cm2 Zellkulturflaschen kultiviert und nach 2 bis 3 Tagen aus einer 106 Zellen pro ml 
Medium Lösung 1:2 bis 1:5 gesplittet. Dazu wurden die Zellen für fünf Minuten bei 353 
g zentrifugiert. 
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Hitzeinaktivierung und Kohlebehandlung 

Zur Hitzeinaktivierung wurde das Serum aufgetaut und bei 56°C für 30 Minuten 
inkubiert. Diese Behandlung inaktiviert schädliche Bestandteile im Serum. 
Die Behandlung mit Aktivkohle ermöglicht die Entfernung von Hormonen aus dem 
Serum. Dazu wurden 20 g Aktivkohle und 2 g Dextran in 60 ml Puffer (10 mM Hepes, 
50 mM NaCl, 1 mM EDTA) über Nacht bei 4°C unter Rühren gelöst. Am nächsten Tag 
wurde das Aktivkohlegemisch und hitzeinaktiviertes Serum im Verhältnis 1:5 gemischt 
und auf Eis für fünf Minuten inkubiert. Um die Aktivkohle zu entfernen, wurde das 
Gemisch mehrmals bei 14.000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Die Aktivkohlereste 
wurden über einen Faltenpapierfilter vorfiltriert und über einen Vakuumfilter 
(Porengröße 0,22 µm) fast vollständig entfernt. Vor Gebrauch wurde das Serum mit 
einem 0,2 µm Einmalfilter sterilfiltriert.  
 

2.2.4 ELISA 

Behandlung der Zellen 

Mononukleäre Zellen männlicher bzw. weiblicher Spender wurden isoliert und in einer 
Zellzahl von 106 Zellen pro ml Medium in 24-well-Platten ausgesät. Nach einer 
Ruhephase von einer Stunde wurden die Zellen folgendermaßen behandelt: 
 
1. Die Zellen wurden für 24 Stunden mit paralleler bzw. ohne LPS-Stimulierung und 

mit 100 nM Dexamethason, 100 pM, 1, 10, 100 nM und 1 µM Testosteron, 17β-
Östradiol, Calcitriol, all-trans-Retinolsäure bzw. 9-cis-Retinolsäure behandelt.  

2. Die Zellen wurden für 16 Stunden mit 100 nM Dexamethason, 100 pM, 1, 10, 100 
nM und 1 µM Testosteron, 17β-Östradiol, Calcitriol, all-trans-Retinolsäure bzw. 9-
cis-Retinolsäure vorbehandelt und anschließend zusätzlich für acht Stunden mit LPS 
stimuliert.  

 
THP-1 und U937 wurden in einer Konzentration von 106 Zellen pro ml Medium in 24-
well-Platten ausgesät. Es folgte eine Behandlung für 24 Stunden mit 100 nM 
Dexamethason, 1, 10, 100 und 1.000 nM Testosteron, 17β-Östradiol, Calcitriol bzw. all-
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trans-Retinolsäure. Parallel dazu wurden THP-1 mit 1 µg/ml LPS und U937 mit 10 
µg/ml LPS kombiniert mit 10 ng/ml phorbol-myristate-acetate (PMA) stimuliert. 

ELISA 

Die Konzentration der Zytokine TNF-α und IL-6 wurde im Zellüberstand anhand eines 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Dazu wurden zwei Duoset 
ELISA Kits von R & D Systems verwendet. Die Konzentrationen und Lösungsmittel 
der Antikörper und Standards sind in Tabelle 2 aufgeführt. Die 96-well-ELISA-Platten 
wurden mit 100 µl/well capture antibody (TNF-α: 4 µg/ml; IL-6: 2 µg/ml) über Nacht 
inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit 290 µl Waschpuffer pro well. Dieses drei-
malige Waschen wurde zwischen jedem der nachfolgenden Inkubationsschritte, außer 
nach der Substratlösung, durchgeführt. Die Platten wurden mit 300 µl/well Blockpuffer 
für mindestens eine Stunde inkubiert. Dies diente der Absättigung freier bzw. nicht 
antikörpergebundener Stellen. Anschließend wurde in Doppelbestimmung 100 µl/well 
des jeweiligen Standards bzw. Zellüberstände pipettiert und für zwei Stunden inkubiert. 
Der Standard für TNF-α lag zwischen 1 ng/ml und 10 pg/ml, für IL-6 zwischen 600 
pg/ml und 9 pg/ml. Die Zellüberstände wurden von 1:2 bis 1:100 mit Medium verdünnt, 
damit die Zytokin-Konzentration im Standardbereich lag. Anschließend wurde mit 100 
µl/well detection antibody (TNF-α: 75 ng/ml; IL-6: 200 ng/ml) für zwei Stunden 
inkubiert. Es folgten zwei Inkubationsschritte mit je 100 µl/well für 20 Minuten im 
Dunkeln: zuerst eine Streptavidin-gebundene Phosphatase und dann die Substratlösung. 
Aufgrund einer enzymatischen Reaktion entwickelte sich eine Gelbfärbung. Die 
Reaktion wurde mit 50 µl/well 2 normaler Schwefelsäure gestoppt, wodurch die Farbe 
von gelb nach blau wechselte. Die optische Dichte wurde bei 450 nM im 96-well-plate-
reader bestimmt und mit der Pro-Soft-max 3.1 Software ausgewertet.  
 
 
Tabelle 2: Lösungsmittel und Konzentration der Antikörper und Standards. 
 

 TNF-α IL-6 
 Lösungsmittel Konzentration Lösungsmittel Konzentration

Capture antibody PBS 4 µg/ml PBS 2 µg/ml 
Detection antibody Reagent diluent 75 ng/ml Reagent diluent 200 ng/ml 

Standard Reagent diluent 1 ng/ml H2O 600 pg/ml 
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2.2.5 Zellvitalitätstest 

Behandlung der Zellen 

Mononukleäre Zellen männlicher und weiblicher Spender wurden isoliert und in einer 
Zellzahl von 250.000 Zellen pro 100 µl Medium in 96-well-Platten ausgesät. Nach einer 
Ruhephase von eine Stunde wurden die Zellen für 24 Stunden mit 100 nM 
Dexamethason, 100 pM, 1, 10, 100 nM und 1 µM Calcitriol, all-trans-Retinolsäure bzw. 
9-cis-Retinolsäure behandelt und mit LPS stimuliert. 

MTS-Test 

Der MTS-Test ist eine colorimetrische Methode zur Bestimmung der Anzahl vitaler 
Zellen. Die MTS-Tetrazolium-Komponente wird durch eine Dehydrogenase, welche in 
vitalen Zellen gebildet wird, in ein farbiges Formazan-Produkt umgesetzt.  
20 µl MTS-Lösung wurde pro well in 100 µl Zellkulturlösung pipettiert. Nach zwei 
Stunden Inkubation wurde die optische Dichte bei 490 nM im 96-well-plate-reader 
bestimmt und mit der Excel Software ausgewertet.  
 

2.2.6 Northern Blot 

Behandlung der Zellen 

Mononukleäre Zellen männlicher Spender wurden isoliert, in einer Zellzahl von 10x106 
Zellen pro 3 ml Medium in 6-well-Platten ausgesät und über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Morgen wurden die Zellen für sechs Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert 
und mit 100 nM Dexamethason bzw. 1, 10, 100 und 1.000 nM all-trans-Retinolsäure 
behandelt. Für Untersuchungen zur TNF-α-mRNA-Stabilität wurden die Zellen zuerst 
für zwei Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert, um die TNF-α-Transkription zu 
aktivieren. Es folgte eine Inkubation mit 2,5 µg/ml Aktinomycin D allein oder in 
Kombination mit 1 µM all-trans-Retinolsäure für 10, 30, 60 und 120 Minuten. 
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RNA-Isolierung 

Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy kit von Qiagen isoliert. Dazu wurden sowohl 
Zellen in Suspension als auch adherente Zellen verwendet. Die adherenten Zellen 
wurden vom 6-well-Plattenboden abgeschabt und zusammen mit den Zellen in 
Suspension mit 9 ml PBS bei 4°C gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 600 
µl RLT-Puffer (inkl. 1 % β-Mercaptoethanol) resuspendiert. Das Guanidin-isothio-
cyanat (GITC), enthalten im RLT-Puffer, wirkt stark denaturierend und inaktiviert 
RNasen, es lysiert und homogenisiert die Zellen. Das Zelllysat wurde aufgeschlossen, 
indem es auf eine QIAshredder spin column pipettiert und für zwei Minuten bei 20.817 
g zentrifugiert wurde. Zu dem homogenisierten Lysat wurde 600 µl 70 % Ethanol 
gegeben. Während der Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.621 g in der mini spin 
colum  bindet die RNA an die Membran der Säule und wird vom restlichen Zelllysat 
getrennt. Verunreinigungen wurden mit den folgenden vier Waschschritten beseitigt: 
Auf die Membran wurden erst 700 µl, dann 350 µl RW1-Puffer pipettiert, für 15 
Sekunden bei 10.621 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Anschließend wurde 
zweimal mit 500 µl RPE-Puffer auf die Membran pipettiert, bei 10.621 g erst 15 
Sekunden, dann zwei Minuten zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die 
Membran wurde für eine Minute bei 20.817 g getrocknet und die RNA zum Schluss mit 
50 µl RNase freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration wurde bei 260 nm 
gemessen. 

Elektrophoretische Auftrennung 

Die RNA wurde mittels Gelelektrophorese nach ihrer Größe aufgetrennt. Dazu wurde 
zunächst ein 1,2 %-iges Agarose-Gel hergestellt: 1,2 g Agarose und 72 ml steriles 
Wasser wurden aufgekocht und 10 ml 10x Laufpuffer und 18 ml 37 %-iges Formalede-
hyd zugegeben. Die Lösung wurde in eine Elektrophorese-Gelkammer gegeben und ca. 
eine Stunde inkubiert.  
Das entsprechende Volumen an Wasser für 5 µg RNA wurde in der Speed Vac 
Zentrifuge eingetrocknet und in 23,6 µl Mastermix resuspendiert. Nach Inkubation für 
10 Minuten bei 55°C wurden die Proben auf das Agarose-Gel aufgetragen. Die 
Elektrophorese wurde in einer mit 1x Laufpuffer gefüllten Kammer für ca. vier Stunden 
bei 75 V durchgeführt. Nach Beendigung des Laufes wurde das Gel unter UV-Licht 
fotografiert (Image Master VDS) und die 28S und 18S rRNA-Banden markiert. Die 28S 
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rRNA Banden wurden mit der Software MultiAnalyst 1.1 densitometrisch ausgewertet 
und als Abgleich der RNA-Menge verwendet. 

Northern Blot 

Während dem Blotten wurde die RNA auf eine Nylonmembran (Hybond-N) übertragen. 
Aufbau der Blot-Apparatur von unten nach oben:  
 
• Drei Lagen Filterpapier (die Enden schwimmen in 20x SSC) 
• Gel (Oberfläche nach unten) 
• Nylonmembran 
• Drei Lagen Filterpapier (Gelgröße) 
• Zellstoff (10 cm) 
• Gewicht (500 g) 
 
Nach Inkubation über Nacht wurde die RNA durch Bestrahlung mit UV-Licht für 30 
Sekunden kovalent an die Membran gebunden. Die 28S und 18S rRNA Banden wurden 
zum Größenvergleich markiert.  

Hybridisierung und Markierung mit radioaktiver cDNA 

Die Membran wurde über Nacht mit 10 ml Hybridisierungspuffer in einer Hybridisie-
rungsröhre bei 42°C prähybridisiert. Die Detektion der TNF-α mRNA erfolgte mittels 
einer radioaktiv markierten Sonde. Zur Herstellung dieser Sonde wurde das random 
priming Verfahren angewandt, wobei ein TNF-α-cDNA-Fragment mit 353 bp als 
Template diente und die Markierung mit 32P-α-dCTP erfolgte.  
3 µg cDNA wurde in 45 µl Tris-EDTA gelöst, für 10 Minuten bei 95°C denaturiert und 
für fünf Minuten auf Eis inkubiert. Die denaturierte cDNA und 50 µCi 32P-α-dCTP 
wurden in das Reaktiongefäß Rediprime II gegeben und für 10 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Während diesem Schritt wurde die radioaktiv-markierte Hybrid-cDNA 
(Sonde) synthetisiert (Annealing). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 µl 0,2 M 
EDTA gestoppt und für fünf Minuten bei 95°C denaturiert. Die Sonde wurde in die 
Hybridisierungsröhre zu dem Hybridisierungspuffer und der Membran gegeben und 
über Nacht bei 42°C unter ständiger Rotation inkubiert. Dabei hybridisiert die Sonde 
mit der entsprechenden Stelle auf der Membran. Anschließend wurde die Membran 
zweimal für 15 Minuten bei 42°C mit Waschlösung I und zweimal für fünf Minuten bei 
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60°C mit Waschlösung II auf dem Schüttler gewaschen. Dann wurde die Membran für 
mehrere Tage mit einem lichtempfindlichen Film (Bio Max M-Film) in einer 
Schutzkassette bei -20°C inkubiert. Der Film wurde entwickelt, eingescannt und mit der 
Software MultiAnalyst 1.1 densitometrisch ausgewertet. Als Abgleich diente die 28S 
rRNA-Bande. 
 

2.2.7 Western Blot 

Behandlung der Zellen 

Mononukleäre Zellen männlicher Spender wurden isoliert, in einer Zellzahl von 10x106 
Zellen pro 3 ml Medium in 6-well-Platten ausgesät und über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Morgen wurden die Zellen für 15 bzw. 30 Minuten mit 100 ng/ml LPS 
stimuliert und mit 100 nM Dexamethason,  1 µM all-trans- bzw. 9-cis-Retinolsäure 
behandelt. Außerdem wurde eine Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 Stunden mit 
anschließender LPS-Stimulierung für 30 Minuten durchgeführt. 

Zell-Lyse und Proteinextraktion 

Die adherenten Zellen wurden vom 6-well-Plattenboden abgeschabt und zusammen mit 
den Zellen in Suspension mit 9 ml PBS bei 4°C gewaschen. Nach einer Zentrifugation 
für fünf Minuten bei 353 g und 10°C wurde das Zellpellet in 200 µl RIPA-Lysispuffer 
aufgenommen und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurden 
mithilfe von Injektions-Kanülen homogenisiert. Zuerst mit einer Kanüle mit 9 mm 
Durchmesser, anschließend mit einer Kanüle mit 0,45 mm Durchmesser. Durch die 
Zentrifugation für 15 Minuten bei 14.000 g und 4°C wurden Zelltrümmer und 
Zellorganellen pelletiert. Der Überstand, welcher die cytoplasmatischen Proteine 
enthielt, wurde in ein neues Gefäß überführt.   

Proteinkonzentrationsbestimmung und Proteinaufreinigung 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde der Bicinchoninsäure-Test 
(BCA-Test) verwendet. Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die Proteine 
gefällt, aufgereinigt und in entsprechendem Volumen Probenpuffer aufgenommen. 
Dazu wurden die Proben zuerst mit 15 % Trichloressigsäure (TCA) für eine Stunde bei 
-20°C und dann über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die Proben 
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für 15 Minuten bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert und anschließend einmal mit 1 ml 
und sechsmal mit 500 µl 80 % Aceton gewaschen. Dazu wurde jedes Mal für fünf 
Minuten bei 8.000 g und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend 
wurden die Proben unter dem Abzug getrocknet und in Probenpuffer für ca. 20 Minuten 
bei 60°C erwärmt, um die Proteine zu lösen. Die Proben wurden schließlich bei -80°C 
aufbewahrt. 

Gelelektrophorese 

Die denaturierten Proteine wurden mittels diskontinuierlicher Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Dazu wurde das ent-
sprechende Probenvolumen für 30 µg Protein in ein neues Gefäß überführt, für fünf 
Minuten bei 95°C aufgekocht und auf ein 12 % Acrylamidgel aufgetragen. Der Gelllauf 
wurde für eine Stunde bei 25 mA und anschließend für zwei Stunden bei 30 mA 
durchgeführt.  

Elektro-Blot 

Die Proteine wurden mittels Elektro-Blot für 2,5 Stunden bei 48 V (für 2 Gele) auf eine 
Nitrocellulosemembran übertragen. Nach dem Gelllauf wurde das Gel und die 
Membran für 15 Minuten in Transferpuffer äquilibriert und der Blot nach folgendem 
Schema aufgebaut (Kathode zu Anode):  
 
• Schwamm 
• 6 Lagen Filterpapier 
• Gel 
• Membran 
• 6 Lagen Filterpapier 
• Schwamm  

Ponceaurot-Färbung und Blocken 

Zur Überprüfung der Blot-Effizienz und zur Fixierung der Proteine auf der Membran 
wurde die Membran für einige Minuten in Ponceaurot inkubiert. Der entsprechende 
Bereich auf der Membran wurde ausgeschnitten und die Membran mit Wasser komplett 
entfärbt. Es folgte die Inkubation mit 5 ml blocking solution für eine Stunde auf dem 
Schüttler.  
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Proteinnachweis durch spezifische Antikörper 

Die Membran wurde zuerst mit einem Primärantikörper über Nacht bei 4°C und 
anschließend mit einem Peroxidase-markierten Sekundärantikörper bei Raumtemperatur 
für eine Stunde inkubiert. Die Verdünnungen der verwendeten Antikörper sind in 
Tabelle 3 aufgeführt. Für die Verdünnung wurde der Low CrossTM- Puffer verwendet. 
Zwischen und nach der Inkubation mit den Antikörpern wurde die Membran einmal für 
10 Minuten mit TBST und zweimal für 10 Minuten mit TBS gewaschen. Anschließend 
wurde die Membran für eine Minute mit einer enhanced chemiluminescence-Lösung 
(ECL) inkubiert und die Chemolumineszenz über einen Film detektiert. Der entwickelte 
Film wurde eingescannt und die Banden mit der Software MultiAnalyst 1.1 
densitometrisch ausgewertet. Als Abgleich diente die nicht phosphorylierte Form des 
Proteins. 
 
 
Tabelle 3: Verdünnung der verwendeten Antikörper 
 

unter-
suchtes 
Protein 

Primäranti-
körper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung

Phospho-
ERK1/2 

Anti-Phospho-
ERK1/2, Cell 

Signalling, 
Danvers, MA, 

USA 

1:2.000 
Ziege-anti-Kaninchen-
HRP, Pierce, Rockford, 

USA 
1:5.000 

ERK2 
Anti-ERK2, 

Santa Cruz, CA, 
USA 

1:2.000 
Ziege-anti-Kaninchen-
HRP, Pierce, Rockford, 

USA 
1:5.000 

Phospho-
p38 

Anti-Phospho-
p38, Cell 

Signalling, 
Danvers, MA, 

USA 

1:1.000 
Ziege-anti-Kaninchen-
HRP, Pierce, Rockford, 

USA 
1:3.000 

p38 

Anti-p38, Cell 
Signalling, 

Danvers, MA, 
USA 

1:1.000 
Ziege-anti-Kaninchen-
HRP, Pierce, Rockford, 

USA 
1:3.000 
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2.2.8 Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der Versuche wurden als Mittelwert und Standardfehler angegeben. Bei 
den analysierten Daten handelte es sich um normalverteilte Werte, die mit der 1-way-
ANOVA-Methode ausgewertet wurden. Dazu wurde das Statistikprogramm Analyse-it 
verwendet. Ein Signifikanzniveau P < 0,05 und P < 0,01  wies auf ein statistisch 
„signifikantes“ Ergebnis hin. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der verwendeten Zellmodellsysteme 

3.1.1 Charakterisierung humaner mononukleärer Zellen 

Als Modellsystem dieser Arbeit dienten mononukleäre Zellen aus periphervenösem Blut 
gesunder männlicher und weiblicher Spender. Zu den mononukleären Zellen gehören 
Monozyten und Lymphozyten, welche den polymorphkernigen Granulozyten gegen-
übergestellt werden.  
Zunächst wurde die Morphologie der Zellen mikroskopisch untersucht. Direkt nach der 
Isolierung lagen die Zellen vereinzelt und in Suspension vor. Sie waren kugelig und 
schimmerten weiß (Abb. 6). Eine Stunde nach Isolierung befand sich die Mehrzahl der 
Zellen (ca. 90 Prozent) in Suspension. Ein kleiner Anteil der Monozyten hatte sich auf 
dem Gefäßboden angeheftet und ausgebreitet. Diese Zellen erscheinen in Abbildung 6 
in einem dunklen Farbton. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um Monozyten in 
einem Makrophagen-ähnlichen Zustand. Die Mehrzahl der Zellen in Suspension waren 
Monozyten. Einen kleineren Anteil bildeten die Lymphozyten, welche sich in ihrer 
Größe von Monozyten unterscheiden (siehe z.B. [22]). Im Laufe der folgenden Stunden 
der Kultivierung bildeten die Zellen in Suspension eine netzartige Formation, die mit 
den adherenten Zellen in Verbindung stand. Das Verhältnis der Anzahl Zellen in 
Suspension und der Anzahl adherenter Zellen änderte sich während der Kultivierung 
über 48 Stunden nicht.  
Als weiteren Schritt zur Charakterisierung der isolierten Zellen wurden FACs-Analysen 
mit einem Monozyten-spezifischen und einem Lymphozyten-spezifischen Antikörper 
durchgeführt. Die FACs-Analyse ergab einen Monozyten-Anteil von ca. 55 Prozent 
(Abb. 7) und einen Lymphozyten-Anteil von ca. 35 Prozent. Der normale Anteil von 
Monozyten innerhalb der Blut-Lymphozyten beträgt vier bis acht Prozent (siehe z.B.  
[29]). Somit erzielte die angewandte Methode zur Isolierung eine mit Monozyten ange-
reicherte Kultur mononukleärer Zellen. 
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Lymphozyt 
in Suspension 
 
Monozyt 
in Suspension 

Monozyt 
adherent

 
 
Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahme humaner mononukleärer Zellen eine Stunde 
nach Isolierung. Monozyten und Lymphozyten in Suspension waren rund und schimmerten 
weiß. Lymphozyten waren etwa ein Drittel kleiner als Monozyten und ließen sich dadurch von 
Monozyten unterscheiden. Ein kleiner Anteil der Monozyten adherierte am Gefäßboden und 
breitete sich aus. Neben Monozyten und Lymphozyten waren kleinere Partikel zu sehen, bei 
welchen es sich wahrscheinlich um Zellreste handelte. 320-fache Vergrößerung. 
 
 

 
 
Abbildung 7: Anreicherung von CD14-positiven Monozyten. Frisch isolierte humane 
mononukleäre Zellen wurden mit dem Monozyten-spezifischen Antikörper CD14-PE markiert 
und im Durchflußzytometer ausgewertet. Der rechte, untere Quadrant zeigt die CD14-positive 
Monozytenpopulation. 
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Stimulierung der Zytokinsekretion 

Um die Zytokinsekretion zu stimulieren, wurden humane mononukleäre Zellen mit LPS 
behandelt. Zunächst sollte die Sekretion von TNF-α und IL-6 im zeitlichen Verlauf 
untersucht werden. 
Mononukleäre Zellen männlicher Spender wurden über Nacht kultiviert und am 
nächsten Morgen mit 100 ng/ml LPS für 3, 6, 12 und 24 Stunden behandelt. Die 
Zytokin-Konzentration wurde im Zellüberstand mithilfe von ELISAs bestimmt.  
Zellen, die als Negativkontrolle nicht behandelt wurden, zeigten eine geringe Zytokin-
sekretion (50 pg bis 100 pg pro 106 Zellen). Die Behandlung der humanen mono-
nukleären Zellen mit LPS führte zu einer starken Stimulation der Zytokinsekretion. 
Dabei erreichte die Sekretion von TNF-α nach spätestens drei Stunden Behandlung ihr 
Maximum und ging anschließend in eine Plateauphase über (Abb. 8 A). Die Sekretion 
von IL-6 hingegen stieg stetig mit der Zeit an und hatte nach 24 Stunden noch keine 
Plateauphase  erreicht (Abb. 8 B). Nach LPS-Stimulierung für 24 Stunden lag die 
gemessene TNF-α-Konzentration im Zellüberstand zwischen 1 ng und 10 ng pro 106 
Zellen und die IL-6-Konzentration zwischen 5 ng und 50 ng pro 106 Zellen. Es konnte 
kein geschlechtsspezifischer Unterschied in der TNF-α- bzw. IL-6-Sekretion festgestellt 
werden, sowohl  mit als auch ohne LPS-Stimulierung. 
 

A B 
 
Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der TNF-α- und IL-6-Sekretion in LPS stimulierten, 
mononukleären Zellen männlicher Spender. Die Zellen wurden über Nacht kultiviert und am 
nächsten Morgen mit 100 ng/ml LPS für 3, 6, 12 und 24 Stunden behandelt. Im Zellüberstand 
wurde die Zytokinsekretion mithilfe von ELISAs bestimmt. Dargestellt ist die Proteinmenge 
von TNF-α (A) und IL-6 (B) eines repräsentativen Versuchs. 
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3.1.2 Charakterisierung humaner monozytärer Zelllinien 

Neben humanen mononukleären Zellen wurden die humanen monozytären Zelllinien 
THP-1 und U937 verwendet.  

THP-1 

THP-1 ist eine humane monozytäre Zelllinie, die zurück geht auf einen einjährigen 
Jungen mit akuter myeloischer Leukämie. Die Zellen sind rund und in Suspension. 
Vereinzelt bilden sich Zellverbände (Abb. 9 A).  

U937 

U937 ist eine humane monozytäre Zelllinie, gewonnen aus einem Gewebe-
makrophagen-Lymphom eines 37-jährigen Patienten. Die Zellen sind ebenfalls rund 
und in Suspension (Abb. 9 C). 

Stimulierung der Zytokinsekretion 

Die Stimulierung der monozytären Zelllinien THP-1 und U937 mit 100 ng/ml LPS für 
24 Stunden zeigte nahezu keine Steigerung der TNF-α- und IL-6-Sekretion. Daraufhin 
wurde die LPS-Konzentration erhöht. 
Die Stimulierung der THP-1 Zelllinie für 24 Stunden mit 1 µg/ml LPS bewirkte eine 
starke Sekretion beider Zytokine. Die TNF-α-Sekretion lag bei ca. 15 ng pro 106 Zellen, 
die IL-6-Sekretion bei ca. 3 ng pro 106 Zellen (Abb. 10). Die THP-1 Zellen waren auch 
nach der Stimulierung noch zum großen Teil vereinzelt und zeigten teilweise kleine 
stabförmige Auswüchse (Abb. 9 B).  
Die Zelllinie U937 wurde auch durch höhere LPS-Konzentrationen (bis 100 µg/ml) 
nicht aktiviert. Erst eine Kombination aus 10 µg/ml LPS und 10 ng/ml PMA bewirkte 
eine erhöhte Sekretion beider Zytokine. Die TNF-α-Sekretion lag bei ca. 6 ng pro 106 
Zellen, die IL-6-Sekretion bei ca. 2 ng pro 106 Zellen (Abb. 10). Die stimulierten Zellen 
bildeten Zellverbände mit stabförmigen Auswüchsen (Abb. 9 D). 
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    A 

 
    B 

 
    C 

 
    D 

 
Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahme humaner monozytärer Zelllinien. (A) THP-1 
Zellen ohne Stimulierung. (B) THP-1 Zellen nach Stimulierung mit 1 µg/ml LPS für 24 
Stunden. (C) U937 Zellen ohne Stimulierung. (D) U937 Zellen nach Stimulierung mit 10 µg/ml 
LPS und 10 ng/ml PMA. 
 

 
 
Abbildung 10: Sekretion von TNF-α- und IL-6 in den stimulierten, humanen monozytären 
Zelllinien THP-1 und U937. THP-1 Zellen wurden mit 1 µg/ml LPS stimuliert. U937 Zellen 
wurden mit 10 µg/ml LPS und 10 ng/ml PMA stimuliert. Dargestellt ist die Proteinmenge von 
TNF-α (blau) und IL-6 (rot) eines repräsentativen Versuches. 
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3.2 Untersuchungen zur Zytokinsekretion 

In den folgenden Versuchen wurde anhand humaner mononukleärer Zellen der Einfluss 
von Steroidhormonen, Calcitriol und Retinolsäure auf die Sekretion von TNF-α und 
IL-6 untersucht. Dazu wurden mononukleäre Zellen männlicher und weiblicher Spender 
isoliert und kultiviert. Nach einer einstündigen Ruhephase wurden zwei verschiedene 
Versuchsansätze durchgeführt (Abb. 11):  
 
1. Die Zellen wurden für 24 Stunden mit paralleler bzw. ohne LPS-Stimulierung und 

mit 100 nM Dexamethason, 100 pM, 1, 10, 100 nM und 1 µM Testosteron, 17β-
Östradiol, Calcitriol, all-trans-Retinolsäure bzw. 9-cis-Retinolsäure behandelt.  

2. Die Zellen wurden für 16 Stunden mit 100 nM Dexamethason, 100 pM, 1, 10, 100 
nM und 1 µM Testosteron, 17β-Östradiol, Calcitriol, all-trans-Retinolsäure bzw. 9-
cis-Retinolsäure vorbehandelt und anschließend zusätzlich für acht Stunden mit LPS 
stimuliert.  

 

 
 
Abbildung 11: Schema des Versuchsablaufs zur Untersuchung der Zytokinsekretion. 
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3.2.1 Einfluss von Dexamethason 

Die Behandlung mononukleärer Zellen männlicher und weiblicher Spender mit 100 nM 
Dexamethason bewirkte in allen Versuchen eine starke signifikante Reduktion der TNF-
α- und IL-6-Sekretion und bestätigte so die Validität von Modellsystem und Methodik.  
Durch die Behandlung mit Dexamethason konnte ein geschlechtsspezifischer Unter-
schied im Ausmaß der Zytokinsekretion festgestellt werden. In mononukleären Zellen 
männlicher Spender wurde die TNF-α- und IL-6-Sekretion stärker reduziert als in 
mononukleären Zellen weiblicher Spender (Abb. 12). Der Unterschied in der 
Zytokinsekretion konnte mit und ohne LPS-Stimulierung gezeigt werden und war 
signifikant (P < 0,05). 
 
 

A B 
 
Abbildung 12: Dexamethason hemmt die Zytokinsekretion in humanen mononukleären 
Zellen. Dieser Effekt war in Zellen männlicher Spender (blau) stärker ausgeprägt als in 
Zellen weiblicher Spender (rot). Die Zellen wurden für 24 Stunden mit 100 nM Dexametha-
son (Dex) behandelt und mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Dargestellt ist die relative Proteinmenge 
von TNF-α (A) und IL-6 (B) ermittelt durch ELISA. Als Kontrolle dienten LPS-stimulierte 
Zellen. Mittelwert und Standardfehler neun unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** P < 0,01 
verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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3.2.2 Einfluss von Sexualhormonen 

Die Behandlung mononukleärer Zellen männlicher und weiblicher Spender mit 100 nM 
Testosteron bzw. 100 nM Östradiol hatte keinen signifikanten Einfluss auf die TNF-α- 
und IL-6-Sekretion (Abb. 13). Weder eine Behandlung mit Testosteron bzw. Östradiol 
für 24 Stunden mit LPS-Stimulierung oder ohne LPS-Stimulierung, noch eine Hormon-
Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-Stimulierung für acht Stunden, 
zeigte ein signifikant verändertes Sekretionsverhalten der Zellen. 
Darüber hinaus wurden weitere Versuche mit abgeänderten Versuchsbedingungen 
durchgeführt: Die Hormon-Behandlung mit LPS-Stimulierung und ohne LPS-
Stimulierung wurde von 24 Stunden auf 48 Stunden verlängert. Außerdem wurden die 
Bedingungen für die Hormon-Vorbehandlung variiert: Die eingesetzte Konzentration 
von Testosteron und Östradiol wurde von 100 nM erweitert auf 1, 10, 100 und 1.000 
nM. Die Hormon-Vorbehandlung wurde für zwei, sechs und 14 Stunden durchgeführt, 
gefolgt von einer LPS-Stimulierung, welche die Behandlungszeit auf 24 Stunden 
ergänzte. Außerdem wurde eine Hormon-Vorbehandlung für 24 Stunden mit 
anschließender LPS-Stimulierung für 12 Stunden durchgeführt. Für alle Versuche 
wurden mononukleäre Zellen männlicher und weiblicher Spender eingesetzt. Allerdings 
konnte auch bei diesen variierten Versuchsbedingungen kein signifikanter Einfluss von 
Testosteron bzw. Östradiol auf die Zytokinsekretion festgestellt werden (ohne Abb.). 
 

 40



3. Ergebnisse 

 

A B 

C D 

 
Abbildung 13: Testosteron und Östradiol hatten keinen signifikanten Einfluss auf die 
Zytokinsekretion in mononukleären Zellen männlicher (A, B) und weiblicher (C, D) 
Spender. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex), 100 nM Testosteron (Test) 
bzw. 100 nM 17β-Östradiol (Öst) für 24 Stunden behandelt. Parallel dazu wurde eine Stimu-
lierung mit 100 ng/ml LPS durchgeführt. Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α 
(A, C) und IL-6 (B, D) ermittelt durch ELISA. Mittelwert und Standardfehler sechs (Zellen 
männlicher Spender) bzw. drei (Zellen weiblicher Spender) unabhängiger Versuche. * P < 0,05; 
** P < 0,01 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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3.2.3 Einfluss von Calcitriol 

Die Behandlung humaner mononukleärer Zellen mit Calcitriol ergab uneinheitliche 
Effekte auf die TNF-α und IL-6-Sekretion. Eine Behandlung mononukleärer Zellen 
männlicher Spender mit Calcitriol und LPS für 24 Stunden bewirkte eine leichte, aber 
signifikante Reduktion der Zytokinsekretion (Abb. 14 A, B). Ohne LPS-Stimulierung 
hatte Calcitriol keinen Einfluss auf die Zytokinsekretion (Abb. 14 C, D). Außerdem 
wurde anhand mononukleärer Zellen männlicher Spender eine Behandlung mit 0,1 nM 
und 10 nM Calcitriol und 100 ng/ml LPS für 3, 6 und 24 Stunden durchgeführt. Diese 
Versuche zeigten, dass die reduzierende Wirkung von Calcitriol auf die TNF-α- und IL-
6-Sekretion nach ca. sechs Stunden einsetzte und nach 24 Stunden am stärksten 
ausgeprägt war (ohne Abb.). 
In mononukleären Zellen weiblicher Spender wurde die LPS-stimulierte TNF-α-
Sekretion durch Retinolsäure uneinheitlich reguliert: 100 pM und 1 nM Calcitriol hatten 
keinen Effekt, 10 nM und 100 nM Calcitriol reduzierten und 1 µM Calcitriol aktivierte 
die TNF-α-Sekretion (Abb. 15 A). Die LPS-stimulierte IL-6-Sekretion wurde in Zellen 
weiblicher Spender nicht signifikant beeinflusst (Abb. 15 B). Ohne LPS-Stimulierung 
hatte Calcitriol in Zellen weiblicher Spender keinen signifikanten Einfluss auf die TNF-
α-Sekretion  (Abb. 15 C) und reduzierte die IL-6-Sekretion (signifikant bei 10 nM und 
100 nM) (Abb. 15 D). 
Die Calcitriol-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-Stimulierung für 
acht Stunden ergab in Zellen männlicher Spender keinen signifikanten Einfluss auf die 
TNF-α-Sekretion (Abb. 16 A) und reduzierte die TNF-α-Sekretion in Zellen weiblicher 
Spender (Abb. 16 C). Die IL-6-Sekretion wurde in Zellen männlicher und weiblicher 
Spender aktiviert (Abb. 16 B, D). 
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Abbildung 14: Einfluss von Calcitriol auf die Zytokinsekretion in mononukleären Zellen 
männlicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex) bzw. 0,1 nM bis 1 
µM Calcitriol für 24 Stunden behandelt. (A, B) Mit paralleler LPS-Stimulierung (100 ng/ml). 
(C, D) Ohne LPS-Stimulierung. Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α (A, C) und 
IL-6 (B, D) ermittelt durch ELISA. Mittelwert und Standardfehler fünf unabhängiger Versuche. 
* P < 0,05; ** P < 0,01 verglichen mit LPS-stimulierten bzw. nicht stimulierten Zellen. 
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Abbildung 15: Einfluss von Calcitriol auf die Zytokinsekretion in mononukleären Zellen 
weiblicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex) bzw. 0,1 nM bis 1 
µM Calcitriol für 24 Stunden behandelt. (A, B) Mit paralleler LPS-Stimulierung (100 ng/ml). 
(C, D) Ohne LPS-Stimulierung. Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α (A, C) und 
IL-6 (B, D) ermittelt durch ELISA. Mittelwert und Standardfehler vier (mit LPS-Stimulierung) 
bzw. fünf (ohne LPS-Stimulierung) unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** P < 0,01 verglichen 
mit LPS-stimulierten bzw. nicht stimulierten Zellen. 
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Abbildung 16: Einfluss der Calcitriol-Vorbehandlung auf die Zytokinsekretion in 
mononukleären Zellen männlicher (A, B) und weiblicher (C, D) Spender. Die Zellen 
wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex) bzw. 0,1 nM bis 1.000 nM Calcitriol für 16 Stunden 
vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Dargestellt ist die 
relative Proteinmenge von TNF-α (A, C) und IL-6 (B, D) ermittelt durch ELISA. Mittelwert 
und Standardfehler sieben (Zellen männlicher Spender) bzw. drei (Zellen weiblicher Spender) 
unabhängiger Versuche. * P < 0,01; ** P < 0,001 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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3.2.4 Einfluss von Retinolsäure 

Die Behandlung mononukleärer Zellen männlicher und weiblicher Spender mit all-
trans- bzw. 9-cis-Retinolsäure für 24 Stunden bewirkte eine konzentrationsabhängige 
Reduktion der TNF-α- und IL-6-Sekretion (Abb. 17 und 18). Dieser Effekt konnte 
sowohl mit LPS-Stimulierung als auch ohne LPS-Stimulierung gezeigt werden. Der 
Retinolsäure-Effekt war bei der großen Mehrzahl der Versuchsbedingungen signifikant. 
Eine Ausnahme stellte der Einfluss von Retinolsäure und LPS auf die IL-6-Sekretion 
dar, welche nur bei einer Konzentration von 1 µM all-trans- und 9-cis-Retinolsäure 
(Zellen männlicher Spender) bzw. 100 nM 9-cis-Retinolsäure (Zellen weiblicher 
Spender) signifikant war. 
Außerdem wurde in mononukleären Zellen männlicher Spender eine Behandlung mit 
100 nM all-trans- bzw. 9-cis-Retinolsäure und 100 ng/ml LPS für drei, sechs, 12 und 24 
Stunden durchgeführt. Diese Versuche zeigten, dass die reduzierende Wirkung von 
Retinolsäure auf die TNF-α und IL-6-Sekretion bereits beim ersten Messpunkt, nach 
drei Stunden Behandlung, maximal ausgeprägt war. 
Die Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-Stimulierung 
für acht Stunden bewirkte in mononukleären Zellen männlicher und weiblicher Spender 
eine konzentrationsabhängige signifikante Reduktion der TNF-α-Sekretion (Abb. 19 A, 
C). Die IL-6-Sekretion wurde in Zellen männlicher Spender durch Retinolsäure-
Vorbehandlung aktiviert (signifikant bei 1 nM und 10 nM all-trans-Retinolsäure) und in 
Zellen weiblicher Spender konzentrationsabhängig reduziert (signifikant bei 100 pM 9-
cis-Retinolsäure) bzw. aktiviert (signifikant bei 1 µM all-trans- und 9-cis-Retinolsäure) 
(Abb. 19 B, D). 
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Abbildung 17: Retinolsäure reduzierte die Zytokinsekretion in mononukleären Zellen 
männlicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex), 0,1 nM bis 1.000 
nM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA) bzw. 9-cis-Retinolsäure (9-cis-RA) für 24 Stunden 
behandelt. (A, B) Mit paralleler LPS-Stimulierung (100 ng/ml). (C, D) Ohne LPS-Stimulierung. 
Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α (A, C) und IL-6 (B, D) ermittelt durch 
ELISA. Mittelwert und Standardfehler fünf unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** P < 0,01 
verglichen mit LPS-stimulierten bzw. nicht stimulierten Zellen. 
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Abbildung 18: Retinolsäure reduzierte die Zytokinsekretion in mononukleären Zellen 
weiblicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex), 0,1 nM bis 1.000 
nM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA) bzw. 9-cis-Retinolsäure (9-cis-RA) für 24 Stunden 
behandelt. (A, B) Mit paralleler LPS-Stimulierung (100 ng/ml). (C, D) Ohne LPS-Stimulierung. 
Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α (A, C) und IL-6 (B, D) ermittelt durch 
ELISA. Mittelwert und Standardfehler vier (mit LPS-Stimulierung) bzw. drei (ohne LPS-
Stimulierung) unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** P < 0,01 verglichen mit LPS-stimulierten 
bzw. nicht stimulierten Zellen. 
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Abbildung 19: Einfluss der Retinolsäure-Vorbehandlung auf die Zytokinsekretion in 
mononukleären Zellen männlicher (A, B) und weiblicher (C, D) Spender. Die Zellen 
wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex), 0,1 nM bis 1.000 nM all-trans-Retinolsäure (all-
trans-RA) bzw. 9-cis-Retinolsäure (9-cis-RA) für 16 Stunden vorbehandelt und anschließend für 
8 Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Dargestellt ist die relative Proteinmenge von TNF-α 
(A, C) und IL-6 (B, D) ermittelt durch ELISA. Mittelwert und Standardfehler sieben (Zellen 
männlicher Spender) bzw. drei (Zellen weiblicher Spender) unabhängiger Versuche. * P < 0,05; 
** P < 0,01 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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3.2.5 Vergleich von mononukleären Zellen und monozytären 
Zelllinien 

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, das Sekretionsverhalten frisch 
isolierter humaner mononukleärer Zellen und humaner monozytärer Zelllinien zu 
vergleichen. Die Zellen wurden typgerecht für 24 Stunden stimuliert: humane mononu-
kleäre Zellen wurden mit 100 ng/ml LPS, THP-1 mit 1 µg/ml LPS und U937 mit 10 
µg/ml LPS kombiniert mit 10 ng/ml PMA stimuliert. Parallel dazu wurden die Zellen 
mit 1, 10, 100 und 1.000 nM Dexamethason, Testosteron, Östradiol, Calcitriol und all-
trans-Retinolsäure behandelt und anschließend die Sekretion von TNF-α und IL-6 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.  
Eine übereinstimmende Wirkung dieser Hormone auf die Zytokinsekretion in humanen 
mononukleären Zellen und in den humanen monozytären Zelllinien konnte nur bei 
Behandlung mit Dexamethason und Retinolsäure im Falle der IL-6-Sekretion gezeigt 
werden. Die Behandlung von THP-1 und U937 mit Testosteron, Östradiol, Calcitriol 
bzw. Retinolsäure hatte unterschiedliche Wirkungen auf die Zytokinsekretion, die 
meistens nicht mit der Wirkung auf  humane mononukleäre Zellen übereinstimmte. So 
wurde z.B. die IL-6-Sekretion durch Östradiol in humanen mononukleären Zellen nicht 
beeinflusst, in THP-1 aktiviert und in U937 gehemmt.  
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Tabelle 4: Der Einfluss von Testosteron, Östradiol, Calcitriol und Retinolsäure auf die 
Sekretion von TNF-α (A) und IL-6 (B) in mononukleären Zellen und humanen 
monozytären Zelllinien. Mononukleäre Zellen wurden mit 100 ng/ml LPS, THP-1 mit 1 µg/ml 
LPS und U937 mit 10 µg/ml LPS, kombiniert mit 10 ng/ml PMA, stimuliert. Parallel dazu 
wurden die Zellen mit 100 nM Dexamethason, 1, 10, 100 und 1.000 nM Testosteron, Östradiol, 
Calcitriol bzw. all-trans-Retinolsäure für 24 Stunden behandelt. Anschließend wurde die 
Zytokinsekretion mithilfe von ELISAs ermittelt. Dargestellt ist der Einfluss auf die Zytokin-
sekretion von mindestens drei unabhängigen Versuchen. (↔) ohne Effekt; (↑) signifikant 
aktiviert; (↓) signifikant gehemmt, (↑↓) konzentrationsabhängig aktiviert oder gehemmt. * P < 
0,05 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
 
A 

 Dexamethason Testosteron Östradiol Calcitriol Retinolsäure 
Mononukleäre 

Zellen ↓ ↔ ↔ ↓ ↓ 

THP-1 ↓ ↔ ↔ ↔ ↔ 
U937 ↓ ↓ ↓ ↑ ↑ 

B 

 Dexamethason Testosteron Östradiol Calcitriol Retinolsäure
Mononukleäre 

Zellen ↓ ↔ ↔ ↓ ↓ 

THP-1 ↓ ↔ ↑ ↑↓ ↓ 
U937 ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
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3.3 Untersuchungen zur Zellvitalität 

Um einen eventuellen toxischen Einfluss der Hormone auf die Vitalität von humanen 
mononukleären Zellen auszuschließen, wurden MTS-Tests durchgeführt.  
Mononukleäre Zellen männlicher und weiblicher Spender wurden für 24 Stunden mit 
Dexamethason, Calcitriol bzw. Retinolsäure behandelt und für zwei Stunden mit MTS-
Substrat inkubiert. Calcitriol und beide Retinolsäure-Derivate hatten, in den zuvor im 
ELISA eingesetzten Konzentrationen, keinen Einfluss auf die Zellvitalität.  
100 nM Dexamethason reduzierte die Zellvitalität leicht (signifikant in mononukleären 
Zellen männlicher Spender) (Abb. 20). 
 
 

A B 
 
Abbildung 20: Retinolsäure und Calcitriol hatten keinen Einfluss auf die Zellvitalität in 
mononukleären Zellen männlicher (A) und weiblicher (B) Spender. Dexamethason senkte 
die Zellvitalität leicht. Die Zellen wurden mit 100 nM Dexamethason (Dex), 0,1 nM bis 1.000 
nM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA), 9-cis-Retinolsäure (9-cis-RA) bzw. Calcitriol für 24 
Stunden behandelt. Dargestellt ist die relative optische Dichte gemessen im MTS-Test. 
Mittelwert und Standardfehler vier (Zellen männlicher Spender) bzw. zwei (Zellen weiblicher 
Spender) unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** P < 0,01 verglichen mit nicht behandelten 
Zellen. 
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3.4 Untersuchungen zur Signaltransduktion 

Im weiteren Verlauf der Arbeit stand der Einfluss von Retinolsäure auf die Signaltrans-
duktion im Vordergrund. Die Aufgabe bestand darin, den Einfluss von Retinolsäure auf 
die TNF-α-Transkription und vorgeschaltete Signalwege aufzuklären.  
 

3.4.1 Einfluss von Retinolsäure auf die Transkriptmenge von TNF-α 

Wie in Kapitel 3.2.4 gezeigt werden konnte, reduziert Retinolsäure die LPS-stimulierte 
TNF-α-Sekretion in humanen mononukleären Zellen. In den folgenden Versuchen 
sollte untersucht werden, ob der Retinolsäure-Effekt bereits auf Transkriptebene 
nachweisbar ist. Dazu wurden mononukleäre Zellen männlicher Spender isoliert und über 
Nacht kultiviert. Am nächsten Morgen wurden die Zellen für sechs Stunden mit LPS 
stimuliert und mit 100 nM Dexamethason bzw. 1, 10, 100 und 1.000 nM all-trans-
Retinolsäure behandelt. Anschließend wurde die Gesamt-RNA isoliert und Northern 
Blot-Analysen durchgeführt.  
In nicht stimulierten Zellen ließ sich kein TNF-α-Transkript nachweisen. Die 
Stimulierung mit 100 ng/ml LPS aktivierte die TNF-α-Transkription. Die zusätzliche 
Behandlung der Zellen mit 1 nM und 10 nM all-trans-Retinolsäure hatte keinen 
Einfluss auf die TNF-α-Transkriptmenge. Die zusätzliche Behandlung der Zellen mit 
100 nM und 1 µM Retinolsäure hingegen, reduzierte die TNF-α-Transkriptmenge 
signifikant (Abb. 21). Auch die Behandlung mit LPS und 100 nM Dexamethason 
bewirkte eine reduzierte Transkriptmenge.   
Zusätzlich wurde eine Behandlung mit 1, 10 und 100 nM Calcitriol durchgeführt, 
welche die TNF-α-Transkriptmenge nicht signifikant beeinflusste (ohne Abb.). 
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Abbildung 21: Retinolsäure reduzierte die TNF-α-Transkriptmenge in mononukleären 
Zellen männlicher Spender. Die Zellen wurden für sechs Stunden mit 100 ng/ml LPS 
stimuliert und 100 nM Dexamethason (Dex) bzw. 0,1 nM bis 1.000 nM all-trans-Retinolsäure 
(all-trans-RA) behandelt. Es folgten Northern Blot-Analysen. Als Kontrolle diente die 
Transkriptmenge der 28S rRNA. (A) Exemplarischer Northern Blot-Film. Die erwartete Größe 
des TNF-α-Transkripts liegt bei 2.000 bp. Es wurden 5 µg RNA verwendet. Als Ladungs-
kontrolle diente die 28S rRNA Bande. (B) Graphische Darstellung der relativen Transkript-
menge von TNF-α. Mittelwert und Standardfehler dreier unabhängiger Versuche. * P < 0,05; ** 
P < 0,01 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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Einfluss von Retinolsäure auf die mRNA-Stabilität von TNF-α 

Die Transkriptmenge wird durch zwei Prozesse beeinflusst: zum einen durch die RNA-
Neusynthese und zum anderen durch den RNA-Abbau. Um den Einfluss von 
Retinolsäure auf den TNF-α-mRNA-Abbau zu untersuchen, wurde das Antibiotikum 
Actinomycin D eingesetzt, welches die RNA-Neusynthese unterbindet und so die 
Beobachtung des mRNA-Abbaus ermöglicht. 
Mononukleäre Zellen männlicher Spender wurden für drei Stunden mit LPS stimuliert, 
um die TNF-α-Transkription zu aktivieren. Es folgte eine Inkubation mit 2,5 µg/ml 
Actinomycin D allein oder in Kombination mit 1 µM all-trans-Retinolsäure für 10, 30, 
60 und 120 Minuten. Die Auswertung erfolgte mithilfe von Northern Blot-Analysen.  
Die Behandlung mononukleärer Zellen männlicher Spender mit Actinomycin D 
bewirkte einen kontinuierlichen Abbau der TNF-α-mRNA. Nach Behandlung für zwei 
Stunden konnten noch ca. 20 % der ursprünglich vorhandenen RNA nachgewiesen 
werden. Die zusätzliche Behandlung mit all-trans-Retinolsäure hatte keinen Einfluss 
auf den mRNA-Abbau und folglich ebenfalls keinen Einfluss auf die TNF-α-mRNA-
Stabilität (Abb. 22).  
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Abbildung 22: Retinolsäure hatte keinen Einfluss auf den TNF-α-RNA-Abbau in 
mononukleären Zellen männlicher Spender. Die Zellen wurden für drei Stunden mit 100 
ng/ml LPS stimuliert, anschließend für 10 bis 120 Minuten mit 2,5 µg/ml Actinomycin D allein 
oder parallel mit 1 µM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA) behandelt. Es folgten Northern 
Blot-Analysen. (A) Exemplarischer Northern Blot-Film. Es wurden 5 µg RNA verwendet. Als 
Ladungskontrolle diente die 28S rRNA Bande. (B) Graphische Darstellung der relativen 
Transkriptmenge von TNF-α. Mittelwert und Standardfehler zwei unabhängiger Versuche. 
* P < 0,05; ** P < 0,01 verglichen mit LPS- und Actinomycin D behandelten Zellen. 
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3.4.2 Einfluss von Retinolsäure auf die Aktivität von MAP-Kinasen 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) spielen eine wichtige Rolle bei der 
Weiterleitung extrazellulärer Signale, indem sie membranständige Rezeptoren mit 
intrazellulären Zielmolekülen verbinden.  
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Retinolsäure die Aktivität der MAP-Kinasen p38 
und ERK in humanen mononukleären Zellen beeinflusst. Dazu wurden zunächst 
mononukleäre Zellen männlicher Spender mit LPS für 15, 30 und 60 Minuten stimuliert 
und mithilfe von Western Blot-Analysen die MAP-Kinase-Proteinmenge bestimmt. Als 
Maß für die Aktivität der MAP-Kinasen diente die phosphorylierte Form, welche mit 
der nicht phosphorylierten Form verglichen wurde. 
Die LPS-Stimulierung von mononukleären Zellen für 15 und 30 Minuten bewirkte eine 
starke Induktion der ERK- und p38-Aktivität (Abb. 23). Nach LPS-Stimulierung für 60 
Minuten kehrte die MAP-Kinase Aktivität wieder in etwa auf das Niveau unstimulierter 
Zellen zurück. 
  
 

A 
 

B 
 
Abbildung 23: LPS aktivierte die MAP-Kinasen ERK und p38 in mononukleären Zellen 
männlicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 ng/ml LPS für 15, 30 und 60 Minuten 
stimuliert. Dargestellt sind exemplarische Western Blot-Filme mit Antikörpern gegen Phospho-
ERK 1/2 (A) und Phospho-p38 (B) und einer erwarteten Größe von 44/42 kDa bzw. 43 kDa. 
Als Ladungskontrolle diente die nicht phosphorylierte Form ERK2 (42 kDa) und p38 (43 kDa). 
Es wurden 75 µg Protein eingesetzt.  
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Einfluss von Retinolsäure auf die ERK-Aktivität 

Die Behandlung von mononukleären Zellen männlicher Spender für 15 Minuten parallel 
mit 1 µM all-trans-Retinolsäure bzw. 9-cis-Retinolsäure und 100 ng/ml LPS hatte 
keinen signifikanten Einfluss auf die ERK-Aktivität (ohne Abb.).  
Allerdings zeigte die Behandlung für 30 Minuten mit beiden Retinolsäure-Derivaten 
und LPS eine signifikante Reduktion der ERK-Aktivität (Abb. 24).  
Die Dexamethason-Behandlung reduzierte die ERK-Aktivität ebenfalls signifikant. 
Außerdem wurde eine Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender 
LPS-Stimulierung für 30 Minuten durchgeführt. Diese Behandlung hatte keinen 
signifikanten Einfluss auf die ERK-Aktivität (ohne Abb.).  

Einfluss von Retinolsäure auf die p38-Aktivität 

Die Behandlung von mononukleären Zellen männlicher Spender für 30 Minuten mit 1 
µM all-trans-Retinolsäure bzw. 9-cis-Retinolsäure und 100 ng/ml LPS, sowie die 
Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-Stimulierung für 
30 Minuten hatten keinen signifikanten Einfluss auf die p38-Aktivität. Auch die 
Behandlung mit 100 nM Dexamethason und 100 ng/ml LPS zeigte keinen signifikanten 
Einfluss auf die p38-Aktivität (Abb. 25). 
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Abbildung 24: Retinolsäure reduzierte die Aktivität von ERK1/2 in mononukleären Zellen 
männlicher Spender. Die Zellen wurden für 30 Minuten parallel mit 100 ng/ml LPS und 100 
nM Dexamethason (Dex), 1 µM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA) bzw. 9-cis-Retinolsäure 
(9-cis-RA) behandelt. Die Proteinmene von ERK wurde in Western Blot-Analysen 
nachgewiesen. (A) Exemplarischer Western Blot-Film mit einem Antikörper gegen Phospho-
ERK 1/2 und einer erwarteten Größe von 44/42 kDa. Als Ladungskontrolle diente die nicht 
phosphorylierte Form ERK2 mit einer erwarteten Größe von 42 kDa. Es wurden 30 µg Protein 
eingesetzt. (B) Relative Proteinmenge von Phospho-ERK 1/2, Mittelwert und Standardfehler 
vier unabhängiger Versuche. * P < 0,01; ** P < 0,001 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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A B 
 
Abbildung 25: Retinolsäure hatte keinen signifikanten Einfluss auf die p38-Aktivität in 
mononukleären Zellen männlicher Spender. Die Zellen wurden mit 100 ng/ml LPS und 100 
nM Dexamethason (Dex), 1 µM all-trans-Retinolsäure (all-trans-RA) bzw. 9-cis-Retinolsäure 
(9-cis-RA) bzw. behandelt. Die Proteinmene von ERK wurde in Western Blot-Analysen 
nachgewiesen. (A) Hormon-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-
Stimulierung für 30 Minuten. (B) Parallele Behandlung mit LPS und Hormon für 30 Minuten. 
Dargestellt ist die relative Proteinmenge, Mittelwert und Standardfehler drei bzw. zwei 
unabhängiger Versuche. * P < 0,01; ** P < 0,001 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen. 
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Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung der 
Immunantwort und der Entzündungsreaktion. Nach Stimulierung sezernieren sie pro-
inflammatorische Zytokine, darunter Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), welche u.a. wichtig sind für die Aktivierung der 
Immunantwort bei Infektionen und für die Gewebeheilung. Allerdings können diese 
Zytokine neben ihrem positiven auch einen negativen Einfluss nehmen. So kann eine 
massive Stimulation von Makrophagen zu einer überhöhten Produktion proinflamma-
torischer Zytokine führen, darunter insbesondere TNF-α. Diese löst möglicherweise 
einen septischen Schock aus, charakterisiert durch Fieber, intravaskuläre Gerinnung und 
multiples Organversagen. Trotz großer Bemühungen gibt es noch keine erfolgreiche 
Therapie für dieses Krankheitsbild. Es wird vermutet, dass in den USA jedes Jahr ca. 
50.000 Menschen an einem septischen Schock sterben (siehe z.B. [30]). Außerdem sind 
hohe Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine von Bedeutung für chronische, 
entzündungsbedingte Krankheiten, darunter rheumatoide Arthritis, Psoriasis und 
Morbus Crohn (Übersicht z.B. bei Elenkov et al. [2], O'Shea et al.  [31] und Hildebrand 
et al. [32]).  
Glucocorticoide wie das Cortisol sind schon seit einigen Jahrzehnten gut bekannt für 
ihre immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung (siehe z.B. [33]). Natürliche 
und synthetische Glucocorticoide werden für therapeutische Zwecke eingesetzt und sind 
auch heutzutage noch immer die Standardtherapie für immun- und entzündungsbedingte 
Krankheiten (Überblick z.B. bei Miner et al. [34] und Belvisi et al. [35]). Allerdings 
kann eine Glucocorticoid-Behandlung über längeren Zeitraum zu schwerwiegenden 
Nebenwirkungen führen, darunter Osteoporose und Diabetes (siehe z.B. [36, 37]), 
deshalb besteht ein hoher medizinischer Bedarf an antiinflammatorischen Wirkstoffen 
mit einem besseren Kosten-Nutzen-Verhältnis. Außerdem sind experimentelle und 
klinische Studien, welche sich mit der Regulierung der Entzündungsreaktion 
beschäftigen, nach wie vor von Bedeutung für die Entwicklung neuer antiinflamma-
torischer Wirkstoffe. 
In den letzten Jahren sind auch andere Wirkstoffe, mit potentiell immun-
modulatorischem Einfluss, in den Mittelpunkt des Interesses gerückt,  dazu zählen 
andere Steroidhormone, das Secosteroid Calcitriol und das Terpen-Derivat Retinolsäure 
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(zur Vertiefung siehe z.B. [38-40]). Allerdings ist erst wenig über die molekularen 
Mechanismen dieser Hormone in der Entzündungsreaktion bekannt.  
In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von Steroidhormonen, Calcitriol und 
Retinolsäure auf die Sekretion proinflammatorischer Zytokine in humanen mononukle-
ären Zellen untersucht werden. Um eventuelle geschlechtsspezifische Unterschiede in 
der Zytokinsekretion festzustellen, wurden sowohl Zellen männlicher als auch 
weiblicher Spender verwendet. Außerdem bestand die Aufgabe darin, den Einfluss von 
Retinolsäure auf die Signaltransduktion in LPS-stimulierten, humanen mononukleären 
Zellen aufzuklären.  
 

4.1 Charakterisierung der verwendeten Zellmodellsysteme 

Zu den mononukleären Zellen gehören Monozyten und Lymphozyten, welche den 
polymorphkernigen Granulozyten gegenübergestellt werden. Monozyten und Lympho-
zyten sind interessante Modellsysteme zur Untersuchung inflammatorischer Prozesse, 
da sie vielfältige Aufgaben in der Entzündungsreaktion übernehmen. Eine wichtige 
Funktion der Monozyten und Lymphozyten ist die Sekretion von Zytokinen, welche die 
Stärke, Dauer und Richtung der Entzündungsreaktion steuern (Übersicht z.B. bei [5]). 
Die hier untersuchten proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 werden 
hauptsächlich von Monozyten und Makrophagen gebildet. Deshalb wurde in der 
vorliegenden Arbeit versucht, den Anteil an Monozyten in der Zellkultur zu erhöhen. 
Der normale Anteil von Monozyten innerhalb der Blut-Lymphozyten beträgt vier bis 
acht Prozent (z.B. [29]). Die angewandte Methode zur Isolierung mononukleärer Zellen 
erzielte eine auf 55 Prozent Monozyten angereicherte Zellkultur. Daneben wurden T-
Lymphozyten mit einem Anteil von ca. 35 Prozent nachgewiesen. T-Lymphozyten 
spielen allerdings in dieser Arbeit eine vernachlässigbar kleine Rolle, da sie nur 
unwesentlich zur Sekretion von TNF-α beitragen [41]. Außerdem wird TNF-α nur von 
aktivierten T-Lymphozyten gebildet (z.B. [5]). Der verwendete Stimulus LPS ist zwar 
ein wichtiger Stimulus für Monozyten, aber unbedeutend für die T-Zell-Aktiverung 
(z.B. [42]). So berichten z.B. Raga et al. [43], dass die TNF-α-Sekretion in T-Lympho-
zyten nach Stimulation mit einem bakteriellen Produkt mindestens 10 Tage erforderte. 
Darüber hinaus konnten Wang et al.  [44] in LPS-stimulierten T-Lymphozyten keine 
messbare Sekretion von TNF-α feststellen. Diese Studien lassen vermuten, dass T-
Lymphozyten eine vernachlässigbar kleine Rolle in der TNF-α-Sekretion spielen. 
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Demnach sind in erster Linie Monozyten und Makrophagen für die Freisetzung von 
TNF-α verantwortlich, welche auch die entscheidenden Zielzellen der Hormonwirkung 
sind.  

Stimulierung der Zytokinsekretion 

Monozyten befinden sich im Blut normalerweise in einem passiven, nicht sekre-
torischen Zustand. Durch die Blutentnahme und den anschließenden Isolierungsprozess 
wurden die Zellen leicht aktiviert. Dies machte sich bemerkbar an der netzartigen 
Formation der Zellen, dem Adherieren der Zellen am Gefäßboden und der geringen, 
aber messbaren Zytokinsekretion.  
Einer der effektivsten Stimuli für Monozyten sind Lipopolysaccharide (LPS), welche 
ein wichtiger Bestandteil der Zellmembran Gram-negativer Bakterien sind. Monozyten 
reagieren auf eine LPS-Stimulierung mit der Expression einer Vielzahl proinflamma-
torischer Zytokine (z.B. [45]). Anhand der hier verwendeten humanen mononukleären 
Zellen sollte der LPS-stimulierte zeitliche Verlauf der TNF-α- und IL-6-Sekretion 
analysiert werden. Schon wenige Stunden nach der LPS-Stimulierung stieg die Sekre-
tion von TNF-α stark an und ging in eine Plateauphase über. Die Sekretion von IL-6 
hingegen stieg stetig mit der Zeit an und hatte nach 24 Stunden noch keine Plateauphase  
erreicht. Eventuell verläuft die Zytokin-Expression und -sekretion in LPS-stimulierten, 
humanen mononukleären Zellen über unterschiedliche, intrazelluläre Signalwege und 
führt so zu Differenzen im zeitlichen Verlauf.  
 
Darüber hinaus wurde ein eventueller geschlechtsspezifischer Unterschied in der 
Zytokinsekretion untersucht. Die basale Zytokin-Konzentration lag nach Kultivierung 
für 24 Stunden zwischen 50 und 100 pg pro 106 Zellen. Nach LPS-Stimulierung für 24 
Stunden betrug die TNF-α-Sekretion zwischen 1 und 10 ng pro 106 Zellen, die IL-6-
Sekretion zwischen 5 und 50 ng pro 106 Zellen. Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt, 
dass die Zytokinsekretion zwar in Abhängigkeit der verschiedenen Spender variierte, 
aber keine geschlechtsspezifischen Unterschiede aufwies, sowohl mit als auch ohne 
LPS-Stimulierung. 
In Übereinstimmung mit dieser Arbeit konnte auch in LPS-stimulierten Maus-
Makrophagen [46] und peritonealen Ratten-Makrophagen [47] kein geschlechts-
spezifischer Unterschied in der TNF-α-Sekretion festgestellt werden. Die IL-1-
Sekretion dagegen wurde in monozytären Zellen geschlechtsspezifisch moduliert. So 
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war die IL-1-Sekretion in LPS-stimulierten Makrophagen weiblicher Mäuse vierfach 
höher als in Makrophagen männlicher Mäuse [46]. Peritoneale Makrophagen weiblicher 
Ratten hatten eine höhere, nicht stimulierte IL-1-Sekretion als Zellen männlicher Ratten 
[47]. Außerdem berichten Lynch et al. [48], dass mononukleäre Zellen aus peripher-
venösem Blut (peripher blood mononuclear cells = PBMCs) weiblicher Spender unter 
nicht stimulierten Bedingungen mehr IL-1 sezernieren als PBMCs männlicher Spender. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nur bestimmte Zytokine geschlechtsspezifisch 
reguliert werden.  
 
Um in den monozytären Zelllinien THP-1 und U937 eine deutliche Steigerung der 
Zytokinsekretion zu erreichen, musste die LPS-Konzentration erhöht und im Fall von 
U937 eine zusätzliche Behandlung mit phorbol-myristate-acetate (PMA) durchgeführt 
werden. THP-1 wurden mit 1 µg/ml LPS erfolgreich stimuliert, U937 mit einer 
Kombination aus 10 µg/ml LPS und 10 ng/ml PMA.  
U937 lassen sich nicht durch LPS allein stimulieren, da sie den LPS-Rezeptor CD14 in 
undifferenziertem Zustand nicht exprimieren [49]. Die Arbeitsgruppe von Roberts et al. 
[50] zeigte, dass U937 Zellen durch Behandlung mit PMA sensitiv für die LPS-
Stimulierung und die nachfolgende Zytokinsekretion werden. PMA allein bewirkte eine 
leichte Induktion von TNF-α. Eine zusätzliche Behandlung mit LPS steigerte die TNF-
α-Expression und -Sekretion stark.  
 

4.2 Untersuchungen zur Zytokinsekretion 

Die folgenden Kapitel beschäftigen sich mit dem Einfluss der Steroidhormone 
Dexamethason, Testosteron, Östradiol, dem Secosteroid Calcitriol und dem Terpenoid 
Retinolsäure auf die Sekretion von TNF-α und IL-6. Dazu wurden mononukleäre Zellen 
männlicher und weiblicher Spender für 24 Stunden mit paralleler bzw. ohne LPS-
Stimulierung und mit den oben aufgeführten Hormonen behandelt. Außerdem wurde 
eine Hormon-Vorbehandlung für 16 Stunden mit anschließender LPS-Stimulierung für 
acht Stunden durchgeführt, dies ermöglichte eine eventuelle Hormonwirkung, bevor die 
LPS-Stimulierung einsetzte (siehe Abb. 11). 
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4.2.1 Einfluss von Dexamethason  

Glucocorticoide sind neben ihren vielfältigen metabolischen Funktionen gut bekannt für 
ihre starke immunsuppressive und entzündungshemmende Wirkung (Übersicht u.a. bei 
[51]). Sie senken die Aktivität und Bildung von Immunzellen und hemmen die 
Expression vieler Gene, die an der Entzündungsreaktion beteiligt sind, darunter 
Adhäsionsmoleküle, membranständige Rezeptoren und Zytokine (siehe z.B. [52]).  
 
Der Erwartung entsprechend zeigte die Behandlung humaner mononukleärer Zellen mit 
Dexamethason in allen Versuchen eine starke signifikante Reduktion der Zytokin-
sekretion. Auch die Dexamethason-Behandlung der humanen monozytären Zelllinien 
THP-1 und U937 bewirkte eine signifikant reduzierte Zytokinsekretion. 
In Übereinstimmung mit dieser Arbeit wurde in der Literatur eine Dexamethason-
vermittelte reduzierte TNF-α- und IL-6-Sekretion in verschiedenen monozytären Zellen 
beschrieben (u.a. bei [53-57]). 
 
Interessanterweise konnte in dieser Arbeit durch Dexamethason-Behandlung ein 
geschlechtsspezifischer Unterschied in der Zytokinsekretion nachgewiesen werden. Der 
Dexamethason-vermittelte reduzierende Einfluss auf die Sekretion von TNF-α und IL-6 
war in mononukleären Zellen männlicher Spender stärker ausgeprägt als in 
mononukleären Zellen weiblicher Spender. Der Unterschied in der Zytokinsekretion 
konnte mit und ohne LPS-Stimulierung gezeigt werden und war signifikant (P < 0,05). 
In der Literatur ist diese Problematik kaum untersucht. Eine Studie von Franchimont et 
al. [58] konnte, im Gegensatz zu dieser Arbeit, keinen geschlechtsspezifischen 
Unterschied in der Zytokinsekretion durch Dexamethason-Behandlung feststellen. Der 
entscheidende Unterschied lag hier wahrscheinlich im Modellsystem und in der Serum-
Konzentration. 
 
Zur Untersuchung eines eventuellen zelltoxischen Effekts wurde Dexamethason im 
MTS-Test eingesetzt. Dexamethason bewirkte in der verwendeten Konzentration von 
100 nM eine leichte Reduktion der Zellvitalität (signifikant bei  Zellen männlicher 
Spender), welche allerdings nicht im Verhältnis zu der stark ausgeprägten reduzierten 
Zytokinsekretion steht. Auch in Alveolar-Makrophagen [59] und U937 [60] beein-
trächtigte Dexamethason die Zellvitalität. Dieser Effekt war allerdings erst ab einer 
Dexamethason-Konzentration von 2,5 µM [59] bzw. 20 µM [60] signifikant.  
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Das Ergebnis dieser Arbeit deutet darauf hin, dass die antiinflammatorische Wirkung 
von Dexamethason möglicherweise bei Männern stärker ausgeprägt ist als bei Frauen. 
Ob dieses Ergebnis relevant für die therapeutische Anwendung von Glucocorticoiden 
ist, müsste in weiteren Studien geklärt werden. 
 

4.2.2 Einfluss von Sexualhormonen  

Experimentelle und klinische Studien deuten darauf hin, dass die Immunantwort bei 
Frauen stärker ausgeprägt ist als bei Männern. So haben Frauen einen höheren 
Antikörperspiegel und bilden als Antwort auf Infektionen größere Antikörpermengen 
als Männer. Außerdem haben Frauen ein höheres Risiko für Autoimmunerkrankungen. 
So ist die Wahrscheinlichkeit z.B. an rheumatoider Arthritis zu erkranken bei Frauen 
viermal größer als bei Männern (siehe z.B. [61]). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass Sexualhormone möglicherweise eine wichtige Rolle in der Regulierung der 
Immunantwort spielen (zur Vertiefung siehe z.B. Olsen et al. [38] und Ackerman et al. 
[62]).  
 
Allerdings konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Einfluss von Testosteron und 
Östradiol auf die Zytokinsekretion in mononukleären Zellen männlicher und weiblicher 
Spender festgestellt werden. Auch eine Variation der gewählten Versuchsbedingungen  
im zeitlichen Ablauf und in der Hormon-Konzentration zeigte keinen Einfluss der 
Sexualhormone auf die TNF-α- und IL-6-Sekretion. 
 
In der Literatur wird der Einfluss von Androgenen auf die TNF-α-Sekretion in monozy-
tären Zellen uneinheitlich beschrieben. In Übereinstimmung mit der vorliegenden 
Arbeit zeigte Testosteron keinen Einfluss auf die TNF-α-Sekretion in nicht stimulierten 
Knochenmark-Makrophagen der Maus [63] und in einer nicht stimulierten Gesamtblut-
Kultur weiblicher Spender [64]. Auch eine Testosteron-Vorbehandlung mit 
anschließender LPS-Stimulierung hatte keinen Einfluss auf die TNF-α-Sekretion in 
Knochenmark-Makrophagen der Maus [63]. Im Gegensatz dazu wurde in einigen 
anderen Studien eine Androgen-vermittelte reduzierte TNF-α-Sekretion beschrieben 
(Übersicht z.B. bei [65]). So ergab die Testosteron-Behandlung einen tendenziell 
reduzierenden Einfluss auf die TNF-α-Sekretion in Ratten-Makrophagen [66]. 
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Dehydroepiandrosteron (DHEA) reduzierte die TNF-α-Sekretion in Maus-
Makrophagen [67] und in einer in vivo Studie mit Mäusen [68].  
Im Gegensatz zur Regulierung der TNF-α-Sekretion beschäftigen sich nur wenige 
Studien mit dem Einfluss von Sexualhormonen, Calcitriol und Retinolsäure auf die 
IL-6-Sekretion.  
Die Testosteron-Behandlung hatte in Übereinstimmung mit dieser Arbeit keinen 
Einfluss auf die IL-6-Sekretion in LPS-stimulierten, humanen PBMCs [69]. Dagegen 
reduzierte Testosteron die IL-6-Sekretion in nicht stimulierten Monozyten männlicher 
Spender [70]. 
 
Auch der Einfluss von Östrogenen auf die TNF-α-Sekretion in monozytären Zellen 
wird kontrovers diskutiert. In Übereinstimmung mit dieser Arbeit hatte Östradiol keinen 
Einfluss auf die TNF-α-Sekretion in LPS-stimulierten Monozyten weiblicher und 
männlicher Spender [71], sowie auf die TNF-α-Sekretion in nicht stimulierten 
Monozyten weiblicher Spender [72]. Dagegen stimulierte Östradiol die TNF-α-
Sekretion z.B. in LPS-stimulierten, humanen PBMCs [73] und in nicht stimulierten 
Monozyten weiblicher Spender (Kramer 2004). Auch eine Östradiol-vermittelte 
reduzierte TNF-α-Sekretion wurde in monozytären Zellen beschrieben. Dazu zählen 
z.B. die Arbeiten von Deshpande et al. [74] und Rogers et al. [72], die mit LPS-
stimulierten Milz-Makrophagen aus Mäusen und mit nicht stimulierten, humanen 
Monozyten arbeiteten.  
Studien, die sich mit dem Einfluss von Östradiol auf die IL-6-Sekretion beschäftigten, 
zeigten sowohl einen stimulierenden (z.B. [73] [69]) als auch einen reduzierenden (z.B. 
[74]) Einfluss. 
 
In der hier eingesetzten humanen monozytären Zelllinie THP-1 hatte die  Behandlung 
mit Testosteron und Östradiol keinen signifikanten Effekt auf die LPS-stimulierte 
Zytokinsekretion. Dagegen bewirkte die Testosteron- und Östradiol-Behandlung der 
humanen monozytären Zelllinie U937 eine signifikante Reduktion der LPS- und PMA-
stimulierten Zytokinsekretion. In der Literatur wird anhand von PMA-stimulierten 
U937 eine Östradiol-vermittelte Aktivierung der TNF-α-Sekretion beschrieben, Testo-
steron dagegen hatte keinen Einfluss [75]. Die unterschiedliche Regulierung der U937 
Zelllinie war vermutlich hauptsächlich vom eingesetzten Stimulus abhängig. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Wirkung von Sexualhormonen auf die 
TNF-α- und IL-6-Sekretion in monozytären Zellen kontrovers diskutiert wird. Zwar 
berichten die Mehrzahl der Studien über einen reduzierenden Einfluss von Testosteron 
und Östradiol auf die TNF-α-und IL-6-Sekretion (Übersicht u.a. bei [65, 76]), allerdings 
konnte dieser Effekt in den hier verwendeten humanen mononukleären Zellen nicht 
bestätigt werden. Daraus wird deutlich, dass die Regulierung der Zytokinsekretion 
durch Sexualhormone von verschiedenen Faktoren abhängt. Die oben aufgeführten 
Studien deuten darauf hin, dass das Modellsystem (z.B. Spezies, Zelltyp) und die 
Stimulierung (z.B. LPS-, PMA- oder nicht stimuliert) eine entscheidende Rolle spielen. 
Im Fall der Östradiol-Behandlung scheint insbesondere die eingesetzte Hormon-
Konzentration von Bedeutung zu sein (siehe z.B. [77, 78]).  
 
Über den Aspekt der Zytokinsekretion hinaus wird auch der Einfluss von Sexual-
hormonen auf das Immunsystem kontrovers diskutiert (siehe z.B. Straub et al. [76] und 
Bouman et al. [79]), wobei überwiegend die Meinung vertreten wird, das Östrogene 
immunstimmulierend und Androgenen immunsuppressiv wirken (siehe z.B. Fimmel et 
al. [80] und Cutolo et al. [81]).  
 

4.2.3 Einfluss von Calcitriol  

Neben der wichtigen Rolle von Calcitriol im Knochen-Metabolismus und in der 
Calcium-Homöostase, beeinflusst Calcitriol viele Funktionen des Immunsystems. 
Calcitriol hemmt z.B. die T-Zellaktivierung und beeinflusst die Reifung, Differenzie-
rung und Migration von Antigen-präsentierenden Zellen, wie Monozyten, Makrophagen 
und dentritischen Zellen. Aufgrund seiner immunmodulatorischen Eigenschaften wird 
Calcitriol erfolgreich in der Therapie verschiedener Hautkrankheiten und Krebs einge-
setzt (zur Vertiefung siehe z.B. May et al. [39] und Deluca et al. [82]).  
 
In dieser Arbeit wurde die Zytokinsekretion durch Calcitriol uneinheitlich reguliert und 
zeigte deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede (Tabelle 5). So bewirkte die 
Behandlung mononukleärer Zellen männlicher Spender mit Calcitriol und LPS eine 
leichte, aber signifikante Reduktion der TNF-α und IL-6-Sekretion. Ohne LPS-
Stimulierung hatte Calcitriol keinen Einfluss auf die Zytokinsekretion. 
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In mononukleären Zellen weiblicher Spender wurde die LPS-stimulierte TNF-α-
Sekretion unterschiedlich reguliert: 100 pM und 1 nM Calcitriol hatten keinen Effekt, 
10 und 100 nM Calcitriol reduzierten und 1 µM Calcitriol aktivierte die TNF-α-
Sekretion. Die LPS-stimulierte IL-6-Sekretion wurde in Zellen weiblicher Spender nicht 
beeinflusst. Ohne LPS-Stimulierung hatte Calcitriol in Zellen weiblicher Spender 
keinen signifikanten Einfluss auf die TNF-α-Sekretion, aber reduzierte die IL-6-
Sekretion.  
Die Calcitriol-Vorbehandlung mit anschließender LPS-Stimulierung ergab in Zellen 
männlicher Spender keinen Einfluss auf die TNF-α-Sekretion und reduzierte die TNF-
α-Sekretion in Zellen weiblicher Spender. Die IL-6-Sekretion wurde durch Calcitriol-
Vorbehandlung in Zellen männlicher und weiblicher Spender aktiviert.  
Die Calcitriol-Behandlung zeigte im MTS-Test keinen Einfluss auf die Zellvitalität. 
Dementsprechend kann ein zelltoxischer Effekt von Calcitriol ausgeschlossen werden. 
 
Tabelle 5: Der Einfluss von Calcitriol auf die TNF-α- und IL-6-Sekretion in mono-
nukleären Zellen männlicher und weiblicher Spender ist uneinheitlich. (↔) kein Effekt; (↓) 
signifikant reduzierend; (↑) signifikant aktivierend; (↑↓) konzentrationsabhängig aktivierend 
oder reduzierend. 
 

 Behandlung mit Calcitriol 

mononukleäre Zellen mit LPS ohne LPS Vorbehandlung 
 TNF-α IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α IL-6 

männlicher Spender ↓ ↓ ↔ ↔ ↔ ↑ 
weiblicher Spender ↑↓ ↔ ↔ ↓ ↓ ↑ 

 
 
Auch in der Literatur wird der Einfluss von Calcitriol auf die TNF-α-Sekretion 
uneinheitlich beschrieben. In Übereinstimmung mit dieser Arbeit zeigten alle 
gefundenen Literaturbeispiele, in welchen monozytäre Zellen mit Calcitriol und LPS 
behandelt wurden, einen reduzierenden Einfluss auf die TNF-α-Sekretion. Darunter 
Studien mit humanen Monozyten [83], humanen PBMCs [84-87] und peritonealen 
Makrophagen [88]. Auch in klinischen Studien konnte durch Calcitriolgabe eine 
reduzierte TNF-α-Sekretion in isolierten PBMCs beobachtet werden [89]. 
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Die Calcitriol-Behandlung ohne LPS-Stimulierung hatte in den hier verwendeten mono-
nukleären Zellen männlicher Spender keinen Einfluss auf die Zytokinsekretion. Auch in 
nicht stimulierten, peritonealen Makrophagen konnte durch Calcitriol-Behandlung kein 
Einfluss auf die TNF-α-Sekretion festgestellt werden [90]. 
Die Methode der Calcitriol-Vorbehandlung bewirkte eine uneinheitliche Regulierung 
der TNF-α-Sekretion in den hier verwendeten humanen mononukleären Zellen. Auch in 
der Literatur wird der Einfluss der Calcitriol-Vorbehandlung in monozytären Zellen 
kontrovers diskutiert. So hatte die Calcitriol-Vorbehandlung einen aktivierenden 
Einfluss auf die TNF-α-Sekretion z.B. in Knochenmark-Makrophagen aus Mäusen [90]. 
Dagegen wurde ein reduzierender Effekt durch Calcitriol-Vorbehandlung in humanen 
Monozyten [91] und in humanen peritonealen Makrophagen [92] beschrieben. Diese 
entgegengesetzte Wirkung lässt sich u.a. durch Unterschiede im methodischen Design 
erklären. Die Calcitriol-Vorbehandlung für mindestens drei bis vier Tage aktivierte die 
TNF-α-Sekretion [90, 93]. Die Calcitriol-Vorbehandlung für ca. 16 Stunden reduzierte 
die TNF-α-Sekretion [91, 92]. Auch in dieser Arbeit wurde die TNF-α-Sekretion durch 
Calcitriol-Vorbehandlung für 16 Stunden in mononukleären Zellen weiblicher Spender 
reduziert, allerdings konnte dieser Effekt in Zellen männlicher Spender nicht bestätigt 
werden.  
 
Wie bereits erwähnt berichten wesentlich weniger Studien über einen Einfluss von 
Calcitriol auf die IL-6-Sekretion. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser 
Arbeit wurden auch in der Literatur uneinheitliche Effekte von Calcitriol auf die IL-6-
Sekretion gefunden. So reduzierte Calcitriol die IL-6-Sekretion in LPS-stimulierten, 
humanen PBMCs [85] und humanen Monozyten [83]. Die Behandlung humaner 
PBMCs mit Calcitriol und Stimulierung mit Con A hatte keinen Einfluss auf die IL-6-
Sekretion [94]. Die Calcitriol-Vorbehandlung bewirkte in humanen Monozyten eine 
konzentrationsabgängige Aktivierung oder Reduktion der IL-6-Sekretion [95]. Auch in 
klinischen Studien war der Einfluss von Calcitriol auf die IL-6-Sekretion uneinheitlich: 
Anhand von PBMCs gesunder Spender wurde sowohl eine Calcitriol-vermittelte 
reduzierte IL-6-Sekretion [89] als auch kein Einfluss auf die IL-6-Sekretion [96] 
gezeigt.  
 
In den hier eingesetzten monozytären Zelllinien THP-1 hatte die Calcitriol-Behandlung 
keinen Effekt auf die TNF-α-Sekretion und aktivierte bzw. reduzierte die IL-6-
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Sekretion konzentrationsabhängig. Dagegen ergab die Calcitriol-Behandlung in U937 
eine einheitlich aktivierte TNF-α- und IL-6-Sekretion. In Übereinstimmung mit diesem 
Ergebnis zeigten Öberg et al. [49] und Taimi et al. [97] in U937 eine Calcitriol-
vermittelte aktivierte IL-6-Sekretion.  
 
Insgesamt konnte die Wirkung von Calcitriol auf die Zytokinsekretion in monozytären 
Zellen bisher nicht vollständig geklärt werden. Die Mehrzahl der Studien, in denen 
monozytäre Zellen mit Calcitriol und LPS behandelt wurden, zeigte jedoch eine 
reduzierte TNF-α- und IL-6-Sekretion, welche anhand mononukleärer Zellen 
männlicher Spender bestätigt werden konnte. Über die Zytokinsekretion hinaus deuten 
auch klinische Studien auf einen eher immunsuppressiven Nettoeffekt von Calcitriol hin 
(Übersicht z.B. bei Brown et al. [98]). 
Interessanterweise zeigte die Calcitriol-Behandlung der hier verwendeten humanen 
mononukleären Zellen geschlechtsspezifische Unterschiede in der Regulierung der 
Zytokinsekretion. Speziell über eine geschlechtsspezifische Regulierung des Immun-
systems durch Calcitriol sind noch keine Literaturbefunde bekannt. Allerdings 
beschreiben zahlreiche Studien, wie bereits erwähnt, allgemeine geschlechtsabhängige 
Unterschiede in der Immunantwort (siehe z.B. Ackerman et al. [62]). Außerdem scheint 
das Geschlecht einen Einfluss auf die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik zu 
haben (Übersicht z.B. bei Schwartz et al. [99]). Deshalb wären weitere Studien über 
eine eventuelle geschlechtsspezifische Regulierung der Immunantwort durch Calcitriol 
sehr interessant. 
 

4.2.4 Einfluss von Retinolsäure  

Retinolsäure ist essentiell für viele nicht visuelle Funktionen der Retinoide, darunter das 
Wachstum und die Differenzierung von Epithelgewebe. Außerdem ist Retinolsäure von 
Bedeutung für die optimale Funktion des Immunsystems. So beeinflusst Retinolsäure in 
Monozyten z.B. die phagozytäre Aktivität, die Chemotaxis, die Expression von Zell-
oberflächenmarkern und die Zytokinsekretion (siehe z.B. [100]). In Monozyten und 
anderen Zielzellen wirkt Retinolsäure wachstumshemmend und differenzierungs-
fördernd. Aufgrund dieser Funktionen und der vermutlich antiinflammatorischen 
Eigenschaften werden natürliche und synthetische Retinoide, vergleichbar mit 

 71



4. Diskussion 

Calcitriol, erfolgreich in der Therapie verschiedener Hautkrankheiten und Krebs 
eingesetzt (Übersicht z.B. bei  Reifen et al. [40] und Zouboulis et al. [101]).  
 
In dieser Arbeit wurden die Retinolsäure-Derivate all-trans-Retinolsäure und 9-cis-
Retinolsäure verwendet, welche hauptsächlich für die Wirkung von Retinolsäure 
verantwortlich sind. All-trans-Retinolsäure und 9-cis-Retinolsäure binden an den 
Retinolsäure-Rezeptor (RAR). 9-cis-Retinolsäure, aber nicht all-trans-Retinolsäure, 
bindet an den Retinoid X-Rezeptor (RXR). RAR und RXR regulieren als Homo- oder 
Heterodimere die Genexpression. Als Heterodimer-Partner kommen auch andere 
nukleäre Rezeptoren in Frage: darunter der Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der Östrogen-
Rezeptor (ER) und der Thyroid-Rezeptor (T3R) (Übersicht z.B. bei [14, 15]). 
 
In den hier verwendeten mononukleären Zellen männlicher und weiblicher Spender 
hatte Retinolsäure einen überwiegend reduzierenden Einfluss auf die Zytokinsekretion 
(Tabelle 6). Die Retinolsäure-Behandlung mit und ohne LPS-Stimulierung reduzierte 
die TNF-α- und IL-6-Sekretion konzentrationsabhängig. Dieser Retinolsäure-Effekt war 
bereits im Bereich der physiologischen Retinolsäure-Konzentration signifikant und 
wurde durch supraphysiologische Konzentrationen noch verstärkt.  
Auch die Retinolsäure-Vorbehandlung mit anschließender LPS-Stimulierung reduzierte 
die TNF-α-Sekretion konzentrationsabhängig und signifikant. Im Gegensatz dazu 
wurde die IL-6-Sekretion in mononukleären Zellen männlicher Spender durch Retinol-
säure aktiviert und in mononukleären Zellen weiblicher Spender konzentrationsab-
hängig reduziert (100 pM 9-cis-Retinolsäure) bzw. aktiviert (1 µM all-trans- und 9-cis-
Retinolsäure).  
 
Um einen eventuellen toxischen Effekt durch Retinolsäure auf die Zellkultur 
auszuschließen, wurden MTS-Tests durchgeführt. Beide Retinolsäure-Metabolite hatten 
in den hier verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Zellvitalität von 
mononukleären Zellen männlicher und weiblicher Spender. Demnach ist die 
Retinolsäure-vermittelte reduzierte Zytokinsekretion ein spezifischer Effekt und nicht 
durch einen zelltoxischen Effekt ausgelöst. Auch in humanen Mikroglia-Zellen [102] 
und Ratten-PBMCs [103] beeinträchtigte eine Retinolsäure-Behandlung bis zu einer 
Konzentration von 3 µM die Zellvitalität nicht. Erst ab einer Konzentration von 10 µM 
wirkte Retinolsäure zelltoxisch [103].  
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Tabelle 6: Retinolsäure zeigte einen überwiegend reduzierenden Einfluss auf die TNF-α- 
und IL-6-Sekretion in mononukleären Zellen männlicher und weiblicher Spender.  
(↔) kein Effekt; (↓) signifikant reduzierend; (↑) signifikant aktivierend; (↑↓) konzentrations-
abhängig aktivierend oder reduzierend. 
 

 Behandlung mit  all-trans- bzw. 9-cis-Retinolsäure 

mononukleäre Zellen mit LPS ohne LPS Vorbehandlung 
 TNF-α IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α IL-6 

männlicher Spender ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ 
weiblicher Spender ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓↑ 

 
 
Unter allen in dieser Arbeit durchgeführten Versuchsbedingungen reduzierte 
Retinolsäure die TNF-α-Sekretion. In der Literatur wird der Einfluss von Retinolsäure 
auf die TNF-α-Sekretion in monozytären Zellen uneinheitlich beschrieben: So aktivierte 
Retinolsäure die TNF-α-Sekretion in nicht stimulierten, humanen PBMCs [104, 105]. 
Retinolsäure hatte keinen Einfluss auf die TNF-α-Sekretion in nicht stimulierten, 
humanen Monozyten [106] und in LPS-stimulierten, humanen Monozyten nach 
Hormon-Vorbehandlung [107]. Allerdings berichtet die Mehrzahl der Studien, wie diese 
Arbeit, über einen reduzierenden Einfluss auf die TNF-α-Sekretion. So bewirkte die 
parallele Behandlung mit Retinolsäure und LPS eine reduzierte TNF-α-Sekretion in 
Ratten-PBMCs [103], Ratten-Leber-Makrophagen [108], Ratten-Kupffer-Zellen [109, 
110], Maus-Makrophagen [88] und humanen Mikroglia-Zellen [102]. Ohne LPS-
Stimulierung konnte eine Retinolsäure-vermittelte reduzierte TNF-α-Sekretion in 
Ratten-Makrophagen [111] und Maus-Makrophagen [88] gezeigt werden. Auch durch 
Retinolsäure-Vorbehandlung wurde die TNF-α-Sekretion z.B. in Ratten-PBMCs 
reduziert [103].  
 
Die IL-6-Sekretion wurde in dieser Arbeit durch die Retinolsäure-Behandlung mit und 
ohne LPS-Stimulierung reduziert. Auch in der Literatur wurde schon mehrfach ein 
reduzierender Einfluss von Retinolsäure auf die IL-6-Bildung und -Sekretion beschrie-
ben. So reduzierte Retinolsäure die IL-6-Transkriptmenge z.B. in humanen Monozyten 
[100] und Ratten-Makrophagen [108]. Auf Proteinebene reduzierte Retinolsäure die IL-
6-Sekretion z.B. durch Behandlung mit 13-cis-Retinolsäure in nicht stimulierten Ratten-
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Makrophagen [111]. Allerdings konnte in nicht stimulierten, humanen Mikroglia-Zellen 
keine Regulation der IL-6-Sekretion festgestellt werden [102]. 
Die Retinolsäure-Vorbehandlung ergab in den hier verwendeten humanen mono-
nukleären Zellen eine überwiegend aktivierte IL-6-Sekretion. Dagegen berichten Gross 
et al. [100] anhand humaner PBMCs, dass die Retinolsäure-Vorbehandlung nach drei 
Tagen keinen und nach neun Tagen einen reduzierenden Einfluss auf die IL-6-Sekretion 
hatte. Der entscheidende Unterschied von dieser Arbeit und der Studie von Gross et al. 
[100] liegt wahrscheinlich im methodischen Design und in der Zelldifferenzierung.  
 
Die Behandlung der monozytären Zelllinie THP-1 mit Retinolsäure und LPS hatte 
keinen Einfluss auf die TNF-α-Sekretion. Auch Oeth et al. [107] konnten in LPS-
stimulierten THP-1 keinen Einfluss von Retinolsäure auf die TNF-α-Sekretion finden. 
Dagegen wurde in der murinen Makrophagen-Zelllinie J774 ein reduzierender Effekt 
durch Retinolsäure und LPS beschrieben [112].  
Die Behandlung der monozytären Zelllinie U937 mit Retinolsäure aktivierte die TNF-
α-Sekretion. Im Gegensatz dazu beobachteten Mou et al. [113] in U937 eine reduzierte 
TNF-α-Sekretion. In diesem Fall liegt der Hauptunterschied im verwendeten Stimulus. 
Hier wurde als Stimulus eine Kombination aus LPS und PMA verwendet, Mou et al. 
[113] setzten den pflanzlichen Stimulus Phytohemagglutinin (PHA) ein. 
 
Zusammenfassend beschreiben die Mehrzahl der Literaturbefunde und die Mehrzahl der 
Ergebnisse dieser Arbeit eine Retinolsäure-vermittelte reduzierte TNF-α- und IL-6-
Sekretion. In dieser Arbeit konnte der reduzierende Einfluss von Retinolsäure auf die 
TNF-α-Sekretion erstmals in humanen mononukleären Zellen gezeigt werden. Ein 
deutlicher geschlechtsspezifischer Unterschied in der Zytokinsekretion wie bei 
Dexamethason wurde durch Retinolsäure-Behandlung nicht beobachtet.  
Andere Studien berichten über eine Aktivierung oder auch über keine Beeinflussung der 
Zytokinsekretion durch Retinolsäure. Diese uneinheitliche Regulierung verdeutlicht die 
wichtige Rolle des Modellsystems und des methodischen Designs für den Retinolsäure-
Effekt. So variieren die eingesetzten Modellsysteme in der Spezies (z.B. Mensch oder 
Maus), im Zelltyp (z.B. PBMCs, Monozyten, Gewebemakrophagen, monozytäre 
Zelllinien), im Differenzierungsstatus (z.B. undifferenzierte Monozyten oder 
differenzierte Gewebemakrophagen), den exprimierten Rezeptoren (z.B. RAR, RXR) 
und Dimerisierungspartnern (z.B. ER oder VDR). Darüber hinaus ist das Geschlecht der 
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Zell-Spender entscheidend für den Retinolsäure-Effekt, wie in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt wurde. Allerdings blieb dieser Aspekt in der Literatur weitgehend unberück-
sichtigt.  
Das methodische Design variiert u.a. im eingesetzten Retinolsäure-Derivat (all-trans-, 
9-cis- oder 13-cis-Retinolsäure), der Retinolsäure-Konzentration, der Behandlungszeit 
und dem Versuchsablauf (z.B. mit oder ohne Vorbehandlung). Von besonderer Bedeu-
tung ist sicherlich die Stimulierung (z.B. LPS, PMA oder ohne Stimulus). 
Trotz der überwiegend reduzierenden Wirkung von Retinolsäure auf die Zytokinsekre-
tion monozytärer Zellen, bleibt der Einfluss von Retinolsäure auf die Zytokinsekretion 
in vivo und auf die gesamte Inflammation noch offen. Ein erster Anhaltspunkt für einen 
antiinflammatorischen Effekt in vivo findet sich z.B. bei Nozaki et al. [114]. Dies wäre 
eine sehr interessante Grundlage für weiterführende Studien. 
 
In den nachfolgenden Kapiteln soll ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit diskutiert 
werden: der Einfluss von Retinolsäure auf die Signaltransduktion der LPS-stimulierten 
TNF-α-Sekretion.  
 

4.3 Untersuchungen zur Signaltransduktion 

Die Bildung und Sekretion von TNF-α wird durch viele verschiedene Mechanismen der 
Signaltransduktion streng reguliert. Diese Mechanismen dienen u.a. der Kontrolle der 
Expression, der mRNA- und Protein-Stabilität, sowie der Sekretion von TNF-α (siehe 
z.B. [115-117]). 
Ein Einfluss von Retinolsäure auf die TNF-α-Bildung ist prinzipiell auf verschiedenen 
Ebenen der Signaltransduktion möglich (Abb. 26). Hierzu sind aus der Literatur bereits 
einige Beispiele in unterschiedlichen Modellsystemen bekannt. So zeigten z.B. Landis 
et al. [106] eine posttranslationale Regulation der TNF-α-Proteinmenge in humanen 
Monozyten. Retinolsäure modulierte die TNF-α-mRNA-Stabilität z.B. in humanen 
Knochenmark-Makrophagen [108] und Leber-Makrophagen aus Ratten [118]. Über 
eine transkriptionale Regulation wurde z.B. in Ratten-Kupffer-Zellen berichtet [110]. 
Retinolsäure regulierte verschiedene intrazelluläre Signalwege, welche zur Aktivierung 
der TNF-α-Transkription führten, darunter den NFκB-Signalweg [119, 120], den AP-1-
Signalweg [121, 122] und die MAP-Kinase-Signalwege [122-125]. Auf welchem intra-
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zellulären Signalweg der Retinolsäure-Effekt tatsächlich vermittelt wird, ist 
wahrscheinlich hauptsächlich vom Modellsystem abhängig.  
Zu dieser Schlussfolgerung kommt auch eine Studie von Means et al. [126], welche 
anhand unterschiedlicher humaner Gewebemakrophagen zeigten, dass die Regulierung 
der TNF-α-Transkription in Abhängigkeit vom Zelltyp über unterschiedliche intra-
zelluläre Signalwege verläuft. 
 
 

 
 
Abbildung 26: Möglicher Einfluss von Retinolsäure auf die verschiedenen Ebenen der 
Signaltransduktion, welche zur Aktivierung der TNF-α-Expression und -Sekretion 
führen. Die roten Zeichen stellen mögliche Angriffspunkte für Retinolsäure dar. 
 

4.3.1 Einfluss von Retinolsäure auf die Transkriptmenge von TNF-α 

Wie gerade beschrieben ist eine Interaktion von Retinolsäure mit verschiedenen 
zellulären Ebenen der Signaltransduktion möglich. Daher stellt sich die Frage: Welchen 
Einfluss übt Retinolsäure auf die Signaltransduktion speziell in humanen mono-
nukleären Zellen aus? Zur Aufklärung dieser Frage sollte zunächst untersucht werden, 
ob die Retinolsäure-vermittelte reduzierte TNF-α-Sekretion bereits auf Transkriptebene 
beobachtet werden kann. Tatsächlich bewirkte die Behandlung mit 100 nM und 1 µM 
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all-trans-Retinolsäure eine signifikante Reduktion der LPS-stimulierten TNF-α-Trans-
kriptmenge. Dieses Ergebnis legt nahe, dass insbesondere die Transkriptebene für den 
Retinolsäure-Effekt von Bedeutung ist.  
In der Literatur wird der Einfluss von Retinolsäure auf die TNF-α-Transkriptmenge in 
monozytären Zellen uneinheitlich beschrieben. In Übereinstimmung mit dieser Arbeit 
reduzierte Retinolsäure die TNF-α-mRNA-Menge z.B. in THP-1 und mononukleären 
Zellen aus Nabelschnurblut [127]. Dagegen berichten z.B. Mathew et al. [112] über eine 
aktivierte TNF-α-Transkriptmenge in der murinen Makrophagen-Zelllinie J774. 
 
Die Transkriptmenge wird nicht nur durch die RNA-Neusynthese, sondern auch durch 
den RNA-Abbau reguliert. Die Behandlung der hier verwendeten humanen mononukle-
ären Zellen mit Actinomycin D bewirkte einen zeitabhängigen, kontinuierlichen Abbau 
der TNF-α-mRNA. Die zusätzliche Behandlung mit Retinolsäure hatte keinen Einfluss 
auf den RNA-Abbau und dementsprechend ebenfalls nicht auf die RNA-Stabilität.  
 
Das Ergebnis dieser Untersuchungen lässt vermuten, dass nicht der RNA-Abbau 
sondern die RNA-Neusynthese für den Retinolsäure-Effekt entscheidend ist. Folglich 
scheint der Einfluss von Retinolsäure auf die TNF-α-Transkription und auf 
vorgeschaltete Signalwege eine wichtige Rolle zu spielen. 
 

4.3.2 Einfluss von Retinolsäure auf die Aktivität von MAP-Kinasen 

Der Mechanismus der LPS-stimulierten, intrazellulären Signaltransduktion wurde in 
monozytären Zellen bereits detailliert untersucht (Abb. 27, eine Übersicht findet sich 
z.B. bei Guha et al. [128]). Im Blut bildet LPS einen Komplex mit dem Lipopolysacch-
arid-bindenden Protein (LBP) und interagiert mit dem monozytären membranständigen 
Rezeptor CD14 (z.B. [129]). Das LPS-Signal wird an den transmembranen Toll-like 
Rezeptor 4 (TLR4) übertragen (z.B. [130]) und aktiviert eine Vielzahl intrazellulärer 
Signalwege, darunter den NFκB-Signalweg und die MAP-Kinase-Signalwege. Diese 
Signalwege münden in der Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und 
nukleärer Faktoren, z.B. NFκB und AP-1, welche die Transkription entzündungs-
abhängiger Gene regulieren.  
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Abbildung 27: Die LPS-Stimulierung von Monozyten aktiviert verschiedene intrazelluläre 
Signalwege  und Transkriptionsfaktoren. LPS bindet an das Serumprotein LBP und inter-
agiert mit dem monozytären membranständigen Rezeptor CD14. Daraufhin wird das LPS-
Signal an den transmembranen Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) und das MD-2 Protein übertragen 
und aktiviert eine Vielzahl intrazellulärer Signalwege. LPS stimuliert die Aktivierung der drei 
MAP-Kinase-Signalwege ERK, JNK und p38. Diese Signalwege phosphorylieren und 
aktivieren direkt oder indirekt verschiedene Transkriptionsfaktoren, darunter Elk-1, c-Jun, c-
Fos, ATF-1, ATF-2, SRF und CREB. Außerdem aktiviert LPS den IKK-Signalweg über 
MyD88, IRAK, und TRAF6. TAK1-TAB2 und MEKK1-ECSIT-Komplexe phosphorylieren 
IKKβ, welches wiederum IκBs phosphoryliert. Die daraus resultierende Degradation von IκBs 
ermöglicht die Translokation von NFκB/Rel-Komplexen (z.B. p50/p65) in den Zellkern. Der 
PI3K-Signalweg phosphoryliert und aktiviert p65 über eine unbekannte Kinase; aus [128]. 
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Dementsprechend ist die LPS-stimulierte TNF-α-Expression abhängig von speziellen 
intrazellulären Signalwegen. Viele Studien beschäftigen sich mit der Kontrolle der LPS-
stimulierten TNF-α-Transkription, wobei speziell in monozytären Zellen über verschie-
dene, teilweise widersprüchliche Ergebnisse berichtet wird. So vermuten z.B. Udalova 
et al. [131] und Swantek et al. [132], dass der NFκB-Signalweg wichtig ist für die 
Regulation der TNF-α-Expression. Andere Literaturbefunde sprechen gegen eine 
vorherrschende Funktion von NFκB (z.B. [108, 133]).  
In den letzten Jahren wurde insbesondere den MAP-Kinase-Signalwegen eine wichtige 
Rolle in der Signalweiterleitung in monozytären Zellen zugeschrieben. So konnte in 
humanen, monozytären Zellen gezeigt werden, dass LPS alle drei MAP-Kinase 
Signalwege stimuliert (z.B. [134, 135]), wobei die Aktivierung von p38 und ERK 
dominierte [136]. Der Einsatz von Inhibitoren des ERK-, p38- bzw. JNK-Signalwegs 
bewirkte eine deutliche Reduktion der TNF-α-Sekretion (z.B. [137]). Interessanterweise 
ergab die Kombination von ERK- und p38-Inhibitoren, auch ohne zusätzliche Inhibition 
von JNK, eine vollständige Hemmung der TNF-α-Sekretion [138-140]. Folglich 
scheinen insbesondere die MAP-Kinasen ERK und p38 für die LPS-stimulierte TNF-α-
Sekretion wichtig zu sein. Deshalb sollte in dieser Arbeit der Einfluss von Retinolsäure 
auf die ERK- und p38-Aktivität in humanen mononukleären Zellen untersucht werden. 
 
Zuerst wurde der zeitliche Verlauf der LPS-stimulierten MAP-Kinase-Aktivität 
analysiert. In den hier verwendeten humanen mononukleären Zellen bewirkte die LPS-
Stimulierung für 15 und 30 Minuten eine starke Induktion der ERK- und p38-Aktivität. 
Nach LPS-Stimulierung für 60 Minuten nahm die MAP-Kinase-Aktivität wieder 
deutlich ab. Ein vergleichbarer zeitlicher Aktivierungsverlauf von ERK und p38 wurde 
z.B. in humanen Monozyten [140] und der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 
[134] beobachtet. Demnach ist die LPS-stimulierte ERK- und p38-Aktivierung ein 
relativ schneller und kurzfristiger Vorgang.  
Nachdem die optimale Behandlungszeit für LPS bestimmt war, sollte ein eventueller 
Einfluss von Retinolsäure auf die ERK- und p38-Aktivität untersucht werden. Western 
Blot-Analysen zeigten, dass die p38-Aktivität durch Retinolsäure-Behandlung nicht 
reguliert wurde. Weder eine langfristige Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 Stunden 
mit anschließender LPS-Stimulierung, noch eine relativ kurzzeitige parallele Behand-
lung für 30 Minuten mit Retinolsäure und LPS hatten einen Einfluss auf die p38-
Aktivität.  
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Vergleichbar mit p38, wurde die ERK-Aktivität durch eine langfristige Retinolsäure-
Vorbehandlung nicht beeinflusst. Interessanterweise konnte aber gezeigt werden, dass 
eine kurzzeitige Behandlung mit Retinolsäure und LPS für 30 Minuten die ERK-
Aktivität signifikant reduzierte. 
 
In der Literatur wird der Einfluss von Retinolsäure auf die p38- und ERK-Aktivität in 
verschiedenen Modellsystemen uneinheitlich beschrieben. In Übereinstimmung mit 
dieser Arbeit hatte Retinolsäure keinen Einfluss auf die p38-Aktivität in TNF-α-
stimulierten, humanen Endothelzellen [122]. Dagegen reduzierte Retinolsäure die p38-
Aktivität in Angiotensin II-stimulierten Ratten-Kardiomyozyten [124] und H2O2-
stimulierten, humanen mesengialen Zellen [125]. Eine Retinolsäure-vermittelte stimu-
lierte p38-Aktivität zeigten Ko et al. [141] in nicht stimulierten THP-1. 
Eine mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbare Retinolsäure-vermittelte Reduzie-
rung der ERK-Aktivität wurde auch in einigen Literaturbefunden gezeigt. So reduzierte 
Retinolsäure die ERK-Aktivität in TNF-α-stimulierten, humanen Endothelzellen [122], 
in Angiotensin II-stimulierten Ratten-Kardiomyozyten [124] und in nicht stimulierten, 
humanen bronchialen Epithelzellen [123]. Dagegen berichten einige andere Studien 
über einen aktivierenden Einfluss von Retinolsäure auf die ERK-Aktivität, z.B. in 
H2O2-stimulierten, humanen mesengialen Zellen [125] und in nicht stimulierten, mono-
zytären Zelllinien (THP-1 [141], HL60 [44, 142]). 
 
Diese Studien verdeutlichen die wichtige Rolle des Stimulus und des Zelltyps für den 
Einfluss von Retinolsäure auf die MAP-Kinase-Aktivität.  
Der Einfluss von Retinolsäure auf die Signaltransduktion insgesamt scheint, wie auch 
jener auf die Zytokinsekretion, hauptsächlich vom Modellsystem und vom metho-
dischen Design abzuhängen.  
 
Zusammenfassend hatte Retinolsäure keinen Einfluss auf die p38-Aktivität in den hier 
verwendeten humanen mononukleären Zellen. Demnach scheint der p38-Signalweg 
nicht in den Retinolsäure-Effekt involviert zu sein. Allerdings konnte gezeigt werden, 
dass Retinolsäure die ERK-Aktivität signifikant reduzierte. Interessanterweise wurde 
dieser Effekt nicht durch eine langfristige Retinolsäure-Vorbehandlung, sondern durch 
eine kurzzeitige Retinolsäure-Behandlung für 30 Minuten vermittelt. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass Retinolsäure einen direkten Einfluss auf ERK oder auf 
Komponenten des ERK-Signalwegs ausübt. 
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Aus der Literatur sind sowohl direkte als auch indirekte Effekte von Retinolsäure auf 
die MAP-Kinase-Aktivität bekannt. So beschreiben z.B. Lee et al. [143], dass Retinol-
säure die JNK-Aktivität in Serum-stimulierten Bronchialkarzinomzellen über zwei 
verschiedene Mechanismen reduzierte. Eine Retinolsäure-Behandlung für 30 Minuten 
reduzierte die JNK-Aktivität über einen direkten Effekt; eine Retinolsäure-Behandlung 
für 24 Stunden über einen indirekten. Dieser indirekte Effekt war von der 
transkriptionalen Aktivität des Retinolsäure-Rezeptors abhängig und erforderte die 
Neusynthese der MAP-Kinase Phosphatase-1 (MKP-1). MKP-1 gehört zu den dual-
specificity MAP kinase phosphatases (Übersicht z.B. bei [144]) und reguliert die 
Dephosphorylierung und damit die Inaktivierung von MAP-Kinasen.  
Neben Lee et al. [143] berichten auch einige andere Studien über eine Abhängigkeit des 
Retinolsäure-Effekts von der MKP-1-Aktivität. So zeigten z.B. Palm-Leis et al. [124] in 
Angiotensin II-stimulierten Ratten-Kardiomyozyten, dass Retinolsäure die ERK-
Aktivität über die Induktion von MKP-1 reduzierte.  
In den bereits erwähnten Studien von Lee et al. [143] und Palm-Leis et al. [124], sowie 
in einer Studie von Xu et al. [125], war die Retinolsäure-vermittelte MKP-1-
Aktivierung abhängig von einer Protein-Neusynthese und von einer Retinolsäure-
Vorbehandlungszeit von mindestens zwei Stunden. Dies deutet darauf hin, dass der 
Einfluss von Retinolsäure auf die MKP-1-Aktivität ein indirekter langfristiger Effekt ist. 
Dagegen konnte in dieser Arbeit nach einer Retinolsäure-Vorbehandlung für 16 
Stunden kein Einfluss auf die ERK-Aktivität festgestellt werden. Folglich ist ein 
indirekter Einfluss von Retinolsäure auf die ERK-Aktivität, z.B. über eine stimulierte 
MKP-1-Expression, eher unwahrscheinlich. Vielmehr lässt der relativ schnelle 
Retinolsäure-Effekt vermuten, dass nicht eine Protein-Neusynthese, sondern vielmehr 
ein direkter Einfluss von Retinolsäure auf ERK oder Komponenten des ERK-
Signalwegs entscheidend ist. 
In Übereinstimmung damit berichten auch Jiang et al. [136] in Maus-Kupfferzellen, 
dass die LPS-stimulierte ERK-Aktivierung nicht von einer Protein-Neusynthese, 
sondern von einer schnellen Kinase-Aktivierung durch Phosphorylierung abhängig war. 
Ob der Einfluss von Retinolsäure auf die ERK-Aktiviät in humanen mononukleären 
Zellen tatsächlich durch eine direkte Interaktion mit ERK oder durch eine Interaktion 
mit vor- bzw. nachgeschalteten Komponenten des ERK-Signalwegs vermittelt wurde, 
gilt es in weiteren Studien zu klären.  
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Für eine wichtige Rolle des schnellen Retinolsäure-Effekts auf ERK sprechen auch 
Untersuchungen zur TNF-α-Sekretion. Beim ersten Messpunkt, nach drei Stunden 
Behandlung, war der reduzierende Einfluss von Retinolsäure auf die TNF-α-Sekretion 
bereits maximal ausgeprägt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Retinolsäure-
vermittelte reduzierte TNF-α-Transkriptmenge und -Sekretion im Wesentlichen von 
einem relativ schnellen Effekt auf die ERK-Aktivität abhängt.  
In Übereinstimmung mit der Hypothese dieser Arbeit wurde in verschiedenen 
monozytären Zellen gezeigt, dass der ERK-Signalweg entscheidend für die LPS-
stimulierte TNF-α-Expression ist (Shi et al. [145], Guha et al. [146], Scherle et al. 
[147]). Außerdem zeigten Shi et al. [145], dass die LPS-stimulierte ERK-Aktivität einen 
relativ schnellen Effekt auf die TNF-α-Transkription hat. So bewirkte die Hemmung 
der ERK-Aktivierbarkeit durch einen ERK-Inhibitor oder durch Überexpression eines 
dominant negativen ERK-Konstrukts eine reduzierte TNF-α-Transkription bereits nach 
LPS-Stimulierung für 30 bis 60 Minuten. Auch die TNF-α-Sekretion wurde bereits 
nach zwei bis vier Stunden stark reduziert.  
Darüber hinaus liefert eine Studie von Guha et al. [146] weitere Anhaltspunkte für die 
Signaltransduktion der LPS-stimulierten TNF-α-Expression. Diese Arbeitsgruppe 
zeigte anhand humaner Monozyten, dass der LPS-stimulierte MEK-ERK-Signalweg 
über die Phosphorylierung von Elk-1 zur Aktivierung der Egr-1-Expression führt, 
woraufhin Egr-1 über Bindung an den TNF-α-Promotor, die TNF-α-Expression 
stimuliert. Ob dieser Signalweg auch in den hier verwendeten humanen mononukleären 
Zellen durch LPS aktiviert wurde, müsste in weiteren Studien geklärt werden. 
 
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit erstmals ein reduzierender Einfluss von 
Retinolsäure auf die TNF-α-Sekretion in humanen mononukleären Zellen gezeigt. 
Darüber hinaus wurde ein Beitrag zur Aufklärung des Einflusses von Retinolsäure auf 
die dabei involvierte Signaltransduktion geleistet (Abb. 28). Weitere Studien sind not-
wendig, um die molekularen Mechanismen von Retinolsäure in der Entzündungs-
reaktion weiter aufzuklären und um eine bessere Abschätzung ihrer therapeutischen 
Einsatzmöglichkeiten zu gewinnen. 
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Abbildung 28: Einfluss von Retinolsäure auf die Signaltransduktion in LPS-stimulierten, 
humanen mononukleären Zellen. LPS bindet an einen spezifischen, membranständigen 
Rezeptor und aktiviert verschiedene intrazelluläre Signalwege, welche die TNF-α-Expression 
induzieren. Die Retinolsäure-Behandlung reduzierte die TNF-α-Sekretion. Dieser reduzierende 
Einfluss konnte bereits auf Transkriptebene gezeigt werden. So reduzierte Retinolsäure die 
TNF-α-Transkriptmenge ohne die mRNA-Stabilität zu beeinflussen, was auf eine wichtige 
Rolle der TNF-α-Transkription hinweist. Unter den vorgeschalteten intrazellulären Signalwegen 
scheint nicht der p38-, sondern der ERK-Signalweg von Bedeutung zu sein. Retinolsäure hatte 
keinen Einfluss nach langfristiger Hormon-Vorbehandlung, reduzierte aber die ERK-Aktivität 
nach einer relativ kurzen Behandlungsdauer von 30 Minuten. Dieser schnelle Effekt lässt 
vermuten, dass nicht eine Protein-Neusynthese, sondern vielmehr ein direkter Einfluss von 
Retinolsäure auf ERK oder Komponenten des ERK-Signalwegs für den Retinolsäure-Effekt 
entscheidend ist. 
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Die  Entzündung ist eine charakteristische Antwort auf einen äußeren oder innerlich 
ausgelösten Reiz. Das Ziel der Entzündungsreaktion ist es, den Körper in erhöhte 
Abwehrbereitschaft zu versetzen, den schädigenden Reiz zu beseitigen und die reizbe-
dingte Gewebeschädigung zu reparieren. Allerdings werden Abweichungen von einer 
normalen Entzündungsreaktion mit vielen Krankheiten in Zusammenhang gebracht, 
darunter rheumatoide Arthritis, Psoriasis und Morbus Crohn. In der Therapie dieser 
Krankheiten werden insbesondere Glucocorticoide eingesetzt, welche gut bekannt sind 
für ihre starke immunsuppressive und entzündungshemmende Wirkung. In den letzten 
Jahren sind auch andere Wirkstoffe mit potentiell immunmodulatorischem Einfluss in 
den Mittelpunkt des Interesses gerückt. Dazu zählen andere Steroidhormone, das 
Secosteroid Calcitriol und das Terpen-Derivat Retinolsäure. Obwohl diese Hormone 
unterschiedliche physiologische Funktionen ausüben, vereint sie ein gemeinsamer 
Wirkungsmechanismus: Sie binden in Zielzellen an spezifische nukleäre Rezeptoren, 
die als Transkriptionsfaktoren die Expression hormonabhängiger Gene regulieren.  
In dieser Arbeit sollte der Einfluss von Steroidhormonen, Calcitriol und Retinolsäure 
auf die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 unter basalen 
und LPS-stimulierten Bedingungen untersucht werden. Als Modellsystem dienten 
mononukleäre Zellen männlicher und weiblicher Spender. Die Behandlung mit dem 
synthetischen Glucocorticoid Dexamethason zeigte in allen Versuchen den erwarteten 
reduzierenden Einfluss auf die Zytokinsekretion und bestätigte so die Validität von 
Modellsystem und Methodik. Interessanterweise war der Dexamethason-Effekt in 
Zellen männlicher Spender stärker ausgeprägt als in Zellen weiblicher Spender. Die 
Behandlung mit Testosteron und Östradiol hatte dagegen keinen signifikanten Einfluss 
auf die TNF-α- und IL-6-Sekretion. Die Calcitriol-Behandlung ergab uneinheitliche 
Effekte, welche vom methodischen Design und vom Geschlecht der Zell-Spender 
abhängig waren. Die durch Retinolsäure erzielten Ergebnisse nehmen eine besondere 
Stellung in dieser Arbeit ein. Die Retinolsäure-Behandlung zeigte mit und ohne LPS-
Stimulierung einen durchgehend reduzierenden Einfluss auf die TNF-α- und IL-6-
Sekretion. Dieser Retinolsäure-Effekt war konzentrationsabhängig und wurde sowohl in 
Zellen männlicher als auch weiblicher Spender beobachtet.  
Im weiteren Verlauf der Arbeit stand der Einfluss von Retinolsäure auf die Signaltrans-
duktion im Vordergrund. So konnte die antiinflammatorische Wirkung von Retinolsäure 
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bereits auf Transkriptebene beschrieben werden. Retinolsäure reduzierte die TNF-α-
mRNA-Menge ohne die mRNA-Stabilität zu beeinflussen. Folglich scheint der Einfluss 
von Retinolsäure auf die TNF-α-Transkription und auf vorgeschaltete Signalwege von 
Bedeutung zu sein.  
Viele intrazelluläre Signalwege führen zu einer aktivierten TNF-α-Transkription. Aus 
der Literatur ist bekannt, dass speziell in monozytären Zellen die MAP-Kinase-
Signalwege eine wichtige Rolle spielen. Deshalb wurde der Einfluss von Retinolsäure 
auf die Aktivität der MAP-Kinase ERK untersucht. Interessanterweise hatte 
Retinolsäure keinen Einfluss nach langfristiger Hormon-Vorbehandlung, reduzierte aber 
die ERK-Aktivität nach einer relativ kurzen Behandlungsdauer von 30 Minuten. Dieser 
schnelle Effekt lässt vermuten, dass nicht eine Protein-Neusynthese, sondern vielmehr 
ein direkter Einfluss von Retinolsäure auf ERK, für die Retinolsäure-vermittelte 
Reduktion der TNF-α-Sekretion entscheidend ist. 
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit erstmals ein reduzierender Effekt von 
Retinolsäure auf die TNF-α-Sekretion in humanen mononukleären Zellen gezeigt. 
Darüber hinaus wurde ein Beitrag zur Aufklärung des Einflusses von Retinolsäure auf 
die dabei involvierte Signaltransduktion geleistet. Weitere Studien über den Einfluss 
von Retinolsäure auf die Zytokinsekretion in vivo und auf die gesamte Inflammation 
sind notwendig, um hierdurch eine bessere Abschätzung ihrer therapeutischen 
Einsatzmöglichkeiten zu gewinnen.  
 
 

 85



6. Summary 

6. Summary 

Inflammation is the characteristic biological response of vascular tissues to harmful 
stimuli. Its function is to activate immune defense, to remove the harmful stimulus and 
to repair damaged tissue. Abnormalities associated with inflammation are believed to be 
responsible for a series of diseases e.g. rheumatoid arthritis, psoriasis and Crohn's 
disease. Immune-suppressive drugs in particular glucocorticoids are used to treat these 
diseases. Recently new agents with potentially immune-modulating effects got into 
focus of interest, including other steroid hormones, the secosteroid calcitriol and the 
terpene derivate retinoic acid. Although these hormones regulate various physiological 
functions they share a common mechanism of action. In target cells they bind to nuclear 
receptors and thereby regulate the expression of a specific set of genes.  
The aim of my thesis was to investigate the influence of steroid hormones, calcitriol and 
retinoic acid on the basal, as well as LPS-stimulated secretion of the pro-inflammatory 
cytokines TNF-α and IL-6. Mononuclear cells of male and female donors served as a 
model-system. Treatment with the synthetic glucocorticoid dexamethasone showed the 
expected reduction of cytokine secretion, confirming the validity of the method and of 
the model-system. Interestingly, the reducing effect was more pronounced in cells of 
male than in cells of female donors, respectively. Testosterone and estradiol treatment 
showed no effect on cytokine secretion. Calcitriol had different effects on cytokine 
secretion, meaning activating, reducing or no effect, presumably depending on the 
method-design and the sex of the cell donor. Interestingly, retinoic acid reduced TNF-α 
and IL-6 secretion regardless of LPS stimulation. The retinoic acid effect was 
concentration dependent and could be demonstrated in cells of male and female donors.   
Another focus of this work was to analyse the molecular signal transduction processes 
leading to reduced TNF-α secretion upon retinoic acid treatment. Reduced TNF-α 
transcript levels were observed, while TNF-α mRNA stability was not affected, 
indicating that retinoic acid presumably affects upstream intracellular pathways and 
transcription. Since MAP kinases are important in the process of LPS-stimulated 
cytokine transcription, especially in monocytic cells, I investigated the influence of 
retinoic acid on MAP kinase activity. While p38 MAP kinase activity was not affected, 
retinoic acid reduced the activity of ERK after 30 minutes of treatment, although no 
reduction of ERK activity could be observed after long-term treatment. The fast effect 
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indicates that not de novo protein synthesis but a direct effect on ERK is involved in the 
retinoic acid mediated inhibition of TNF-α secretion. 
 
In conclusion this work demonstrates for the first time the reducing effect of retinoic 
acid on TNF-α secretion in human mononuclear cells. Moreover the achieved results 
contributed to the clarification of the retinoic acid effect on signal transduction. 
To appraise the potential of retinoic acid in therapeutic applications further studies on 
its influence on cytokine secretion in vivo and on inflammation in general are necessary. 
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