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1. Einleitung 

 

1.1 Das Krankheitsbild der Sarkoidose 

 

Die Sarkoidose, die synonym auch als Morbus Boeck bezeichnet wird, ist eine 

Multisystemerkrankung unklarer Genese. Sie ist gekennzeichnet durch eine chronische 

Inflammation, welche zu mononukleären Zellinfiltrationen und Bildung von epitheloidzelligen 

Granulomen führt. [94, 137] Diese zeigen sich insbesondere in der Lunge – sie können sich 

aber auch in vielen anderen Organen bilden. [141]  

 

Bei einer Prävalenz von 50 pro 100.000 Einwohner in Westeuropa und einer Inzidenz von 

10 pro 100.000 Einwohner im Jahr handelt es sich um eine seltene Erkrankung. Junge 

Erwachsene zwischen 20 und 40 Jahren sind hierbei am häufigsten betroffen. In der Klinik 

wird eine seltene akute Form der Sarkoidose, das sogenannte Löfgren Syndrom, von einer 

häufigen chronischen Form der Sarkoidose unterschieden. Die akute Form betrifft 

besonders junge Frauen und wird durch einen plötzlichen Krankheitsbeginn mit einer 

typischen Symptomtrias, bestehend aus Arthritis, Erythema nodosum und 

Lymphadenopathie, charakterisiert. Die chronische Form zeigt meist einen schleichenden 

Beginn und wird häufig als Zufallsbefund diagnostiziert. Sie betrifft zu 95% die Lunge und 

weist eine typische Diskrepanz zwischen gutem subjektivem Befinden und ausgeprägten 

objektiven Befunden auf. Die internationale Einteilung wird nach Röntgen-Thoraxbefunden  

in verschiedene Typen vorgenommen. [52]  Neben der Hauptmanifestation in der Lunge 

können auch extrapulmonale Organe wie etwa die Haut, Augen, Parotis, Herz und viele 

weitere Organe betroffen sein. Die Diagnose wird anhand der Manifestationsorte, des 

histologischen Nachweises, der Zytologie der broncho-alveolären Lavage und nach 

Ausschluss einer infektiösen Genese gestellt. In akuten Fällen ist oft keine Behandlung 

notwendig – meistens kommt es zu einem selbstlimitierenden Verlauf mit spontaner 

Ausheilung innerhalb von 24 bis 36 Monaten. [97, 145] Ein schleichender Beginn führt 

jedoch fast immer zu einer chronischen Erkrankung, die im Verlauf behandlungsbedürftig 

wird. [97, 145] 

Bei schwereren Fällen wird in Abhängigkeit des Typs und der betroffenen Lokalisationen für 

etwa 12 Monate mit systemischen Kortikosteroiden behandelt. Diese können auch lokal zur 

Anwendung kommen. Bei Nichtansprechen oder Langzeitanwendung wird Prednisolon in 

Kombination mit Immunsuppressiva, wie etwa Methotrexat angewandt. In seltenen, 

schweren Fällen wird eine spezifische anti-TNF-α-Therapie versucht. [2] 

Die Letalität der Sarkoidoserkrankung liegt bei etwa 5%. Als Ultimo ratio bietet eine 

Lungentransplantation die äußerste Therapieoption. [99] 
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1.2  Die Ätiologie der Sarkoidose 

 

Die Sarkoidose ist eine systemische granulomatöse Erkrankung, deren Ursache seit der 

Beschreibung im Jahr 1889 und 1899 durch Ernest Besnier und Caesar Peter Moeller Boeck  

[10, 70] bis heute nicht geklärt ist. Es wird ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren in 

Kombination mit genetischen und immunologischen Faktoren vermutet. [94, 98] 

In epidemiologischen Studien zeigen sich familiäre Häufungen, die für eine genetische 

Prädisposition sprechen. So haben Geschwister von Erkrankten ein fünffach erhöhtes Risiko 

ebenfalls zu erkranken. [111] Des Weiteren lassen sich verschiedene Inzidenz- und 

Prävalenzraten in unterschiedlichen Populationen und ethnische Gruppen finden. [54, 79] Es 

wird angenommen, dass genetische prädisponierende Faktoren einen Einfluss darauf 

haben, ob sich die Erkrankung Sarkoidose manifestiert. [18, 63] In diesem Zusammenhang 

wurden die major histocompatibility complex genes (MHC) im Hinblick auf bestimmte Allele 

des humanen Leukozyten-Anitgens (HLA) untersucht. [44, 122]  

Auch Toll-like-Rezeptoren (TLR), die an der Reaktion der unspezifischen Immunabwehr 

beteiligt sind, werden mit dem Krankheitsbild der Sarkoidose verknüpft. So wurde in einer 

Studie gefunden, dass eine fehlerhafte TLR-2-Antwort in der Pathogenese der 

Lungensarkoidose eine Rolle spielt. [42, 142] Außerdem wurde eine bisher unidentifizierte 

Variante des TLR-4 untersucht, welche eine Prädisposition für Sarkoidose zu fördern 

scheint. [117] In einer weiteren Studie konnte zudem ein hoch signifikanter Zusammenhang 

zwischen Patienten mit chronischem Krankheitsverlauf und einem Polymorphismus des 

TLR-4-Gens gestellt werden. [102] Es wird also nicht nur ein genetischer Einfluss auf die 

Entstehung der Sarkoidose, sondern auch auf den Verlauf der Erkrankung vermutet. Als 

möglicher Prädispositionslokus wurde des Weiteren das BTNL2 Gen auf Chromosom 6 

untersucht. Dieses spielt eine Rolle in der Regulation der T-Zellaktivierung. [136]  

 

In einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS: genome wide association study) wurde 

von Hoffmann et al ein neuer Prädispositionslokus für Sarkoidose auf Chromosom 12q13.3-

q14.1 identifiziert. [56] Hierbei konnte OS9 (osteosarcoma amplified 9) als ein 

wahrscheinlicher Risikofaktor für Sarkoidose ermittelt werden. [56]  

Dieser genetische Risikolokus wurde bisher im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen, 

wie der rheumatoiden Arthritis, Typ 1 Diabetes, Multipler Sklerose und Zöliakie untersucht. 

[6, 40, 43, 159]  

OS9 (osteosarcoma amplified 9) ist ein sogenanntes Osteosarkom-Protein, welches durch 

das OS9 Gen kodiert wird. In Osteosarkomen wird das Gen stark exprimiert. [78] Das 

mutmaßliche Risikogen des OS9 spielt einerseits eine wichtige Rolle in der ERAD (ER-

assoziierter Abbau) von un- oder falschgefalteten Proteinen, und andererseits in der 

Induktion einer Antigen-T-Zellantwort. [146] 
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In dieser Arbeit soll unter anderem der Einfluss des OS9 auf die Manifestation der 

Erkrankung Sarkoidose, sowie auf deren Verlauf  untersucht werden. Genetische 

Risikoprofile für Sarkoidose und ihr Einfluss auf die Immunpathogenese sind Gegenstand 

aktueller Forschung. [36] 

 

Neben diesen zahlreichen Hinweisen auf eine genetische Prädisposition, wird zusätzlich von 

einem Trigger aus der Umwelt ausgegangen. Es wird vermutet, dass eine übermäßige 

granulomatöse Reaktion nach Exposition mit einem nicht identifizierten Antigen bei 

Individuen mit genetischer Anfälligkeit die Erkrankung auslösen kann. [123, 137] Dabei 

handelt es sich wahrscheinlich um verschiedene, schlecht abbaubare Antigene infektiösen 

oder umweltbedingten Ursprungs, die diese Reaktion triggern. [14] Es wird die Exposition 

zahlreicher verschiedener Schadstoffe der Umwelt als Trigger der Sarkoidose diskutiert. So 

zeigte sich eine starke Zunahme der Inzidenz sarkoidoseähnlicher granulomatöser 

Lungenerkrankungen bei Helfern des 11.Septembers 2001, die dem Staub des World Trade 

Centers ausgesetzt waren. Im folgenden ersten Jahr stieg die Inzidenz auf 86 von 100 000 

bei einer ursprünglich stabilen Inzidenz von 15 pro 100 000 Einwohner in den Jahren zuvor. 

[68] Als mögliche infektiöse Antigene wurden insbesondere Mykobakterien und deren 

Bestandteile in zahlreichen Studien untersucht. [5, 24–26]  

Auch in dieser Arbeit wurde das Mykobacterium tuberculosis als Stimulanz verwendet. 

Dabei werden Mykobakterien schon seit langem als potentielle ätiologische Trigger für 

Sarkoidose vermutet, auch aufgrund der histologischen Ähnlichkeiten zwischen Tuberkulose 

und Sarkoidose. [46] In einer Metaanalyse von Studien zur Rolle von Mykobakterien bei der 

Sarkoidose aus den Jahren 1980 bis 2006 wurde eine nachweislich mykobakterielle 

Anwesenheit (DNA/RNA) in sarkoiden Läsionen aufgezeigt, die einen Zusammenhang 

zwischen Mykobakterien und einigen Fällen von Sarkoidose nahe legt. [45] In weiteren 

Studien wurde M.tb. DNA für das Protein mKatG (Mycobacterium tuberculosis catalase-

peroxidase G) in 38% der Biopsien und IgG für mKatG in über der Hälfte der 

Sarkoidosepatienten nachgewiesen. Dies lässt vermuten, dass mKatG eine der 

Angriffspunkte der adaptiven Immunantwort ist und an der Entstehung der granulomatösen 

Inflammation der Sarkoidose beteiligt ist. [121] Als Liganden für Mycobacterium tuberculosis 

dienen hierbei Toll-like-Rezeptoren. [42] Der Zusammenhang zwischen mykobakteriellen 

Antigenen und systemischer Sarkoidose wird auch in weiteren Studien gestellt. [22, 100] 

Jedoch konnte er nicht bei allen Patienten nachgewiesen werden und so bleibt das 

Mykobakterium zwar ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der Erkrankung, es ist wohl 

jedoch kein eindeutiger ursächlicher „Sarkoidose-Stimulus“. Mykobakterien werden weiterhin 

Gegenstand experimenteller und klinischer Forschung im Rahmen der Sarkoidose sein. 
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In dieser Arbeit wurde das Glykolipid Trehalose 6,6’-dimycolat (TDM) zur Stimulation der 

hier eingesetzten Zelllinie und der BAL-Zellen verwendet. Es ist Bestandteil der 

mykobakteriellen Zellwand.  

In einer Studie wurde die Vermutung geäußert, dass die Anwesenheit von TDM ein wichtiger 

Faktor für eine erfolgreiche Infektion und das Überleben des M. tb. in Makrophagen ist [66] 

Es hat dabei Auswirkungen auf die Immunantwort der betroffenen Zellen. [37] Darüber 

hinaus ist es für die Bildung der pulmonalen Granulome mitverantwortlich – gekoppelt über 

die Freisetzung an TNF-α. [114] Weiterhin wurde hier das Glykolipid Lipoarabinomannan, 

LAM, als Stimulanz genutzt. Es ist ebenfalls Bestandteil der äußeren Wandschicht von 

Mykobakterien. Die Erkennung von Mykobakterien durch Makrophagen und dendritische 

Zellen geschieht primär über LAM-Identifizierung auf der mykobakteriellen Zelloberfläche 

durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) – insbesondere durch TLR2. [138] Dies macht die 

Bedeutung von LAM für die Mykobakterien deutlich. Als Agonist für TLR1 und TLR2 kann es 

über einen transmembranären Signalweg zur Aktivierung der Zelle führen. [130] Zudem 

kann eine Immunantwort eingeleitet werden [106] – dabei spielen der NFkB Signalweg und 

der Map Kinase Signalweg eine Rolle. [131] Die Aktivierung der Makrophagen über TLRs 

durch Mykobakterien verursacht zudem die vermehrte Produktion zahlreicher Zytokine, wie 

etwa TNF-α, Il1-β, IL-6, IL-12 und IFN-γ. [138] Des Weiteren besitzt LAM einen 

Mannosylrest, [39, 134] welcher als Ligand für die MRH-Domäne des OS9 dienen kann und 

so direkt am ERAD (ER-assoziierter Proteinabbau) beteiligt sein könnte. 
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Auch Propionibakterien, kommensale Bakterien der Hautflora, werden immer wieder in 

Zusammenhang mit der Sarkoidose gebracht. In einer Studie von Eishi et al konnte gezeigt 

werden, dass Propionibacterium acnes (P. acnes) eine zelluläre Immunantwort bei 

Sarkoidosepatienten auslöst. [31] Im Vergleich wurde eine signifikant stärkere 

Antikörperantwort auf P. acnes-Proteine durch BAL von Sarkoidosepatienten ausgelöst als 

bei Kontrollen. [55] Im Tierversuch konnte zudem bei den Mäusen eine pulmonale 

Granulombildung induziert werden, welche an einer latenten P. acnes Infektion der Lungen 

litten. [87] Antibiotika verhinderte ein Fortschreiten der Granulomentwicklung. Es wird 

angenommen, dass eine latente P. acnes Infektion in systemischen Organen durch weitere 

Trigger zu einer systemischen Sarkoidose führen kann. [31] 

In einer großen Metaanalyse von Zhou et al konnte ein Zusammenhang von P. acnes und 

einigen Sarkoidosefällen unterstützt werden. [161]  

Das Propionibacterium spp. konnte auch direkt in  Lymphknotenbiopsien nachgewiesen 

werden. [30, 58] Doch auch bei Kontrollen kann P. acnes in Gewebeproben nachgewiesen 

werden. [67] Als möglicher Trigger wurde P. acnes in dieser Arbeit als Stimulanz verwendet. 

Es besitzt die Fähigkeit die Produktion von TNF-α  von THP1 Zellen zu steigern. [77]  

Eine Hemmung des P. acnes führt wiederum zu einer verminderten Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-α und IL-8. [76] Die Anwendung dieser 

Erkenntnisse in Form der therapeutischen Gabe von Clarithromycin ermöglichte die 

erfolgreiche Behandlung eines P. acnes positiven Sarkoidosefalles. [128] Die Rolle von P. 

acnes im Rahmen der Sarkoidose ist noch ungeklärt, jedoch scheint es zumindest 

zusammen mit anderen Faktoren an der Pathogenese der Sarkoidose beteiligt zu sein. 

Trotz zahlreicher Studien zu verschiedenen infektiösen Agenzien und Triggern aus der 

Umwelt, konnte bisher kein eindeutiger „Sarkoidose-Stimulus“ identifiziert und 

nachgewiesen werden.  
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1.3  Die Immunpathogenese der Sarkoidose und die Rolle der Alveolarmakrophagen 

 

Als typisch pathologische Veränderung finden sich in den betroffenen Organen nicht-

verkäsende, epitheloidzellige Granulome mit Langhans’ Riesenzellen und einem schmalem 

Lymphozytensaum. [52] Die mehrkernigen Riesenzellen können dabei zum Teil laminare 

Kalzium-Protein-Körper, sogenannte Schaumann-Körper [133], sowie sternförmige 

Einschlüsse, die Asteroid-Körper, enthalten. Bei der Entstehung der Granulome und einer 

begleitenden Alveolitis wird von einer Immunpathogenese ausgegangen, die in folgender 

Abbildung dargestellt wird. [80, 170] 

 

 

Abb.1.1: Die Abbildung zeigt die Immunpathogenese der Sarkoidose, sowie deren Verlauf mit 

Beteiligung zahlreicher Zytokine, T-Zellen und Makrophagen. Der ursprüngliche Sarkoidose-Stimulus 

ist bis heute ungeklärt. 

 

Eine aktuelle Hypothese zur Immunpathogenese der Sarkoidose postuliert, dass ein bisher 

unbekanntes Sarkoidoseantigen T-Zellen und Makrophagen stimuliert – es sind also sowohl 

die zelluläre als auch die humorale Immunität an der Pathogenese beteiligt. Über eine 

Mediatorfreisetzung dieser Zellen, darunter Interleukin-12, TNF-α und IFN-γ, kommt es zu 

einer Rekrutierung und Aktivierung von weiteren Immunzellen. [94]  

Diese Immunantwort verursacht eine Alveolitis, welche durch weitere Zytokine und 

regulatorische T-Zellen, sogenannte Tregs, entweder zu einer Spontanremission oder einer 

Progredienz der Erkrankung führt. Die klinische Manifestation ist dabei von genetischen und 

immunologischen Komponenten abhängig. [92] 
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Neben den alveolären T-Zellen spielen die Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle 

in der Immunpathogenese. [167] Bei einem starken Anstieg der Zellzahl in der 

bronchoalveolären Lavage, zeigt sich zwar ein Anstieg der absoluten Zahl an 

Alveolarmakrophagen bei Sarkoidosen, die relative Zahl sinkt jedoch. [166] Der Prozentsatz 

an Alveolarmakrophagen mit monozytärer Erscheinung steigt bei Sarkoidosepatienten, was 

eine Immigration von monozytären Vorläuferzellen der Alveolarmakrophagen aus dem Blut 

vermuten lässt. [47] Dafür spricht die Tatsache, dass im Verlauf der inflammatorischen 

Reaktion Zytokine produziert werden, welche chemotaktisch auf Monozyten wirken, so etwa 

TNF-α, Interleukin 8 und MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1). [13, 88] Es wird 

vermutet, dass der Grad an Aktivierung der monoklonalen Phagozyten mit der Aktivität der 

Lungenerkrankung korreliert und zudem auch die Funktion der Lungenlymphozyten 

moduliert. [167] 

Alveolarmakrophagen sind durch Freisetzung zahlreicher Mediatoren, wie Interleukin 6, 

Interleukin 1, das Makrophagen-Inflammationsprotein 1 und MCP-1 (monocyte chemotacitc 

protein -1) [124, 125] an der Inflammationsreaktion und Entstehung der Alveolitis beteiligt. 

Diese Annahme wird durch den Nachweis der Freisetzung von Superoxid-Anionen und 

Radikalen durch Makrophagen bestärkt. [126] Zudem konnte gezeigt werden, dass 

monozytäre Zellen Interleukin 12 produzieren, ein Schlüsselzytokin, welches T-Zellen in 

Richtung Th1 aktiviert und so zum Voranschreiten der Erkrankung führt. [89] Des Weiteren 

konnte nachgewiesen werden, dass Alveolarmakrophagen von Sarkoidosepatienten eine 

erhöhte Transkription an TNF-α aufweisen. [93] Durch diese Erkenntnis und den direkten 

Nachweis von aktivierten Makrophagen in Granulomen konnte gezeigt werden, dass 

Alveolarmakrophagen maßgeblich an der Granulombildung beteiligt sind. 

 

Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Alveolarmakrophagen eine kritische 

Rolle sowohl in der Pathogenese als auch dem weiteren Krankheitsverlauf der Sarkoidose 

spielen. Daher werden in dieser Arbeit Makrophagen, sowie monozytäre Vorläuferzellen 

untersucht. 
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1.4 OS9 

 

Genetische Risikoprofile für Sarkoidose und ihr Einfluss auf die Immunpathogenese sind 

Gegenstand aktueller Forschung. [36] Wie bereits beschrieben, wurde OS9 (osteosarcoma 

amplified 9) als wahrscheinlicher Risikofaktor für Sarkoidose ermittelt. In einer genomweiten 

Assoziationsstudie (GWAS: genome wide association study) wurde von Hoffmann et al 

dieser neue Prädispositionslokus für Sarkoidose auf Chromosom 12q13.3-q14.1 identifiziert. 

[56] Bisher wurde dieser genetische Risikolokus im Zusammenhang mit anderen 

Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, Typ 1 Diabetes, Multipler Sklerose und 

Zöliakie untersucht. [6, 40, 43, 159]   

In dieser Arbeit soll unter anderem untersucht werden, welche Funktion und welche 

Aufgaben OS9 im Rahmen der Sarkoidose besitzt und welche Auswirkungen ein Verlust 

dieser Funktion hat. 

 

OS9 (osteosarcoma amplified 9) ist ein sogenanntes Osteosarkom-Protein, welches durch 

das OS9 Gen kodiert wird. In Osteosarkomen wird das Gen hoch exprimiert. [78] OS9 findet 

sich im Lumen des ER und wird bei ER-Stress hochreguliert. Es spielt also eine Rolle in der 

Unfolded protein reaction. [1] OS9 ist notwendig, um missgefaltete Proteine zu erkennen, 

bei der Ubiquitinierung zu assistieren und Proteasombestandteile zu transportieren. [60, 86, 

115] 

 

1.4.1  ER-assoziierter Proteinabbau  

 

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein von Membranen umhülltes Zellorganell, das in 

eukaryotischen Zellen für die Synthese, Faltung, Modifizierung und Qualitätskontrolle von 

zahlreichen sekretorischen Proteinen und Membranproteinen zuständig ist. Der Prozess der 

Faltung ist hierbei hoch sensibel gegenüber Veränderungen in der Zelle und anderen 

Stressoren, wie etwa Hypoxie, Zigarettenrauch, Umweltfaktoren oder Infektionen. Nur 

korrekt gefaltete Proteine werden über den Golgi-Apparat an ihren Zielort geschleust. Die 

Faltung wird durch einen ER-Qualitätskontrollmechanismus (ERQC) überprüft – sind nicht 

alle Kriterien erfüllt, werden nicht- oder falschgefaltete Proteine dem Signalweg des ER-

assoziierten Abbaus (ERAD) zugeführt. [8, 144] 

Die Erkennung und Markierung findet durch zytosolische und luminale Chaperone statt. Die 

Substrate werden daraufhin zurück ins Zytoplasma transportiert, wo sie durch eine 

Ubiquitinierung zum Proteasom geleitet und dort abgebaut werden. [109] 
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Eine Störung des Signalwegs des ERAD wird mit bestimmten Erkrankungen assoziiert, da 

diese eine Akkumulation von Proteinen im ER und damit eine Schädigung der Zelle bewirkt, 

so etwa bei Diabetes [158], neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder 

Morbus Parkinson [83, 155] sowie HIV [160]. ERAD ist zudem Gegenstand aktueller 

Forschung bei verschiedenen chronischen Lungenerkrankungen. [151] 

 

1.4.2 „Unfolded protein response“ – UPR 

 

Bei der „unfolded protein response“ handelt es sich um eine zelluläre Stressreaktion, einem 

hochkomplexen Mechanismus, der überlebenswichtig für eukaryotische Zellen ist. In dieser 

Reaktion werden Stressfaktoren erkannt, die Informationen weiter geleitet und so zahlreiche 

Mechanismen zur Beseitigung des Zellstresses veranlasst. Ohne diesen Vorgang würde bei 

den Zellen die Apoptose ausgelöst. 

Eine solche ER-Stressantwort kann durch Akkumulation falsch gefalteter Proteine ausgelöst 

werden. Eine fehlerhafte Faltung kann etwa durch Zellgifte ausgelöst werden, wie zum 

Beispiel durch Tunicamycin, welches die N-Glykosilierung von Proteinen hemmt. [74] Über 

verschiedene intrazelluläre Signalwege wird in der sogenannten „unfolded protein response“ 

(UPR) die Proteinfaltungskapazität im ER erhöht, die globale Proteinsynthese reduziert und 

der ER-assoziierte Abbau missgefalteter Proteine gesteigert. [12, 53] Dies wird durch 

Regulation der Expression zahlreicher Gene erreicht, um auf Veränderungen in der Zelle zu 

reagieren und die zelluläre Hämostase wieder herzustellen. [110, 148] So findet zum 

Beispiel eine vermehrte Synthese von Chaperonen, den sogenannten molekularen 

Faltungshelfern, statt, um eine Akkumulation falsch gefalteter Proteine im ER zu 

unterbinden. 

 

Es wird zudem angenommen, dass Zellen im Rahmen der UPR die Konzentration von 

bestimmten freien Proteinen im ER über eine Art Messfühler bestimmen und das Level der 

Transkription des Gens für diese Proteine anpassen können.  

Entscheidend für die Erkennung von ER-Stress sind hierbei drei „Stresssensoren“: die 

Proteinkinasen Ire1 (Inositol-requiring enzym 1), PERK (Proteinkinase RNA-like 

Endoplasmatic Reticulum Kinasen) und der Transkripitionsfaktor ATF6 (Activation 

Transcription Factor 6) fungieren als Fühler für die Akkumulation ungefalteter Proteine. [53, 

69] Ihre Aktivierung triggert spezifische adaptive Antwortmechanismen, um das Überleben 

der Zelle zu sichern. So haben sie einen Einfluss auf Translations-, Transkriptions- und 

Signaltransduktionsebene, sowie auf Splicingmechanismen. [7] Die Zielgene des UPR sind 

dabei Gene, dessen Produkte die Proteinfaltungskapazität erhöhen und die Hämostase 

wieder herstellen können. 
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So erhöht ER-Stress etwa die Aktivität der PERK Proteinkinase. Über direkte 

Phosphorylierung von eIF2α nimmt PERK Einfluss auf die Translationsebene und damit auf 

die Produktion von Proteinen und deren Einstrom ins ER. [48] Über Induktion des ATF4 hat 

es zudem Einfluss auf die Transkription weiterer UPR Zielgene, wie Translationsfaktoren, 

antioxidative Faktoren und Transkriptionsfaktoren. [147] Als Antwort auf ER Stress spaltet 

die aktivierte zytosolische Domäne des IRE1 den Transkriptionsfaktor XBP1 (Xbox binding 

protein). Dieser reguliert UPR Stress Gene durch direkte Bindung von Promotorregionen im 

Nukleus nach oben. [11] Als dritter wichtiger Stresssensor wird ATF6 in den Golgi-Apparat 

transportiert und bewirkt als basischer Transkripitionsfaktor eine Hochregulation von etwa 

Chaperonen. [69] Wenn durch diese Mechanismen der Zellstress nicht abgebaut werden 

kann, wird die Zelle zuletzt der Apoptose zugeführt. [148] Dabei spielen die UPR 

Rezeptoren eine pro-apoptotische Rolle, insbesondere Ire1 and PERK. So aktiviert Ire1 

durch Binden des Proteins TRAF2 einen JNK (C-Jun N-terminal kinase) Signalweg, welcher 

über die humane Procaspase 4 die Apoptose einleitet. [21] 

Neben diesen Mechanismen zur Beseitigung des Zellstress, kommt es durch die 

Signalwege der UPR auch zur Triggerung einer Inflammationsreaktion. [149] Über 

Freisetzung freier Sauerstoffradikale, des activator protein 1 (AP1) und Aktivierung des NF-

kB kommt es etwa zu einer vermehrten Freisetzung an Zytokinen, wie TNF-α. 

Bisher konnte gezeigt werden, dass Störungen der UPR eine Rolle bei neurodegenerativen 

Krankheiten [90] wie Morbus Alzheimer [140] oder Morbus Parkinson [135], sowie bei 

Krebserkrankungen [150], wie dem Hepatozellulären Karzinom [32] oder 

Stoffwechselstörungen wie Diabetes mellitus, Atherosklerose oder Adipositas [17] spielen. 

 

Über die Mechanismen der UPR und ERAD sind Zellen in der Lage, eine adäquate Reaktion 

auf verschiedenartigen Zellstress zu zeigen und diesen abzuwehren. Diese hochkomplexen 

Mechanismen sind jedoch, wie beschrieben, von einer Vielzahl an Faktoren abhängig und 

demnach stark störanfällig. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

OS9 eine Domäne mit Mannose-6-phosphat Rezeptor Homologie (MRH) besitzt, welche am 

ER-assoziierten Proteinabbau und damit an der Qualitätskontrolle neu synthetisierter 

Proteine beteiligt  ist. [59] Es konnte zudem gezeigt werden, dass gute Liganden für die 

MRH-Domäne des OS9 verschiedene N-Glykane sind, die terminal einen α-1,6-verknüpften 

Mannoserest besitzen. [105] OS9 besteht aus 15 Exons, besitzt eine beta-Faltblattstruktur 

und ein Doppeltrypthophanmotiv an der Oligosaccharid-Bindungsstelle, welches den α-1,6-

verknüpften Mannoserest erkennt. [50] Diese Saccharide, besonders Mannose, spielen eine 

wichtige Rolle in der Markierung falsch gefalteter Proteine für den Abbau. [59] 
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Des Weiteren wird vermutet, dass das Trimmen der äußersten α-1,2-verknüpften Mannose 

am C-Arm der Glykane ein kritischer Prozess für ERAD Substrate ist, um mit Hilfe des OS9 

in den Abbauweg eingespeist zu werden. [60] In einer Studie konnte weiterhin gezeigt 

werden, dass es bei Suppression der OS9 Expression zu einer partiellen Hemmung des 

Substratabbaus gekommen ist. Es ist somit ein Lektin, welches für die ERAD von 

Glykoproteinen erforderlich ist. [59] Fehlt OS9, kann dies eine Störung des komplexen 

ERAD bewirken, die zu einer Akkumulation falsch gefalteter Proteine und damit zu 

Zellschäden führen kann. Zur Klärung der Rolle des OS9 wurden monozytäre Zellelinien als 

Modell für Makrophagen verwendet. Durch Blockierung des OS9 durch siRNA kann 

beobachtet werden, ob und welchen Einfluss das Fehlen von OS9 auf das OS9 

Expressionsverhalten und die Zytokinfreisetzung der Targetzellen hat und damit auf den 

Umgang der Zellen mit verschiedenen Stimulanzien.  

 

In dieser Arbeit soll hierdurch untersucht werden, inwieweit eine genetische Prädisposition 

der Träger des Risikoallels für OS9 die Abwehr verschiedener Umweltstoffe erschwert oder 

sogar verhindert und so die Entstehung der Sarkoidose begünstigt. 

Neben seiner wichtigen Funktion im Rahmen des ERAD interagiert OS9 außerdem mit  

dendritischen zellspezifischen transmembranären Proteinen (DC-STAMP) während der TLR 

(Toll-like-Rezeptor) getriggerten Reifung von dendritischen Zellen. Es wird daher 

angenommen, dass OS9 eine Rolle in der myeloiden Zelldifferenzierung und Zellfusion 

spielt. [71] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.2  Die Abbildung zeigt die Signalsequenz des OS9, die eine Mannose-6-phosphat Domäne 

(MRH domain) beinhaltet. 
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Es wurden verschiedenen Stimulanzien in dieser Arbeit verwendet, darunter das Zellgift 

Tunicamycin.. Es ist an der Akkumulation falsch gefalteter Proteine beteiligt. Dieses 

verursacht durch Hemmung der N-Glykosilierung von Proteinen deren Missfaltung. [144] Als 

Nukleosid-Antibiotikum ist es demnach durch Hemmung der Proteinsynthese enormer 

Stressor für Zellen und induziert eine UPR. [9]  

 

Daneben wurde das Lipopolysaccharid (LPS), ein proinflammatorisches Endotoxin 

verwendet. Es befindet sich an der äußeren Zellmembran von gramnegativen Bakterien und 

kommt physiologisch in der Umwelt vor. Es wird jedoch auch mit Atemwegsinfektionen und 

Asthmaexazerbationen in Verbindung gebracht. [127] Bei LPS handelt es sich um einen  

Liganden des Toll-like-Rezeptor 4, der über diesen LPS/TLR4-Signalweg eine Induktion 

proinflammatorischer Zytokine bewirkt. [84] Über Bindung sogenannter LPS-Bindeproteine 

im Plasma werden zuerst Komplexe gebildet, von denen LPS auf CD14-Rezeptoren der 

Makrophagen bzw. Monozyten übertragen wird. Durch weitere Signaltransduktion wird 

hierdurch eine Aktivierung der Zelle mit vermehrter Zytokinsynthese bewirkt. [51] So kann 

LPS den Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor „kappa-light-chain-enhancer“ of acitvated 

B-cells) aktivieren und eine vermehrte TNF-α Freisetzung bewirken. [95]  Außerdem kann es 

eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) 

auslösen [157] und hierdurch eine Aktivierung der UPR und der ERAD provozieren. Es 

handelt sich bei LPS also ebenfalls um eine Stimulanz, die starken Zellstress verursachen 

kann und Toll-like-Rezeptor-4-vermittelt eine Induktion proinflammatorischer Zytokine 

verursacht, die für eine wirksame Immunantwort notwendig ist.  
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1.5 Das Zytokinnetzwerk der Sarkoidose 

 

Ein Teil der Immunpathogenese der Sarkoidose wird durch eine Alveolitis bestimmt, in deren 

Verlauf es zu einem Anstieg an Zytokinen, löslichen Zytokinrezeptoren und 

Adhäsionsmolekülen für die Aktivierung von Immunzellen, sowie zur Induktion und Bildung 

von Granulomen kommt. Diese Zytokine werden von Alveolarmakrophagen, T-Zellen, 

dendritischen Zellen, Fibroblasten und Epithelzellen freigesetzt. [64, 168] Dabei 

kommunizieren die Immunzellen über dieses Zytokinnetzwerk, rekrutieren hierdurch weitere 

Zellen und führen entweder zu einer Spontanremission, einem Voranschreiten der 

Erkrankung oder gar einer Granulombildung. Die klinische Manifestation ist dabei von 

genetischen und immunologischen Komponenten abhängig. [92] In dieser Arbeit soll auch 

untersucht werden, ob und welchen Einfluss OS9 auf die Zytokinfreisetzung der 

Makrophagen hat. Dabei soll auf eine Abhängigkeit der Zytokinfreisetzung vom Genotyp der 

Patienten und Kontrollen geachtet werden. 

 

Die Zytokine TNF-α und Interleukin 8 

Bei dem Zytokin TNF-α handelt es sich um ein zentrales Zytokin. Hauptproduzenten für 

TNF-α sind Alveolarmakrophagen – insbesondere in der initialen Phase der Erkrankung. [34] 

Eine Bildung des TNF-α wird über Toll-like Rezeptoren, den MAP-Kinase-Weg sowie NF-kB 

induziert. Eine Aktivierung kann hierbei durch zahlreiche Induktoren verursacht werden, wie 

etwa Lipopolysaccharide. Zudem kann eine Induktion über die drei beschriebenen UPR 

Signalwege erfolgen. [149] 

So kommt es durch PERK (Proteinkinase RNA-like Endoplasmatic Reticulum Kinasen) zu 

einer Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen und hierüber auch zu einer Aktivierung 

des NF-kB. Über die Proteinkinasen Ire1 (Inositol-requiring enzym 1) wird durch das 

activator protein 1 (AP1) und NF-kB ebenfalls eine Inflammation getriggert. Zuletzt spielt 

auch der Transkripitionsfaktor ATF6 (Activation Transcription Factor 6) eine Rolle in der 

Aktivierung des NF-kB. Die Signalwege der Unfolded protein reaction sind somit auch an der 

Entstehung einer Inflammationsreaktion beteiligt, in deren Rahmen es zu einer vermehrten 

Freisetzung von TNF-α kommt. TNF-α kann wiederum zur Akkumulation freier 

Sauerstoffradikale führen, welche zu einer Induktion der Unfolded protein reaction führt. 

[154]   

Es konnte gezeigt werden, dass TNF-α nicht nur an der Bildung und Aufrechterhaltung der 

Granulome beteiligt ist, indem es zum Beispiel die Kollagensynthese stimuliert, sondern 

auch eine wichtige Rolle für die Induktion der irreversiblen Lungenfibrose spielt. [91] Zudem 

wirkt es als Mediator an der Inflammation und der zellulären Immunantwort mit. [92] 
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Die inflammatorische Antwort der Sarkoidose ist charakterisiert durch eine ansteigende 

Produktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine und Chemokine. Dabei zeigen sich 

jedoch signifikante Unterschiede des Zytokingehalts bei Sarkoidosepatienten mit 

verschiedenen Krankheitsverläufen, die durch den unterschiedlichen Grad der Aktivierung 

der krankheitsvermittelten Immunzellen angezeigt wird. [94] 

Ziegenhagen et al. konnten zeigen, dass TNF-α und Interleukin 8 bei Patienten mit 

progressivem Krankheitsverlauf signifikant mehr freigesetzt wurden als bei Patienten mit 

stabilem Krankheitsbild. [165] TNFα ist notwendig, um Granulome zu generieren und 

stabilisieren. [120] Werden neue Granulome sichtbar, zeigt sich auch ein Anstieg der TNF-α-

Produktion. [33] Es wird vermutet, dass genetische Polymorphismen für die unterschiedliche 

Zytokinregulation verantwortlich sind. [164] In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, 

dass Patienten mit höheren TNF-α Werten ein signifikant höheres Risiko einer 

Krankheitsprogredienz besitzen als Patienten mit niedrigeren Werten. [163] Durch diese 

Erkenntnisse kann TNF-α als prognostischer Parameter für den weiteren Krankheitsverlauf 

genutzt werden und Einfluss auf die Wahl der Therapie nehmen. 

 

Im Rahmen der Immunpathogenese scheint außerdem eine neutrophile Alveolitis ein 

entscheidender Faktor zu sein. Es handelt sich bei Interleukin 8 um einen potenten 

neutrophilen chemotaktischen Faktor, der durch TNF und Il-1 induziert wird. Interleukin 8 

steigt bei Fortschreiten der Erkrankung stark an – insbesondere bei Patienten mit 

progressivem Krankheitsverlauf. Gleichzeitig zeigt sich ein Anstieg der Neutrophilenzahlen 

bei progressiven Krankheitsverläufen im Vergleich zur stabilen Erkrankung. [165] 

 

Eine genaue Analyse des Zytokinnetzwerks, zum Beispiel durch serologische Bestimmung 

der Zytokine und ihrer Rezeptoren, kann helfen, Risikopatienten zu selektieren und die 

Ausprägung als auch Aktivität der Erkrankung abzuschätzen. Zudem könnten eventuell 

Risikoprofile auf Grundlage der Phänotyp-assoziierten Haplotypen für einzelne Patienten 

erstellt werden. [164]  

Eine Untersuchung des genauen Pathomechanismus und des Zytokinnetzwerks bei der 

Sarkoidose ist klinisch hilfreich, um zum einen neue Therapiestrategien zu entwickeln als 

auch neue prognostische genetische und molekulare Faktoren zu identifizieren. Diese 

können neben verbesserten Behandlungsmöglichkeiten, entscheidende prognostische 

Informationen liefern und Grundlage für die Entscheidung einer therapeutischen Intervention 

bilden. 
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1.6  Die Rolle des OS9 im Rahmen der Sarkoidose 

 

Sarkoidose ist bis heute eine Multisystemerkrankung unklarer Genese. Die bisher 

identifizierten Umweltfaktoren und genetischen Faktoren sind eine nur unzureichende 

Erklärung für die Pathogenese der Erkrankung. Hoffmann et al. konnten jedoch in einer 

Studie OS9 (osteosarcoma amplified 9) als einen wahrscheinlichen Risikofaktor für 

Sarkoidose ermitteln. [56] Hoffmann et al führten in einer genomweiten Assoziationsstudie 

(GWAS: genome wide association study) eine Analyse von 677 619 SNPs (single nucleotid 

polymorphism) an 637 deutschen Sarkoidosen und 1233 Kontrollen durch. Dabei 

identifizierten sie einen neuen Prädispositionslokus für Sarkoidose auf Chromosom 12q13.3-

q14.1. Die Region 12q13.3-q14.1 wurde bisher schon in Zusammenhang mit verschiedenen 

Erkrankungen beschrieben. So wurde dieser genetische Risikolokus im Rahmen der 

rheumatoiden Arthritis, Diabetes, Multipler Sklerose und Zöliakie untersucht. [6, 40, 43, 159] 

Das mutmaßliche Risikogen des OS9 spielt eine wichtige Rolle in der ERAD von un- oder 

falschgefalteten Proteinen. [146] Zusätzlich ist es an der myeloiden Differenzierung und 

Zellfusion beteiligt. [71] Aufgrund seiner Funktion im Rahmen des ERAD und der UPR [64] 

kann vermutet werden, dass das Fehlen des OS9 mitunter ein Grund für die Anreicherung 

falsch gefalteter Proteine sein kann und damit zu Zellschäden, Immunreaktionen und 

eventuell zur Granulomentstehung führt. So kann weiterhin angenommen werden, dass 

durch eine ausbleibende effiziente Immunantwort das „Sarkoidose-Antigen“ nicht eliminiert 

und eine Manifestation der Erkrankung nicht verhindert werden kann. Inwieweit OS9 hierfür 

verantwortlich ist, ist bisher noch unklar.  

In der Studie von Hofmann et al zeigten sich Patienten mit Genotyp CC als homozygote 

Träger des Risiko-Allels rs 1050045. Daneben existieren noch die Genotypen TT und TC. 

Bei der Untersuchung der BAL-Zellen von Sarkoidosen in Abhängigkeit vom Genotyp zeigte 

der SNP rs 1050045 eine signifikante negative Korrelation der OS9 mRNA Expression mit 

dem Genotyp CC. In einer subphenotyp-spezifischen Analyse konnte zudem eine stärkere 

Assoziation dieses SNP mit der akuten Form der Sarkoidose als mit anderen 

Krankheitsverläufen festgestellt werden. Während die Abwesenheit von OS9 mit eher 

chronischen Verläufen und reduziertem CD4/CD8 T-Zellverhältnis assoziiert werden konnte, 

zeigte sich bei erhöhtem OS9 eine Assoziation mit einer aktiven Sarkoidose und einem 

erhöhten CD4/CD8 T-Zellverhältnis. [169] Außerdem wurde vermutet, dass bei 

Sarkoidosepatienten im Vergleich zu Kontrollpersonen eine erhöhte OS9 Expression 

vorliegt, welche mit einem ebenfalls erhöhten Anteil an Makrophagen einhergeht. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Studie nach Hoffmann et al zum ersten Mal 

eine Assoziation der Sarkoidose mit der chromosomalen Region 12q13.3-q14.1 vorbringt. 

Dabei scheint OS9 einer der wahrscheinlichsten Kandidaten für eine grundlegende 

Prädisposition zu sein. 
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2. Fragestellung 
 

In dieser Arbeit wurde die Induktion und Regulation des OS9 bei Sarkoidosepatienten 

untersucht. Es wurde die Frage untersucht, ob sich Unterschiede im OS9 

Expressionsverhalten und im Umgang mit Sarkoidose-assoziierten Stimulanzien zwischen 

Sarkoidosepatienten und gesunden Kontrollen aufzeigen lassen. Hierfür wurden Zellen aus 

der bronchoalveolären Lavage und dem peripheren Blut von Sarkoidosepatienten und 

Kontrollen mit Granulom-assoziierten Stimuli stimuliert. Dabei soll insbesondere auf eine 

Abhängigkeit der Expression des OS9 sowie der Zytokinfreisetzung vom Genotyp der 

Sarkoidosepatienten und Kontrollen geachtet werden. So kann beobachtet werden, ob 

Patienten mit Genotyp CC eine andere Reaktion aufweisen, als Patienten, die keine oder 

nur heterozygote Träger des Risikoallels sind und ob es Zusammenhänge zur Entstehung 

und zum Verlauf der Erkrankung gibt. Zur weiteren Klärung der Rolle des OS9 wurden 

monozytäre Zelllinien verwendet. Diese wurden auf ihr OS9 Expressionsverhalten und ihre 

Zytokinfreisetzung untersucht. Des Weiteren wurden auch die Auswirkungen einer 

Blockierung des OS9 durch siRNA untersucht. So kann beobachtet werden, ob und welchen 

Einfluss das Fehlen von OS9 auf den Umgang der Zellen mit verschiedenen Stimulanzien 

hat. Indirekt lassen sich hierdurch Rückschlüsse ziehen, inwieweit eine genetische 

Prädisposition der Träger des Risikoallels für OS9 die Abwehr verschiedener Umweltstoffe 

erschwert oder sogar verhindert und so die Entstehung der Sarkoidose begünstigt. 
 

 Wie zeigt sich das Expressionsverhalten von OS9 bei verschiedenen monozytären 

Vorläuferzellen? 

 Wie wirken sich verschiedene Stressstimuli auf das Expressionsverhalten und die 

Mediatorfreisetzung von THP1-Zellen aus? Gibt es Unterschiede in Abhängigkeit des 

Reifegrades der THP1 Zellen? 

 Kann durch Transfektion der THP1-Zellen durch OS9-siRNA eine Aussage zur 

Aufgabe des OS9 getroffen werden? 

 Unterscheiden sich OS9 Expressionsverhalten und Zytokinproduktion von BAL-Zellen 

von Sarkoidosepatienten zu Kontrollpatienten? Haben Kontrollpatienten etwa bessere 

Möglichkeiten den durch Stimulanzien induzierten Zelltstress abzuwehren? 

 Gibt es eine Korrelation zwischen Genotyp der Sarkoidosepatienten und OS9 

Expression sowie ihrer Zytokinproduktion? Hat etwa eine erhöhte OS-9 Expression 

einen protektiven Einfluss auf die Zellen? 

 Gibt es eine Korrelation zwischen Genotyp der Sarkoidosepatienten und ihrer 

Zytokinproduktion an TNF-α und IL-8? Zeigen sich hier Unterschiede der 

Verlaufsformen der Erkrankten in Abhängigkeit des Genotyps? 

 Kann OS9 als genetischer Prädispositionsfaktor für Sarkoidose gesehen werden? 
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3. Material 

 

3.1 Geräte und Software 

 

Begasungsbrutschrank Heraeus, Stuttgart, D 

Eismaschine Scotsman, Poligiano Milanese, Milan, I 

ELISA-Reader, µQuantTM Bio-Tek Instruments, Inc., Gödenstorf, D 

Heizblöcke    AccuBlock, Labnet International INC, Edison, USA 

MACS Cell Sorter Gladbach, D VarioMACS, MidiMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch  

Magnetic Cell Separation               Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

Magnetrührer    IKA-Labortechnik, Staufen, D 

Mehrkanalpipetten   Eppendorf GmbH, Hamburg, D 

Mikroskope    CK2, Olympus, Hamburg, D 

     BX60, Olympus, Hamburg, D 

     Axiolab A, Carl Zeiss Microscopy, Jena, D   

Multistep-Pipette   Eppendorf GmbH, Hamburg, D 

Neubauer-Zählkammer  Brand.Wertheim/Main, D 

Nunc-Immuno Wash 12  Nunc, Roskilde, DK 

Sterilbank    Captair, Erlab D.F.S., Köln, D   

     HeraSafe, Heraeus Instruments GmbH, Fellbach, D 

LaminAir HB2448, Heraeus Imstruments GmbH, 

Fellbach 

PCR-Gerät TGradient Thermocycler, Biometra GmbH, Göttingen, D 

     iCycler, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D 

Pipetboy     IBS Integra Bioscience, Fernwald, D  

Pipetten     Thermo Labsystems, Egelsbach, D 

     Eppendorf, Hamburg, D     

Präzisionswaage Scaltec   Scalted, Heiligenstadt, D 

Schüttler    Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, D 

Transferpipette   Brand, Wertheim/Main, D 

Vortexer    VortexMixer, neoLab, Heidelberg, D 

Whirli Mixer, Laboratory FSA Supplies, Loughborough, 

UK 

Wasserbad Köttermann GmbH und Co. KG Labortechnik, Uetze, D 

     VarioMAC, Thermo Scientific, Waltham, D 

Zentrifugen Biofuge fresco, Heraeus Instruments GmbH, Fellbach, 

D 

     Sprout, Biozym Scientific GmbH, Hess Oldendorf,D 
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Zentrifugen    Rotanta 460RS, Hettich, Bäch, Schweiz 

     Rotixa/RP, Hettich, Bäch, CH 

     Typ 2043, Hettich, Bäch, CH 

     Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, D 

Labofuge 400 R, Heraeus Instruments GmbH, Fellbach, 

D 

Shandon Cytospin 3, Thermo Electron GmbH, Dreiech, 

D 

 

Software 

Adobe Photoshop 5.0.1  Adobe Systems, San Jose, USA 

CellF     Olympus, Hamburg, D 

iCycler iQ 3.0 Software  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Microwin Vers. 4   Mikrotek Laborsysteme GmBH, Overath,D 

StatView5.01     SAS Institute Inc.,Cary, NC, USA 

 

3.2  Verbrauchsmaterialien 

 

Dispenser-Tips Finnpipette, Thermo Labsystems, USA 

EDTA-Monovetten Sarstedt, Nürnbrecht, D 

ELISA-Platten 96 Well Nunc, Roskilde, Dänemark 

Handschuhe Sensiclean  

Latex/Nitratex Ansell, München, D 

Kulturflaschen Costar, Corning Inc., Bodenheim, D 

 Becton Dickinson, Labware, Lincoln 

 Park, USA 

Kulturplatten 6 well Costar, Corning Inc., Bodenheim, D 

Kulturplatten 12 well Greiner Bio-One GMbH, Frickenhausen, D 

MACS LD- und LS-Säulen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

Micron Centrifugal Filter Devices Millipore Coperation, Billerica, USA 

Objektträger, Glas R. Langenbrinck, Emmendingen, D 

Objektträger 8-Kammern Brand, Wertheim/Main, D  

PCR-Platten Thermo Scientific (ABgene), Surrey, UK 

PCR: Optically Clear  

Adhesive Seal Sheets  Thermo Scientific (ABgene), Surrey, UK 

PCR 8er-SoftStripes (0.2 ml) Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D 

 Thermo Scientific (ABgene), Surrey, UK 

 ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
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Pipetten (5µl, 10µl, 25µl)  Costar, Corning Inc., Bodenheim, D 

Pipettenspitzen   Brand, Wertheim/Main, D 

(0,1µl-10µl,200µl, 1000µl)  Sarstedt, Nümbrecht, D  

     ratiolab GmbH, Dreieich, D 

     Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

Reagenzröhrchen (15, 50 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen, D 

Reaktionsgefäße    nerbe plus, Winsen/Luhe, D 

(0,75/ 1,5/  2 ml)   Eppendorf, Hamburg, D 

     Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, D 

Zellkulturflaschen 175 cm2  BD Falcon, Bedford, USA  

Zellkulturflaschen 75cm²  Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, D 

Zelllinien 

THP1-Zellen    DSMZ, Braunschweig, D 

U937     ATCC, Manassas, VA, USA 

HL60     ATCC, Manassas, VA, USA 

Zellschaber    Costar, Corning Inc., Bodenheim, D 

 

3.3  Chemikalien, Medien und Stimulanzien 

 

ABsolute QPCR SYBR Green  Thermo Scientific ABgene, Epsom, UK 

Fluorescein Mix    

Aceton Merck, Darmstadt, D 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich, Deisenhofen, D 

Aqua  B.Braun, Melsungen, D 

Chloroform Merck, Darmstadt, D 

Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt, D 

DMEM +L-Glutamin Gibco Invitrogen, Paisley, UK 

DMSO Sigma Aldrich, Deisenhofen, D 

D-PBS Gibco Invitrogen, Paisley, UK  

Ethanol Merck, Darmstadt, D   

Fetal Calf Serum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, A 

Formaldehyd 37% Carl Roth GmbH, Carl Roth, D 

iScript cDNA Synthesis Kit BioRad Laboratories, Hercules, USA   

Isopropanol Merck, Darmstadt, D 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, D 

Lipoarabinomannan (LAM) 

des  Mycobacterium smegmatis InVivoGen San Diego, USA 

Lipopolysaccharid (LPS) 
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von E.coli     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

MACS-Puffer: 475ml D-PBS (steril), 2ml  EDTA 0,5M (steril), 25ml BSA 10% (steril filtriert) 

       

Natriumhydrogen- phosphat  Merck, Darmstadt, D 

Nuclease free water Ambion, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D 

Phorbol12-mycistate13-acetate 

PMA     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Penicillin/Streptomycin  Biochrom, Berlin, D 

Propionibacterium acnes  Eigenherstellung, Labor Pneumolgie, Freiburg,D 

RPMI 1640 Medium 

+ L-Glutamine Gibco Invitrogen, Paisley, UK 

Salzsäure    Merck, Darmstadt, D 

Schwefelsäure   Merck Darmstadt, D 

Streptavidin-HRP   Sigma Aldrich, Deisenhofen, D 

TDM: Trehalose-6,6`-dimycolate 

Cord Factor (endotoxin-free grade)  

isolated from M.tuberculosis  Enzo, Life Sciences GMBH, Lörrach, D 

Tetramethylbenzidin (TMB)   Sigma, Deisenhofen, D    

TRIzol® Reagent   Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D 

Trypanblau-Lösung   Merck, Darmstadt, D 

Tunicamycin 

from Streptomyces sp.  Sigma-Aldrich, Taufkirchen,D 

 

ELISA 

 

TMB 100ml 

20mmol/l Tetramethylbenzidine (TMB)  = 480mg 

100ml/l Aceton = 10ml 

900ml/l Ethanol                                        = 90ml 

50mmol/l H202 (30%)                              = 200µl 

 

Citratbuffer  

6,3g Kaliumcitrat (Zitronensäure-Monohydrat) + 800ml Aqua dest. 

ph auf 4,1 einstellen mit Natronplättchen oder konz. NaOH 

Auffüllen mit Auqa dest auf 1000ml 
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ELISA-Waschpuffer: 

10xPBS + 0,05%Tween (NaCl, Na2HPO4, KCl, KH2PO4); ph=7 

 

ELISA-Stopplösung: 

4N H2SO4 

 

3.4  Primer, Antikörper und Transfektionsreagenzien 

 

Primer 

OS9_F // OS9_R 

GAPDH_RISP//LIPS 

Gipie_R4//F4    biomers.net, Söflingen, Ulm, D 

 

 F/LISP R/RISP 

OS-9 5’- gctgactgat...    ....acacga -3’ 5’- cggtaattgc...      ...cagctc -3’ 

Gap-DH 5’- caccagggct...     ....ttaact -3’ 5’- gactcctc..            ...aafatf -3’ 

 

Antikörper 

DuoSet-TNF-α 

Capture/Detection-Antikörper Immunotools,Oldenburg, D 

Il-8 Biotin Conjugate (anti-human) 

Il-8 Capture Antibody                Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D 

MACS  

CD14+ Microbeads, human Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

Anti-Biotin Microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

 

Transfektionsreagenzien 

OS-9 siRNA (h) sc-96230    Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,D 

Control siRNA-A sc-37007 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,D 

peqFECT DNA  

Transfection Reagent               peQlab Bitotechnologie GmbH, Erlangen,D 
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4. Methoden 

 

4.1  THP1-Zellreihe 

 

4.1.1 Zellkultur und Zellzählung 

 

Zur Untersuchung der Reaktion von Makrophagen bzw. Monozyten auf verschiedene Stimuli 

wurde in den Versuchen das Modell der monozytären THP1-Zellreihe verwendet.  

In den Vorversuchen wurden verschiedene monozytäre Vorläuferzellen getestet. Dabei 

handelte es sich um HL-60-, U937- und THP1-Zellen.  

Bei den HL60-Zellen handelt es sich um humane promyelozytische leukämische Zellen, die 

von einer 36 Jahre alten Patientin mit akuter promyeloischer Leukämie isoliert wurden.  

Die Zelllinie der U937 wird ebenfalls zur Untersuchung monozytärer Eigenschaften 

verwendet und wurde von einem 37 Jahre alten Mann mit histiozytärem Lymphom isoliert.  

Die dritte Zelllinie THP1, welche untersucht wurde, stammt aus dem peripheren Blut eines 1 

Jahr alten Jungens mit akuter myeloischer Leukämie aus dem Jahre 1978. Diese Zellreihe 

lässt sich dem Reifungsstadium zwischen Promonozyt und Monozyt zuordnen.  

Da die THP1-Zellen in den Vorversuchen neben einer niedrigen basalen Expression eine 

gute Steigerbarkeit durch Stimuli zeigten, wurden diese für die Versuchsreihen gewählt.  Die 

Zellen besitzen phagozytoseähnliche Eigenschaften und können Zytokine, Chemokine und 

andere Mediatoren produzieren.  

Die für die Versuche verwendeten THP1-Zellen wurden in RPMI-Medium kultiviert, einem 

Zellkulturmedium, welches Mitte der 1960er Jahre am Roswell Park Memorial Institut 

entwickelt wurde. Phenolrot wurde dem Medium als Indikator für den pH-Wert zugesetzt. 

Außerdem wurden 10% Fetales Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin /Streptomycin 

zugegeben.  (Abb.4.1) 

 

Abb.4.1 Es wurden das Medium und Komponenten aufgelistet, die zur gebrauchsfertigen 

Medienherstellung benötigt wurden. 

 

Name Komponenten Konzentration/Volumen Hersteller 

RPMI 1640 Fertigmedium 1x Invitrogen GmbH 

P/S Penicillin 

Streptomycin 

Penicillin: 50 000 U 

Streptomycin: 50 mg/ml 

Biochrom 

FCS Fetales 

Kälberserum 

1x PAA Laboratories 
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Die Kultivierung der Zellen sowie die Stimulationen erfolgten bei 37°C und  5%CO2 im 

Brutschrank. Für den Mediumwechsel wurden die nicht adhärenten Zellen in der Zentrifuge 

gewaschen und dann mit neuem Medium resuspendiert. Vor einem Versuchansatz wurden 

die Zellen in 10ml Medium gelöst und 10µl hiervon mit 90µl Tryphanblau vermischt -

Verdünnung 1:10. So konnte die durchschnittliche Zellzahl unter dem Lichtmikroskop mit 

Hilfe einer Neubauer Zählkammer bestimmt werden. Diese besteht aus vier Quadranten. Die 

Vitalität der Zellen ließ sich mittels Tryphanblau darstellen. Während sich lebende Zellen mit 

intakter Zellmembran ungefärbt zeigen, färben sich tote Zellen blau an.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.2: Schema des Rasters einer 

Zählkammer  

Quelle:: http://www.peqlab.de/wcms/de/pdf/84-DHCN-

02_m.pdf  

 

Mit Hilfe einer Formel konnte so die Gesamtzellzahl ermittelt werden:  

Zellzahl = (A / 4) x B x C x 10 000  

A: Anzahl der Zellen in 4 großen Quadranten  

B: Verdünnungsfaktor (hier 10)  

C: Volumen der Zellsuspension (hier 10ml) 

Vereinfacht ergibt sich also folgende Formel: ZZ= (A/4) * 1 Mio. 

Für die einzelnen Versuche wurde das Verhältnis 1 Millionen Zellen pro ml Medium gewählt. 

 

4.1.2 THP1-Reifung mittels PMA 

 

THP1-Zellen differenzieren durch Zusatz des Phorbolesters PMA (Phorbol-12-myristat-13-

acetat) in 72 h zu makrophagenähnlichen Zellen aus. Dieser in vitro Prozess wurde in einer 

12-well-Platte durchgeführt. 1 Million Zellen pro ml Medium wurden jeweils 10µl PMA einer 

5µM Lösung zugefügt – somit 50nM PMA. Nach  Inkubation bei 37°C für 72h wurde im 

Lichtmikroskop sichtbar, dass die Zellen adhärent geworden sind. Dies spricht für eine 

erfolgreiche Reifung. Vor anstehender Stimulation wurde ein erneuter Mediumwechsel 

durchgeführt. 
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4.2  Stimulation und Versuchsansatz 

 

4.2.1 THP1-Zellen 

 

Die nicht-adhärenten THP1-Zellen wurden vor einem Versuch für 5 Minuten bei 5000 rpm zu 

einem Zellpellet abzentrifugiert und anschließend nach oben beschriebenem Schema 

gezählt. Zur Stimulation der THP1-Zellen wurde jeweils 1 ml RPMI-Medium mit 10%FCS 

und 1%Pen/Strep mit 1 Million Zellen in eine 12-well-Platte gegeben. Anschließend wurde 

dem jeweiligen well ein Stimulanz zugegeben.  

Es wurden insgesamt vier Versuchsansätze durchgeführt: 

 

1) Die THP1 –Zellen wurden im ungereiften Zustand stimuliert (siehe folgende 

Stimulationsreihe) - für 24 h. 

2) Induktion der Reifung der THP1-Zellen mittels 50nM PMA für 72h. Vor 

anstehender Stimulation wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Die 

Stimulation selbst erfolgte für 24h. 

3) Induktion der Reifung der THP1-Zellen mittels 50nM PMA mit Inkubation bei 

37°C für 72h. Nach Mediumwechsel wurden die Zellen für weitere 72h 

inkubiert. Die Stimulation fand nach erneutem Mediumwechsel für 24 h statt.  

4) Simultane Stimulation und Reifung der THP1-Zellen für 72h. 

 

Die Stimulationsreihe für die verschiedenen Ansätze sah folgendermaßen aus: 

 

0)  nativ: vor Stimulation nach 72h Reifung 

1) unstimuliert (nach 24h) 

2) Lipopolysaccharid (LPS) 1µg/ml 

3) Tunicamycin 10nM 

4) Tunicamycin  100nM 

5) Tunicamycin 10000nM 

6) Lipolpolysaccharid  1µg/ml + Tunicamycin 10nM 

7) LAM 10µg/ml 

8) Lipoarabinomannan (LAM; Mycobacterium smegmatis) 10µg/ml  

 + Tunicamycin 10nM 

9) Mycobacterium tuberculosis 10µg/ml 

10)   Mycobacterium tuberculosis 10µg/ml + Tunicamycin 10nM 

11) Propionibacterium acnes 10µg/ml 

12) Propionibacterium acnes 10µg/ml + Tunicamycin 10nM 

13)   TDM – Cord-factor 5µg/ml  

14)   Cord-factor: 5µg/ml + Tunicamycin 10nM 
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Die stimulierten Zellen wurden daraufhin mit 200µl Trizol lysiert. Die Überstände wurden bei 

-20°C weggefroren. Diese standen so für die Durchführung eines TNF-α- und IL-8-ELISA zur 

Verfügung. 

 

4.2.2 BAL-Zellen 

 

Bei einer broncho-alveolären Lavage handelt es sich um ein diagnostisches Verfahren, um 

Untersuchungsmaterial aus dem peripheren Lungengewebe zu gewinnen. Hierfür wird 

mittels eines Bronchoskops, welches den Bronchus in der sogenannten „wedge-Position“ 

kurzzeitig verschließt, Spülflüssigkeit über einen Instrumentierkanal eingebracht. Diese 

gelangt in den von diesem Bronchus versorgten Lungenabschnitt bis hin zu den Alveolen 

und reichert sich dort mit Zellen, Proteinen etc. an. Die Flüssigkeit wird daraufhin wieder 

abgesaugt. Auf diese Weise können Proben aus den peripheren, mit dem Bronchoskop 

nicht erreichbaren, kleinen Bronchien und Alveolen gewonnen werden. Die BAL-Zellen 

können neben der Untersuchung auf Erreger, Zellen, ihre Zusammensetzung und 

Zellbestandteile auch für experimentelle in vitro Versuche genutzt werden. So kann die 

Reaktion dieser Zellen auf verschiedene Stressstimuli untersucht werden.  

Für die Stimulation der BAL-Zellen wurden Proben von Sarkoidosepatienten und freiwilligen 

Kontrollpersonen verwendet. Diese Probanden wurden nach folgenden Kriterien 

ausgewählt: keine bekannte Lungenerkrankung und keine Allergien. Die BAL-Zellen wurden 

am gleichen Tag durch eine Bronchoskopie gewonnen. Die Zellen wurden dann nach oben 

beschriebenen Verfahren in eine 12-well-Platte gegeben. Auch hier wurde RPMI-Medium 

mit 10%FCS und 1%P/S verwendet. Die Stimulation fand daraufhin für 24 h statt – nach 

folgender Stimulationsreihe: 

 

 nativ  

 unstimuliert 

 LPS 1µg/ml 

 Tunicamycin 10nM  

 LPS 1µg/ml + Tunicamycin 10nM 

 LAM 10µg/ml 

 LAM 10µg/ml + Tunicamycin 10nM 

 Mycobacterium tuberculosis 10µg/ml  

 Propionibacterium acnes 10µg/ml 

 TDM – Cord-factor 5µg/ml 

 

Für die Nativprobe wurden 1 Mio. Zellen direkt nach Abnahme der BAL in 200µl Trizol gelöst 

weggefroren. Auch hier wurde eine PCR der Zellen und ELISA der Überstände angestrebt.  
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4.3  RNA-Isolierung 

 

Aus den mit Trizol versetzten Zellen (THP1 bzw. BAL-Zellen) wurde nach folgendem 

Protokoll RNA isoliert:  

Als Erstes findet eine Phasenseparation statt. Hierfür werden die Zellen in  

Reaktionsgefäßen für 5 Minuten bei 30°C im Heizblock inkubiert, dann mit 50µl Chloroform 

versehen und für etwa 15 Sekunden mit Hilfe des Vortexmischers gemischt. Nach weiteren 

3 Minuten bei 30°C Inkubation werden die Reaktionsgefäße bei 12700rpm für 15 Minuten 

bei 4°C zentrifugiert. In der anschließenden RNA-Präzipitation wird die wässrige, 

durchsichtige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die leichte, 

phenolhaltige rote Phase wird verworfen. Nach Zugabe von 100µl Isopropanol und Vortexen 

von 15 Sekunden wird für 10 Minuten bei 30°C inkubiert. Daraufhin wird für 10 Minuten bei 

12700g bei 4°C zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Nach erfolgter Präzipitation findet 

nun die RNA-Reinigung mit 200µl 75%Ethanol statt – nach Mischen der Substanzen werden 

die Zellen bei 7500rpm und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgekippt 

und das RNA-Pellet wird an der Luft für mindestens 30 Minuten getrocknet. Zur 

Wiederaufnahme der RNA wird das Pellet nun mit 30µl DEPC-H20 (nukleasefreies Wasser)  

resuspendiert und dann für 10 Minuten bei 60°C inkubiert. Die RNA kann nun für die 

Umschreibung in cDNA verwendet werden oder bei -20°C weggefroren werden. 

 

4.4  Umschreibung RNA in cDNA 
 

Nach erfolgter RNA-Isolierung wurde diese mit Hilfe des iScript –cDNA Synthesis Kits in 

cDNA umgeschrieben. Hierbei wird die komplementäre DNA (cDNA) durch das Enzym 

Reverse Transkriptase hergestellt.  

Für die Reverse Transkription wurden folgende Komponenten zusammengefügt:  

X mal 4µl iScript reaction mix 

X mal 1µl iScript reverse transciptase 

Dabei ist X  gleich der Anzahl der benötigten Reatkionen +1. 

Es wurden je 5µl dieser Mischung in 0,2ml Röhrchen vorgelegt.  

Dieser wurden 15µl RNA - vorverdünnt mit DEPC-H20 im Verhältnis 1:3 - zugegeben. 

So ergab sich ein Gesamtvolumen von 20µl. Die Umschreibung erfolgte in einem 

Thermocycler des Typs iCycler. 

Die Reverse Transkription fand mit folgendem Programm statt: 

 25°C für 5 min. 

 42°C für 30 min. 

 85°C für 5 min 

 Abkühlen auf 8°C 
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4.5  rt-PCR – Realtime polymerase chain reaction 

 

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein Verfahren zur 

Vervielfältigung von DNA-Sequenzen. Hierbei wird mit Hilfe einer hitzestabilen Taq-

Polymerase ein bestimmter DNA-Abschnitt verdoppelt.  

Die PCR kann verwendet werden, um die Expression von DNA-Abschnitten, insbesondere 

die Expression einzelner Gene zu untersuchen.  

Essentielle Bestandteile für die Vervielfältigung von DNA sind neben der cDNA DNA-

Polymerasen, Nukleotide, spezielle Primer, ein Polymerasepuffer und Nuklease freies 

Wasser. Eine DNA-Verdopplung entspricht einem Zyklus und erfolgt in drei Teilschritten. Bei 

diesen Schritten handelt es sich um die Denaturierung, die Primerhybridisierung, das 

sogenannte Annealing und die Elongation, auch Amplifikation genannt. Diese Prozesse 

wurden in einem iCycler durchgeführt, welcher optimale Temperaturbedingungen für die 

einzelnen Teilschritte schafft. 

Zunächst wurde das Enzym für 15 Minuten bei einer Temperatur von 95°C aktiviert und 

gleichzeitig die cDNA-Stränge denaturiert, so dass nur noch Einzelstränge vorliegen. Bei 

57°C findet das Annealing statt. Die Primer, welche aus einer für das Zielgen spezifischen 

Oligonukleotidabfolge bestehen, können an die Einzelstrang-DNA binden. Die 

Basensequenzen der Primer wurden hierbei so gewählt, dass der gewünschte DNA-

Abschnitt amplifiziert wurde. Es sind pro Zielgen zwei Primer notwendig – ein Primer mit 

vorwärts gerichteter Ableserichtung (forward) und ein Primer mit rückwärts gerichteter 

Ableserichtung (reverse). Die Primer-Hybridisierung benötigt etwa 15 Sekunden und wird bei 

jedem Zyklus wiederholt.  

In der anschließenden Amplifikation wurde für 20 Sekunden eine Temperatur von 72°C 

erreicht, der optimalen Arbeitstemperatur für die taq-Polymerase.  

Das SYBR Green kann nun an die DNA-Doppelstrang binden und die Fluoreszenz 

gemessen werden.  

Der nun folgende Zyklus beginnt mit einer Denaturierung für 10 Sekunden bei 95°C. Es 

werden insgesamt 45 Zyklen durchgeführt. Zuletzt werden die Proben auf 4°C abgekühlt.  

In der anschließenden Schmelzkurvenanalyse konnte durch Erhöhung der Temperatur die 

Bestimmung der spezifischen Schmelztemperatur des PCR-Produkts erfolgen und so die 

Spezifität der Amplifikation für bestimmte Gene überprüft werden. Hierfür wurde die 

Temperatur schrittweise (0,2°C Schritte) von 55°C auf 95°C erhöht bis die DNA in 

Einzelsträngen vorlag. 

Die Auftrennung der amplifizierten DNA-Abschnitte sollte hierbei zum gleichen Zeitpunkt 

erfolgen, da die Abschnitte die gleiche spezifische Länge besitzen. Dabei kommt es zu einer 

schlagartigen Änderung der Fluoreszenz durch Freisetzung des SYBR Green. 
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Der hierfür notwendige Reaktionsansatz beinhaltet je Probe 12,5 μL PCR-Mix (Absolute 

SYBR Green Fluorescein Mix, Thermo Scientific) verwendet. Dieser PCR-Mix enthält neben 

dem Fluoreszin auch Puffer, dNTPs und die taq-Polymerase. 

Außerdem wurden je 1,26 μL der unterschiedlich orientierten Primern von OS9 und 9,3 μL 

Nuklease-freies Wasser hinzugegeben. (Abb.4.3) 

 

Number of samples IQ Mix 

 

µl 

Primer Left 

20µM 

µl 

Primer Right 

20µM 

µl 

DEPC H20 

 

µl 

1 12,5 0,63 0,63 9,30 

5 62,5 3,13 3,13 46,30 

20 250 12,50 12,50 185,0 

28 350 17,50 17,50 259,0 

32 400 20,00 20,00 296,0 

 

Abb4.3.Der hierfür notwendige Reaktionsansatz beinhaltet folgende Bestandteile und wurde 

folgendermaßen angesetzt. 

 

Es wurden je 23µl des PCR-Gemischs auf die PCR-Platte aufgetragen und 2µl der Probe 

hinzugegeben. Die cDNA wurde zuvor im Verhältnis 1:5 mit Nuklease freien Wassers 

verdünnt. Dies entspricht einem Gesamtvolumen von 25µl. 

Nach Abdecken der Platte wurde noch einmal zentrifugiert. Anschließend wurde mit dem 

PCR-Programm im iCycler IQ (Bio-Rad) nach oben beschriebenen Schema amplifiziert.  

Um die amplifzierte DNA zu quantifizieren, wurde eine Realtime-PCR (rt-PCR) durchgeführt. 

Hierbei wurde SYBR Green, ein Cyanin-Farbstoff, verwendet, welcher bei Interkalierung in 

doppelsträngige DNA zu fluoreszieren beginnt. Dabei ist der Grad der Fluoreszenz linear 

abhängig von der Menge an DNA. Diese konnte somit über Ermittlung der Lichtemission 

durch den Komplex aus DNA und SYBR Green bestimmt werden. Die Fluoreszenz wurde 

während der rt-PCR nach jedem Zyklus gemessen. Zu einem bestimmten Zeitpunkt 

übersteigt diese die Hintergrundfluoreszenz. Die Anzahl der zu diesem Zeitpunkt 

absolvierten Zyklen wird als cycle threshold (ct-Wert) definiert. Dieser Wert ist umso 

niedriger, je häufiger ein DNA-Abschnitt in der cDNA-Probe vorkommt, da hierdurch umso 

früher die kritische Fluoreszenz gemessen wird. 

Der Gehalt an spezifischer DNA muss verglichen werden können. Deshalb wird ein 

Reporter- oder auch Haushältergen (housekeeping gene) gewählt, welches unabhängig vom 

Zellstadium konstitutiv exprimiert und nicht reguliert wird.  
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Hier wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Die ct-Werte 

des GAPDH wurden zur relativen Quantifizierung in Relation zu den ct-Werten des zu 

untersuchenden Gens gesetzt. So konnte rechnerisch die relative Expression (rE) bestimmt 

werden. Dies fand durch eine modifizierte Delta-Delta Methode mittels folgender Formel 

statt: 

rE = 2 (ct(GapDH)-ct(Zielgen)) x 10 000 

 

4.6  MNC-Isolierung 

 

Um die Reaktion von Monozyten auf verschiedene Stressstimuli zu untersuchen, wurden 

diese aus dem peripheren Blut von freiwilligen Probanden isoliert. 

Im venösen Vollblut finden sich verschiedene Zellgruppen, darunter Erythrozyten, 

Granulozyten, Thrombozyten,  Monozyten/ Makrophagen und Lymphozyten. 

 

4.6.1 Isolation mononukleärer Zellen aus peripherem Blut 

 

In einem ersten Schritt werden nun die sogenannten  „peripheren mononukleären Zellen“ 

(PBMCs) gewonnen. Diese bestehen vor allem aus Monozyten und Lymphozyten. Dabei 

wird die Tatsache genutzt, dass diese Zellen eine geringere Dichte besitzen als die 

restlichen Blutzellen. So können die PBMCs durch Zentrifugation über einen Ficoll-

Dichtegradienten (1,077g/cm³) abgetrennt werden.  

Diese sammeln sich der Phase zwischen Plasma und Ficoll an, während die Erythrozyten 

und Granuloztyen durch ihr höheres spezifisches Gewicht auf den Boden in die Ficollphase 

sinken und dort sedimentieren. 

Das peripher venös abgenommene Blut der freiwilligen Probanden wurde 1:2 mit PBS 

verdünnt. Es wurde vorsichtig in einem 50ml Falcon auf 20ml Ficoll geschichtet. 

Anschließend wurde bei 1700rpm und 20°C für 20 Minuten zentrifugiert. Hierbei finden sich 

die mononukleären Zellen in der Phasengrenze zwischen Plasma und Ficoll ein – nun 

konnten diese vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgenommen werden. 

Die Zellen wurden daraufhin mit PBS bei 300g und 20°C für 10 Minuten gewaschen und der 

Überstand verworfen.  

Die restlichen, trotz Dichtegradientenzentrifugation noch in der PBMC-.Fraktion 

verbliebenen Erythrozyten wurden mit 10ml 0,2% NaCl_Lösung für 30 Sekunden lysiert, 

dann wurde mit 10ml 1,6% NaCl-Lösung eine istotonische Lösung hergestellt und 

abschließend wiederum mit PBS gewaschen. 

Die so gewonnene PBMC-Fraktion besteht nun aus einem Gemisch aus Lymphozyten und 

Monozyten, sowie einem geringen Anteil an Makrophagen, dendritischen Zellen und 

basophilen Granulozyten. 
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4.6.2 Isolation von Monozyten aus PBMCs 

 

Im nachfolgenden Verfahren wurden aus dem PBMC-Gemisch Monozyten isoliert – dies 

konnte mit Hilfe des MACS-Systems (Magnetic Cell Sorter) erfolgen.  

Dieses System nutzt die Eigenschaften bzw. die spezifischen Oberflächenstrukturen der 

Zellen aus, um diese zu markieren und über ein Magnetfeld von den anderen Zellen 

abzutrennen.  

Zu Beginn wurden die Zellen mit Magnetpartikeln  - gebunden an Antikörpern - inkubiert, 

den sogenannten MicroBeads. Dabei binden die Antikörper spezifisch 

Oberflächenstrukturen von Zellen an die gewünschte Zellpopulation. 

Die so markierten Zellen wurden hierdurch beim Durchfluss durch eine von einem 

Magnetfeld umgebene Säule zurückgehalten. Die nicht markierten Zellen durchlaufen die 

Säule problemlos und können aufgefangen werden. 

Die zurückgehaltenen Zellen können durch Entfernen des Magnetfelds gewonnen werden –  

es findet also eine Positiv-Selektion statt. Die Zellen werden mit einem typischen 

Oberflächenmarker für Monozyten, dem CD14 Antikörper, inkubiert. 

Im Genaueren wurde als Erstes die Zellzahl des PBMC-Gemisch bestimmt und in 30µl pro 

10^7 MACS-Puffer (PBS + EDTA + BSA) gelöst.  

In einem weiteren Schritt wurden CD14 Microbeads mit je 20µl pro 10^7 Zellen 

hinzugegeben und erneut für 15 Minuten auf Eis inkubiert.  

Die LS Separationssäule wurde vorab mit MACS-Puffer gespült. 

Nach einem Waschvorgang mit etwa 1 bis 2ml MACS-Puffer wurden die Zellen in 500µl 

MACS Puffer gelöst und auf die LS Separationssäule gegeben.  

Die Säule wurde anschließend dreimal mit 3ml MACS-Puffer gewaschen.  

Nach Entfernen der Säule aus dem Magnetfeld werden 5-6ml MACS-Puffer in die Säule 

gegeben. Mit Hilfe eines Stempels werden die markierten Zellen aus der Säule gelöst und 

aufgefangen. 
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4.7  ELISA – Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zur Detektion und 

Quantifizierung von Molekülen –  in dieser Arbeit von den Zytokinen TNF-α 

(Tumornekrosefaktor) und Interleukin-8 (IL-8). 

 

4.7.1 TNF-α 

 

Zu Beginn des ELISA findet ein „Coating“ statt. 25µl des 1. TNF-α - Antikörpers wird mit 

5,5ml PBS gemischt. Von der Mischung mit einer Konzentration von 4µg/ml  wird je 50µl in 

ein Well gegeben. Die Antikörper werden über Nacht auf der Platte im Kühlschrank 

belassen. Am folgenden Tag werden die nicht gebundenen Antikörper abgewaschen und die 

Platte für etwa 1,5-2 Stunden „geblockt“ – dies findet mit 200µl DPBS +1%BSA bei 

Raumtemperatur statt. So wird  eine unspezifische Bindung verhindert. In dieser Zeit werden 

die Proben und der Standard angesetzt. Die Proben entsprechen den Überständen, die 

nach Stimulation der Zellen (THP1 oder BAL) abgenommen wurden und jeweils zweimal 

gemessen werden. Sie werden zum großen Teil verdünnt – mit DPBS + 1%BSA. Es wird 

eine Standardreihe mit einem Maximum von 1000pg pro ml gewählt.  

Nach Entfernen der Blocking-Flüssigkeit werden die Proben und der Standard mit je 50µl auf 

die Platte aufgetragen und für 2-3 Stunden belassen. Bei diesem Vorgang können die TNF-

α Moleküle, die sich im Überstand befinden, spezifisch an den Antikörper binden. Daraufhin 

erfolgt ein vierfacher Waschvorgang. Im Anschluss daran wird 50µl der TNF-α Detektions-

Antikörper-Verdünnung aufgegeben. 25µl dieses Sekundärantikörpers wurden zuvor in 

5,5ml DPBS +1%BSA gemischt – entspricht also einer Konzentration von 0,5µg/ml.  

Der Antikörper wird für mindestens zwei Stunden auf der Platte inkubiert. Er bindet an ein 

anderes Epitop des TNF-α und ist an Biotin gekoppelt, welches hoch affin für Streptavidin 

ist. Nach erneutem Waschen wird Streptavidin-HRP in einer 1:200 Verdünnung mit je 50µl 

aufgetragen. Es werden 30µl Streptavidin-HRP in 6ml DBPS +1%BSA gegeben und gut 

gemischt. Das Streptavidin ist mit HRP (horseradish-peroxidase) konjugiert  und wird für 25 

Minuten inkubiert. Es wird erneut gewaschen und eine Farbreaktion durch Zugabe von 50µl 

TMB/Citratpuffer ausgelöst. Hierfür werden 550µl TMB mit 11ml Citratpuffer gemischt, 

welches hier als chromogenes Substrat fungiert. Die Proben und Standardlösungen 

verfärben sich hierdurch blau – je nach Konzentration langsamer oder schneller. Die Platten 

werden hierbei abgedeckt, um sie vor Licht zu schützen.  

Nach etwa 20 Minuten, je nach Geschwindigkeit der Verfärbung wird die Reaktion gestoppt. 

Bei der Stopplösung handelt es sich um 50µl 4 N Schwefelsäure. Nach Abstoppen der 

Reaktion wird die ELISA-Platte in den ELISA-Reader gegeben, der photometrisch die 

Enzymaktivität erfassen kann. Diese ist proportional zur Menge des gebundenen 
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Zielmoleküls. Die Konzentration des TNF-α kann anhand des Standards, die eine 

Kalibrationskurve liefert, bestimmt werden.  

 

4.7.2 IL8 

 

Das Prinzip für den Il8-ELISA gleicht dem oben beschriebenen Verfahren für TNF-α-ELISA.  

Um optimale Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden vorab verschiedene 

Konzentrationen der einzelnen Komponenten, wie etwa des Detection-Antikörpers, getestet 

und so die bestmöglichen Konzentrationen ermittelt. Für den capture Antikörper wurde hier 

der anti human Il8- Capture Antibody verwendet. Dieser wurde 1:400 verdünnt (2,5µg/ml) – 

es wurden 15µl der Stocklösung (1mg/ml) in 6ml PBS gegeben. Das anti human IL-8 Biotin 

Conjugate wurde als Detection Antikörper 1:5000 mit 1%BSA/PBS verdünnt – dies 

entspricht 1,2µl der Stocklösung (0,5mg/ml) in 6ml PBS/BSA. Der Standard (Immuno Tools 

rh Il-8) wurde 1:25 in 1%BSA/PBS verdünnt – es wurde dementsprechend ein Ansatz mit 

einer Maximumkonzentration von 2000pg/ml gewählt. Beim Il-8 ELISA wurde das 

Streptavidin-HRP 1:400 in 1&BSA/PBS verdünnt - 15µl der Stocklösung in 6ml 1%BSA/PBS. 

Alle anderen Teilschritte des ELISA entsprechen den Schritten des TNF-α-ELISA. 

 

4.8  Transfektion 

 

Unter einer Transfektion versteht man das Einbringen von DNA oder RNA in eine 

eukaryontische Zelle. Diese kann transient oder stabil, also dauerhaft sein. Hier wurde eine 

transiente biochemische Transfektion durchgeführt.  

Es wurde in dieser Arbeit das peqLab-Reagenz verwendet. Die Expression des Zielgens 

OS-9 wurde hier durch Einbringen von OS9-siRNA vermindert bzw. verhindert. Als 

Negativkontrolle wurde eine scramble RNA genutzt. Durch das „Ausschalten“ des OS9 kann 

hier die Funktion, Rolle und Einflussnahme des OS9 auf die Stressreaktion der THP1-Zellen 

untersucht werden. 

Bei der folgenden Transfektion der THP1 Zellen wurden diese vorab für 72h mit 50nM PMA 

gereift. Die Reifung fand in 12-Well-Platten statt mit je 1 Mio. Zellen pro ml RPMI mit 

10%FCS und 1%P/S. Anschließend fand ein Mediumwechsel statt – nun wurde RPMI ohne 

Zusätze verwendet. Nach 24h Ruhephase wurde die Transfektion gestartet. Die Konfluenz 

der Zellen sollte nun optimalerweise 70-90% betragen. Es wurde eine Endkonzentration in 

der Zellkultur von 16,7nM gewählt – dies entspricht 20pmol siRNA (2µl) in 200µl RPMI. 

Anschließend wurde das peqFECT Reagenz kurz gemischt und jeweils 2µl zu den 

jeweiligen Ansätzen hinzugefügt. Die Mischung wurde daraufhin für 15-20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und dann 200µl vorsichtig und tropfenweise zu jedem well 

gegeben. Die Platte wurde vorsichtig geschwenkt, um eine gleichmäßige Verteilung der 

Komplexe zu gewährleisten und für 48h im Brutschrank inkubiert. 
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Im Anschluss an diese Inkubationszeit wurde ein erneuter Mediumwechsel mit RPMI 

+10%FCS +1%P/S durchgeführt. Daraufhin wurden die transfizierten Zellen für 24h  nach 

folgender Reihe stimuliert: THP1/PMA + 

 

Abb.4.4 Aufgelistet sind die Bestandteile der einzelnen Versuchsansätze – Reagenzien, siRNA, 

scramble und verschiedene Stimulanzien. 

 

Nach 24h Stimulation unter Inkubation im 37°C, 5%CO2 Brutschrank wurde die Zellen mit 

200µl Trizol lysiert. Die Überstände wurden abgenommen und weggefroren. Im Anschluss 

wurde hier ebenfalls PCR und ELISA durchgeführt. 

 

 

Nummer peqFECT-

Reagenz 

OS9siRNA/ 

scramble 

Stimulanz 

1 - - - 

2 + - - 

3 - - LPS 1µg/ml 

4 - - Tunicamycin 10nM 

5 - - LAM 10µg/ml 

6 - - P.acnes 10µg/ml 

7 - - Tunicamycin 10nM + LAM 10µg/ml 

8 - - Tunciamycin 10nM + P.acnes 10µg/ml 

9 + siRNA - 

10 + scramble - 

11 + siRNA LPS 1µg/ml 

12 + scramble LPS 1µg/ml 

13 + siRNA Tunicamycin 10nM 

14 + scramble Tunicamycin 10nM 

15 + siRNA LAM 10µg/ml 

16 + scramble LAM 10µg/ml 

17 + siRNA P.acnes 10µg/ml 

18 + scramble P.acnes 10µg/ml 

19 + siRNA Tunicamycin 10nM + LAM 10µg/ml 

20 + scramble Tunicamycin 10nM + LAM 10µg/ml 

21 + siRNA Tunciamycin 10nM + P.acnes 10µg/ml 

22 + scramble Tunciamycin 10nM + P.acnes 10µg/ml 
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4.9  Genotypisierung 

 

Die Genotypisierung der Sarkoidosepatienten und der freiwilligen Probanden wurde in Kiel, 

im Institut für Klinische Molekularbiologie der Christian-Albrechts-Universität durchgeführt. 

Im Speziellen wurde hier auf das OS-9 Gen untersucht. Dieses befindet sich auf 

Chromosom 12q13.3-q14.1 und kann einen SNP (single nucleotid polymorphism) enthalten. 

Bei dem Allel, welches genau untersucht wird, handelt es sich um das rs 1050045. Es 

können drei verschiedene Genotypen vorliegen: AA, CA und CC. 

Der Untersuchung wurde zuvor durch die Ethikkommission zugestimmt – Antragsnummer 

3/10 im Jahr 2010. 

4.10 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse konnte aufgrund der geringen Anzahl an Tests 

pro Messreihe keine Normalverteilung angenommen werden. Pro Messreihe wurden 

mehrere unabhängige Versuche an verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen.  

Es wurde eine nicht-parametrische Statistikmethode verwendet. Der Friedman Test wurde 

zur Prüfung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse durchgeführt. Eine statistische 

Signifikanz wurde für einen p-Wert kleiner 0,05 bestimmt. Die Ergebnisse der Tests mit 

Patientenproben wurden im Vergleich zu Kontrollpatienten aufgeführt. Zudem wurde der 

Wilcoxon signed- rank Test verwendet.  

 Die Ergebnisse wurden graphisch in Säulendiagrammen dargestellt. Es werden die 

Mittelwerte und deren Standardabweichung gezeigt.  
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5. Ergebnisse 

 

5.1  Die Expression des OS9 bei verschiedenen myelozytären Vorläuferzellen 

 

In den Vorversuchen wurden verschiedene myelozytäre Vorläuferzellen untersucht. Es 

handelte sich hierbei um HL60-Zellen, U937-Zellen und THP1-Zellen. 

Die Zelllinien wurden mittels rt-PCR auf ihre relative OS9 Expression hin untersucht und 

verglichen. Dabei wurde auf die Expression im unstimulierten Zustand und die mögliche 

Erhöhung der Expression durch einen Stimulus geachtet. Die Ergebnisse der rt-PCR wurden 

als relative Expressionen in nachfolgender Abbildung 5.1 dargestellt. 

Im unstimulierten Zustand zeigt die Zellreihe der U937 die höchste Expression an OS9, 

während die basale OS9 Expression der HL60 Zellen eine deutlich geringere Expression 

aufweist. Eine Erhöhung der relativen OS9-Expression wird nach Stimulation mit 1µg/ml 

LPS für 24 Stunden sowohl bei den HL60- als auch bei den THP1-Zelllinien erreicht. Auch 

eine Stimulation mit 10nM Tunicamycin bewirkt bei THP1 Zellen einen Expressionsanstieg. 

Dagegen kommt es bei U937 Zellen durch Stimulation mit 1µg/ml LPS oder 10nM 

Tunicamycin zu einem starken Abfall der Expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.1: Die Abbildung zeigt die relativen Expressionen an OS9 der Zelllinien HL60, U937 und THP1 

im unstimulierten Zustand, sowie nach Stimulation der Zellen mit LPS 1µg/ml und Tunicamycin 10nM 

für 24h. Die Versuchsreihe wurde vierfach durchgeführt, die abgebildeten Werte zeigen Mittelwerte 

mit ihren Standardabweichungen. 
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5.2 Die Induktion der Reifung von THP1 Zellen  

 

In dieser Arbeit wurden neben PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) auch DMSO 

(Dimethylsulfoxid) und Cholecalciferol (Vitamin D3) für die Induktion der THP1-Reifung 

verwendet und getestet. In verschiedenen Arbeiten konnten diese Agenzien eine Reifung 

von THP1 Zellen induziert werden. [15, 20, 118, 153] 

In dieser Arbeit wurden in mehreren Versuchansätzen verschiedene Konzentrationen an 

DMSO zur Induktion der Reifung getestet. Doch es konnte nur für einen Teil der THP1 

Zellen eine erfolgreiche Reifung erreicht werden. Bei zusätzlicher Stimulierung gingen 

zudem viele Zellen zugrunde. Auch eine Reifung mit Vitamin D3 blieb erfolglos. Die THP1-

Zellen reagierten auf bereits geringe Konzentrationen empfindlich und leiteten den Zelltod 

ein.  

THP1-Zellen differenzierten jedoch durch Zusatz des Phorbolesters PMA (Phorbol-12-

myristat-13-acetat) in 72 h zu makrophagenähnlichen Zellen aus. Die Zellen wurden dabei 

im Brutschrank bei 37°C und 5%CO2 inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden im 

Lichtmikroskop morphologische Veränderungen sichtbar. Während sich die THP1-Zellen im 

ungereiftem Zustand groß, rund und einzellig präsentierten, zeigten sich die Zellen durch 

den Reifungsprozess mit zytoplasmatischen Ausläufern und formierten sich häufiger in 

Zelltrauben. Zudem wurden die Zellen adhärent. 

In Abbildung 5.2 sind die THP1 Zellen vor und nach der 72-stündigen Reifung mit 50nM 

PMA abgebildet. Die lichtmikroskopischen Bilder wurden in einer 4er-und einer 10er-

Vergrößerung aufgenommen. 
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    4-fache Vergrößerung        10-fache Vergrößerung  

 

  

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.2: Nummer A und B zeigen lichtmikroskopische Bilder von THP1-Zellen vor der Reifung, 

Nummer C und D nach der Reifung mit PMA für 72h.  Die Zellen werden in einer 4- und 10-fachen 

Vergrößerung gezeigt.  
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5.3 Das OS9-Expressionsverhalten und die Zytkoinfreisetzung von ungereiften THP1 

Zellen 

 

Die Stimulation mit Tunicamycin und LAM 

Ungereifte THP1 Zellen wurden nach Stimulation mit 10nM Tunicamycin und 10µg/ml LAM 

für 24 Stunden, sowie deren Kombination auf die Expression von OS9 und die Produktion 

von TNF-α und Interleukin-8 hin untersucht.  

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass die Stimulation ungereifter THP1 Zellen mit 

Tunicamycin, sowie einer Kombination aus Tunicamycin und LAM einen Anstieg der OS-9 

Expression bewirken. (Abb.5.3) Dagegen wird die Expression durch eine Einzelstimulation 

mit LAM nicht beeinflusst. (Abb.5.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.3 Die Abbildung zeigt die relative Expression ungereifter THP1-Zellen im unstimulierten 

Zustand, sowie nach Stimulation mit Tunicamycin und LAM für 24h. Der Versuch wurde vierfach 

durchgeführt. Es wird deren Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. 

 

Bei Untersuchung der Überstände, zeigte sich ein Anstieg der TNF-α Produktion durch die 

einzelnen Stimulanzien. Durch Stimulation mit einer Kombination aus LAM und Tunicamycin 

kam es zudem zu einer starken Erhöhung der TNF-α Freisetzung. (Abb.5.4) 

Bei der Produktion an IL-8 zeigte sich ebenfalls ein Anstieg durch die Stimulanzien und 

deren Kombination. (Abb.5.5) 
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Abb.5.4 Das Säulendiagramm zeigt die Produktion an TNF-α durch ungereifte THP1-Zellen vor und 

nach Stimulation mit Tunicamycin 10nM und/oder LAM 10µg/ml für 24h. Der Versuch wurde vierfach 

durchgeführt. (n=4) Es wird deren Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.5 Das Säulendiagramm zeigt die Produktion an IL-8 durch ungereifte THP1-Zellen vor und 

nach Stimulation mit Tunicamycin 10nM und/oder LAM 10µg/ml für 24h.  (n=4) Es wird deren 

Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. 
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Die Stimulation mit Tunicamycin und LPS 

Im Weiteren wurde das Verhalten von ungereiften THP1 Zellen auf die 24-stündige 

Stimulation mit 1µg/ml LPS und Tunicamycin, als auch mit deren Kombination untersucht. 

Zudem wurde die relative OS9 Expression und Zytokinproduktion bei Steigerung der 

Tunicamycinkonzentration von 10nM auf 1000nM beobachtet.  

Es wurde gezeigt, das Tunicamycin und LPS jeweils die OS-9 Expression hoch regulieren, 

jedoch unabhängig von der Höhe der Konzentration an Tunicamycin oder einer Kombination 

der beiden Stimuli. (Abb.5.6)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.6 In der Abbildung zeigt sich die OS9 Expression ungereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit 

LPS und Tunicamycin in verschiedenen Konzentrationen für 24 h. Der Versuch wurde vierfach 

durchgeführt. Es wird deren Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. 

 

Werden die Zytokinwerte nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin für 24 Stunden 

betrachtet, zeigt sich durch eine niedrige Tunicamycinkonzentration eine Erhöhung der TNF-

α-Produktion, die Stimulation mit höheren Konzentrationen an Tunicamycin TNF-α eine 

Erniedrigung. (Abb.5.7) In der Darstellung der Produktion an Interleukin-8 zeigt sich eine 

Steigerung der Produktion nach allen Stimulationen für 24h. (Abb.5.8)  
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Abb.5.7 Das Säulendiagramm zeigt die Produktion an TNF-α durch ungereifte THP1-Zellen vor und 

nach Stimulation mit LPS 1µ/ml und verschiedenen Konzentrationen an Tunicamycin 10nM für 24h. 

Der Versuch wurde vierfach durchgeführt. Es wird deren Mittelwert mit Standardabweichung 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.8 Das Säulendiagramm zeigt die Produktion an IL-8 durch ungereifte THP1-Zellen vor und 

nach Stimulation mit LPS 1µ/ml und verschiedenen Konzentrationen an Tunicamycin 10nM für 24h. 

Der Versuch wurde vierfach durchgeführt. Es wird deren Mittelwert mit Standardabweichung 

dargestellt. 
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5.4 Das OS9-Expressionsverhalten und die Zytokinfreisetzung von gereiften THP1   

Zellen 

 

Um die Reaktion von Makrophagen auf verschiedene Stimuli noch genauer untersuchen und 

simulieren zu können, wurden die THP1 Zellen vor Beginn der Stimulation zur Reifung 

gebracht.  

Die ausführlichen Versuche der Reifung von THP1-Zellen mit DMSO und Vitamin D waren 

nicht erfolgreich – die Reifung konnte auch durch unterschiedliche Konzentrationen  und 

Versuchsansätze nicht erreicht werden.  

Durch Zusatz des Phorbolesters PMA differenzierten die monozytären THP1-Zellen zu 

makrophagenähnlichen Zellen. Durch die Reifung wurden die THP1-Zellen adhärent und 

veränderten ihre Morphologie. In 12-well-Platten wurde die Differenzierung sowie 

Stimulation in verschiedenen Ansätzen getestet. 

Zudem wurde ein Ansatz durchgeführt, der Reifung und Stimulation simultan vorsah. Die 

Ergebnisse wurden mit denen der ungereiften Zellen verglichen. Auch hier wurde auf die 

OS9-Expression, sowie die TNF-α- und IL-8-Freisetzung der THP1-Zellen hin untersucht, 

um einen optimalen Ansatz zur Simulation der Reaktion von Makrophagen zu ermitteln.  

 

 

Tab.5.9 Die Tabelle zeigt den Ablauf der verschiedenen Reifungs- und Stimulationsansätze für THP1-

Zellen. Jeder Ansatz wurde dreifach durchgeführt.  

 

Stimulation ungereifter THP1 Zellen für 24 h  ungereift 

Reifung der Zellen mit PMA 50nM für 72h, dann Mediumwechsel 

und Stimulation für 24h gereift-1 

Reifung von THP1 mit PMA für 72h, dann Mediumwechsel und 

Ruhephase für 72h, dann erneuter Mediumwechsel 

und Stimulation für 24h gereift-2 

gleichzeitiger Zusatz von PMA und Stimulantien für 72h  simultan 
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5.4.1 Der Vergleich der verschiedenen Ansätze nach Reifung der THP1 Zellen 

 

a) OS9-Expressionsverhalten 

 

Die basale Expression an OS9 zeigte sich bei gereiften THP1 Zellen (gereift-1, gereift-2 und 

simultan) höher als bei ungereiften Zellen. Durch die Stimulationen mit 1µg/ml LPS und/oder 

10nM Tunicamycin zeigt sich eine starke Varianz im OS9 Expressionsverhalten der Zellen. 

(Abb.5.10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.10 Die Abbildung zeigt die relative Expression an OS9 bei verschiedenen Versuchsansätzen 

zur Reifung von THP1 Zellen, sowie nach Stimulation mit LPS und/oder Tunicamycin für 24h. Die 

Versuchsreihe wurde dreifach durchgeführt, es wird der Mittelwert mit Standardabweichung 

dargestellt. 

 

Auch durch die Stimulation mit 10µg/ml M.tb und 10µg/ml LAM zeigt sich bei Betrachtung 

der OS9 Expression eine deutliche Varianz. (Abb.5.11) 
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Abb.5.11 Die Abbildung zeigt die relative Expression an OS9 bei verschiedenen Versuchsansätzen 

zur Reifung von THP1 Zellen, sowie nach Stimulation mit LPS und/oder Tunicamycin für 24h. Die 

Versuchsreihe wurde dreifach durchgeführt, es wird der Mittelwert mit Standardabweichung 

dargestellt. 

 

b) Produktion an TNF-α und Interleukin 8 

 

Die basale Freisetzung an TNF-α zeigt sich bei gereiften THP1 Zellen höher als bei 

ungereiften THP1-Zellen. (Abb.5.12) Die Produktion an TNF-α durch ungereifte THP1 Zellen 

wird durch fast alle Stimulationen nach 24h erhöht.  Die Produktion an TNF-α durch gereifte 

THP1 Zellen zeigt lediglich durch die Stimulation mit 10µg/ml LPS und deren Kombination 

mit 10nM Tunicamycin eine Steigerung. (Abb.5.12) Die Stimulation durch andere Stimuli wie 

LAM oder M.tb lässt die Freisetzung an TNF-α durch gereifte THP1 Zellen annähernd 

unbeeinflusst. Die Produktion bleibt hier gleichbleibend hoch. (Abb.5.13) 
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Abb.5.12 Die Abbildung zeigt die Freisetzung von TNF-α durch THP1-Zellen, die entweder ungereift 

oder nach unterschiedlichen Ansätzen gereift eingesetzt wurden - nach Stimulation mit LPS und/oder 

Tunicamycin für 24h. Der Versuch wurde dreifach durchgeführt. (n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.13 Die Abbildung zeigt die Freisetzung von TNF-α durch THP1-Zellen, die ungereift oder nach 

unterschiedlichen Ansätzen gereift eingesetzt wurden, unstimuliert und nach Stimulationen mit 

Tunicamycin, LAM und M.tb , sowie deren Kombinationen. (n=3) Es wird ein Mittelwert mit 

Standardabweichung angegeben. 
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Die basale Produktion an Interleukin-8 durch gereifte THP1 Zellen zeigt sich höher als bei 

ungereiften THP1 Zellen. (Abb.5.14) Auch hier lässt sich bei ungereiften THP1 Zellen eine 

vermehrte IL-8 Produktion durch beinahe alle Stimulanzien beobachten. Gereifte Zellen 

weisen nach Stimulation mit LPS, Tunicamycin und deren Kombinationen eine vermehrte 

Zytokinproduktion auf. (Abb.5.15) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.14 Die Abbildung zeigt die Freisetzung von IL-8 durch THP1-Zellen, die nach unterschiedlichen 

Ansätzen gereift bzw. nicht gereift wurden - nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin für 24h. Der 

Versuch wurde vierfach durchgeführt. Es wird ein Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. 
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Abb.5.15 Die Abbildung zeigt die Freisetzung von IL-8 durch THP1-Zellen, die nach unterschiedlichen 

Ansätzen gereift wurden – unstimuliert und nach Stimulationen mit Tunicamycin, LAM und M.tb, 

sowie deren Kombinationen für 24h. Der Versuch wurde vierfach durchgeführt. Es wird ein Mittelwert 

mit Standardabweichung angegeben. 

 

5.4.2 Reaktion von gereiften THP1 Zellen auf verschiedene Stimuli 

 

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse, wurde Ansatz gereift-2 für weitere Untersuchungen 

gewählt. Die THP1 Zellen wurden für 72h mit 50nM PMA gereift und im Anschluss an einen 

Mediumwechsel für weitere 72h bei 37°C inkubiert. Nach dieser Ruhephase wurde nach 

erneutem Mediumwechsel für 24h stimuliert. Dabei wurden Einzelstimulanzien sowie deren 

Kombinationen verwendet. In den folgenden Tabellen werden die relativen Expressionen 

des OS9, sowie die dazugehörigen TNF-α- und IL-8-Werte einschließlich ihrer 

Standardabweichungen dargestellt. Die Versuche wurden insgesamt viermal durchgeführt. 
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a) Stimulation mit Tunicamycin und LPS 

 

Die Stimulation der gereiften THP1 Zellen mit Tunicamycin induziert dosisabhängig die OS9 

Expression – diese Dosisabhängigkeit ist signifikant (p<0,01; Friedman Test). Durch 

Steigerung der Tunicamycinkonzentration von 10nM über 100nM auf 1000nM kommt es zu 

einer deutlichen Erhöhung der relativen OS9 Expressio (Abb.5.16) Laut Wilcoxon signed-

rank Test ist die Erhöhung bei 10 nM und 100 nM signifikant (p<0,01), nicht aber bei einer 

Tunicamycinkonzentration von 1000 nM. 

Die Expression an OS9 wird durch die Stimulation mit LPS 1µg/ml kaum beeinflusst. 

(Abb.5.17)  

Die TNF-α Produktion stellt sich bei Steigerung der Tunicamycinkonzentration 

gleichbleibend niedrig dar und ist somit konzentrationsunabhängig. (Abb.5.18) Im Vergleich 

dazu wird nach Stimulation mit LPS 1µg/ml ein starker Anstieg an TNF-α sichtbar. 

(Abb.5.19)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.16 In der Tabelle wird die relative OS9 Expression gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit 

verschiedenen Tunicamycinkonzentrationen für 24h dargestellt. Der Versuch wurde viermal 

wiederholt. Es wird der Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 
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Abb.5.17 In der Tabelle wird die relative OS9 Expression gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit 

LPS 1µg/ml und/oder Tunicamycin 10nM für 24h dargestellt. (n=4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.18 Dargestellt ist die TNF-α-Produktion gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit 

verschiedenen Konzentrationen an Tunicamycin für 24h. Der Versuch wurde viermal wiederholt. Es 

wird der Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 
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Abb.5.19 Dargestellt ist die TNF-α Produktion durch Stimulation von gereiften THP1 Zellen durch LPS 

1µg/ml und/oder Tunicamycin 10nM für 24h. Der Versuch wurde viermal wiederholt. Es wird der 

Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben, die Darstellung ist logarithmisch gewählt.  

 

Bei Betrachtung der Interleukin-8 Produktion zeigt sich eine konzentrationsabhängige 

Steigerung durch Tuincamycin. Es kommt zu einer signifikanten dosisabhängigen Induktion 

des Interleukin-8 durch Tunicamycin (p<0,05). (Abb.5.20) Die Produktion wird bei einer 

Konzentration von 1000nM deutlich erhöht. Nach Stimulation mit LPS 1µg/ml und 

Tunicamycin 10nM wird ein Anstieg an Interleukin-8 sichtbar. (Abb.5.21) 
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Abb.5.20 Es wird die Interleukin-8 Produktion gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit 

verschiedenen Tunicamycinkonzentrationen für 24h dargestellt. Es zeigt sich eine signifikante 

Induktion des Interleukin-8. (p<0,05) Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es werden die 

Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.21 Es wird die IL-8 Produktion gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit LPS 1µg/ml und/oder 

Tunicamycin 10nM für 24h dargestellt. Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es werden die 

Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Es wurde eine logarithmische Darstellung gewählt. 
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b) Stimulation mit LAM und Mycobacterium tuberculosis 

 

 Des Weiteren wurden gereifte THP1-Zellen mit je 10µg/ml LAM und 10µg/ml Mycobacterium 

tuberculosis (M.tb.), sowie beide zusätzlich in Kombination mit 10nM Tunicamycin stimuliert. 

Hierbei zeigten sich keine Veränderungen der Expression durch die alleinige Stimulation mit 

M.tb (Abb. 5.22) oder LAM (Abb.5.23). Es zeigte sich jedoch ein Effekt durch die 

Kombination von M.tb 10µg/ml mit Tunicamycin 10nM. (Abb.5.22) In 4 von 4 Experimenten 

wurde die Expression durch eine Kombination der Stimulanzien im Vergleich zur jeweiligen 

Einzelstimulation stark gesteigert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.22 Das Säulendiagramm zeigt die relative Expression an OS9 nach Stimulation der gereiften 

THP1 Zellen mit M.tb. 10µg/ml und/oder Tunicamycin 10nM für 24h. Der Versuch wurde vierfach 

wiederholt, es werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 
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Abb.5.23 Zur Darstellung kommt die Expression an OS9 durch Stimulation gereifter THP1 Zellen mit 

LAM und einer Kombination mit Tunicamycin für 24h. Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es 

werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

  

Bei Untersuchung der Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit LAM und M.tb. zeigten sich 

für TNF-α nur geringe Veränderungen im Vergleich zur unstimulierten THP1-Zelle. Lediglich 

durch Stimulation mit M.tb und dessen Kombination mit Tunicamycin konnte eine nicht 

signifikante Reduktion der TNF-α Freisetzung beobachtet werden. (Abb.5.24) 

Bei Untersuchung der IL8 Produktion zeigte sich Erhöhung der IL-8 Freisetzung nach 

Stimulation der gereiften Zellen mit 10nM Tunicamycin und den Kombinationen Tunicamycin 

mit 10µg/ml LAM und 10µg/ml M.tb. Eine alleinige Stimulation durch M.tb oder LAM zeigte 

dagegen keinerlei Einfluss auf die Zytokinproduktion. (Abb.5.25) 
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Abb.5.24 Es zeigt sich eine Darstellung der TNF-α Produktion durch gereifte THP1 Zellen nach 

Stimulation mit LAM 10nM, M.tb. 10µg/ml und/oder Tunicamycin 10nM für 24h. Der Versuch wurde 

vierfach wiederholt, es werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

 

 

 

Abb.5.25 Die Tabelle zeigt die Interleukin-8-Freisetzung der gereiften THP1 Zellen nach Stimulation 

mit Tunicamycin 10nM, LAM 10µg/ml und/oder M.tb. 10µg/ml für 24h. Der Versuch wurde vierfach 

wiederholt, es werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 
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c) Stimulation mit P.acnes und TDM (Cord factor) 

 

Zuletzt wurde die Stimulation der gereiften THP1 Zellen mit Propionibakterien (10µg/ml 

P.acnes) und 5µg/ml TDM, sowie deren Kombination mit 10nM Tunicamycin untersucht. Die 

relative OS9 Expression wurde hier durch P.acnes (Abb.5.26) und TDM (Abb.5.27) erhöht.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.26 Das Säulendiagramm zeigt die relative Expression an OS9 gereifter THP1 Zellen nach 

Stimulation mit 10µg/ml P.acnes und/oder Tunicamycin 10nM für 24 h. Der Versuch wurde vierfach 

wiederholt (n=4), es werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.27 Das Säulendiagramm zeigt die relative Expression an OS9 der gereiften THP1 Zellen nach 

Stimulation mit 5µg/ml TDM und/oder Tunicamycin 10nM für 24 h. (n=4) 
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Bei Untersuchung der Zytokinproduktion der gereiften THP1 Zellen zeigten sich keine 

signifikanten Auswirkungen auf die Freisetzung von TNF-α. (Abb.5.28) Weder die 

Stimulation mit P.acnes noch mit TDM, sowie deren Kombination mit Tunicamycin ließen 

eine deutliche Tendenz erkennen. 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abb.5.28  Dargestellt ist die Produktion an TNF-α gereifter THP1 Zellen nach Stimulation mit P.acnes, 

TDM und deren Kombinationen mit Tunicamycin für 24 h. Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es 

werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

 

Wird dagegen die IL-8 Produktion betrachtet, zeigt sich eine Steigerung der 

Zytokinfreisetzung durch Stimulation mit P.acnes und dessen Kombination mit Tunicamycin. 

Die Steigerung durch P.acnes erreicht dabei keine Signifikanz (p=0,06). (Abb.5.29) Auch 

durch TDM lässt sich die Interleukin 8 Freisetzung leicht erhöhen. (Abb.5.30) 
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Abb.5.29 Dargestellt ist die Produktion an IL-8 durch gereifte THP1 Zellen nach Stimulation mit 

P.acnes und einer Kombination mit Tunicamycin für 24h. Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es 

werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.30 Dargestellt ist die Produktion an IL-8 durch gereifte THP1 Zellen nach Stimulation mit TDM 

5µg/ml und einer Kombination mit Tunicamycin für 24h. Der Versuch wurde vierfach wiederholt, es 

werden die Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. 
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5.5 Der Vergleich der Reaktion von Monozyten gegenüber THP1- und BAL-Zellen 

 

Des Weiteren wurden die Reaktionen von Monozyten und BAL-Zellen auf verschiedene 

Stimulanzien beobachtet. Diese wurden im Vergleich zur Zellreihe THP1 betrachtet. 

Es wurden BAL-Zellen und Monozyten von bekannten Sarkoidosepatienten untersucht -  

insgesamt BAL-Zellen von 22 Sarkoidosepatienten, sowie Monozytenproben von 12 

Patienten. Als Stimulanzien wurden hierbei 1µg/ml LPS und Tunicamycinlösungen mit den 

Konzentrationen 10nM und 100nM verwendet. Die Ergebnisse wurden mit den Werten der 

ungereiften sowie gereiften THP1 Zellen verglichen und in den nachfolgenden Abbildungen 

dargestellt. 

Werden die basalen relativen Expressionen von BAL-Zellen, Monozyten und THP1-Zellen 

verglichen, zeigt sich die geringste OS9 Expression bei ungereiften THP1-Zellen, gefolgt 

von BAL-Zellen der Sarkoidosepatienten. Dagegen besitzen Monozyten und gereifte THP1-

Zellen eine höhere basale Expression an OS9. (Abb.5.31, unstimuliert)  

Durch Stimulation mit LPS zeigen Monozyten und gereifte THP1 Zellen eine leichte 

Verminderung der OS9 Expression, durch Tunicamycin eine konzentrationsabhängige 

Steigerung. Ungereifte THP1 Zellen weisen dagegen eine konzentrationsunabhängige 

Steigerung der Expression durch alle Stimuli auf. (Abbb.5.31, schwarze Säulen) BAL-Zellen 

bleiben durch LPS unbeeinflusst, steigern jedoch die OS9 Expression 

konzentrationsabhängig durch die Stimulation mit Tunicamycin. (Abb.5.31, weiße Säulen) 
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Abb.5.31: Es werden die OS9-Expressionen im unstimulierten Zustand und nach Stimulation mit LPS 

und Tunicamycin für 24h dargestellt – im Vergleich sind BAL-Zellen und Monozyten von 

Sarkoidosepatienten aufgeführt, sowie ungereifte und gereifte THP1-Zellen. 

 

Bei Betrachtung der Zytokinproduktion weisen die BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten eine 

deutlich höhere basale TNF-α-Produktion (Abb.5.32, unstimuliert) und eine deutlich höhere 

basale Interleukin-8-Produktion auf als etwa ungereifte THP1-Zellen. (Abb.5.33 unstimuliert) 

Durch LPS kommt es bei den BAL-Zellen zu einer leichten Erhöhung der TNF-α-Freisetzung 

und L-8 Produktion. Tunicamycin hat dagegen kaum Einfluss auf die Zytokinproduktion. 

(Abb.5.33) 

Im Vergleich dazu produzieren die ungereiften THP1-Zellen durch Stimulation mit 

Tunicamycin und LPS vermehrt TNF-α und IL-8. Bei Steigerung der 

Tunicamycinkonzentration kommt es allerdings zu einem Absinken der TNF-α-Produktion, 

wohingegen die IL-8-Produktion konzentrationsabhängig leicht steigt. (Abb.5.32,5.33, 

schwarze Balken) Gereifte THP1-Zellen und Monozyten steigern ihre Produktion an TNF-α  

und Interleukin-8 besonders stark durch Stimulation mit LPS. Die Stimulation mit 

Tunicamycin hat jedoch keinen Einfluss. (Abb. 5.32,5.33, graue Balken) 
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Abb.5.32: Das Diagramm zeigt die TNF-α Zytokinproduktion von BAL-Zellen, Monozyten und THP1-

Zellen (gereift und ungereiift) vor und nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin für 24 h.  

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.33: Das Diagramm zeigt die IL8 Zytokinproduktion von BAL-Zellen, Monozyten und THP1-

Zellen (gereift und ungereift) vor und nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin für 24h im Vergleich. 
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5.6 Die Transfektion der THP1 Zellen mit OS-9 siRNA 

  

In einem Vorversuch wurde die Transfektion mit dem peqFECT Transfektionsreagenz nach 

bereits beschriebenen Verfahren optimiert. Es wurden verschiedene Konzentrationen an 

OS9-siRNA getestet und der optimale Stimulationszeitpunkt nach Transfektion bestimmt.  

Hierbei wurden gereifte THP1-Zellen verwendet, welche zuvor für 72h mit 50nM PMA zur 

Reifung gebracht wurden. Anschließend folgte eine Inkubationszeit von 24h, nach welcher 

die Transfektion gestartet wurde. Es wurden zwei verschiedene Endkonzentrationen in der 

Zellkultur getestet: 5nM – entsprechend 6pmol siRNA in 200µl RPMI, sowie 16,7nM – 

entsprechend 20pmol siRNA in 200µl RPMI. Zur Kontrolle wurde Wells ohne siRNA und mit 

scramble angesetzt. Die Stimulation wurde im Vorversuch einmal 24h und einmal 48h nach 

Transfektion durchgeführt. 

Auf diese Weise konnte die optimale Endkonzentration an OS9-siRNA bestimmt werden - 

hier 16,7nM. Der perfekte Zeitpunkt für den Beginn der Stimulation konnte auf 48h nach 

Transfektion festgelegt werden.  

Der Versuch zeigt ein Absinken der OS9 Expression auf beinahe ¼ der 

Ausgangsexpression bei einer OS9-siRNA Konzentration von 16,7nM genau 48h nach 

Zugabe des Transfektionsreagenz und der siRNA. (Abb.5.34) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.34 Die Abbildung zeigt die OS9 Expression gereifter THP1 Zellen nach Transfektion mit OS9 

siRNA, einer scramble RNA (Kontroll-RNA), sowie einer Kontrolle, welche nur mit Reagenz versehen 

wurde. Es zeigt sich ein Absinken der relativen OS9 Expression um etwa 75% bei Transfektion mit 

OS9 siRNA.  
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Unter diesen verbesserten Bedingungen wurde die Transfektion mit anschließender 

Stimulation an den adhärenten gereiften THP1 Zellen durchgeführt. Die Stimulation wurde 

also 48h nach Transfektion der Zellen gestartet und nach weiteren 24h mit 200µl Trizol 

gestoppt.  

Durch Zugabe verschiedener Stimulanzien, wie LPS, Tunicamycin, LAM und P.acnes kam 

es zu einer leichten Erhöhung der Expression an OS9 durch die transfizierten THP1-Zellen. 

Dabei stieg die Expression auf bis das doppelte der unstimulierten Zellen an (Abb. 5.35, 

schwarze Säulen). Die Reaktion der Zellen auf die Kontroll-RNA scramble zeigte sich 

kontrovers  - während es bei einigen Stimuli zu einer Erhöhung der Expression kam, 

regulierten andere die Expression an OS9 herunter. (Abb.5.35, graue Säulen) 

In allen Ansätzen sank die relative Expression an OS9 durch Transfektion mit OS9-siRNA 

(schwarze Säulen) im Vergleich zur Expression der nicht transfizierten Zellen (weiße 

Säulen) um etwa 50%. (Abb.5.35)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb 5.35 Die Abbildung zeigt die Auswirkungen der Transfektion mit siRNA auf gereifte THP1-Zellen. 

Es wurden die relative Expressionen von OS9 der Zellen im nicht transfizierten Zustand und nach 

Transfektion mit OS9-siRNA aufgeführt. Als Kontrolle wurde eine scramble RNA verwendet. (n=3) 
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Die TNF-α-Produktion nach Transfektion mit siRNA stieg im unstimulierten Zustand leicht 

an. (Abb.5.36, unstimuliert) Bei Stimulation mit 1µg/ml LPS kam es sogar zu einem leichten 

Absinken der Freisetzung von TNF-α durch transfizierte Zellen. Bei allen weiteren getesteten 

Stimulanzien zeigte sich eine annähernd gleichbleibende Produktion an TNF-α – 

unabhängig von Stimulus, scramble und OS-9 siRNA. (Abb. 5.36) 

 

 

Abb.5.36 Das Diagramm zeigt die TNF-α-Zytokinproduktion von gereiften THP1 Zellen im nicht 

transfizierten Zustand (weiße Säulen) und transfizierten Zustand (schwarze Säulen). Zur Kontrolle 

wurden Zellen mit scramble RNA behandelt (graue Säulen). Dabei wird die Produktion in 

unstimulierten Zustand und nach verschiedenen Stimulationen für 24h gezeigt. Die Versuche wurden 

dreifach durchgeführt.  

 

Werden transfizierte mit nicht transfizierten THP1 Zellen verglichen, zeigt sich die IL-8-

Freisetzung im unstimulierten Zustand durch Zugabe der OS9-siRNA gesteigert. (Abb. 5.37, 

unstimuliert) Diese Steigerung lässt sich auch bei Stimulation mit Tunicamycin beobachten. 

Dagegen kommt es durch Stimulation mit 1µg/ml LPS und 10µg/ml LAM zu einem Abfall des 

Interleukin-8. Durch 10µg/ml P.acnes wird ebenfalls eine leichte Erniedrigung der IL-8-

Produktion beobachtet. (Abb.5.37, Vergleich weiße und schwarze Säulen) 

Durch die Kombination von Tunicamycin mit LAM kommt es zu einer annähernd gleich 

bleibenden IL-8-Produktion. Einzeln rufen diese Simulanzien jedoch gegensätzliche 

Reaktionen hervor. Die Kombination von Tunicamycin und P.acnes führt dagegen zu einem 

Anstieg der IL-8-Freisetzung. (Abb.5.37) 
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Abb.5.37 Die Diagramme zeigen die IL8-Zytokinproduktion von gereiften THP1 Zellen im nicht 

transfizierten Zustand (weiße Säulen) und transfizierten Zustand (schwarze Säulen). Zur Kontrolle 

wurden Zellen mit scramble RNA behandelt (graue Säulen). Dabei wird die Produktion in 

unstimulierten Zustand und nach verschiedenen Stimulationen für 24h gezeigt. Die Versuche wurden 

dreifach durchgeführt.  

 

Da bereits die Transfektion der gereiften THP1 Zellen die Produktion an Interleukin-8 im 

unstimulierten Zustand beeinflusst, wurden die Ergebnisse ins Verhältnis zur 

Zytokinproduktion gesetzt. Hierfür wurden jeweils die Werte der unstimulierten Ansätze mit 

OS-9 siRNA und scramble als 100% gesetzt. Dabei zeigten sich einige Auffälligkeiten.  

Sowohl bei nicht transfizierten Zellen als auch bei Transfektion mit sramble-RNA fand sich 

eine deutliche Stimulation der IL-8 Freisetzung nach Stimulation mit P.acnes. (Abb.5.38, 

Stimulus und scramble) Bei Hemmung der OS9 Expression durch siRNA zeigte sich 

dagegen eine deutlich niedrigere P.acnes-induzierte Interleukin-8 Freisetzung. (OS9-siRNA) 

Sie entspricht nur noch einem geringen Anteil der induzierten Zytokinproduktion durch nicht 

transfizierte Zellen (scramble) und der scramble-transfizierten Zellen. (Abb.5.38) 
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Abb.5.38 Dargestellt ist die Interleukin-8 Produktion nach Stimulation von THP1 Zellen mit P.acnes 

für 24h im nichttransfizierten Zustand bzw. nach Transfektion mit scramble oder OS-9 siRNA. Die 

Ergebnisse wurden ins Verhältnis zur Zytokinproduktion im unstimulierten Zustand gesetzt (jeweils 

siRNA und scramble unstimuliert =100%).  
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5.7 Die Reaktion von BAL-Zellen auf verschiedene Stimuli im Vergleich:  

Sarkoidosepatienten zu Kontrollpatienten   

 

Zur Untersuchung der Reaktion von BAL-Zellen auf verschiedene Stimuli wurden die OS9 

Expression, sowie die Freisetzung von TNF-α und Interleukin-8 gemessen. Dabei wurden 

die Reaktionen der BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten mit denen von Kontrollpatienten 

verglichen. Insgesamt wurden hierbei 12 Sarkoidosen und 5 Kontrollen untersucht. Auch 

hier fand eine 24-stündige Stimulation mit mehreren Stimulanzien statt. 

Sarkoidosepatienten zeigten hier eine höhere basale OS9-Expression als Patienten ohne 

Sarkoidose. (Abb.5.39) Während Sarkoidosepatienten durch Stimulation mit Tunicamycin 

und dessen Kombination mit LPS ein Absinken des OS9 aufweisen (Abb.5.39, schwarze 

Balken), kommt es bei Kontrollpatienten sogar zu einem leichten Anstieg der Expression an 

OS9. (Abb.5.39, weiße Balken)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.39 Zur Darstellung kommt die Expression an OS9 durch BAL-Zellen von Sarkoidose- und 

Kontrollpatienten – hier im unstimulierten Zustand, sowie nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin 

für 24h.  
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Dieses Verhalten zeigt sich auch bei Stimulation mit LAM, M.tb, P.acnes und TDM. 

(Abb.5.40) Es kommt auch hier zu einem Absinken der OS9 Expression bei 

Sarkoidosepatienten (Abb.5.40, schwarze Säulen), wohingegen die OS9 Expression bei 

Kontrollpatienten nahezu konstant bleibt. (Abb.5.40, weiße Säulen). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.40 Die Abbildung zeigt das OS9 Expressionsverhalten der BAL-Zellen von 

Sarkoidosepatienten und Kontrollen im Vergleich. Aufgeführt wird die Expression in unstimulerten 

Zustand und nach 24-stündiger Stimulation mit verschiedenen Stimulanzien. 

 

Des Weiteren wurde die Produktion an TNF-α der BAL-Zellen bestimmt. Dabei zeigte sich 

eine minimal höhere basale TNF-α-Produktion durch Kontrollpatienten im Vergleich zu den 

hier ausgewählten Sarkoidosepatienten. Bei beiden Gruppen kommt es zu einem Anstieg 

der TNF-α Freisetzung durch LPS. (Abb.5.41) Auch durch weitere getestete Stimulanzien, 

wie P.acnes ließ sich eine Erhöhung der TNF-α Rate erreichen. (Abb.5.42) 
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Abb.5.41 Die Tabelle zeigt die Produktion an TNF-α durch BAL-Zellen von Sarkoidose- und 

Kontrollpatienten im unstimulierten Zustand, sowie nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin für 

24h. Es wrden die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen angegeben. 

 

 

 

 

Abb.5.42 Die Abbildung zeigt die Freisetzung an TNF-α durch BAL-Zellen. Im direkten Vergleich 

wurde hier die Zytokinfreisetzung der BAL-Zellen von Sarkoidose- und Kontrollpatienten im 

unstimulierten Zustand und nach verschiedenen Stimulationen für 24h aufgeführt.  
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Die Interleukin-8 Produktion der BAL Zellen im unstimulierten Zustand zeigt sich bei 

Kontrollpatienten höher als bei Sarkoidosepatienten. Durch LPS wird in beiden Gruppen 

vermehrt IL-8 produziert. (Abb.5.43) Während Sarkoidosepatienten durch weitere Stimuli 

ihre Interleukin-8-Freisetzung annähernd konstant halten, kommt es bei Kontrollpatienten zu 

einem leichten Anstieg. Ausnahme bildet die Stimulation durch P.acnes – hier steigern beide 

Gruppen die IL-8-Produktion. (Abb.5.44) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.43  Die Abbildung zeigt die Produktion an Interleukin-8 durch BAL-Zellen von Sarkoidose- 

 und Kontrollpatienten im unstimulierten Zustand, sowie nach Stimulation mit LPS und Tunicamycin 

für 24h. Es werden Mittelwerte und ihre Standardabweichungen angegeben. 
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Abb.5.44 Die Abbildung zeigt die Freisetzung an Interleukin-8 durch BAL-Zellen. Im direkten 

Vergleich wurde hier die Zytokinfreisetzung der BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten und 

Kontrollpatienten im unstimulierten Zustand und nach Stimulation mit verschiedenen Stimulanzien für 

24h aufgeführt.  
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5.8 Die Frage nach Korrelation zwischen Genotyp der Sarkoidosepatienten  und OS9 

Expression 

 

In diesem Versuch wurden BAL-Zellen von insgesamt 24 Sarkoidosepatienten untersucht. 

Zudem wurde der Genotyp der Patienten für das OS9 Gen bestimmt.  

Die BAL-Zellen der Sarkoidosepatienten wurden für 24h mit LPS 1µg/ml stimuliert und dann 

mit Trizol gestoppt. Die Expression der Zellen an OS9 wurde im unstimulierten Zustand 

bestimmt. Die Überstände wurden auf die Produktion an TNF-α im unstimulierten und 

stimulierten Zustand hin untersucht. 

Im Folgenden wird die Verteilung der Genotypen innerhalb der untersuchten 

Patientengruppe dargestellt. (Abb.5.45) Dabei gibt es einen Anteil von etwa 20% der 

Sarkoidosepatienten mit Genotyp TT, sowie jeweils etwa 40% mit Genotyp TC und CC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.45 Die Abbildung zeigt die Verteilung der Genotypen der Sarkoidosepatienten. In der 

untersuchten Patientengruppe befinden sich 20% der Patienten mit dem Genotyp TT, sowie jeweils 

40% mit Genotyp TC und CC. 
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Zudem wurde die mittlere basale Expression an OS9 in Abhängigkeit des Genotyps 

bestimmt. Dabei zeigte sich im Mittel, dass Patienten mit Gentoyp CC die geringere basale 

Expression an OS9 besitzen, während Patienten mit Genotyp TT die höhere Expression 

besitzen. (Abb.5.46) Innerhalb der Genotypen zeigt sich eine hohe Varianz der basalen OS9 

Expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.46 Die Abbildung zeigt die basale relative Expression an OS9 der BAL Zellen von 

Sarkoidosepatienten in Abhängigkeit des Genotyps. Es werden die Mittwerte und ihre 

Standardabweichungen dargestellt. 

 

Bei Betrachtung der basalen Produktion an TNF-α in Abhängigkeit des Genotyps zeigt sich, 

dass Patienten mit Genotyp CC im Mittel die höchste basale TNF-α Freisetzung aufweisen. 

Patienten mit Genotyp TT dagegen die geringste. (Abb.5.47) Patienten mit der geringsten 

basalen OS9 Expression, produzieren am stärksten das Zytokin TNF-α. Es zeigen sich 

jedoch hohe Standardabweichungen. 

Nach Stimulation der Zellen mit 1µg/ml LPS steigern alle Patienten die Produktion an TNF-α. 

(Abb.5.48) Auch hier lassen sich insbesondere bei Untersuchung der Zytokinproduktion der 

Patientengruppe mit Genotyp CC hohe Standardabweichungen verzeichnen. 
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Abb.5.47 Die Abbildung zeigt die basale TNF-α Produktion der BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten 

in Abhängigkeit des Genotyps für das OS9. Es werden Mittelwerte und ihre Standardabweichungen 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5.48 Die Abbildung zeigt die TNF-α Produktion der BAL-Zellen in pg nach Stimulation mit 1µg/ml 

LPS für 24h. Die Patientengruppe ist nach Genotyp aufgeteilt. 
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6. Diskussion 

 

Die Sarkoidose ist eine Multisystemerkrankung unklarer Genese, die durch eine chronische 

Inflammation gekennzeichnet ist, welche zu mononukleären Zellinfiltrationen und Bildung 

von epitheloidzelligen Granulomen führen kann. [1, 2] Es wird ein Zusammenspiel von 

Umweltfaktoren und genetischen Faktoren vermutet. [2]  

Es wird angenommen, dass eine übermäßige granulomatöse Reaktion nach Exposition mit 

einem nicht identifizierten Antigen bei Individuen mit einer genetischen Anfälligkeit die 

Erkrankung auslösen kann. [1, 7] Dabei handelt es sich wahrscheinlich um verschiedene, 

schlecht abbaubare Antigene infektiösen oder umweltbedingten Ursprungs, die diese 

Reaktion triggern. [7] Neben Mykobakterien und deren Bestandteilen [23, 27, 28], sowie 

Propionibacterium acnes [162], wird auch die Exposition zahlreicher verschiedener 

Schadstoffe der Umwelt diskutiert. So zeigte sich eine starke Zunahme der Inzidenz 

sarkoidoseähnlicher granulomatöser Lungenerkrankungen bei Helfern des 11.Septembers 

2001, die dem Staub des World Trade Centers ausgesetzt waren. Im folgenden ersten Jahr 

stieg die Inzidenz auf 86 von 100 000 bei einer ursprünglich stabilen Inzidenz von 15 pro  

100 000 Einwohner in den Jahren zuvor. [68] Ein eindeutiges „Sarkoidose-Antigen“ konnte 

jedoch bis heute nicht identifiziert werden und bleibt weiterhin Gegenstand aktueller 

Forschung. 

 

Es wird zudem angenommen, dass prädisponierende genetische Faktoren einen Einfluss 

auf die Entstehung, den Verlauf und die Prognose der Erkrankung Sarkoidose haben. [18, 

63] Diese Annahme wird zum einen durch die verschiedenen Inzidenz- und Prävalenzraten 

in unterschiedlichen Populationen und ethnischen Gruppen, als auch durch die familiäre 

Häufung der Sarkoidose bestärkt. [54, 79] Es wird vermutet, dass es protektive Allele gibt, 

die eine effiziente Immunantwort ermöglichen, die dann das „Sarkoidose-Antigen“ 

eliminieren und vor der Manifestation der Erkrankung schützen. [35] Hieraus lässt sich 

ableiten, dass durch verschiedenartige Veränderungen dieser protektiven Allele ein erhöhtes 

Erkrankungsrisiko für betroffene Gruppen hervorgeht. 

 

In vergangenen Studien wurden zahlreiche Untersuchungen zu den major histocompatibility 

complex genes (MHC) durchgeführt. Hierbei wurden bestimmte Allele des humanen 

Leukozyten-Anitgens (HLA) in Zusammenhang mit der Sarkoidose gebracht. [44, 122] 

Zudem wurde in einer Studie von Valentonyte et al das BTLN2 Gen auf Chromosom 6, 

welches eine Rolle in der T-Zellaktivierung spielt, als möglicher Prädispositionslokus 

untersucht. [136] 
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In einer Studie von Hoffmann et al. wurde OS9 (osteosarcoma amplified 9) als ein 

wahrscheinlicher Risikofaktor für Sarkoidose ermittelt. [56, 57]  Dieses Osteosarkom-Protein 

ist durch das OS9 Gen kodiert [78] und befindet sich als möglicher Prädispositionslokus auf 

der chromosomalen Region 12q13.3-q14.1. [57] Neben der Annahme, dass 

Sarkoidosepatienten eine höhere OS9 Expression als Kontrollpersonen aufweisen, konnte 

auch eine signifikante negative Korrelation der OS9 Expression mit den homozygoten 

Trägern des Risikoallels rs1050045 festgestellt werden. Patienten mit Genotyp CC sind 

dabei stärker mit der akuten Form der Sarkoidose assoziiert. [56] 

 

In dieser Arbeit wird die Induktion und Regulation des OS9 bei Sarkoidose- und 

Kontrollpatienten beobachtet, sowie die Funktion des OS9 mit Hilfe von monozytären 

Zelllinien untersucht. Dabei wurden auch die Auswirkungen einer Blockierung des OS9 

durch siRNA untersucht und welchen Einfluss das Fehlen von OS9 auf den Umgang mit 

verschiedenen Stimulanzien hat.  
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6.1 Vergleich der OS9 Expression verschiedener myelozytärer Vorläuferzellen 

 

Alveolarmakrophagen und Monozyten spielen sowohl in der Immunpathogenese als auch im 

Krankheitsverlauf der Sarkoidose eine entscheidende Rolle. [62] Alveolarmakrophagen sind 

durch Freisetzung zahlreicher Mediatoren und Zytokine [13, 88] an der 

Inflammationsreaktion und Entstehung der Alveolitis beteiligt. Zur Untersuchung der Rolle 

des OS9 im Rahmen der Sarkoidose wurden als in vitro Modelle der Alveolarmakrophagen 

verschiedene myelozytäre Vorläuferzellen untersucht - HL60-Zellen, U937-Zellen und THP1-

Zellen. Im Verlauf der Hämatopoese können aus einer pluripotenten Stammzelle myeloide 

und lymphoide Stammzellen hervorgehen. In der weiteren Entwicklung der myeloiden 

Stammzellen können sich sogenannte myelo-monozytären Vorläuferzellen (GMP) bilden, 

welche in Makrophagen und Granulozyten differenzieren können. [103]  

Dabei lassen sich die untersuchten Zelllinien einem Differenzierungsgrad der Monozyten 

zuordnen. Wie in Abbildung 6.1 zu sehen, befinden sich HL60-Zellen in einem 

Reifungsstadium, welches der Entwicklung der Blasten in Promonozyten bzw. 

Promyelozyten einzuordnen ist. Die U937-Zellreihe und die THP1-Zellen sind dagegen 

weiter differenziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.6.1 Differenzierung myelo-monozytärer Vorläuferzellen in Monozyten und Granulozyten 
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Die Ergebnisse des Vorversuchs zeigen, dass im unstimulierten Zustand die HL60-Zellreihe 

eine sehr niedrige OS9-Expression besitzt, die sich durch Stimulanzien nur gering steigern 

lässt. (Abb.5.1) Dagegen weist die U937 Reihe eine sehr hohe basale Expression an OS9 

auf, jedoch ohne weitere Steigerungsfähigkeit. Die Stimulanzien bewirken hier sogar einen 

Abfall der Expression, was möglicherweise durch unzureichende Abwehrmechanismen der 

U937 Zellen gegen Zellstress erklärt werden kann. THP1-Zellen besitzen dagegen eine 

niedrige OS9 Expression im unstimulierten Zustand, welche sich durch Stimuli wie LPS und 

Tunicamycin gut steigern lässt. (Abb.5.1) Ihre Reaktion entspricht dem für Monozyten bzw. 

Makrophagen erwarteten Verhaltensmuster. Diese kann aufgrund bisheriger Erkenntnisse 

gut erklärt werden. Sowohl das Zellgift Tunicamycin als auch das Endotoxin LPS 

verursachen starken Zellstress und beeinflussen über Einleitung einer ER-Stressantwort 

verschiedene Genexpressionen. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, gehört dazu auch 

die Steigerung der OS9 Expression.  

 

Aufgrund der Ergebnisse im Vorversuch scheint die THP1-Zellreihe ein optimales 

Versuchsmodell zu bieten, um die Reaktion von Makrophagen bzw. Monozyten simulieren 

zu können. Zudem konnte in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass verglichen mit anderen 

humanen myeloischen Zelllinien, THP1-Zellen das bessere Modell darstellen, um das 

Verhalten von Makrophagen in vitro zu untersuchen. [3] Angesichts dieser Erfahrungen und 

der Ergebnisse wurde die THP1-Zellreihe für die weiteren Experimente ausgewählt.  

 

6.2  PMA gereifte THP1 Zellen als Modell für Makrophagen 

 

Die Versuche zur Untersuchung des Expressions- und Stressverhaltens von THP1-Zellen 

wurden im ungereiften und gereiften Zustand der THP1-Zellen durchgeführt. Dabei 

simulieren ungereifte THP1-Zellen als monozytäre Vorläuferzellen am ehesten die Reaktion 

von Monozyten. Diese wurden in zahlreichen Studien als Vertreter für humane Monozyten 

gewählt. [49, 61, 112] Dagegen bringt eine Reifung der THP1-Zellen makrophagenähnliche 

Zellen hervor. [81] Die Reifung der Monozyten zu makrophagenähnlichen Zellen mittels 

PMA [15], konnte hier erfolgreich durchgeführt werden. In mehreren Studien konnte gezeigt 

werden, dass die mittels PMA gereiften THP1-Zellen ähnliche morphologische und 

physiologische Charakteristika wie Makrophagen besitzen. [81] In einer Veröffentlichung 

konnte zudem nachgewiesen werden, dass bestimmte Gene, die in Makrophagen exprimiert 

werden, wie Apolipoprotein E, Matrix-Metalloproteinase 9 und α2-Makroglobuline auch in 

gereiften THP1 Zellen induziert werden. [81]  
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch Reifung von THP1 Zellen mit PMA 

zahlreiche weitere Faktoren und Proteine induziert werden, wie etwa Toll-like-Rezptoren 

(TLR4 und TLR2). [132] Die morphologischen Veränderungen der Reifung von THP1 Zellen 

konnten in diesem Versuch lichtmikroskopisch beobachtet werden, da die Zellen als 

deutlichstes Zeichen der Reifung adhärent wurden. (Abb.5.2) Zur Feststellung einer 

optimalen Reifung der THP1 Zellen, hätten hier weitere Untersuchungen erfolgen können, 

wie etwa die Messung der Expression verschiedener Proteine, Zytokine oder Rezeptoren 

gereifter THP1 Zellen. 

In dieser Arbeit konnten neben ungereiften THP1 Zellen als Monozytenmodell auch gereifte 

THP1-Zellen repräsentativ als Modell für die Reaktion von Makrophagen genutzt werden. 

 

6.3 Expressionsverhalten und Mediatorfreisetzung von THP1 Zellen nach Exposition 

mit verschiedenen Granulom-assoziierten Stimuli 

 

Zur Untersuchung des Expressions- und Stressverhaltens von Monozyten bzw. 

Makrophagen wurden gereifte und ungereifte THP1-Zellen mit verschiedenen Granulom-

assoziierten  Agenzien stimuliert. Bei diesen Agenzien handelt es sich um mögliche 

Induktoren von Zellstress, einer Inflammationsreaktion oder Granulombildung. Der Mehrzahl 

dieser Stimulanzien wird, wie bereits beschrieben, eine Rolle in der Ätiologie der Sarkoidose 

zugeschrieben.  

 

6.3.1 Reaktion ungereifter THP1 Zellen auf verschiedene Stimuli 

 

In diesem Abschnitt wurde das Expressions- und Stressverhalten ungereifter THP1 Zellen 

auf die Stimulanzien Tunicamycin, Lipopolysaccharid (LPS) und Lipoarabinomanan (LAM) 

untersucht. Es zeigt sich eine deutliche Hochregulierung der OS9 Expression durch das 

Nukleosid-Antibiotikum Tunicamycin. (Abb.5.3) Dies lässt sich im Rahmen der Auslösung 

einer UPR der Zellen gut erklären. [9] Wie bereits in mehreren Studien nachgewiesen, stört 

das Zellgift Tunicamycin die N-Glucosylierung verschiedener Proteine, wodurch es zu einer 

vermehrten Missfaltung von Proteinen kommt, welche letztendlich durch Auslösung einer 

ER-Stressantwort zu einer Hochregulation verschiedener Gene führt. [110, 148]  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dies auch für OS9 gilt. Zudem konnte 

beobachtet werden, dass diese Regulation unabhängig von der Konzentration an 

Tunicamycin geschieht. Auch durch eine Erhöhung der Tunicamycinkonzentration ist keine 

weitere Steigerung der OS9-Expression möglich. (Abb.5.6) Dies legt die Vermutung nahe, 

dass das Zellgift zwar einen enormen Stress in der Zelle verursacht, aber die unreife Zelle 

keine weiteren regulativen Maßnahmen einleiten kann, als die Auslösung der UPR. 
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Diese führt bereits bei niedriger Tunicamycinkonzentration zu einer maximal möglichen 

Erhöhung des OS9.  

Wird die TNF-α-Produktion betrachtet, zeigt sich dagegen eine konzentrationsabhängige 

Steigerung. Während geringe Konzentrationen an Tunicamycin TNF-α hoch regulieren, wird 

durch hohe Tunicamycinkonzentrationen eine geringere TNF-α-Freisetzung beobachtet. 

(Abb.5.7) Studien zeigen, dass Tunicamycin-vermittelter ER-Stress eine erhöhte Anfälligkeit 

der THP1 Zellen für Apoptose mit sich bringt. [82] Hier kann ein Zelltod durch eine zu hohe 

Konzentration an Tunicamycin als Erklärung nicht ausgeschlossen werden. Eine Kontrolle 

der Zellzahl in Hinblick auf möglichen Zelltod der Zellen wäre hier sinnvoll gewesen, um eine 

Aussage bezüglich der Hemmung der OS9 Expression durch Tunicamycin machen zu 

können. Eventuell sind aber auch hier die Möglichkeiten der TNF-α-Freisetzung durch eine 

allgemeine Stressreaktion der noch unreifen Zelle begrenzt. Zudem löst Zellstress eine 

Vielzahl von Regulationsmechanismen aus, die möglicherweise eine TNFα Freisetzung 

vermindern bzw. inhibieren. Es wurde die Vermutung geäußert, dass der 

Transkriptionsfaktor XBP1 (Xbox binding protein) im Rahmen der UPR TNF-α unterdrücken 

kann. [156] So könnte erklärt werden, warum niedrige Tunicamycinkonzentrationen über 

geringen ER-Stress und ungenügende XBP1 Produktion vermehrt TNF-α freisetzen und 

hohe Tunicamycinkonzentrationen wiederum über großen ER-Stress und erhöhte XBP1 

Produktion TNF-α inhibieren. Bei Erhöhung der Tunicamycinkonzentration lässt sich ein 

Anstieg der Interleukin-8-Produktion beobachten. (Abb.5.8)  

Eine weitere Stimulation der ungereiften THP1 Zellen wurde mit dem Endotoxin LPS 

durchgeführt, welches zu einem starken Anstieg der OS9 Expression (Abb.5.6), sowie der 

Zytokinfreisetzung führt. (Abb.5.7,5.8) Die Ergebnisse stützen die in verschiedenen Studien 

gezeigte Wirkung des LPS auf Zellen über NFkB vermehrt TNF-α freizusetzen. [119] Zudem 

wird durch Produktion an reaktiven Sauerstoffspezies enormer Zellstress ausgelöst, welcher 

wiederum die UPR hervorruft. [157] Auch hier kann also eine Erhöhung der OS9 Expression 

durch Auslösung einer ER-Stressantwort beobachtet werden.  

Bei LAM (Lipoarabinomannan) handelt es sich um ein Glykolipid, welches Bestandteil in der 

äußeren Wandschicht von Mykobakterien ist und eine entscheidende Rolle in der 

Erkennung der Bakterien durch TLRs der Makrophagen spielt. [138] 

In dieser Arbeit konnte ein Anstieg der Zytokine TNF-α und IL-8 gezeigt werden. 

(Abb.5.4,5.5) Dieser lässt annehmen, dass hier eine Aktivierung der Makrophagen 

stattfindet und eine vermehrte Zytokinfreisetzung verursacht. In vorherigen Studien konnte 

bisher gezeigt werden, dass LAM durch einen transmembranären Signalweg zu einer 

Aktivierung von Zellen führt. [129] Dies geschieht mit Hilfe von Toll-like-Rezeptoren, welche 

auch wie hier gezeigt, zu einer vermehrten Zytokinproduktion führen. [139]   
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Bei dieser ligandenvermittelten Aktivierung der Zelle scheint jedoch keine Einleitung des 

ERAD oder der UPR statt zu finden. 

Des Weiteren besitzt LAM einen Mannosylrest, [59] welcher als Ligand für die MRH-

Domäne des OS9 dienen kann und so direkt am ERAD beteiligt sein könnte. OS9 ist in der 

Lage im Rahmen der Qualitätskontrolle von Proteinen verschiedene  N-Glykane, die 

terminal einen α-1,6-verknüpften Mannoserest besitzen, zu binden. [105] Im durchgeführten 

Experiment konnte jedoch kein Einfluss von LAM auf die OS9 Expression ungereifter THP1 

Zellen beobachtet werden. (Abb.5.3) Die Ergebnisse lassen annehmen, dass LAM trotz 

Mannosylrest nicht von OS9 gebunden werden kann. Möglicherweise kann OS9 LAM 

deshalb nicht binden, da es sich bei LAM um ein Lipid handelt und zudem nicht in das ER 

der Zelle gelangen könnte.  

Auch eine Kombination von LAM mit Tunicamycin verändert die OS9 Expression im 

Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Tunicamycin nicht. (Abb.5.3) Die verschiedenen 

Wege der Aktivierung der THP1 Zelle scheinen sich in Hinblick auf die OS9 Expression also 

nicht zu beeinflussen. Bei Betrachtung der Zytokinfreisetzung zeigt sich jedoch ein 

deutlicher verstärkender Effekt bezüglich der TNF-α-Freisetzung durch eine kombinierte 

Stimulation mit Tunicamycin und LAM. (Abb.5.4) Es wird also über verschiedene 

Mechanismen eine vermehrte TNF-α-Produktion veranlasst (UPR, NFkB), die eine 

gegenseitige Beeinflussung vermuten lässt.  

 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit ungereiften THP1 Zellen als Modell für Monozyten 

lassen den Folgeschluss zu, dass durch die Stimulation mit einigen Sarkoidose-assoziierten 

Stimulanzien eine Aktivierung der Zelle erfolgt. Im Rahmen dieser wird neben der Erhöhung 

der OS9 Expression durch Einleitung einer UPR auch eine Immunreaktion der Zelle 

hervorgerufen. Die Versuche zeigen eine vermehrte Freisetzung an Zytokinen, durch welche 

weitere Immunprozesse eingeleitet werden können. Diese Aktivierung und 

Mediatorfreisetzung der Zellen ist ein entscheidender Mechanismus in der Pathogenese der 

Sarkoidose. Es kommt zur Rekrutierung und Aktivierung von weiteren Immunzellen. [2] 

Diese Immunantwort verursacht eine Alveolitis, welche durch weitere Zytokine und 

regulatorische T-Zellen, sogenannte Tregs, entweder zu einer Spontanremission oder einer 

Progredienz der Erkrankung führt. In einigen Fällen zeigt sich zwar eine Steigerung der 

TNF-α Freisetzung bei niedriger OS9 Expression. Eine eindeutige Abhängigkeit der OS9 

Expression zur Zytokinfreisetzung lässt sich jedoch für die ungereiften THP1 Zellen nicht 

beobachten.  
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6.3.2 Selektion des optimalen Reifungs-/Stimulationsansatzes für THP1 Zellen 

 

Um einen optimalen Ansatz zur Simulation der Reaktion von Makrophagen zu ermitteln, 

wurden vorab verschiedene Ansätze zur Reifung und Stimulation der THP1 Zellen 

durchgeführt. (Abb.5.9) Aufgrund der aufgeführten Ergebnisse der verschiedenen Ansätze 

erscheint die Reifung für 72 Stunden mit anschließender 72-stündiger Ruhephase (gereift-

2), sowie eine simultane Reifung mit Stimulation die besten Ergebnisse zu liefern.  

Es zeigt sich einer erhöhte basale OS9 Expression, welche sich durch verschiedene Stimuli 

beeinflussen lässt. Dabei zeigt sich das Verhalten stark variant, was sich an den 

Standardabweichungen bemerkbar macht (Abb.5.10, 5.11) Die Zytokinproduktion zeigt sich  

im unstimulierten Zustand im Vergleich zu ungereiften THP1 Zellen leicht erhöht. (Abb.5.12-

5.15) 

Die Annahme, dass Tunicamycin-induzierter ER-Stress die Differenzierung der THP1 Zellen 

in Makrophagen durch PMA gestört wird [82], konnte hier nicht bestätigt werden. Eine 

Störung der Reifung durch simultane Stimulierung mit Tunicamycin ließ sich nicht 

beobachten. Durch simultane Reifung mittels PMA und Stimulation mit Tunicamycin zeigten 

sich jedoch stark gestresste Zellen. Es fand eine starke Erhöhung der OS9 Expression und 

enorme Erhöhung der IL-8 Zytokinfreisetzung statt. (Abb.5.11/5.15, simultan) 

 

Aufgrund der Ergebnisse und im Hinblick auf eine geplante Transfektion der gereiften THP1 

Zellen mit OS9 siRNA, wurde Ansatz „gereift-2“ für die weiteren Versuche gewählt. Dieser 

Ansatz bietet zudem im Gegensatz zum simultanen Ansatz die Möglichkeit, die Zellen vor 

der Stimulation zu transfizieren. 

 

6.3.3 Reaktion gereifter THP1 Zellen auf verschiedene Stimuli 

 

Als makrophagenähnliche Zellen wurden gereifte THP1 Zellen in Hinblick auf die Expression 

von OS9 und ihre Zytokinproduktion mit zahlreichen Stimulanzien stimuliert. Zu diesen 

zählen Tunicamycin, Lipopolysaccharid (LPS), Lipoarabinomanan (LAM), Mycobacterium 

tuberculosis (M.tb.), P.acnes und der Cord-Faktor (TDM). 

 

Durch Inkubation gereifter THP1 Zellen mit Tunicamycin wurde eine erhöhte OS9-

Expression hervorgerufen. Dies kann durch den bereits beschriebenen Mechanismus im 

Rahmen der „unfolded protein reaction“ der Zelle erklärt werden. Hier schaffen es die Zellen 

jedoch die OS9-Expression bei erhöhter Tunicamycinkonzentration weiter zu steigern. 

(Abb.5.16)  
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Die OS9-Expression lässt sich also bei den gereiften THP1 Zellen im Gegensatz zur 

Expression bei ungereiften THP1 Zellen konzentrationsabhängig erhöhen. Ursächlich hierfür 

könnte der Grad der Entwicklung der gereiften THP1 Zellen sein und die damit verbundenen 

besseren Regulationsmechanismen der Zelle im Umgang mit Stress.  Durch die Stimulation 

der Zelle wurde zudem vermehrt TNF-α und Interleukin 8 freigesetzt. (Abb.5.18/5.20) Es 

kommt zu einem leichten Anstieg, der jedoch nur bei Interleukin 8 durch höhere 

Tunicamycinkonzentrationen weiter steigt. (Abb.5.20)  

Diese dosisabhängige Induktion des IL-8 zeigt sich im Versuch signifikant. Als mögliche 

Erklärung hierfür dienen die im Rahmen des ERAD bzw. des UPR induzierten 

Abwehrmechanismen, in deren Verlauf vermehrt OS9 exprimiert wird. Diese vermindern den 

durch Tunicamycin verursachten Zellstress und unterbinden so eine erhöhte Freisetzung an 

TNF-α. Das Niveau der Zyokinfreisetzung bleibt hier trotz höherer Tunicamycinkonzentration 

gleich. Es lässt spekulieren, dass es sich bei OS9 um einen protektiven Faktor gegen 

Zellstress handelt.  

Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise auf den Einfluss der OS9 Expression auf den 

Umgang der Zelle mit Stress. Hier zeigt sich durch Erhöhung der OS9 Expression eine 

verminderte bzw. stabile Mediatorfreisetzung, welche wiederum für eine nachfolgende 

Immunreaktion der Zelle verantwortlich wäre. 

 

Der bakterielle Zellwandbestandteil LPS, sowie Tunicamycin haben einen leichten Einfluss 

auf die Expression des OS9 der gereiften THP1. (Abb.5.17) Zudem zeigt sich dabei ein 

Anstieg der TNF-α und Interleukin-8 Produktion. (Abb.5.19/5.21) Dieser wird durch 

Auslösung einer Signaltransduktionskette vermittelt. LPS veranlasst über CD14/TLR4 die 

Bildung verschiedener Zytokine wie TNF-α, Interleukin-1 und Interleukin-6. [85] Der Stress 

der Zelle ist hier also immens. 

Auch bei gereiften THP1 Zellen zeigt LAM keinen nennenswerten Einfluss auf die 

Expression des OS9. (Abb.5.23) Zusätzlich bleibt hier auch die Produktion der Zytokine 

nahezu gleich. (Abb.5.24/5.25) Diese eingeschränkte Reaktion der gereiften THP1 Zellen 

auf LAM kann eventuell auf Grundlage einer Studie erklärt werden. In dieser konnte ein 

zellulärer Mechanismus identifiziert werden, in der die Fähigkeit des M.tb. 

Zellwandbestandteils LAM untersucht wurde, die Biosynthese von TNF-α in humanen 

Makrophagen zu blockieren. [107] Durch diese Blockade wird dem Bakterium eine 

Immunität vermittelt und seine Virulenz so erhöht. [107]  

Diese Ergebnisse widersprechen jedoch anderen Studien, in welchen sowohl LAM als auch 

M.tb. als Induktoren für die Freisetzung an Zytokinen identifiziert wurden. [129, 139] Dies 

konnte auch in dieser Arbeit im Rahmen der Stimulation ungereifter THP1 Zellen gezeigt 

werden. 
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In zahlreichen Studien wurden Mykobakterien als mögliche infektiöse Antigene für 

Sarkoidose gehandelt. [23, 27] Auch hier nutzen die Bakterien einen Signalweg über Toll-

like-Rezeptoren [41] In unserem Versuch zeigte sich jedoch keine Beeinflussung der OS9 

Expression. (Abb.5.23) Auch die Zytokinfreisetzung blieb durch die Mykobakterien 

annähernd unbeeinflusst. (Abb.5.24/25) Ein weiterer Bestandteil der mykobakteriellen 

Zellwand, der sogenannte Cord Faktor (Trehalose-di-mycolat: TDM) wurde zur Stimulation 

der gereiften THP1 Zellen verwendet. Bisher wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass 

TDM neben der Beeinflussung der Infektion und Immunantwort betroffener Zellen auch an 

der pulmonalen Granulombildung beteiligt ist. [38, 65, 113] In dieser Arbeit konnte eine 

leichte Erhöhung der OS9 Expression beobachtet werden (Abb.5.27), sowie ein leichter 

Anstieg der IL-8 Produktion durch gereifte THP1 Zellen. (Abb.5.30) Es zeigte sich jedoch 

keine Beeinflussung der TNF-α-Werte. 

Das Propionibacterium acnes steht im Verdacht an der Immunpathogenese der Sarkoidose 

im Rahmen der pulmonalen Granulombildung beteiligt zu sein. [29, 73, 96] Es könnte zudem 

an der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α und IL-8 beteiligt sein. [75]  

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit lassen erkennen, dass die Stimulation mit 

P.acnes zwar keinerlei Auswirkungen auf TNF-α hat, dafür wird aber die IL-8 Produktion 

deutlich gesteigert. (Abb.5.28/29) Warum TNF-α hier keine Reaktion aufweist, kann nur 

unzureichend erklärt werden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass P.acnes die IL-8- 

Produktion in THP1-Zellen induzieren kann. [16] Die Expression in humanen monozytären 

Zellen konnte direkt und über mRNA Expression induziert werden – und zwar über einen 

Mechanismus mit Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-κB. [16] Über Hemmung dieses 

Faktors, etwa durch ein Makrolid, konnte die Freisetzung des IL8 demnach wieder reduziert 

werden. [76] Im Rahmen der Untersuchung der inflammatorischen Akne konnte gezeigt 

werden, dass P.acnes eine massive neutrophile Infiltration verursacht. Dabei scheint IL-8, 

ein neutrophiles Chemokin, eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie zu spielen. In dieser 

Arbeit konnte ein Einfluss von P.acnes auf die IL-8 Produktion von THP1 Zellen 

nachgewiesen werden. (Abb.5.29)  

Auch in der Immunpathogenese der Sarkoidose spielt eine neutrophile Alveolitis eine Rolle. 

IL-8 steigt auch hier bei Fortschreiten der Erkrankung stark an. [165] Die Exposition mit 

Propionibacterium acnes, einem Bakterium der natürlichen Hautflora, löst demnach eine 

Immunantwort aus, die die Manifestation der Sarkoidose fördern könnte. Demnach kann 

angenommen werden, dass Patienten, die P.acnes nicht in ausreichendem Maße abwehren 

können, ein erhöhtes Risiko für eine latente systemische Infektion haben. In vorangegangen 

Studien wurde die Vermutung geäußert, dass eine solche latente Infektion durch weitere 

Trigger zu einer systemischen Sarkoidose führen kann. [31]  
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6.3.4 Unterschiede der Reaktionen durch gereifte und ungereifte THP1 Zellen 

 

Aktivierte Monozyten und Makrophagen werden zu den sekretorisch sehr aktiven Zellen 

gezählt. Als Teil des angeborenen Immunsystems wehren sie mit Hilfe von Zytokinen 

eingedrungene Mikroorganismen ab. Werden gereifte und ungereifte THP1 Zellen im 

Vergleich betrachtet, lassen sich Unterschiede in der basalen OS9 Expression, sowie in der 

Zytokinproduktion feststellen. Zudem zeigen sich einige Unterschiede im Stress- und 

Expressionsverhalten dieser Modellzellen für Monozyten bzw. Makrophagen auf 

verschiedene Stimuli. 

So weisen gereifte THP1 Zellen eine höhere OS9 Expression als ungereifte THP1-Zellen 

auf. (Abb.5.10) Ferner besitzen diese eine höhere basale TNF-α-Produktion und Interleukin-

8-Produktion als ungereifte THP1 Zellen im unstimulierten Zustand. (Abb.5.12/14) Die 

niedrige basale Expression an OS9, aber auch die geringere Produktion des TNF-α und IL-8 

von ungereiften THP1 Zellen lässt verschiedene Erklärungen zu. Zum einen könnte diese 

durch eine erhöhte Anfälligkeit der unreifen Zellen für Apoptose und damit einer Reduktion 

der Zellzahl nach Stimulation erklärt werden. Zum anderen etwa dadurch, dass diese als 

Modell für Monozyten einen geringen Differenzierungsgrad aufweisen. Monozyten 

entwickeln sich durch weitere Reifung gewebeabhängig in reife Makrophagen.  

Dieser Vorgang ist mit markanten morphologischen und biochemischen Veränderungen 

verbunden. So ändert sich etwa die Art der Zytokinproduktion – auch in Abhängigkeit des 

Gewebetyps. Die wesentlichen Zytokine der Makrophagen sind IL-1,  TNF-α, IL-6, IL-12 und 

IL-8. Die Alveolarmakrophagen zählen zum mononukleärem Phagozytensystem (MPS) und 

sezernieren in der Lunge vermehrt das Zytokin TNF-α. In vitro wurde dieser 

Reifungsprozess an den THP1 Zellen durch Zusatz des PMA simuliert. Diese gereiften 

THP1 Zellen sind also weiter differenziert und so besser in der Lage, vermehrt Zytokine zu 

produzieren. [152] Es lassen sich zudem Unterschiede im Expressions- und Stressverhalten 

der THP1 Zellen finden.  

 

Diese Arbeit zeigt, dass sich die Expression an OS9 bei ungereiften THP1 Zellen im 

Gegensatz zu gereiften THP1 Zellen durch Stimulation mit LPS steigern lässt. Neben 

zahlreichen Veränderungen, die mit einer THP1 Reifung einhergehen und so das 

Expressions- und Stressverhalten der Zellen beeinflussen können, kann dem 

Oberflächenprotein Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) eine mögliche Beteiligung an diesem 

veränderten Verhalten zugeschrieben werden.  

Dieser stellt einen zentralen Bestandteil des LPS-Rezeptors dar und kommt somit eine 

bedeutende Rolle bei der Erkennung von Krankheitserregern durch das angeborene 

Immunsystem zu.  
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Er ist für die Aktivierung von Zellen durch LPS unentbehrlich und löst biochemische 

Signaltransduktionsketten aus, die der Abwehr von Krankheitserregern mittels der 

„angeborenen Immunität“ dient. Die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber LPS ist dabei von 

der Anzahl der TLR4-Moleküle auf der Zelloberfläche abhängig. [104]  

Eine mögliche Erklärung für das unterschiedliche Verhalten der gereiften gegenüber den 

ungereiften THP1 Zellen im Hinblick auf die OS9 Expression kann demnach eine 

unterschiedliche Anzahl dieser Rezeptoren auf der Zelloberfläche sein, welche sich durch 

einen unterschiedlichen Reifegrad erklärt. Diese Induktion der TLR4 Rezeptoren durch 

Reifung von THP1 Zellen mit PMA konnte in einer Studie von Tiwari et al gezeigt werden. 

[132] Jedoch finden sich auch Studien, die keinen Unterschied der TLR4 Expression bei 

Monozyten und Makrophagen feststellen können. [72] 

 

Toll-like-Rezeptoren wurden in Hinblick auf die Pathogenese und die Verlaufsform der 

Sarkoidose untersucht. 

So konnte eine höhere Prävalenz der funktionellen Mutationen Asp299Gly und Thr399Ile 

des TLR4 Gens bei Sarkoidosepatienten nachgewiesen werden als in gesunden 

Kontrollgruppen. Eine signifikante Assoziation der Mutation konnte für die chronische 

Verlaufsform der Sarkoidose festgestellt werden. [101] Dies lässt annehmen, dass es sich 

bei TLRs um Faktoren handelt, die den Verlauf der Erkrankung beeinflussen können. Zudem 

wurde eine abnorme Antwort der Rezeptoren auf bakterielle Bestandteile im Rahmen der 

Erkrankung untersucht. [41, 108, 143] 

 

Gereifte und ungereifte THP1 Zellen setzen durch LPS vermehrt Zytokine frei. Dabei 

steigern gereifte THP1 Zellen die Zytokinfreisetzung deutlich stärker als ungereifte THP1 

Zellen. (Abb.5.7/5.8, Abb.5.19-5.21) Der Mechanismus über NFkB und CD14,  der zur 

vermehrten Zytokinproduktion führt, wurde bereits beschrieben. Die gereiften THP1 Zellen 

können hierbei eine noch stärkere Induktion bewirken. 

 

Ein weiterer Unterschied zeigt sich im Expressionsverhalten der Zellen auf die Stimulation 

mit Tunicamycin. Während ungereifte THP1 Zellen OS9 konzentrationsunabhängig auf ein 

niedriges Niveau anheben, kommt es bei gereiften Zellen zu einem dosisabhängigen 

Anstieg der OS9 Expression durch Steigerung der Tunicamycinkonzentrationen. (Abb.5.16) 

Die gereiften Zellen scheinen hier durch den Grad der Entwicklung bessere 

Regulationsmechanismen zu besitzen, während ungereifte Zellen bereits bei niedriger 

Tunicamycinkonzentration eine maximal mögliche Erhöhung des OS9 veranlassen. 
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Ungereifte THP1 Zellen besitzen zudem nur begrenzte Möglichkeiten TNF-α zu steigern. Bei 

geringen Tunicamycinkonzentrationen kommt es zu einer Hochregulation, während hohe 

Konzentrationen zu einer geringeren TNF-α Freisetzung führen. (Abb. 5.7) Dabei kann ein 

Zelltod als Erklärung der verminderten TNF-α Freisetzung nicht ausgeschlossen werden. 

Wird die Freisetzung des IL8 betrachtet, zeigt sich eine gleich bleibende, zum Teil auch 

ansteigende Produktion. Gereifte THP1 Zellen sind dagegen in der Lage die Freisetzung 

von TNF-α bei unterschiedlichen Konzentrationen konstant zu halten. (Abb.5.21) Sie 

scheinen dem Zellstress durch Erhöhung der OS9 Expression entgegengewirkt zu haben. 

(Abb.5.19) Der Einfluss dieser Erhöhung zeigt sich bei den gereiften THP1 Zellen auch in 

der Zytokinfreisetzung. (Abb. 5.21/23) 

 

Insgesamt betrachtet, zeigen ungereifte THP1 Zellen durch verschiedene Stimulanzien eine 

stärkere Stressreaktion. Sie steigern ihre Zytokinfreisetzung bei fast allen Stimulanzien, ob 

einzeln oder in Kombinationen. Es scheint, als ob sie den Stimuli nur wenig entgegensetzen 

können. Dagegen bleibt die TNF-α- und IL-8-Freisetzung durch gereifte THP1 Zellen nach 

Zugabe beinahe aller Stimulanzien annähernd konstant. Ihr fortgeschrittener 

Reifungszustand scheint den Zellen zu helfen, den Stimulus-assoziierten Stress über 

Abwehrmechanismen kontrollieren zu können.  

Dabei kann die Expression an OS9 als möglicher Teil dieser Abwehrmechanismen diskutiert 

werden. Diese Versuche liefern somit Hinweise zur Funktion des OS9 im Rahmen der 

Immunreaktion der THP1 Zellen, insbesondere der als Makrophagenmodell verwendeten 

gereiften THP1 Zellen. 
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6.4  Auswirkungen der OS9 siRNA auf die Mediatorfreisetzung von THP1 Zellen 

 

Zur Untersuchung des Einflusses von OS9 auf die Mediatorfreisetzung der gereiften THP1 

Zellen wurde eine Transfektion mit OS9-siRNA durchgeführt. Nach Optimierung der 

Transfektionsbedingungen konnte eine erfolgreiche Senkung der OS9 Expression auf 25% 

des Ausgangswerts erreicht werden.  

Im anschließenden Transfektionsversuch wurden die THP1 Zellen mit verschiedenen 

Stimulanzien versetzt. Wie in vorangegangen Versuchen bereits gezeigt, wurde hierdurch 

eine leichte Erhöhung der OS9 Expression erreicht. Es konnte jedoch bei allen Ansätzen 

eine Senkung der Expression durch siRNA um etwa die Hälfte ihrer Expression im nicht 

transfizierten Zustand gezeigt werden. Zur Kontrolle wurde eine Kontroll-RNA, die 

sogenannte scramble, getestet. Über die Gründe, warum die Transfektion mit „scramble“ 

RNA eine Steigerung der OS9 Expression hervorruft, lässt sich derzeit nur spekulieren. 

Eventuell kommt es durch die eingeführte „scramble“ RNA als Fremd-RNA zur Simulation 

einer Virus-RNA, auf die die Zelle mit Abwehrmaßnahmen reagiert. 

In den durchgeführten ELISA sollte nun getestet werden, in wieweit die Senkung der OS9 

Expression eine veränderte Mediatorfreisetzung bedingt. Dafür wurden die TNF-α- und IL-8-

Werte der transfizierten Zellen mit denen der nicht transfizierten Zellen verglichen. 

 

Die TNF-α-Produktion stieg nach Transfektion mit OS9 siRNA im unstimulierten Zustand an. 

Eine mögliche Erklärung könnte die Annahme sein,  dass eine verminderte OS9 Expression 

die Zelle daran hindert, im Rahmen des ERAD falsch gefaltete Proteine oder andere 

spontan anfallende Stressoren abzubauen. Eine Anreicherung etwa falsch gefalteter 

Proteine kann somit Zellstress verursachen, der sich durch eine vermehrte TNF-α-

Freisetzung bemerkbar macht. Werden die Zellen aber stimuliert, zeigt sich kein 

nachweisbarer Einfluss der verminderten OS9 Expression auf die TNF-α-Freisetzung. Die 

TNF-α-Freisetzung bleibt unabhängig von Stimulus, scramble oder siRNA annähernd gleich 

auf dem Niveau der unstimulierten Kontrolle. Zwar lässt sich durch LPS die TNF-α 

Freisetzung wie gewohnt steigern, allerdings lässt sich kein Einfluss der siRNA erkennen. 

 

Dahingegen zeigt die Transfektion der Zellen mit OS9-siRNA Auswirkungen auf die 

Produktion von Interleukin-8. Hier zeigt sich nach Transfektion mit OS9-siRNA eine 

Steigerung der IL-8-Freisetzung durch THP1 Zellen. Diese Steigerung kann ähnlich dem 

beschriebenen Mechanismus für TNF-α erklärt werden. Auch die Interleukin 8-Freisetzung 

lässt sich durch zelluläre Stressfaktoren erhöhen, welche möglicherweise durch eine 

verminderte OS9 Expression verstärkt wird. 



 88

Die Proteinbiosynthese von Interleukin 8 kann grundsätzlich durch mehrere Faktoren 

induziert werden. So etwa durch andere Interleukine oder wie hier auch durch TNF-α und 

andere zelluläre Stressoren. [4] Ein ähnlicher Effekt zeigt sich durch Stimulation mit 

Tunicamycin. Hier kommt es durch Transfektion der Zellen zu einem Anstieg des IL-8.  Es 

kann vermutet werden, dass eine verminderte OS9 Expression hier eine verstärkte 

stressbedingte Zytokinfreisetzung  der Zelle bewirkt. 

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es durch Fehlen des OS9, zu einer 

vermehrten Stressreaktion der Zellen kommt. Durch die verminderte Expression des OS9 

kann dieses seiner Funktion im Rahmen der „unfolded protein reaction“ nicht mehr 

nachkommen. OS9 ist notwendig, um missgefaltete Proteine zu erkennen, bei der 

Ubiquitinierung zu assistieren und Proteasombestandteile zu transportieren. [60, 86, 115] 

Bleibt dieser Mechanismus aus, kommt es zur Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen, 

was zu Zellschäden und Immunreaktionen führen kann. Wie in diesem Versuch gezeigt, 

kommt es hier zu einer vermehrten Interleukin 8 Freisetzung. Diese fördert wiederum die 

Entstehung einer neutrophilen Alveolitis im Rahmen der Sarkoidose. Zudem hat eine 

vermehrte IL-8 Freisetzung Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. [165] 

 

Im Unterschied zur Reaktion auf die Stimulation mit Tunicamycin, zeigen sich durch 

Stimulationen mit LPS und LAM gegenläufige Reaktionen nach der Transfektion. Während 

die Stimulation mit P.acnes alleine die IL-8 Freisetzung kaum beeinflusst, führt eine 

Kombination von P.acnes mit Tunicamycin zu einer enormen Potenzierung. P.acnes scheint 

hier auf die bereits durch Tunicamycin gestressten Zellen stärkeren Einfluss nehmen zu 

können. 

Wird der Effekt von P.acnes auf die IL-8 Freisetzung vor und nach Transfektion verglichen, 

zeigen sich zudem deutliche Unterschiede. (Abb.5.38) Während eine Stimulation mit 

P.acnes bei nicht transfizierten und scramble behandelten Zellen eine deutliche Steigerung 

der IL-8 Freisetzung bewirken, zeigt sich nach Transfektion der Zellen mit deutlicher 

Reduktion der OS9 Expression ein deutlich geringerer Effekt auf die IL-8 Freisetzung. Es 

scheint, dass eine hohe Expression an OS9 hier keine protektive Funktion übernimmt, 

sondern stattdessen einen enormen Stress der Zelle anzeigt und die gesteigerte 

Freisetzung an IL-8 durch Stimulation mit P.acnes zulässt. Dies widerspricht den bereits 

beschriebenen Erklärungsmodellen vorangehender Ergebnisse. 

Der Einfluss der OS9 Expression auf das Stressverhalten bzw. die Zytokinproduktion zeigt 

sich im Hinblick auf TNF-α lediglich in der basalen Produktion. Hier kann durch eine 

verminderte OS9 Expression ein Anstieg des Zytokins beobachtet werden. Der Effekt kann 

jedoch nach Zugabe verschiedener Stimulanzien wie LPS nicht mehr gezeigt werden.  
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OS9 scheint eine Rolle in der Regulation der TNF-α Produktion zu spielen, jedoch ist dieser 

gering oder kann durch die hier erreichte Reduktion der OS9 Expression um 50% nicht 

gezeigt werden. Bei Beobachtung der Interleukin-8 Freisetzung zeigt sich auch hier eine 

erhöhte basale Produktion nach Transfektion. Im Gegensatz zur Reaktion des TNF-α, weist 

IL-8 durch verschiedene Simulanzien unterschiedliche Reaktionen nach Transfektion auf. 

Diese zeigen sich gegenläufig. Auch hier kann kein richtungsweisendes Erklärungsmodell 

angewandt werden. 

 

6.5 Verhalten von Monozyten im Vergleich 

 

Werden Monozyten und BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten und THP1-Zellen (ungereifte 

und gereifte) verglichen, lassen sich Monozyten und BAL-Zellen im Hinblick auf die basale 

OS9 Expression und ihre Zytokinfreisetzung am ehesten mit gereiften THP1 Zellen 

vergleichen. Sie zeigen ähnlich hohe basale OS9 Expressionen und weisen eine fast 

identische Mediatorfreisetzung auf. (Abb.5.31-5.33) Dagegen zeigen ungereifte THP1 Zellen 

eine sehr geringe OS9 Expression und steigern diese konzentrationsunabhängig durch 

beinahe alle Stimulanzien, wie bereits in vorangegangenen Versuchen ausführlich 

beschrieben. Auch die basale Zytokinfreisetzung der ungereiften THP1 Zellen ist hier um ein 

Vielfaches geringer als etwa bei BAL-Zellen. 

Die Unterschiede der basalen OS9 Expression und Zytokinfreisetzung lässt sich 

höchstwahrscheinlich dadurch erklären, dass ungereifte THP1 Zellen einen geringeren 

Differenzierungsgrad aufweisen. Durch die fehlende Reifung ist die basale Expressions- und 

Produktionsleistung geringer als etwa bei BAL-Zellen. Diese Ergebnisse bekräftigen erneut 

den Vorteil der Verwendung der gereiften gegenüber den nicht gereiften THP1 Zellen als in 

vitro Modell für Makrophagen. 

Grundsätzlich induziert LPS zahlreiche Genexpressionen in Alveolarmakrophagen – dabei 

können diese hoch oder runter reguliert werden. [108] LPS stimuliert mit Hilfe des LPS-

bindenden Proteins (LBP) und CD14 den Toll-like-Rezeptor-4 [116] und kann so 

verschiedene Signalwege aktivieren. Einen Einfluss auf die OS9 Expression scheint jedoch 

vor allem bei ungereiften THP1 Zellen vorzuliegen, welche ihre basale Expression durch 

Stimulation mit LPS steigert.  

Diese Steigerung kann bei Monozyten, BAL-Zellen und gereiften THP1 Zellen nicht 

beobachtet werden. Diese haben bereits im unstimulierten Zustand eine höhere OS9 

Expression, eventuell liegt hierin auch die Erklärung für den fehlenden Anstieg. 

Monozyten zeigen auch in der Zytokinfreisetzung eine ähnliche Reaktion auf verschiedene 

Stimuli wie gereifte THP1 Zellen und BAL-Zellen. LPS führt nach oben beschriebenen 

Mechanismus zu einer starken Erhöhung der IL-8- und TNF-α-Produktion. (Abb.5.33/34)  
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Bei Betrachtung der Zytokinproduktion weisen die BAL-Zellen von Sarkoidosepatienten 

jedoch eine höhere basale TNF-α-Produktion und eine basale Interleukin-8-Produktion auf 

als etwa ungereifte THP1-Zellen. Diese Ergebnisse lassen sich zum einen durch die 

Tatsache erklären, dass es sich um Makrophagen im Vergleich zu weniger differenzierten 

Monozyten oder monozytären Zellreihen handelt. Des Weiteren konnte bisher beobachtet 

werden, dass Alveolarmakrophagen von Sarkoidosepatienten eine erhöhte Transkription an 

TNF-α aufweisen. [164]  

In dieser Versuchsreihe zeigt sich eine enorme Zytokinfreisetzung. Durch Freisetzung 

zahlreicher Mediatoren sind Alveolarmakrophagen entscheidend an der 

Inflammationsreaktion und somit an der Immunpathogenese der Sarkoidose beteiligt. Die 

Ergebnisse zeigen, dass eine erhöhte Zytokinfreisetzung im Rahmen der 

Inflammationsreaktion der Zellen vorliegt. Diese ist charakteristisch für die inflammatorische 

Antwort der Sarkoidose. [2] Auch für den Verlauf der Erkrankung spielt die Höhe der 

Zytokinproduktion eine wichtige Rolle. Ziegenhagen et al. konnten zeigen, dass TNF-α und 

Interleukin 8 bei Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf signifikant mehr freigesetzt 

wurden als bei Patienten mit stabilem Krankheitsbild. [165] Es kann die Vermutung gemacht 

werden, dass auch hier eine genetische Prädisposition entscheidet, inwieweit die Zelle 

Stress abwehren kann und in welchem unterschiedlichen Maße Zytokine produziert werden. 

 

Zudem wurde beobachtet, dass Patienten mit höheren TNF-α Werten ein signifikant höheres 

Risiko einer Krankheitsprogredienz besitzen als Patienten mit niedrigeren Werten. [165] So 

kann TNF-α als prognostischer Parameter für den weiteren Krankheitsverlauf genutzt 

werden. [163] Ob sich eine akute oder eine chronische Verlaufsform zeigt, hängt aufgrund 

der vorliegenden Ergebnisse, vermutlich von der Art und Ausprägung der 

Inflammationsreaktion und Abwehr der Zellen ab. Diese wiederum unterscheidet sich 

zwischen den Patientengruppen, welche wahrscheinlich durch genetische Prädisposition 

beeinflusst wird. Demnach ist eine genetische Untersuchung für das Verständnis der 

Entstehung und den Verlauf der Sarkoidose entscheidend. Auch in den Therapieoptionen 

der Sarkoidose wurde TNF-α als Angriffspunkt verwendet. So wurde etwa Infliximab, ein 

Antikörper gegen TNF-α, eingesetzt. Die Erfolgsergebnisse variieren jedoch sehr. [19]  

Auch hier erscheint eine genetische Untersuchung der Patienten sinnvoll, um ein 

Ansprechen auf eine Therapie mit TNF-α-Blockern abschätzen zu können und so Einfluss 

auf die Therapiewahl nehmen zu können. 
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6.6 Unterschiede zwischen Sarkoidose- und Kontrollpatienten im Hinblick auf OS9 

 

Hoffmann et al. konnten in einer Studie einen neuen Prädispositionslokus für Sarkoidose auf 

Chromosom 12q13.3-q14.1 identifizieren. Dabei scheint OS9 der wahrscheinlichste 

Kandidat für eine grundlegende Prädisposition zu sein. OS9 ist an der Unfolded protein 

reaction durch Erkennung missgefalteter Proteine und dem ER-assoziierten Proteinabbau 

beteiligt. Durch Stressoren, wie Hypoxie, Zigarettenrauch, Umweltfaktoren oder auch 

Infektionen kommt es zu einer erhöhten Rate an falsch gefalteten Proteinen, welche dem 

Signalweg des ERAD zugeführt werden [8, 144] 

 

Aufgrund der bisher beschriebenen Funktionen des OS9, wird die Vermutung geäußert, 

dass es durch Fehlfunktion des OS9 zur Akkumulation von Proteinen und damit zur 

Zellschädigung kommt. In dieser Studie wurde zudem beschrieben, dass bei 

Sarkoidosepatienten im Vergleich zu Kontrollpersonen eine erhöhte OS9 Expression 

vorliegt. Dies konnte insbesondere bei Patienten mit der akuten Verlaufsform der 

Sarkoidose festgestellt werden. [56]  In der hier vorgelegten Arbeit konnte eine höhere 

basale OS9-Expression bei Sarkoidosepatienten als bei gesunden Patienten gezeigt 

werden. (Abb.5.39) Jedoch zeigen sich deutliche Unterschiede innerhalb der Gruppen. 

Dieses Ergebnis unterstützt das bereits beobachtete OS9 Expressionsverhalten der 

Sarkoidosepatienten in der vorangegangenen Studie. [56] Dagegen erscheint die chronische 

und weniger aktive Verlaufsform der Sarkoidose nach Hofmann et al mit einem Mangel an 

OS9 assoziiert zu sein. Bei homozygoten Trägern des Risikoallels rs1050045 zeigte sich 

eine signifikante Reduktion der OS9 Expression. [56] 

 

In dieser Versuchsreihe scheinen verschiedene Stimulanzien die Expression von OS9 bei 

BAL-Zellen von Patienten mit Sarkoidose zu reduzieren. Bei der Gruppe der Sarkoidosen 

und der Kontrollen kommt es zu einem Anstieg der TNF-α Freisetzung durch verschiedene 

Stimulanzien. Die Interleukin-8 Produktion lässt sich bei Sarkoidosepatienten nur durch 

einen Teil der Stimulanzien anheben. Dieses Verhalten lässt sich nur unzureichend erklären.  

Die Ergebnisse lassen am ehesten vermuten, dass ein Teil der Zellen durch die Stimuli 

zugrunde ging. Dies würde neben dem Absinken der OS9 Expression, auch den geringen 

Zytokinanstieg der Sarkoidosen erklären. Kontrollen zeigen dagegen eine höhere OS9 

Expression, was auf eine Stress-induzierte UPR hinweist. Dieser wird in Form der 

Zytokinsteigerung deutlich. 
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Bei Betrachtung der Ergebnisse muss berücksichtigt werden, dass alle Sarkoidosepatienten, 

unabhängig des Genotyps für OS9 und der Verlaufsform, eingeschlossen wurden. Da nach 

bisheriger Studienlage davon ausgegangen werden kann, dass diese Untergruppen 

verschieden reagieren, sind die Ergebnisse hier nicht eindeutig zu verwerten. Dies erklärt 

zudem die hohen Standardabweichungen der Ergebnisse. Zur genaueren Untersuchung 

sollten weitere Versuche mit höherer Personenzahl erfolgen, die eine Bildung von 

Subgruppen in Abhängigkeit des Genotyps und Phänotyps erlaubt. 

 

6.7 Korrelation zwischen Genotyp der Sarkoidosepatienten und OS9 Expression, 

sowie Zytokinfreisetzung 

 

Bei der Untersuchung der BAL-Zellen von Sarkoidosen in Abhängigkeit vom Genotyp zeigte 

der SNP rs 1050045 eine signifikante negative Korrelation von Expression der OS9 mRNA 

mit dem Genotyp CC. Patienten mit Genotyp CC sind homozygote Träger des Risiko-Allels 

rs 1050045. Daneben existieren noch die Genotypen TT und TC. 

In einer Studie von Hofmann et al konnte eine Allel-spezifische Expression an OS9 gezeigt 

werden. In einer subphenotyp-spezifischen Analyse konnte zudem eine stärkere Assoziation 

dieses SNP mit der akuten Form der Sarkoidose als mit anderen Krankheitsverläufen 

festgestellt werden. [56] Das mutmaßliche Risikogen des OS9 spielt eine wichtige Rolle in 

der ERAD von un- oder missgefalteten Proteinen. [60, 86, 115] 

 

In den durchgeführten Versuchen konnte beobachtet werden, dass Patienten mit Gentoyp 

CC im Mittel die geringste basale Expression an OS9 zeigen, während Patienten mit 

Genotyp TT die höchste Expression vorweisen. (Abb.5.46) Dabei zeigt sich jedoch eine 

deutliche Varianz innerhalb der Subgruppen. Verfolgt man diesen Ansatz weiter, zeigen 

Patienten mit homozygoten Risikogenotyp CC also eine negative Korrelation zur OS9 

Expression. In dieser Arbeit konnte des Weiteren gezeigt werden, dass Patienten mit 

Genotyp CC die höhere basale TNF-α Produktion aufweisen. Patienten mit Genotyp TT 

dagegen die geringste. (Abb.5.47) Hierdurch würde sich eine umgekehrte Korrelation der 

TNF-α Produktion zur OS9 Expression ergeben. Patienten mit der geringsten basalen OS9 

Expression, produzieren am stärksten das Zytokin TNF-α. Doch auch hier zeigt sich eine 

Varianz der Produktion an TNF. Lässt man die Annahme der umgekehrten Korrelation der 

Zytokinproduktion zur OS9 Expression zu, scheint die geringe OS9 Expression der 

homozygoten Risikogentypen CC für eine verminderte Abwehr der Zelle verantwortlich zu 

sein. Es kommt zu vermehrte Akkumulation falsch gefalteter Proteine, Zellschädigung und 

Immunreaktion der Zelle, die hier durch vermehrte Produktion des TNF-α deutlich wird. 
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Sarkoidosepatienten mit einer höheren Freisetzung an TNF-α haben jedoch ein signifikant 

höheres Risiko des Fortschreitens der Erkrankung als Patienten mit normaler TNFα-

Produktion. Dies ist der Grund, warum TNF-α als prädiktiver Parameter für die 

Krankheitsprogression verwendet wird. [163] Im Folgeschluss kann spekuliert werden, dass 

Patienten mit Genotyp CC und damit Träger zweier Risikoallele des OS9 Gens, ein höheres 

Risiko für eine höhere Krankheitsaktivität und schnellere Progression der Erkrankung 

aufweisen. Im Vergleich sind Patienten mit Genotyp TT mit einer höheren OS9 Expression 

assoziiert. 

Es kann vermutet werden, dass diese Patienten bessere Möglichkeiten haben Sarkoidose-

assoziierte Stimulanzien über ERAD abzuwehren. Bei Patienten mit aktiver Sarkoidose 

kommt es zudem häufiger zu einer Spontanremission. Es kann spekuliert werden, ob die 

Immunreaktion der Zelle über OS9 via ERAD und eventuell noch weitere unbekannte 

Mechanismen in der Lage ist, nicht nur den Stress besser zu bewältigen, sondern sogar zu 

beseitigen. Aufgrund der hohen Standardabweichungen, lässt sich hier jedoch keine 

eindeutige Aussage treffen. Hierfür sind größere Kohorten und Subgruppen notwendig. 

In weiteren Versuchen dieser Arbeit konnte die Reaktion der Zellen auf LPS beobachtet 

werden. Hierbei lässt sich bei allen Genotypen die Produktion an TNF-α mit LPS-Stimulation 

steigern. (Abb.5.48) Jedoch weisen Patienten mit Genotyp CC eine höhere Steigerung der 

Zytokinproduktion auf als Patienten mit Genotyp TT und Genotyp TC.  

Dies lässt vermuten, dass die Zellen auf Stressstimuli empfindlicher reagieren und dem 

Stress durch geringere Expression an OS9 weniger entgegenwirken können. Das Ausmaß 

des Zellstress wird auch hier durch die Zytokinfreisetzung deutlich. Patienten mit einer 

höheren Expression an OS9 bzw. anderem Genotyp scheinen den Zellstress besser 

bewältigen zu können. Patienten mit Genotyp CC produzieren jedoch bei Minderexpression 

des OS9 vermehrt TNF-α. Dies passt wieder zu den von Ziegenhagen et al bereits 

gezeigten Daten, dass Patienten mit höherem TNF-α Werten ein höheres Risiko der 

Krankheitsprogredienz besitzen. [165] 

 

Der Genotyp der Patienten scheint also eine Rolle in der Abwehr von Sarkoidose-

assoziierten Stimuli zu spielen. Somit hätte OS9 als prädisponierender Faktor demnach 

einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung, sowie die Aktivität und den Verlauf der 

Sarkoidose zu haben.  
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Die hier vorgestellten Ergebnisse erhärten die Annahme, dass es sich bei der 

Multisystemerkrankung Sarkoidose um eine Erkrankung handelt, die durch ein 

Zusammenwirken von genetischer Prädisposition und der Exposition eines Triggers aus der 

Umwelt entsteht. Dies kann eine Erklärung liefern, warum manche Menschen nach 

Exposition Sarkoidose-assoziierter Agenzien, wie etwa des Propionibacterium acnes oder 

des World Trade Center Staubs, erkrankten, andere wiederum keine Zeichen einer 

Lungenerkrankung entwickelten. 

Zudem kann spekuliert werden, dass der Einfluss genetischer Faktoren erklären kann, 

warum es im Rahmen der Sarkoidose verschiedene Erscheinungsbilder der Erkrankung 

gibt. Während ein Teil der Patienten an einer akuten Sarkoidose erkrankt, die häufig eine 

Spontanremission erfährt, kommt es beim anderen Teil der Patienten zu einer chronischen, 

häufig progredienten Verlaufsform. 

 

Genauere Untersuchungen der genetischen Voraussetzungen zum Umgang mit 

verschiedenen Sarkoidose-assoziierten Stimulanzien sind essentiell. Zudem sollten klinische 

Studien durchgeführt werden, um mögliche Unterschiede der Krankheitsverläufe und des 

Therapieansprechens in Abhängigkeit des Genotyps zu untersuchen. Hierdurch können 

Risikoprofile erstellt werden, die prognostische Informationen liefern und eine 

Entscheidungshilfe zur Optimierung der Behandlung bilden. 
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7. Zusammenfassung 
 
Die Sarkoidose ist eine Multisystemerkrankung unklarer Genese, die durch eine chronische 

Inflammation gekennzeichnet ist, welche zu mononukleären Zellinfiltrationen und Bildung 

von Granulomen führen kann. [1,2] Es wird von einem Zusammenspiel von Umweltfaktoren 

und genetischen Faktoren ausgegangen. [2] In der hier vorgelegten Arbeit wird die Funktion 

des OS9 (osteosarcoma amplified 9) als wahrscheinlicher genetischer Risikofaktor 

untersucht. Bei Untersuchung der THP1-Zelllinie als Modell für Monozyten bzw. 

Makrophagen konnte gezeigt werden, dass eine UPR vermittelte Steigerung der OS9 

Expression Teil einer ER-Stressantwort bildet. Dabei scheinen THP1 Zellen den Stimuli-

assoziierten Stress umso besser abwehren zu können, je fortgeschrittener ihr 

Reifungszustand ist. Im Rahmen dieser Abwehrreaktion wird zudem eine Immunreaktion der 

Zelle hervorgerufen. Die Versuchsergebnisse der gereiften THP1 Zellen lassen vermuten, 

dass die OS9 Expression einen Einfluss auf den Umgang der Zelle mit Stress hat und liefern 

Hinweise zur möglichen Funktion des OS9 im Rahmen einer Immunreaktion. Durch 

Blockierung des OS9 durch siRNA konnten weitere Effekte der veminderten OS9 

Expression auf die Zytokinfreisetzung beobachtet werden. Eine genetische Prädisposition 

des OS9 Gen scheint demnach Einfluss auf die Abwehrreaktion der Zellen. Die Art und 

Ausprägung der Zytokinfreisetzung, sowie die Inflammationsreaktion sind wiederum 

entscheidend an der Immunpathogenese und dem Verlauf der Sarkoidose beteiligt. Weitere 

Versuchsergebnisse bezüglich Korrelation zwischen Genotyp der Sarkoidosepatienten, OS9 

Expression und ihrer Zytokinproduktion, lassen spekulieren, dass Patienten mit Gentoyp 

CC, also homozygoten Trägern des OS9 Risikoallels rs1050045, eine umgekehrte 

Korrelation der TNF-α Produktion zur OS9 Expression besitzen. Im Folgeschluss würde die 

geringe OS9 Expression der Risikogentypen CC eine verminderte Abwehr der Zelle 

bedingen. Es kommt zur vermehrten Akkumulation falsch gefalteter Proteine, 

Zellschädigung und Immunreaktion der Zelle. Der OS9 Genotyp der Patienten hätte also 

eine entscheidende Rolle in der Abwehr von Sarkoidose-assoziierten Stimuli. Zudem bringt 

die höhere TNF-α-Freisetzung der Patienten mit Genotyp CC wiederum ein größeres Risiko 

für eine höhere Krankheitsaktivität und schnellere Progression der Erkrankung mit sich. Als 

prädisponierender Faktor hätte OS9 demnach einen Einfluss auf die Entstehung, die 

Aktivität und den Verlauf der Sarkoidose. Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit lassen 

die Vermutung zu, dass eine ausreichende OS9 Expression eine protektive Funktion 

bestitzt. Der Einfluss des OS9 Genotyps auf den Umgang mit verschiedenen Sarkoidose-

assoziierten Stimulanzien, sowie auf Unterschiede der Krankheitsverläufe und des 

Therapieansprechens sollte in weiteren Studien genauer untersucht werden. Hierdurch 

können Risikoprofile erstellt werden, die prognostische Informationen liefern und eine 

Entscheidungshilfe zur Optimierung der Behandlung bilden. 
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