
 

Aus dem Institut für Geschlechterforschung in der Medizin 

der Medizinischen Fakultät Charité – Universitätsmedizin Berlin   

 

 

DISSERTATION 

 

 Die Effekte von Östrogen auf den Proteingehalt, die Lokalisation 

und Funktion von Sirt1 in humanen Makrophagen 

 

 

zur Erlangung des akademischen Grades  

Doctor medicinae (Dr. med.) 

 

vorgelegt der Medizinischen Fakultät  

Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

von  

 

 Anne Breiter 

aus Offenbach am Main 

 

 

 

Datum der Promotion: 25.06.2023 

  



2 

 

Inhaltsverzeichnis 

Inhaltsverzeichnis ....................................................................................................................... 2 

Abkürzungsverzeichnis .............................................................................................................. 5 

Abbildungsverzeichnis ............................................................................................................... 7 

Kurzzusammenfassung ............................................................................................................... 9 

Abstract .................................................................................................................................... 11 

1 Einleitung .......................................................................................................................... 12 

1.1. Geschlechterspezifische Aspekte der koronaren Herzkrankheit ............................... 12 

1.2. Die Entstehung der Atherosklerose und der koronaren Herzkrankheit ..................... 12 

1.3. Die Rolle der Makrophagen im Entzündungsprozess ............................................... 13 

1.4. Östrogeneffekte bei kardiovaskulären und entzündlichen Erkrankungen ................. 13 

1.5. Östrogen und Östrogen-Rezeptoren .......................................................................... 14 

1.6. Sirtuine ....................................................................................................................... 15 

1.7. Die Lokalisation und Funktion von Sirt1 .................................................................. 16 

1.8. Die Zielproteine und Effekte von Sirt1 ..................................................................... 16 

1.9. Die Auswirkungen von Östrogen auf Sirt1 ............................................................... 18 

1.10. Ziele der Arbeit .......................................................................................................... 20 

2 Material und Methoden ..................................................................................................... 21 

2.1 Material ...................................................................................................................... 21 

2.1.1 Laborgeräte ......................................................................................................... 21 

2.1.2 Verbrauchsmaterial ............................................................................................ 22 

2.1.3 Chemikalien, Medien und Lösungen ................................................................. 23 

2.1.4 Zusammensetzung von Nährmedien und Pufferlösungen .................................. 25 

2.2 Methoden ................................................................................................................... 33 

2.2.1 Zellkultur ............................................................................................................ 33 

2.2.2 FACS .................................................................................................................. 36 

2.2.3 Proteine ............................................................................................................... 37 



3 

 

2.2.4 RNA-Isolation .................................................................................................... 38 

2.2.5 Reverse Transkription ........................................................................................ 39 

2.2.6 Isolation reiner intakter Kerne ............................................................................ 40 

2.2.7 Statistik ............................................................................................................... 41 

3 Ergebnisse ......................................................................................................................... 42 

3.1 Effekte der Aktivierung der Östrogen-Rezeptoren in humanen Makrophagen ......... 42 

3.1.1 Nachweis der Reinheit der Monozyten-Population bei der Isolation von primären 

humanen Monozyten ......................................................................................................... 42 

3.1.2 Nachweis der Polarisation von primären humanen Monozyten (M0) zu 

M1-Makrophagen mittels PCR ......................................................................................... 42 

3.1.3 Morphologie von M1-Makrophagen .................................................................. 44 

3.1.4 Nachweis der Östrogen-Rezeptoren ERα, ERβ und GPR30 in primären humanen 

Makrophagen .................................................................................................................... 45 

3.1.5 Nachweis der erhöhten Phosphorylierung von ERK nach Behandlung mit E2 . 45 

3.1.6 Effekte der ER-Aktivierung auf die Sirt1-Proteinmenge in M1-differenzierten 

primären humanen Makrophagen ..................................................................................... 46 

3.1.7 Auswirkung der Aktivität von Sirt1 auf die Acetylierung von Lysinresten sowie 

die Protein-Deacetylierung der Sirt1-Zielproteine (Acp53, AcKu70) .............................. 47 

3.1.8 Einfluss der Behandlung mit E2 auf die Proteinmenge der p65-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors NFκB ............................................................................................. 51 

3.1.9 Einfluss der Behandlung mit E2 auf den mRNA-Gehalt von 

Entzündungsmediatoren .................................................................................................... 52 

3.2 Einfluss von E2 auf Sirt1 in den verschiedenen Kompartimenten der Zelle ............. 53 

3.2.1 Nachweis der erhöhten Phosphorylierung von ERK nach Behandlung mit E2 . 53 

3.2.2 Nachweis der Isolation von reinen intakten Kernen und der nukleusfreien 

Fraktion aus THP1-Zellen ................................................................................................. 54 

3.2.3 Nachweis der Eignung des Protokolls zur Nukleusisolation zur Bestimmung der 

Acetylierungsänderung ..................................................................................................... 54 



4 

 

3.2.4 Effekte der ER-Aktivierung auf den Sirt1-Proteingehalt in der nukleären und 

nukleusfreien Fraktion sowie im Vollzellysat von THP1-Makrophagen ......................... 56 

3.2.5 Effekte der ER-Aktivierung auf die Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien 

Fraktion und im Vollzellysat von THP1-Makrophagen ................................................... 57 

3.2.6 Effekte der ER-Aktivierung auf die Acetylierung von Ku70 in der nukleären 

Fraktion und im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen .................................................. 59 

4 Diskussion ......................................................................................................................... 61 

4.1 Wichtigste Ergebnisse der Arbeit .............................................................................. 61 

4.2 Validierungsexperimente ........................................................................................... 61 

4.3 Experimente zum Östrogen-Einfluss auf Sirt1 und dessen Zielproteine ................... 62 

4.4 Kompartimentabhängige Ausprägung der Menge des Proteins Sirt1 und von dessen 

Zielproteinen ......................................................................................................................... 65 

4.5 Erkenntnisse der Arbeit ............................................................................................. 67 

4.6 Limitationen und methodische Einschränkungen ...................................................... 69 

4.7 Ausblick ..................................................................................................................... 69 

4.8 Schlussfolgerung ....................................................................................................... 71 

5 Literaturverzeichnis .......................................................................................................... 73 

6 Anhang .............................................................................................................................. 89 

6.1 Eidesstattliche Versicherung ..................................................................................... 89 

6.2 Lebenslauf ................................................................................................................. 90 

6.3 Publikationen ............................................................................................................. 91 

6.4 Danksagung ............................................................................................................... 92 

6.5 Ponceau-Daten und Original Membranen ................................................................. 93 

 

  



5 

 

Abkürzungsverzeichnis 

APC   Allophycocyanin 

APS  Ammonium Persulfat 

Bax   Bcl-2-assoziiertes X-Protein 

BMDM bone marrow derived macrophages (Knochenmarksmakrophagen) 

BSA  Bovines Serum Albumin 

CD  Cluster of differentiation (Differenzierungscluster) 

c-E2  Mit Cyclodextrin enkapsuliertes 17β-Östradiol 

COX-2 Cyclooxygenase 2 

CS-FCS charcoal stripped fetal bovine serum 

DCF  2′,7′-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DPBS   Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline  

DTT  Dithiothreitol 

E2   17-β-Östradiol 

ECL  enhanced chemiluminescence (verbesserte Chemilumineszenz) 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ER  Estrogen receptor (Östrogenrezeptor) 

ERK  extrazellulär regulierte Kinase 

FACS   fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie) 

FCS  Fetales Kälberserum 

FITC   Fluoreszein Isothiozyanat 

GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor 

GPR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

HDAC  Histondeacetylase 

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure 

hMCSF humaner Monozyten-Kolonien-stimulierender Faktor 

IDCR   Ionic Detergent Compatibility Reagent 

IFNγ   Interferon-γ  

IGEPAL Octylphenoxy Poly(ethyleneoxy)ethanol 

IL  Interleukin 



6 

 

LDH  Laktat-Dehydrogenase 

LPS  Lipopolysaccharid 

M0  M0-Monozyten 

M1  M1-Makrophagen 

MACS  magnetic activated cell sorting (Magnetisch aktivierte Zellsortierung) 

MAPK  Mitogen-Activated Protein Kinasen 

MCP-1 Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1 

NAD  Nicotinamidadenindinukleotid 

NF-κB  nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NOS  Stickstoffmonoxid-Synthase 

P/S  Penicillin/Streptomycin 

PAA  Polyacrylamid 

PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells (mononukleäre Zellen) 

PBS  Dulbecco's phosphate-buffered saline 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

PE  Phytoerythrin 

PerCP   Peridinin Chlorophyll Protein 

PMA  Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 

PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 

qPCR  quantitative Echtzeit-PCR 

RBC  Red Blood Cell (Rote Blutzelle) 

ROS   Reactive Oxygen Species (Reaktive Sauerstoffspezies) 

RPMI  Rosewell Park Memorial Institut 

RU  Relative Units (Relative Einheiten) 

SDS  sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 

Sirt  silent mating type information regulation 2 homolog 

TBS  Tris-buffered saline 

TBST  Tris-buffered saline mit Tween20 

TEMED Tetramethylethylenediamin 

TIM  translocase of the inner membrane 

TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 

TRIS  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

  



7 

 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1. Aktueller Stand der Forschung im Tiermodell (Nagermodell) und in humanen 

Brustkrebs-Zelllinien. ............................................................................................................... 19 

Abbildung 2. FACS-Analyse von primären humanen Monozyten mit CD45-VioBlue und 

CD14-APC-Vio 770 Antikörper. ............................................................................................. 42 

Abbildung 3. Nachweis der M1-Polarisation in weiblichen primären humanen M1-

Makrophagen. ........................................................................................................................... 43 

Abbildung 4. Nachweis der M1-Polarisation in männlichen primären humanen M1-

Makrophagen. ........................................................................................................................... 43 

Abbildung 5. Morphologie von männlichen M1-Makrophagen nach 4 h Behandlung mit LPS 

und IFN-γ für die M1-Polarisation ........................................................................................... 44 

Abbildung 6. Nachweis der Östrogenrezeptoren ERα, ERβ und GPR30 in weiblichen und 

männlichen primären humanen M1-Makrophagen. ................................................................. 45 

Abbildung 7. ERK-Phosphorylierung in humanen primären männlichen und weiblichen M1-

Makrophagen nach 24-stündiger Stimulation mit E2 .............................................................. 46 

Abbildung 8. Sirt1-Proteinmenge in humanen primären weiblichen und männlichen M1-

Makrophagen ............................................................................................................................ 47 

Abbildung 9. Proteinmenge von AcLysin in humanen primären weiblichen und männlichen 

M1-Makrophagen ..................................................................................................................... 48 

Abbildung 10. Einfluss einer Behandlung mit E2 auf die Acetylierung von p53 in primären 

humanen weiblichen und männlichen M1-Makrophagen ........................................................ 49 

Abbildung 11. Einfluss einer Behandlung mit E2 auf die Acetylierung von Ku70 in humanen 

primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen ........................................................ 50 

Abbildung 12. Proteinmenge von NFκB-p65 in humanen primären weiblichen und männlichen 

M1-Makrophagen ..................................................................................................................... 51 

Abbildung 13. Einfluss der Behandlung mit E2 auf den mRNA-Spiegel von 

Entzündungsmediatoren in weiblichen und männlichen primären humanen M1-Makrophagen

 .................................................................................................................................................. 52 

Abbildung 14. ERK-Proteingehalt und -Aktivität in M0- und M1-polarisierten THP1-Zellen 

nach 24-stündiger Stimulation mit E2 ...................................................................................... 53 

Abbildung 15. Proteinmenge in THP1-Zellen nach Isolation von reinen intakten Kernen und 

der nukleusfreien Fraktion........................................................................................................ 54 



8 

 

Abbildung 16. Proteinmenge in THP1-Zellen nach Isolation von reinen intakten Kernen und 

der nukleusfreien Fraktion........................................................................................................ 55 

Abbildung 17. Sirt1-Proteingehalt in THP1-Makrophagen .................................................... 57 

Abbildung 18. Acetylierung von Lysin in THP1-Makrophagen ............................................ 59 

Abbildung 19. Acetylierung von Ku70 in THP1-Makrophagen ............................................. 60 

Abbildung 20. Grafische Zusammenfassung der Erkenntnisse der Arbeit ............................. 68 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1. Übersicht der verwendeten Laborgeräte ................................................................. 21 

Tabelle 2. Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien ................................................ 22 

Tabelle 3. Übersicht der verwendeten Chemikalien Medien und Lösungen ........................... 23 

Tabelle 4. Übersicht der verwendeten Chemikalien Medien und Lösungen ........................... 25 

Tabelle 5. FACS ...................................................................................................................... 31 

Tabelle 6. Antikörper ............................................................................................................... 31 

Tabelle 7. RNA-Primer ............................................................................................................ 31 

Tabelle 8. Software .................................................................................................................. 32 

  



9 

 

Kurzzusammenfassung  

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen weltweit eine der häufigsten Todesursachen dar. Die 

Rolle des weiblichen Geschlechtshormons Östrogen (E2) bei kardiovaskulären Erkrankungen 

wird in zahlreichen Studien kontrovers diskutiert. Die möglichen protektiven Effekte von E2 

bei der Entwicklung der Atherosklerose sind unter anderem zurückzuführen auf die Wirkung 

von E2 auf Chemokine und Zytokine, welche am frühentzündlichen Prozess der Atherosklerose 

beteiligt sind. Eine wichtige Rolle im Rahmen dieser entzündlichen Prozesse spielen die 

mononukleären Abwehrzellen Makrophagen. 

Ein potentielles Zielprotein für Östrogen ist die NAD+-abhängige Deacetylase Sirt1. Es wurde 

postuliert, dass ihre Aktivität durch die Östrogen-Rezeptor-Subtypen alpha and beta moduliert 

wird. Eine Aktivitätszunahme von Sirt1 führt im Nukleus zur Deacetylierung der Proteine p53, 

Ku70 und NFκB. Die Effekte von E2 auf die Proteinmenge und Funktion von Sirt1 in humanen 

Zellen sind bisher wenig erforscht. Daten über die E2-Sirt1-Interaktion in humanen Zellen 

wurden hauptsächlich in pathologischen Zellen akquiriert, bspw. in Brustkrebs-Zelllinien.  

In dem vorliegenden Projekt sollte untersucht werden, ob E2 einen Einfluss auf den Sirt1-

Gehalt und die Sirt1-Aktivität in humanen Makrophagen hat, gemessen anhand des 

Acetylierungsgrades der nukleären Proteine p53 und Ku70. Weiterhin sollte der Effekt von E2 

auf die Lokalisation von Sirt1 in der humanen Makrophagen-Zelllinie THP1 untersucht werden.  

Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit E2 keinen Effekt auf den Proteingehalt 

von Sirt1 im Vollzelllysat von primären humanen M1-Makropagen hat, wohingegen die 

Acetylierung der nukleären Proteine p53 in weiblichen sowie Ku70 in weiblichen und 

männlichen M1-Makrophagen erhöht ist. Die Menge des zytosolischen Sirt1-Zielproteins 

NFκB-p65 zeigt sich in männlichen M1-Makrophagen unter Stimulation mit E2 erhöht, 

während in weiblichen M1-Makrophagen kein E2-Effekt nachweisbar ist. Um die Effekte von 

E2 in den einzelnen Zellkomponenten genauer zu eruieren, erfolgte eine Nukleusisolation mit 

der humanen monozytären Zelllinie THP1, da eine Isolation der nukleären Fraktion in primären 

humanen Zellen nicht möglich war. 

In THP1-Zellen zeigte sich unter Stimulation mit E2 ein signifikanter Abfall des Sirt1-Gehaltes 

in der nukleären Fraktion sowie eine signifikante Steigerung der Ku70-Acetylierung, 

wohingegen die Sirt1-Menge und Ku70-Acetylierung im Vollzelllysat unverändert blieb.  
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Zusammenfassung: Die Ergebnisse der Versuche führten zu der Hypothese, dass die vermehrte 

Acetylierung der nukleären Proteine p53 und Ku70 bei unveränderter Sirt1-Proteinmenge im 

Vollzelllysat auf einen verminderten nukleäre Sirt1-Gehalt zurückzuführen ist.  
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Abstract 

Cardiovascular diseases severely contribute to death and disability worldwide, with the male 

sex as a major risk factor. The role of the female sex hormone estrogen (E2) in cardiovascular 

diseases has been discussed controversially in several studies. The potential protective effects 

of estrogen in the development of atherosclerosis is, amongst others, due to the effect of E2 on 

chemokines and cytokines, which are involved in the early-inflammatory process of 

atherosclerosis. The mononuclear immune cell macrophages figure prominently in the 

inflammatory process. 

One potential target protein of E2 is the NAD+-dependent deacetylase Sirt1, its amount seems 

to be modulated by the estrogen receptor subtypes alpha and beta. An increased activity of Sirt1 

leads to deacetylation of the proteins p53, Ku70 and NFκB in the nucleus. The effects of E2 on 

protein levels and function of Sirt1 in human cells have been poorly investigated. Data on E2-

Sirt1 interaction in human cells have mainly been acquired in pathological cells, e.g., breast 

cancer cell lines. 

This study attempted to show the effects of E2 on the amount and activity of Sirt1 in human 

macrophages, measured by the level of acetylation of the nuclear proteins p53 and Ku70. 

Furthermore, the effects of E2 on the localization of Sirt1 were investigated in the human 

monocytic cell line THP1.  

A stimulation with E2 in primary human macrophages showed no effects on the protein amount 

of Sirt1 in full cell lysate, whereas the nuclear proteins p53 in female and Ku70 in female and 

male macrophages showed an increase of acetylation. The amount of the cytosolic Sirt1-target-

protein NFκB-p65 was increased in male macrophages during stimulation with E2, whereas no 

effect could be seen in female macrophages. To investigate the effects of E2 in the individual 

cell components in more detail, nucleus isolation was performed using the human monocytic 

cell line THP1, since isolation of the nuclear fraction in primary human cells was not possible. 

In THP1-cells with E2 stimulation, a significant decrease of Sirt1 amount was detected in the 

nuclear fraction as well as an increase of Ku70-acetylation. In contrast, the Sirt1 amount in the 

full cell lysate remained unchanged. 

Conclusion: The results of the experiments led to the hypothesis that the increased acetylation 

of nuclear proteins p53 and Ku70 with unchanged Sirt1 protein levels in whole cell lysate was 

due to decreased nuclear Sirt1 levels.   
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1 Einleitung 

1.1. Geschlechterspezifische Aspekte der koronaren Herzkrankheit 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen weltweit eine der häufigsten Todesursachen dar, wobei 

das männliche Geschlecht eine höhere Prävalenz insbesondere bei der koronaren Herzkrankheit 

im jüngeren Alter aufweist.1,2 Bei den Hauptrisikofaktoren der koronaren Herzkrankheit spielt 

das Geschlecht eine wichtige Rolle. Studien konnten zeigen, dass Diabetes mellitus und 

Bluthochdruck vor allem bei Frauen zu einem erhöhten Risiko führen, während erhöhte Lipide 

und abdominelle Adipositas bei beiden Geschlechtern ein ähnliches Risikoprofil aufweisen.3-6 

Auch bei Frauen gehören kardiovaskuläre Erkrankungen zu den Haupttodesursachen, 

allerdings manifestieren sich diese bei ihnen meist erst in höherem Lebensalter. Eine der 

Ursachen für diese zeitliche Verzögerung könnte eine mögliche protektive Funktion des 

weiblichen Geschlechtshormons Östrogen (E2) sein.7 Neben vielen anderen durch das 

Geschlechter hervorgerufenen Unterschieden im kardiovaskulären System wurden signifikante 

Unterschiede bei entzündlichen Mechanismen im Prozess der Atheroskleroseentstehung 

gezeigt, die am ehesten zurückzuführen sind auf die Wirkung von E2 auf Chemokine und 

Zytokine.8,9  

1.2. Die Entstehung der Atherosklerose und der koronaren Herzkrankheit 

Die Atherosklerose entsteht durch einen mehrstufigen, chronischen Entzündungsprozess der 

Gefäßwand. Im Laufe des Lebens kommt es zu einer Anhäufung von Lipiden und fibrotischen 

Elementen in den Wänden großer Arterien.10 Im Prozess der chronischen Inflammation 

interagieren diese in die Gefäßwand eingelagerten oxidativ modifizierten Lipoproteine mit 

Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen und einer Vielzahl von modulierenden 

Zytokinen und Mediatoren. 11, 12 

Der Prozess der Entstehung eines atherosklerotischen Plaques lässt sich in mehrere Stadien 

einteilen. Initial kommt es zu einer Endothelschädigung mit morphologischen und 

funktionellen Änderungen des Endothels.13 Durch diese endotheliale Dysfunktion werden 

Endothelzellen zur Expression einer Vielzahl von Chemokinen anregt. Diese begünstigen die 

Transmigration von Monozyten und T-Lymphozyten in den subintimalen Raum. Durch den 

Wachstumsfaktor Macrophage-Colony Stimulation Factor (M-CSF) wird die Umwandlung der 

Monozyten in Makrophagen angeregt.12 Durch die Freisetzung von entzündungsfördernden 

Mediatoren wird die entzündliche Reaktion in dem entstehenden Plaque aufrechterhalten und 
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gefördert.14 Lagern sich diese Plaques in der Gefäßwand der Herzkranzgefäße ab, entsteht die 

koronare Herzkrankheit (KHK). 

1.3. Die Rolle der Makrophagen im Entzündungsprozess 

Makrophagen spielen eine bedeutende Rolle bei der unspezifischen Abwehr von 

Krankheitserregern und sind Teil des mononukleären phagozytären Systems. Sie entwickeln 

sich aus Vorläuferzellen im Knochenmark, zirkulieren als Monozyten im Blut und migrieren 

schließlich in die unterschiedlichen Gewebe des Körpers, wo sie zu Makrophagen 

transformieren. Sämtliche Makrophagen besitzen auf ihrer Oberfläche das 

Zelladhäsionsmolekül CD68 (Differenzierungscluster 68) als Bestandteil ihrer intrazellulären 

lysosomalen Membranproteine.15 Das für Monozyten charakteristische Antigen CD14 

hingegen geht während des Reifungsprozesses verloren.16 Eine effiziente Rekrutierung von 

Monozyten bzw. Makrophagen ist essentiell für den Entzündungsprozess.  

Vielfältige Stressoren führen zur Aktivierung von Makrophagen, der resultierende 

Differenzierungtyp hängt hierbei von der Art des entzündlichen Stimulus ab. Unstimulierte M0-

Monozyten differenzieren sich durch Zugabe von Interferon γ (IFN-γ), Lipopolysaccharid 

(LPS) oder Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor (GM-CSF) zu den 

klassisch aktivierten M1-Makrophagen.17 M1-Makrophagen sezernieren pro-inflammatorische 

Mediatoren wie zum Beispiel Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-), Interleukin-1 (IL-1), 

Interleukin-6 (IL-6) sowie reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies, die eine effektive 

Methode zur Abtötung von Pathogenen darstellen.  

Auch diese molekularen Mechanismen des Entzündungsprozesses werden durch das 

Geschlecht beeinflusst, wobei das Geschlechtshormon Östrogen eine zentrale Rolle einnimmt.  

1.4. Östrogeneffekte bei kardiovaskulären und entzündlichen Erkrankungen 

Das weibliche Geschlechtshormon Östrogen (E2) ist beteiligt an der Regulation von 

entzündlichen Erkrankungen, wobei die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen 

größtenteils unbekannt sind. Nach der Menopause entwickeln Frauen vermehrt kardiovaskuläre 

Erkrankungen, was u.a. auf einen Verlust antiatherosklerotischer bzw. antiinflammatorischer 

Effekte von E2 zurückgeführt wird.18-20 Nicht-humane postmenopausale weibliche Primaten 

sowie Frauen mit postmenopausalem Östrogenmangel und Männer mit einem 

Östrogenrezeptor-Defekt entwickeln eine frühzeitige Atherosklerose21-23 – ein Effekt, der in 
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einzelnen Studien durch die Gabe von E2-haltigen oralen Kontrazeptiva verhindert werden 

konnte.24,25  

Die protektiven Effekte von E2 bei der Entwicklung der Atherosklerose sind unter anderem 

zurückzuführen auf die Wirkung von E2 auf Chemokine und Zytokine, welche am 

frühentzündlichen Prozess der Atherosklerose beteiligt sind.20,26 Dies wirkt sich auch positiv 

auf die Stabilität des Endothels aus.19  

Sexualhormone modulieren das Immunsystem durch Hormonrezeptoren und regulieren den 

Entzündungsprozess.27 Sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte von E2 wurden 

beschrieben28, mehrheitlich jedoch werden die anti-inflammatorischen Effekte von E2 

beschrieben29 Ein Verlust von E2 führt zur Expression pro-inflammatorischer Zytokine in 

menschlichen Zellen.30  

In aktivierten humanen peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs) inhibiert E2 die 

Expression pro-inflammatorischer Zytokine.31 E2 übt seine anti-entzündlichen Effekte auf 

Makrophagen hauptsächlich durch eine Inhibition von Lipopolysaccharid-induzierten 

Genprodukten wie TNF-, IL-1 und IL-6 über eine Herunterregulierung des NFκB-

Signalweges aus.32 Des Weiteren reduziert E2 die Phosphorylierung von p38 im Myokard und 

die Expression von pro-entzündlichen Mediatoren, bspw. TNF-α, IL-1β und IL-6, die nach 

Myokardischämie und Reperfusion  in weiblichen Nagetieren absinken.33 Allerdings ist auch 

beschrieben, dass E2 auch pro-entzündliche Wirkungen in einigen chronisch-entzündlichen 

Erkrankungen haben könnte.33,34 Studien von Cutolo et al. beispielsweise konnten eine erhöhte 

Menge an Markern für Zellwachstum und -proliferation nachweisen.35  

 

1.5. Östrogen und Östrogen-Rezeptoren 

Östrogene sind Steroidhormone, die eine essentielle Rolle bei der Ausprägung der 

charakteristischen weiblichen Geschlechtsmerkmale spielen. Sie werden bei weiblichen 

Individuen in den Theka- und Granulosa-Zellen der Ovarien synthetisiert. In männlichen 

Individuen entstehen sie, neben einer geringen endogenen Produktion in den Leydigzellen 

des Hodens, hauptsächlich durch die Umwandlung von Testosteron in Östradiol durch das 

Enzym Aromatase. Die wichtigsten endogenen Östrogene sind Östron (E1), Östradiol (E2 

oder 17β-Estradiol), Östriol (E3).36,37  

Bisher wurden drei Rezeptorsubtypen identifiziert: ein membrangebundener G-Protein-

gekoppelter Östrogen-Rezeptor (GPER, GPR30)38 und zwei genomische Rezeptoren, der 

Östrogen-Rezeptor alpha (ERα) und der Östrogen-Rezeptor beta (ERβ).39  
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Über den genomischen Signalweg kann Östrogen direkt die Gentranskription beeinflussen.40 

Lipophile Steroidhormone können durch Zellmembranen hindurch diffundieren und an 

intrazelluläre, cytoplasmatische und  nukleäre Rezeptoren binden.41  

Die Reaktionskaskade des nicht-genomischen Signalweges erfolgt durch die Bindung an 

intrazelluläre Östrogenrezeptoren. Über die Bildung von intrazellulären Second-Messenger-

Proteinen und die Veränderung der Aktivität von Mitogen-Activated Protein Kinasen 

(MAPK) werden schnelle Effekte auf die Signaltransduktion und Genexpression erzielt.42 

Eine besondere Rolle in diesem Prozess nimmt die Phosphorylierung der extrazellulär 

regulierten Kinase (ERK) ein, welche einen großen Einfluss auf die zelluläre Proliferation 

und Differenzierung hat.43  

Die Verteilung der Östrogenrezeptoren unterscheidet sich zwischen den verschiedenen 

Geweben erheblich, beispielsweise ist ER vorwiegend exprimiert in Uterus und Niere, 

während ERβ in Prostata, Ovarien und Blase zu finden ist.36,44,45 Auch in vielen 

kardiovaskulären Zellen und Immunzellen kommen die Östrogen-Rezeptoren alpha und beta 

vor, wie beispielsweise Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen oder dendritischen Zellen.46,47 

Östrogen reguliert zudem die Expression und Funktion vieler Enzyme, zu denen unter 

anderem die NAD+-abhängige Deacetylase Sirtuin 1 gehört. 

 

1.6. Sirtuine 

Sirtuine sind eine Klasse von evolutionär hoch konservierten Proteinen. Der Name Sirtuin 

leitet sich ab von der Histondeacetylase Sir2 (silent mating-type information regulation 2) 

aus der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae, deren Reaktionsmechanismus von dem 

Cofaktor Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) abhängig ist. In Säugetieren gibt es sieben 

Sirtuine, Sirt1 bis Sirt7.48 Sie haben ein breites Funktionsspektrum und sind in vielen 

Zellkompartimenten lokalisiert: Sirt1, -6 und -7 nukleär, Sirt3, -4 und -5 mitochondrial und 

Sirt1 und -2 zytosolisch.49  

Sirtuine besitzen zwei Katalysemechanismen: die NAD+-abhängige Deacetylase-Aktivität 

und die Mono-ADP-Ribosyltransferase-Aktivität. Die vielfältigen Funktionen der Sirtuine 

reichen von der Kontrolle des Zellzyklus und Apoptose über das Gen-Silencing bis hin zur 

Energiehomöostase.50  
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1.7. Die Lokalisation und Funktion von Sirt1 

Das am umfassendsten untersuchte Sirtuin in Säugetieren ist die NAD+-abhängige 

Deacetylase Sirt1. Sirt1 ist hauptsächlich im Zellkern lokalisiert, kommt aber auch 

zytosolisch vor.51-53 Neben zwei Kernlokalisationssequenz-Domänen besteht Sirt1 auch aus 

zwei Domänen mit nukleärem Exportsignal, über die es zwischen dem Nukleus und dem 

Zytosol transferiert werden kann.54  

Sirt1 deacetyliert unterschiedliche Zielproteine, zu denen neben den Histonen auch Nicht-

Histon-Proteine wie der Transkriptionsfaktor p53 gehören, und kann somit Einfluss auf 

diverse Stoffwechselprozesse nehmen. Zahlreiche Studien legen nahe, dass Sirt1 eine 

protektive Funktion im kardiovaskulären System innehaben könnte: So soll sich Sirt1 u.a. auf 

die Widerstandsfähigkeit von Endothel und Herz gegen Stressoren während des 

Alterungsprozesses positiv auswirken.55,56 In Endothelzellen reguliert Sirt1 die endotheliale 

Homöostase und die vaskuläre Funktion durch eine erhöhte NO-Produktion über die 

Deacetylierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS).57 Außerdem trägt 

Sirt1 zur Reduktion des vaskulären Stresses bei, indem es beispielsweise die RelA/p65-

Untereinheit des NF-κB deacetyliert, den TNF-α-Spiegel im Blut senkt und somit die 

charakteristische entzündliche Kaskade nach oxidativem Stress mildert.58,59  

 

1.8. Die Zielproteine und Effekte von Sirt1 

Sirt1 interagiert direkt mit Transkriptionsfaktoren und Coregulatoren und kann deren 

Aktivität regulieren.60,61 Zu den am besten dokumentierten Sirt1-Zielproteinen gehören: das 

nukleäre Phosphoprotein p53, das DNA-Reparaturprotein Ku70 und der Transkriptionsfaktor 

NFκB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells).62-65 

Das nukleäre Phosphoprotein p53 hat die Funktion eines Tumorsuppressors. Es ist in der 

Lage, den Zellzyklus zu blockieren und gibt so der Zelle die Möglichkeit, entstandene 

Schäden in der DNA zu reparieren.66 Bei unzureichender Reparatur wirkt p53 als ein 

Aktivator der Transkription pro-apoptotischer Zielgene, beispielsweise Bax (Bcl-2-

assoziiertes X-Protein) und leitet somit den programmierten Zelltod ein.64,65 Es übt seine 

tumorsuppressiven Effekte über seine Funktion als sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor 

aus.67 Posttranslational kann p53 in unterschiedlicher Weise modifiziert werden, 

beispielsweise über eine Phosphorylierung oder über eine Acetylierung durch Histon-

Acetyltransferasen an den zahlreichen Lysinresten des p53.67,68 Durch die Acetylierung des 

p53 wird dessen Stabilität gefördert, was eine Ubiquitinierung und eine anschließende 
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Degradation des Proteins verhindert. Zusätzlich wird durch den Acetylierungsprozess die 

Chromatinstruktur aufgelockert, was das Ablesen der Erbinformation erleichtert.69 P53 wird 

durch die Histondeacetylasen  HDAC1 und die Klasse III HDAC Sirt1 deacetyliert und 

inaktiviert.70,71 Durch eine Deacetylierung aller relevanten p53-Acetylierungsstellen kann die 

p53-abhängige Apoptose inhibiert werden.72, 73  

Ein weiteres Zielprotein von Sirt1 ist das DNA-Reparaturprotein Ku70. Ku70 ist ein 

Bestandteil des heterodimeren Proteinkomplexes Ku70/Ku80. Der Komplex beteiligt sich an 

der Reparatur von Doppelstrangbrüchen der DNA, in dem er an die freien Enden der 

durchtrennten DNA bindet und sie durch nicht-homologe Endverknüpfung neu 

aneinanderfügt.  

Sirt1 ist in der Lage, Ku70 zu deacetylieren, indem es einen Komplex mit diesem bildet.63 

Eine Deacetylierung von Ku70 führt zu einer Blockade der Konformationsänderung von Bax 

und verhindert dessen Translokation ins Mitochondrium.74 Durch eine Überexprimierung 

von deacetyliertem Ku70 wird die durch Bax vermittelte Apoptose unterdrückt und die Zelle 

somit vor dem programmierten Zelltod geschützt.75  

 

Ein weiteres, gut dokumentiertes Zielprotein ist der Transkriptionsfaktor NFκB, der eine 

wichtige Rolle bei der Regulation der Immunantwort spielt. NFκB ist ein Dimer aus zwei 

verschiedenen Untereinheiten wie beispielsweise die Untereinheit p50 und die Untereinheit 

RelA/p65.76 In inaktiver Form liegt NFκB an das Inhibitorprotein IκB im Zytoplasma 

gebunden vor. Das an den Transkriptionsfaktor gebundene IκB wird durch einen Komplex 

aus Kinasen phosphoryliert und löst sich vom p50/p65-Komplex ab.77 Der aktivierte 

Transkriptionsfaktor gelangt in den Zellkern und aktiviert die Transkription nachfolgender 

Gene.64,65  

Sirt1 wirkt anti-apoptotisch durch seinen inhibitorischen Effekt auf NFκB und die direkte 

Deacetylierung von β-Catenin.78 Die Deacetylierung von Lys310 in der Untereinheit 

RelA/p65 des NFκB-Komplexes führt zur Inhibition der transaktionalen Kapazität und treibt 

dessen Ubiquitinierung und Abbau voran.58,79 Eine Sirt1-Inaktivierung hingegen führt zur 

vermehrten Aktivierung des NFκB-Signalweges.80 Entzündliche Mediatoren wie 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) und Interleukin-6 werden durch NFκB verstärkt transkribiert.81 

Auch das Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1) ist ein gut bekanntes Zielprotein 

von NFκB.82,83  
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In Proteom-Studien konnte zudem gezeigt werden, dass die Acetylierung von Lysin-Resten 

eine weit verbreitete und wichtige Form der posttranslationalen Proteinmodifikation ist, die sich 

auf eine Vielzahl von Proteinen auswirkt, die an der Kontrolle von Zellzyklus und Stoffwechsel, 

Langlebigkeit, Aktinpolymerisation und Kerntransport beteiligt sind.84,85  

Neben seiner Rolle im Signalweg der Immunzellen hat Sirt1 auch eine hervorzuhebende 

Bedeutung in den Zielzellen, beispielsweise Zellen, die durch die Entzündungsreaktion 

gefährdet werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Sirt1-Aktivierung einen anti-

inflammatorischen Effekt durch eine Senkung der Sekretion von TNF- aus Makrophagen 

hat. Ein Sirt1-Knockout hingegen führt zu einer Steigerung entzündlicher Signalwege in 

Makrophagen.86  

 

1.9. Die Auswirkungen von Östrogen auf Sirt1 

Sirt1 ist ein potentielles Zielprotein für Östrogen. Seine Menge wird durch die Östrogen-

Rezeptoren-Subtypen alpha und beta unterschiedlich moduliert.87-90  

Studien legen nahe, dass eine direkte Interaktion zwischen ERα und dem Sirt1-Promoter 

besteht.91-93 ERα induziert den Sirt1-Gehalt durch eine direkte Bindung an den Sirt1-

Promotor. Darüber hinaus scheint die Bindung von ERα an den p53-Promotor Sirt1-abhängig 

zu sein, wie Elangovan et al nachweisen können: Eine Behandlung mit E2 führt nur in 

Anwesenheit von Sirt1 zur Suppression der p53-Transkription, wobei der E2-ERα-Sirt1-

Promotor-Komplex als Suppressor des p53-Gens fungiert. Des Weiteren resultierte eine 

Behandlung mit E2 in einer Deacetylierung des p53 – ein Effekt, welcher durch einen 

Knockdown von Sirt1 aufgehoben werden konnte.91 Sirt1 scheint somit in Brustkrebszellen 

das Tumorwachstum durch Hemmung der Tumorsuppressorfunktion des p53 zu 

beschleunigen.  

Aus Tiermodellen ist bekannt, dass eine Interaktion zwischen ERα und Sirt1 besteht.91 E2 

erhöht im Mausmodell die Menge von Sirt194 und die seiner Zielproteine.62-65,94 

Die Effekte von E2 auf die Proteinmenge und Funktion von Sirt1 in humanen Zellen sind bisher 

wenig erforscht. Daten über die E2-Sirt1-Interaktion in humanen Zellen wurden hauptsächlich 

in pathologischen Zellen aquiriert, bspw. in Brustkrebs-Zelllinien.90,91 In gesunden humanen 

Zellen wurden die Interaktionen zwischen E2 und Sirt1 bisher noch unzureichend untersucht. 

Dies ist Gegenstand dieser Arbeit.  
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Da Makrophagen bei den Entzündungsvorgängen im Rahmen der Atheroskleroseentstehung 

eine essentielle Rolle einnehmen, soll die Interaktion von Östrogen und Sirt1 exemplarisch an 

diesem Zelltyp erforscht werden.   

 

 

 

Abbildung 1. Aktueller Stand der Forschung im Tiermodell (Nagermodell) und in humanen Brustkrebs-Zelllinien.  

 

E2 erhöht die Aktivität von Sirt1 und sorgt für die Deacetylierung der Sirt1-Zielproteine.95,96  

Eine Zunahme der Aktivität der NAD+-abhängigen Deacetylase Sirt1 führt zu einer verstärkten Deacetylierung 

nukleärer Proteine wie Acp53 und AcKu70.97,98 Eine verminderte Acetylierung von nukleären Proteinen schützt 

die DNA und führt zu einer Senkung der Apoptoserate.99,100  

Weiterhin führt eine Erhöhung der Sirt1-Aktivität zu einer Senkung der Menge der p65-Untereinheit des NFκB-

Komplexes, da Sirt1 NFκB-p65 deacetyliert und somit für dessen Abbau sorgt.101  

 
Legende: 
E2 = 17-β-Estradiol 

↑ = erhöhte Proteinmenge 

↓ = verminderte Proteinmenge 
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1.10. Ziele der Arbeit 

In dieser Arbeit soll der Einfluss von E2 auf den Sirt1-Proteingehalt, die Funktion und 

Lokalisation in humanen Makrophagen untersucht werden.  

 

Hierzu sollen  

Erstens, die Auswirkungen einer ER-Aktivierung auf die Sirt1-Proteinmenge in 

unterschiedlichen zellulären Kompartimenten ermittelt werden.  

Zweitens, die Wirkung von E2 auf die Sirt1-Aktivität analysiert werden, gemessen 

anhand des Acetylierungsgrades von nukleären Proteinen (p53, Ku70), der Acetylierung 

von Lysinresten und der Proteinmenge der p65-Untereinheit des NFκB-Komplexes. 

Drittens, der Einfluss einer Behandlung mit E2 auf den mRNA-Transkriptionslevel von 

Sirt1-abhängigen Entzündungsmediatoren in humanen Makrophagen untersucht 

werden. 

Viertens, der Effekt von E2 auf die Lokalisation von Sirt1 und die Acetylierung der 

Sirt1-Zielproteinen in humanen Makrophagen analysiert werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Im Folgenden sind die wesentlichen Materialien, die zur Durchführung der Experimente dieser 

Arbeit notwendig waren, aufgelistet. 

2.1.1 Laborgeräte 

Tabelle 1. Übersicht der verwendeten Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

ChemiDoc MP Bildgebungssystem BioRad (München) 

Digitalkamera DMC-LX7 Panasonic (USA) 

Edelstahlbehälter für Flüssigstickstoff KGW-Isotherm (Karlsruhe) 

Elektrische Pipettenpumpe Pipettus Hirschmann Labor Geräte GmbH & Co. KG 

(Eberstadt) 

Elektrischer Timer Roth (Karlsruhe) 

Gefrierbehälter Thermo Scientific (Langenselbold) 

Inkubator BBD 6220  Heraeus (Hanau) 

Kipp-Laborschüttler Biometra (Göttingen) 

Kühlschrank 4°C Bosch (Gerlingen-Schillerhöhe) 

Laborwaage 2001 MP2  Sartorius (Göttingen) 

Laborwaage ALT 220-5DAM Kern (Hamburg) 

MACSQuant Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach) 

Magnetmixer KMO 2 basic  IKA Werke GmbH (Staufen) 

Mechanischer Handzähler Roth (Karlsruhe) 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss (Göttingen) 

Mikroskop Leica DMIRE2 Leica (Essen) 

Mikrotiterplatten-Spektrophotometer 

xMark 

Bio-Rad (München) 

Multipipette Eppendorf (Hamburg) 

Multiwave Photometer Thermo Scientific (Langenselbold) 

NanoDrop  

ND-100 Spektrophotometer  

Peqlab Biotechnologie (Erlangen) 

Neubauer Zählkammer Roth (Karlsruhe) 
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PCR-Maschine Eppendorf (Hamburg) 

pH-Meter FiveEasy Mettler Toledo (USA) 

Pipettiergerät (1-1000 μl)  Eppendorf (Hamburg) 

Rack neo lab 1969 NeoLab (Heidelberg) 

Schüttler IKA-Vibrax-VXR IKA Werke GmbH (Staufen) 

StepOne Real-Time PCR-System Life Technologies (Darmstadt) 

Sterilbank Hera Safe Heraeus Instruments (Hanau) 

Thermomixer Comfort Eppendorf (Hamburg) 

Tiefkühlschrank -20°C Liebherr (Ochsenhausen) 

Tiefkühlschrank -80°C Sanyo (München) 

Vacubay Absaughilfe Integra (Berlin) 

Vortex Genie 2  Scientific Industries (USA) 

Wasserbad Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach) 

Zentrifuge 1.0R  Heraeus (Hanau) 

Zentrifuge 22R  Hettich (Tuttlingen) 

Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg) 

Zentrifuge 5430R Eppendorf (Hamburg) 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 2. Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Produkt Hersteller 

8-PCR-Tube-Streifen Kisker Biotech (Steinfurt) 

96-Well PCR-Platte fast type Biozym Scientific GmbH (Hessisch 

Oldendorf) 

Adhäsive transparente PCR-Folie Biozym Scientific GmbH (Hessisch 

Oldendorf) 

BD Vacutainer Safety-Lok 

Blutentnahme-Set 

BD Biosciences (USA) 

Hybond ECL Nitrozellulose VWR (Darmstadt) 

Kimtech Science Wischtücher Roth (Karlsruhe) 

Kryoröhrchen 1,2 ml Corning (USA) 

MACS-Separationssäulen Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach) 
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MicroAmp™ Fast Optical 96-Well 

Platten 

Life Technologies (Darmstadt) 

Mikroskop-Objektträger, Deckgläschen Roth (Karlsruhe) 

Parafilm Bemis Company (USA) 

Pasteur-Pipetten aus Glas 230 mm VWR (Darmstadt) 

Pipettenspitzen  Eppendorf (Hamburg) 

Safe-Lock Reaktionsgefäße (0,5, 1,5, 2,0 

ml) 

Eppendorf (Hamburg) 

Serologische Pipette (5, 10, 25, 50 ml) Roth (Karlsruhe) 

Zellkulturflaschen (25, 75, 125) Sarstedt (Nümbrecht) 

Zellkulturplatte (6-, 12-Well) Sarstedt (Nümbrecht) 

Zellkulturschale 100, Standard Sarstedt (Nümbrecht) 

Zellschaber Cell Lifter Corning (USA) 

Zentrifugenröhre (15, 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht) 

 

2.1.3 Chemikalien, Medien und Lösungen 

Tabelle 3. Übersicht der verwendeten Chemikalien Medien und Lösungen 

Produkt Hersteller 

17β-Östradiol (Cyclodextrin-enkapsuliert) Sigma Aldrich (Steinheim) 

2-Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin Sigma Aldrich (Steinheim) 

2x Power SYBR Green PCR Master-Mix  Life Technologies (Darmstadt) 

Ammoniumperoxodisulfat Roth (Karlsruhe) 

Bovine Albuminfraktion V Roth (Karlsruhe) 

Bovines Albumin (BSA) Roth (Karlsruhe) 

Bromphenolblau Sigma Aldrich (Steinheim) 

Calciumchlorid-Tetrahydrat Merck (Darmstadt) 

CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach) 

ROTI® Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth (Karlsruhe) 

D-(+) Glucose Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Destilliertes Zellkulturwasser Gibco (USA) 

Diethylpyrocarbonat-Wasser Roth (Karlsruhe) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth (Karlsruhe) 
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 

ohne Phenolrot   

Gibco (USA) 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Gibco (USA) 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS), 

kein Calcium, kein Magnesium 

Life Technologies (Darmstadt) 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS) PAA Laboratories GmbH (Cölbe) 

Ethanol 100 %, Baker analysed Merck (Darmstadt) 

Ethanol 70 % Roth (Karlsruhe) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, Versen) Merck (Darmstadt) 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG (Berlin) 

Fetales Kälberserum, mit Aktivkohle behandelt 

(Charcoal-stripped FCS) 

Pan Biotech (USA) 

Ficoll-Paque VWR (Darmstadt) 

Flüssigstickstoff Linde (München) 

Human Insulin Sigma-Aldrich (Steinheim)  

Humanes IFN-γ Peprotech (Hamburg) 

Humanes M-CSF Peprotech (Hamburg) 

IGEPAL CA-630 Sigma Aldrich (Steinheim) 

Ionic Detergent Compatibility Reagent (IDCR) Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Isopropanol Roth (Karlsruhe) 

Lipopolysaccharid (LPS) Peprotech (Hamburg) 

Luminol Sigma Aldrich (Steinheim) 

MACSQuant Laufpuffer Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach) 

Magnesiumsulfat Sigma Aldrich (Steinheim) 

Milchpulver Blotting-Grade Roth (Karlsruhe) 

Natriumbicarbonate Sigma Aldrich (Steinheim) 

Natriumchlorid Sigma Aldrich (Steinheim) 

Natriumphosphat Sigma Aldrich (Steinheim) 

Paraformaldehyde Merck Millipore (Darmstadt) 

p-Cumarsäure Sigma Aldrich (Steinheim) 

Penicillin / Streptomycin Lösung (P/S)  Biochrom (Berlin) 

Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF) Sigma Aldrich (Steinheim)  
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Pierce 660 nm Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Pierce BCA™ Proteinbestimmungs-Set Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Ponceaurot  Sigma Aldrich (Steinheim) 

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) , P2714 Sigma Aldrich (Steinheim) 

Protein Prestained Page Ruler Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

RNA-Bee Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)  Roth (Karlsruhe) 

RPMI-1640-Medium (Roswell Park Memorial 

Institute, mit und ohne Phenolrot) 

Gibco (USA) 

Salzsäure 37% Rotipuran Roth (Karlsruhe) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth (Karlsruhe) 

Triton X-100  Sigma Aldrich (Steinheim) 

Trizol®-Reagenz Life Technologies (Darmstadt) 

Trypanblau Gibco (USA) 

Trypsin/EDTA ohne Phenolrot Sigma Aldrich (Steinheim) 

Wasserstoffperoxid Sigma Aldrich (Steinheim)  

 

2.1.4 Zusammensetzung von Nährmedien und Pufferlösungen 

Tabelle 4. Übersicht der verwendeten Chemikalien Medien und Lösungen 

Millipore-Wasser wurde zur Zubereitung aller Nährmedien und Pufferlösungen genutzt. 

Tabelle 4.1 TRIS buffered saline (TBS) (10x), pH 7.6 

TRIS Base  40 mmol 

NaCl 1,36 mol 

 

Tabelle 4.2 TRIS buffered saline (TBS), pH 8,8. Zur Einstellung des pH versetzt mit HCl und NaOH. 

TRIS buffered saline (TBS) (10x) 10 % (v/v) 
 

 

Tabelle 4.3 TRIS buffered saline + Tween (TBS-T) 

TBS 99,9 % 

Tween-20 0,1 % 
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Tabelle 4.4 Inhaltsstoffe für SDS-PAGE für 8% und 10% Trenngele 

 
8 % Gel 10 % Gel 

Wasser 45,94 % (v/v) 39,96 % (v/v) 

PAA (30 %) 27 % (v/v) 33 % (v/v) 

1,5 M TRIS pH 8.8 25 % (v/v) 25 % (v/v) 

10 % SDS 1 % (v/v) 1 % (v/v) 

10 % APS 1 % (v/v) 1 % (v/v) 

TEMED 0,06 % (v/v) 0,04 % (v/v) 

 

Tabelle 4.5 Inhaltsstoffe für das Sammelgel für SDS-PAGE 

 5 % Gel 

Wasser 68,4 % (v/v) 

PAA (30 %) 17 % (v/v) 

1,0 M TRIS pH 6.8 12,5 % (v/v) 

10 % SDS 1 % (v/v) 

10 % APS 1 % (v/v) 

TEMED 0,1% (w/v) 

 

Tabelle 4.6 ECL-Lösung für Western Blot und Stock-Lösungen für die Inhaltsstoffe. Die ECL-Lösung wird vor der Benutzung 

zusammengemischt aus Lösung A and B 1:1  

Stock Luminol  
 

Luminol 0.44 g 

DMSO 10 ml 

  
Stock p-Cumarsäure 

 
p-Cumarsäure 0.296 g 

DMSO 20 ml 
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ECL Solution A 
 

H2O 84,6 % (v/v) 

5 ml TRIS-Puffer 10 % (v/v) 

Luminol stock 1 % (v/v) 

220 µl p-Cumarsäure 4,4 % (v/v) 

  
ECL Solution B 

 
H2O 89,36 % (v/v) 

5 ml TRIS-Puffer 10 % (v/v) 

30 % H2O2 0,64 % (v/v) 

 

Tabelle 4.7 Elektrophoresepuffer Stock (5x) für Western Blot.  

TRIS-Base 125 mmol 

Glycin 0,92 mol 

SDS 0,5 % (w/v) 

 

Tabelle 4.8 Transferpuffer.  

Tris-HCl, pH 8,5 25 mmol 

Glycin 192 mmol 

Methanol 10 % (v/v) 

 

Tabelle 4.9 Strippingpuffer, pH 2,0 

Glycin 250 mmol 

10 % SDS 10 % (w/v) 

 

Tabelle 4.10 MACS-Puffer 

DPBS 500 ml 

EDTA (Versen) 100 ml 

CS-FCS 2 ml 
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Tabelle 4.11 Laemmli-Puffer für die Proteinisolation.  

Tris-HCl, pH 6,8 87,5 mmol 

SDS 0,1 % (w/v) 

Glycerol 5 % (w/v) 

Bromphenolblau 0,1 % (w/v) 

β-Mercaptoethanol 0,1 % (w/v) 

 
Tabelle 4.12 Zellkulturmedien 

 

10x RBC-Lysis-Puffer 

 

10x RBC-Lösung 1 ml 

 ddH2O    9 ml  

 

RPMI-Medium für PBMC-Kultivierung 

 

RPMI-Medium (phenolrothaltig)  96,5 % 

Penicillin/Streptomycin  1 % 

csFCS      2,5 % 

hMCSF     4 ng/ml 

 

RPMI (Hunger-) Medium für PBMC-Kultivierung 

 

RPMI-Medium (phenolrotfrei)  96,5 % 

Penicillin/Streptomycin  1 % 

csFCS      2,5 % 

hMCSF     4 ng/ml 
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RPMI-Medium für THP1-Kultivierung 

 

RPMI-Medium mit Phenolrot  87 % 

Penicillin/Streptomycin  1 % 

L-Glutamin    1 % 

Natriumpyruvat   1 % 

FCS      10 % 

 

RPMI-Hunger-Medium für THP1-Kultivierung 

 

RPMI-Medium ohne Phenolrot  94,5 % 

Penicillin/Streptomycin  1 % 

L-Glutamin    1 % 

Natriumpyruvat   1 % 

csFCS      2,5 % 

     

 
Tabelle 4.13 Reagenzien zur Isolation reiner intakter Kerne 

Zytoplasmatischer Extraktionspuffer 

Reagenzien Stock Menge Finale Menge 

TRIS (pH 7,6) 250 mmol 20 mmol  

EDTA 25 mmol 0,1 mmol 

MgCl2·6H2O 50 mmol 2 mmol 

NaF 100 mmol 0,5 mmol  

Na3VO4 100 mmol 0,5 mmol 
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Nukleärer Extraktionspuffer: 

Reagenzien Stock Menge Finale Menge 

HEPES (pH 7,9) 250 mmol 20 mmol  

NaCl 1 mol 400 mmol  

Glycerol 100x 25 % (v/v) 

EDTA 25 mmol 1 mmol 

NaF 100 mmol 0,5 mmol  

Na3VO4 100 mmol 0,5 mmol 

DTT 100 mmol 0,5 mmol 

Zu den hergestellten Pufferlösungen werden kurz vor der Verwendung 20 µl des 25x Protease-

Inhibitor-Mixes und 10 µl des 100 mmol PMSF gegeben.  

PMSF Stock Lösung (100×) 

Es wird eine 100 mmolare Lösung von PMSF in Isopropanol vorbereitet. Die Lösung kann in 

Aliquots bei -20 °C für 6 Monate aufbewahrt werden. PMSF wird in einer finalen Konzentration 

von 1× genutzt. 

Protease-Inhibitor (PI) Lösung (1×) 

Es wurden 0,025% (w/v) PI, 0,005% (w/v) RNase, 0,1% (v/v) Triton X-100 and 0,1176% (w/v) 

Trisodium-Citrat-Dihydrat in H2O gelöst. Die Lösung kann in Aliquots bei -20 °C für 6 Monate 

aufbewahrt werden. 

IGEPAL CA-630 (10x): Eine 10 % (v/v) Lösung in Wasser wird vorbereitet.  
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Tabelle 5. FACS 

Antikörper gerichtet gegen Spezies Hersteller Verdünnung 

CD45-VioBlue Human Miltenyi Biotec 1:50  

CD14-APC-Vio 770 Human Miltenyi Biotec 1:50 

 

Tabelle 6. Antikörper 

Erstantikörper 

Lösungs-

mittel 

Verdünnung 

Erstantikörper Zwei-Antikörper 

Verdünnung Zweit-

Antikörper Hersteller 

ER alpha (H-184) 1h 5% Milch 1:200 5 % Milch Esel-anti-Hase 1:5000 5 % Milch Santa Cruz 

ER ß (1531) 1h 5% Milch 1:500 5 % Milch Esel-anti-Maus 1:5000 5 % Milch Santa Cruz 

GRP30 (N-15) 1h 5% Milch 1:1000 5 % Milch Esel-anti-Hase 1:5000 5 % Milch Santa Cruz 

ERK (p44/42) 1h 5% BSA 1:1000 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5% BSA Cell Signaling 

pERK (pp44/42) 1h 5% BSA 1:2000 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5% BSA Cell Signaling 

Sirt1 1h 5% BSA 1:1000 5 % BSA Esel-anti-Maus 1:5000 5 % BSA Cell signaling  

p53 1h 5% Milch 1:200 5 % Milch Esel-anti-Hase 1:2000 5 % Milch Santa Cruz 

Acp53 (Lys379) 1h 5% Milch 1:500 5 % Milch Esel-anti-Hase 1:2000 5 % Milch ThermoFisher 

Ku-70 (N3H10) 1 h 5% Milch 1:200 in 5 % Milch Esel-anti-Maus 1:5000 5 % Milch Santa Cruz 

AcKu-70 (K331) 1 h 5% BSA 1:2000 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5 % BSA Abcam 

AcLysin 1h 5% BSA 1:2000 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5 % BSA Cell signaling  

NFκB p65 1h 5% BSA 1:200 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5% BSA Santa Cruz 

α-Tubulin 1 h 5% BSA 1:10000 5 % BSA Esel-anti-Maus 1:10000 5 % BSA Sigma 

ß-Actin 1h 5% Milch 1:2500 5 % Milch Esel-anti-Maus 1:5000 5 % Milch Santa Cruz 

TIM-23 1h 5% Milch 1:3000 5 % BSA Esel-anti-Maus 1:5000 5 % BSA BD Biosciences 

PDI 1h 5% Milch 1:1000 5 % BSA Esel-anti-Hase 1:5000 5 % BSA Cell signaling 

GAPDH (MAB374) 1h 5% Milch 1:50000 5 % Milch Esel-anti-Maus 1:5000 5 % Milch EMD Millipore 

Lamin B1 1h 5% Milch 1:1000 5 % Milch Esel-anti-Hase 1:5000 5% Milch Cell signaling 

 

Tabelle 7. RNA-Primer 

RNA-Primer 

Amplicon 

Produktlänge 

Primer Sequenz 

(5’→ 3’, fw = forward, rv = reverse) 

Primerverhältnis  

fw-Primer: rv-Primer 

Annealing-

Temperatur 

TNF-α 

123 bp fw-Primer: CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT 

rv-Primer: GCCAGAGGGCTGATTAGAGA 

1:1 15"  95°C 

1'    60°C 

IL-1β 

88 bp fw-Primer: AGCTGATGGCCCTAAACAGA 

rv-Primer: GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 

1:1 15"  95°C 

1'    60°C 

CD80 

110 bp fw-Primer: CCAACCACAGCTTCATGTGTC 

rv-Primer: GGATGGGAGCAGGTTATCAGG 

1:1 15"  95°C 

1'    60°C 

HPRT 

121 bp fw-Primer: CTTTGCTGACCTGCTGGATT 

rv-Primer : TATGTCCCCTGTTGACTGGT 

1:1 15"  95°C 

1'    60°C 
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Tabelle 8. Software 

Endnote X9      Alfasoft GmbH (Deutschland) 

Image Lab 5.2.1      Bio-Rad (München) 

Microsoft Office 2019     Microsoft Deutschland (Unterschleißheim) 

Prism 7       GraphPad Software (USA) 

 

  



   

 

33 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Arbeitsbedingungen in einer Sterilwerkbank der 

Sicherheitsklasse II durchgeführt. Die Zellkulturen wurden bei 37 °C mit 5 % CO2 inkubiert gelagert. 

2.2.1.1 Beschreibung des Probandenkollektives für die PBMC-Isolation 

An der Studie nahmen 26 Probanden teil. Die Probanden waren zwischen 19 und 58 Jahre alt mit 

einem Altersmedian von 24 Jahren. Es nahmen 13 weibliche und 13 männliche Probanden an der 

Studie teil.  

Die Inklusionskriterien für die Gruppen waren ein Alter zwischen 18 and 75 Jahren und das Fehlen 

von vordefinierten Exklusionskriterien. Zu den Exklusionskriterien zählten Vorerkrankungen wie: 

Koronare Herzerkrankung und andere kardiale Erkrankungen, Hyperlipidämie, Dyslipidämie, renale 

Funktionsstörungen, Lebererkrankungen, Krebserkrankungen, Diabetes, akute und chronische 

inflammatorische Erkrankungen, rheumatische Erkrankungen, hämatopoetische Funktionsstörungen, 

Schwangerschaft, kognitive Beeinträchtigungen und die Unfähigkeit, den Studienbedingungen 

zuzustimmen.  

Die Probanden wurden über den Inhalt und die Ziele der Studie informiert und es erfolgte eine 

körperliche Untersuchung auf Studientauglichkeit. Alle Versuchsteilnehmer erhielten eine 

schriftliche Probandeninformation und eine Einverständniserklärung zur Unterschrift. Die 

Zustimmung der Ethikkommission des Instituts für Geschlechterforschung in der Medizin (GiM) 

liegt vor (Nr. EA1/070/16, Datum 10.03.2016). 

2.2.1.2 PBMC-Isolation aus Primärblut  

Den Probanden wurden 80 ml venöses Blut steril abgenommen. Das in EDTA-Vacutainern 

befindliche Probandenblut wurde in Zellkulturgefäßen 1:2 mit DPBS verdünnt. Anschließend wurde 

das Blut auf Ficoll geschichtet, sodass zwei klar getrennte Schichten entstehen. Im Anschluss erfolgte 

das Zentrifugieren für 20 min mit 1700 rpm bei 20 °C.  

Nach der Zentrifugation befand sich zwischen der oberen Plasmaschicht und dem Ficoll die PBMC-

Schicht (Buffy coat). Die PBMC-Schicht wurde in ein separates Zellkulturgefäß überführt und 

anschließend 20 min mit 1100 rpm bei 20 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1x Red Blood Cell 

(RBC) Lysis-Puffer resuspendiert, 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschließend 5min 
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bei 1500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml MACS-Puffer (magnetic activated cell sorting) 

resuspendiert.  

2.2.1.3 Isolation der Monozyten mit magnetic beads 

Eine zuverlässige Methode, mit der man CD14-positive Zellen aus der PBMC-Schicht isolieren kann, 

ist die magnetische Zelltrennung (MACS). Hierzu wurden die Monozyten mit CD14-Mikrobeads 

markiert.  

Pro 10 Millionen ausgezählte Zellen wurden 80 µl MACS-Puffer und 10 µl Microbeads zugesetzt. 

Anschließend wurde für 25 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden 5 min bei 1300 rpm bei 

4 °C zentrifugiert. Wird die Zellsuspension anschließend auf eine MACS-Separations-Säule gegeben, 

bleiben die magnetisch markierten Zellen (CD14+-Fraktion) haften, während die nichtmarkierten 

Zellen (CD14--Fraktion) die Säule ungebunden durchlaufen.  

2.2.1.4 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau und Neubauer Zählkammer 

Zur Zellzählung wurden Zellsuspension und Trypanblau im Verhältnis 1:1 gemischt und auf eine 

Neubauer-Zählkammer aufgetragen und unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Trypanblau färbt 

ausschließlich tote Zellen blau an, da es beschädigte Plasmamembranen durchdringt. Es wurden die 

lebenden Zellen in vier Großquadraten (16 Kleinquadrate) ausgezählt.  

Die Zellzahl pro ml Suspension errechnet sich aus der Formel: 

Zellzahl / ml = mittlere Zahl pro Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 104 

2.2.1.5 Kultivierung der Monozyten 

Die CD14+-Zellsuspension wurde bei 1300 rpm und 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend 

werden die Zellen in phenolrotfreiem RPMI-Medium resuspendiert und mit der Neubauer 

Zählkammer gezählt. 1,5x106 Zellen pro Well wurden in 6-Well Zellkultur-Platten ausgesät und bei 

37 °C mit 5 % CO2 für 72 Stunden kultiviert.  

2.2.1.6 Stimulation der Monozyten 

Nach der Kultivierung über 72 Stunden erfolgte eine Stimulation mit LPS (10 ng/ml) und IFN-γ 

(10 ng/ml) für die M1-Polarisation. Ein unstimulierter Ansatz von M0-Monozyten diente als 

Kontrolle. Die anschließende Stimulation erfolgte mit 10 nmol/L (10−8 mol/L) Östradiol (E2). Die 

LPS- und IFNγ-Zugabe erfolgte genau eine Stunde vor der Zugabe des Östradiols.  
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Es erfolgte die Verwendung von mit Cyclodextrin enkapsuliertem 17β-Östradiol. Diese 

wasserlösliche Form des Östradiols enthält 4,69 Gew.-% reines Östradiol pro Gramm, der Rest 

besteht aus dem Lösungsvermittler 2-Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin. Das verwendete mit 

Cyclodextrin enkapsulierte 17β-Östradiol (c-E2) hat eine molare Masse von 272,38 g/mol. Demnach 

braucht man 272 g c-E2, um eine Lösung von 1 mol/L herzustellen. Somit müssen 5,81 mg des c-E2 

in 1 ml Wasser gelöst werden, um eine Lösung mit 1 mmol/L reinem E2 zu erhalten. Das reine 

Östradiol wurde vor den jeweiligen Versuchen mit sterilem Zellkulturwasser auf 10 nmol/L (10−8 

mol/L) verdünnt. Die genutzte Endkonzentration an reinem Östradiol betrug somit 10−8 mol/L im 

entsprechenden Well. Um einen Einfluss von Dextrin auf die Zellen auszuschließen, wurde in 

entsprechende Kontroll-Wells Cyclodextrin in äquivalenter Konzentration dem Zellkulturmedium 

hinzugegeben. Diese Dextrin-Kontrollen werden in den nachfolgenden Versuchen als „Vehikel“-

Kontrollen bezeichnet.  

Die Zellen wurden 24 Stunden bei 37 °C mit 5 % CO2 inkubiert. Eine Kontrolle der erfolgreichen 

Polarisation wurde mit dem Lichtmikroskop durchgeführt.  

2.2.1.7 Auftauen und Passagieren der THP1-Zelllinie 

Für einige Versuche wurde die humane Makrophagen-Zelllinie THP1 verwendet. Zum Auftauen der 

Zellen wurde ein Kryoröhrchen zügig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in ein Falcon-Röhrchen 

mit RPMI-Medium überführt. Die Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgesaugt, das Pellet in RPMI-Medium resuspendiert und die Suspension wurde in 

Zellkulturgefäße überführt. Die Kulturen wurden anschließend bei 37 °C und 5 % CO2 im 

Brutschrank inkubiert. Das Passagieren der Suspensionszellen THP1 erfolgte durch Zentrifugation 

mit 1000 rpm für 5 min und anschließende Resuspension in Kulturmedium und Überführung in ein 

neues Zellkulturgefäß. 

2.2.1.8 Stimulation der humanen Makrophagen-Zelllinie THP1 

Nach einer 24-stündigen Kultivierung in phenolrothaltigem Kultivierungsmedium erfolgte eine 

Umstellung auf phenolrotfreies RPMI-Medium für die anschließende Stimulation. Die Polarisation 

erfolgte mit LPS (10 ng/ml) und IFN-γ (10 ng/ml) für die M1-Polarisation. Ein unstimulierter Ansatz 

von M0-Monozyten diente als Kontrolle. Die anschließende Stimulation erfolgte mit 10 nmol/L (10−8 

mol/L) Östradiol (E2). Die LPS- und IFNγ-Zugabe erfolgte genau eine Stunde vor der Zugabe des 

Östradiols.  
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Es erfolgte die Verwendung von mit Cyclodextrin enkapsuliertem 17β-Östradiol (wie in Abschnitt 

2.2.1.6 beschrieben). Um einen Einfluss von Dextrin auf die Zellen auszuschließen, wurde auch hier 

in entsprechende Kontroll-Wells Cyclodextrin in äquivalenter Konzentration (10 nmol/L) dem 

Zellkulturmedium hinzugegeben. Diese Dextrin-Kontrollen werden in den nachfolgenden Versuchen 

als „Vehikel“-Kontrollen bezeichnet. 

Die Zellen wurden 24 Stunden bei 37 °C mit 5 % CO2 inkubiert. Eine Kontrolle der erfolgreichen 

Polarisation wurde mit dem Lichtmikroskop durchgeführt.  

2.2.2 FACS 

2.2.2.1 Reinheitsanalyse mittels Durchflusszytometrie (FACS)  

Die Reinheit der durch magnetische Zelltrennung (MACS) separierten CD14-positiven Zellen wurde 

mittels Durchflusszytometrie (FACS) überprüft. Bei der Durchflusszytometrie werden die Größe der 

Zellen im Vorwärtsstreulicht (FSC: forward scatter; Lichtbeugung) und die Granularität der Zellen 

im Seitwärtsstreulicht (SSC: siteward scatter; Lichtbrechung) gegenübergestellt.  

Durch das „Anfärben“ bestimmter Zellpopulationen mit Antikörpern gegen die jeweiligen 

Oberflächenantigene können die Zellen sortiert werden. Hierzu wurden folgende monoklonale mit 

einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikörper verwendet: Fluoreszein Isothiozyanat (FITC), 

Phytoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC) und Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP).  

Farbstoff Anregungswellenlänge Emissionsmaximum 

FITC (Fluoreszein Isothiozyanat) 488nm 530nm 

PE (Phytoerythrin) 488nm 580nm 

APC (Allophycocyanin) 633nm 660nm 

PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) 488nm 670nm 

 

Die Mischung wurde kurz gevortext und dann für 10 min auf Eis gestellt, damit die Antikörper 

spezifisch an CD14 binden können. Die anschließende Zentrifugation erfolgt bei 290 g für 10 min 

bei 4 °C. Nach dem Absaugen des Überstandes wurde das Pellet in 100 µl MACS-Puffer 

resuspendiert und dann auf eine 96-well-Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Analyse erfolgte mit dem 

FACS-Gerät MACS-Quant. 
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2.2.3 Proteine 

2.2.3.1 Proteinextraktion mittels Laemmli-Puffer 

Für die Proteinextraktion wurden die Zellen mit 50 µl Laemmli-Puffer versetzt und mit einem 

Zellkulturschaber gekratzt. Das Zellysat wurde in ein Eppendorf-Gefäß überführt, anschließend bei 

96 °C für 5 min auf dem Heizblock gekocht und bis zur weiteren Analyse bei - 80 °C eingefroren. 

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Pierce 660 nm Protein Assay 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Pierce 660 nm Protein Assay nach 

Herstellerprotokoll. Als Referenz zu den Proben wurde eine Standard-Reihe angelegt mit Pre-diluted 

Protein Assay Standards (Bovine Serum Albumin (BSA) Set). Die Proteinmessung wurde bei 660 nm 

mit einem ELISA-Reader durchgeführt.  

2.2.3.3 SDS-PAGE und Western Blot 

Für die Western Blot-Analyse wurden das Sammelgel und das Trenngel in der Reihenfolge, die in 

der Materialliste vorgegeben ist, zusammen pipettiert und in die Gelkammern gegeben. Nach der 

Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die gleiche Menge an Protein pro Geltasche aufgetragen. 

Die Gele liefen zunächst 20 Minuten bei 80 V und 400 mA, bis das Sammelgel erreicht ist. Danach 

wurden große Gele auf 110 V, 400 mA hochgestellt für ca. 3 ½ Stunden, kleine Gele wurden auf 

120 V, 400 mA für ca. 2 ½ Stunden gestellt.  

Anschließend erfolgte der Aufbau des Sandwiches im Nassblotverfahren. Die Blotkassette wurde in 

die Kammer gesetzt und mit eiskaltem Transferpuffer (1x) gefüllt. Die mittels SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-

Membran (Hybond ECL) übertragen. Der Proteintransfer erfolgte bei 100 V und 400 mA für ca. 2 ½ 

Stunden. Das Färben der Proteinbanden erfolgte mit Ponceau S (Sigma, H2O-löslich).  

Das Blocken erfolgte mit 5 % Bovinem Serum Albumin (BSA) bzw. 5 % Magermilch-Pulver. Das 

Blocken diente dazu, unspezifische Proteinbindungsstellen für nachfolgende Antikörper abzudecken. 

Der primäre Antikörper wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert. Es wurden Antikörper verwendet, die 

gegen folgende Proteine gerichtet sind: Sirt1, Sirt3, p53, Acp53, Ku70, AcKu70 und AcLysin (siehe 

4.1. Material, Tabelle 6 Antikörper). Nach einstündiger Inkubation mit einem Zweitantikörper, der 

mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert war, erfolgte die Sichtbarmachung der Proteinbanden durch 

eine Chemolumineszenz-Reaktion. Nach der Detektion wurde die Membran in Stripping-Puffer 

gelegt, um die Antikörper zu entfernen.  
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2.2.3.4 Normalisierung der Western Blot-Daten 

Die Analyse der Proteinmenge des Zielproteins erfolgte durch Normalisierung gegen ein 

Haushaltsprotein. Hierfür wurde Tubulin im Vollzelllysat primärer humaner Makrophagen genutzt. 

In THP1-Zellen erfolgte die Normalisierung im Vollzelllysat sowie in der zytosolischen Komponente 

auf das Haushaltsprotein GAPDH, da Tubulin bei den THP1-Zellen eine Regulierung zeigte. In der 

nukleären Komponente wurde Lamin B1 verwendet.  

Studien zeigen jedoch, dass auch Haushaltsproteine in Zellen nicht immer gleichmäßig vorhanden 

sind und je nach Zelltyp und Stimulus variieren können.102,103 Deshalb erfolgte bei der 

Quantifizierung der Proteinmengen ein zusätzlicher Bezug auf das Gesamtprotein mittels 

Normalisierung auf Ponceau S. Um den Hintergrund zu berücksichtigen, wurde die rolling disc 

background Substraktion in Image Lab genutzt. Ponceau S ist ein Farbstoff, dessen negativ geladene 

Gruppen an positiv geladene Aminosäure-Reste von Membran-gebundenen Proteine binden. Studien 

zeigen, dass der Bezug auf das Gesamtprotein (Total Protein Staining) als reliable Kontrolle für die 

Normalisierung des Proteingehaltes genutzt werden kann.104 Insbesondere Ponceau S wird als 

optimale Normalisierungsalternative genannt, teilweise sogar als präferierte Ladungskontrolle 

hervorgehoben.105-107  

Bei acetylierten Proteinen wie Acp53 und AcKu70 wurde auf die Gesamtmenge des jeweiligen 

Proteins normalisiert. Bei Messung von acetyliertem Lysin erfolgte die Normalisierung auf das 

Haushaltsprotein Tubulin108-110 und zusätzlich wurde eine Normalisierung auf Ponceau 

vorgenommen. Der genutzte Antikörper gegen acetyliertes Lysin detektiert Proteine, die 

posttranslational modifiziert wurden durch eine Acetylierung an den Epsilon-Amino-Gruppen von 

Lysin-Abkömmlingen. Der Antikörper erkennt nach Herstellerinformation acetylierte Histone, p53, 

CREB binding protein, den P300/CBP-assoziierten Faktor (PCAF) und chemisch acetyliertes BSA.  

 

Bei der Normalisierung auf Ponceau zeigten sich keine relevanten Unterschiede zur Normalisierung 

auf die übrigen Referenzproteine, deshalb werden im Ergebnisteil der Dissertation nur die Daten zur 

Normalisierung auf Haushaltsproteine aufgeführt. Die Ponceau-Daten werden aus 

Übersichtlichkeitsgründen im Anhang gezeigt. 

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Image Lab, Version 5.2.1. 

2.2.4 RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation erfolgte mit RNA-Bee-Reagenz. Es wurden 1 ml RNA-Bee pro 10 cm2 

Oberfläche des Wells hinzugegeben. Die Wells wurden mit einem Zellkulturschaber gekratzt. 
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Anschließend wurden 0,2 ml Chloroform pro 1 ml verwendetes Reagenz hinzugegeben. Die 

homogenisierte Probe wurde für 5 Minuten auf Eis inkubiert, damit der Nukleoprotein-Komplex 

dissoziiert, anschließend für 10 min bei 4 °C und 14000 g zentrifugiert und gevortext. Anschließend 

wurde die RNA über Nacht bei - 20 °C gefällt. Nach der Präzipitation wurde die Probe für 30 min bei 

4 °C und 14000 g zentrifugiert. Die Mixtur teilte sich in eine untere blaue Phase, eine Interphase und 

eine obere wässrige Phase. Die RNA befand sich ausschließlich in der wässrigen oberen Phase.  

Die wässrige obere Phase der Probe wurde abpipettiert. Die abpipettierte Phase wurde in ein neues 

Eppendorf-Gefäß überführt. Es wurden 0,5 ml 100%iges Isopropanol pro 1ml verwendetes RNA-Bee 

hinzugefügt, für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und für 14000 g für 10 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt, nur das RNA-Pellet bleibt zurück.  

Das Pellet wurde mit 1 ml 75%-igem Ethanol pro 1 ml verwendetem RNA-Bee gewaschen. Die Probe 

wurde gevortext und anschließend bei 8000 g für 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgekippt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 8000 g für 5 Minuten bei 4 °C. 

Anschließend wurde der Waschschritt wiederholt, indem erneut Ethanol hinzugegeben und die Probe 

zentrifugiert wurde. Das Ethanol wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet bei Raumtemperatur 

luftgetrocknet. Das Pellet wurde in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser gelöst und 

anschließend bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.  

Die RNA-Konzentration wurde unter Verwendung des NanoDrop ND-100 Spektrophotometers 

gemessen. Der RNA-Gehalt wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von λ= 260 nm bestimmt. 

Die Reinheit der RNA wurde durch das Verhältnis von A 260 nm / A 280 nm gemessen.  

2.2.5 Reverse Transkription 

Die Pipettierschritte der reversen Transkription erfolgten alle auf Eis. Die Probe wurde mit DEPC-

Wasser auf ein Volumen von 10 µl verdünnt. Es wurden 2 µl Random-Primer hinzugegeben. 

Anschließend wurde für 10 Minuten bei 70 °C auf dem Heizblock inkubiert.  
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Während der Inkubation wurde folgender Mastermix zusammengestellt:   

      Endkonzentration: 

Pro Probe: 4 µl 5x Puffer   [1x] 

  2 µl DTT   [10 mmol] 

  1 µl RNasin   [2 U/µl] 

  1 µl dNTP   [0.5 mmol] 

Wenn die Proben auf Eis stehen, wurden folgende Reagenz hinzugegeben:  

1 µl Superscript  [10 U/µl] 

Die Proben wurden für 3 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend je 9 µl Mastermix zugegeben. 

Die Proben wurden zentrifugiert und erst 10 Minuten bei Raumtemperatur, dann 50 Minuten bei 

42 °C inkubiert. Zur Denaturierung des Enzyms wurde die Probe 5 Minuten bei 95 °C auf dem 

Heizblock inkubiert und danach auf Eis gestellt. Nach einer erneuten Zentrifugation erfolgte die 

PCR-Verdünnung auf 5 ng/µl.  

2.2.6 Isolation reiner intakter Kerne 

Die Isolation reiner intakter Kerne erfolgte in Anlehnung an das Nature-Protokoll zur Isolation reiner 

intakter Kerne von Rosner et al.111  

Zu den hergestellten Pufferlösungen wurden kurz vor der Verwendung 20 ul des 25x Protease-

Inhibitor-Cocktail und 10 ul des 100 mmol Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) gegeben. Die 

endgültige Konzentration des Protease-Inhibitor (PI) ist somit 1x und von PMSF 1 mmol. 

Es wurden 5x106 THP1-Zellen pro Ansatz verwendet. Die Zellen wurden mit eisgekühltem PBS 

gewaschen und in zytoplasmatischem Extraktionspuffer resuspendiert. Nach einer Inkubation über 

2 min erfolgte eine 10-minütige Inkubation auf Eis. Es wurden 35 μl des Puffers 10x IGEPAL CA-

630 hinzugegeben, um eine finale Konzentration von 1x zu erreichen. Nach vorsichtiger 

Homogenisation erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 500 g für 3 min. Der pure intakte 

Nukleus setzte sich als Pellet ab, während der Überstand das zytoplasmatische Extrakt ist. Der 

Überstand wurde in ein separates Eppendorf-Gefäß überführt.  

Das Pellet wurde mit 1x IGEPAL CA-630 in zytoplasmatischem Extraktionspuffer versetzt und bei 

4 °C und 500 g für 3 min zentrifugiert. Die Zellen wurden erneut mit 1x IGEPAL CA-630 in 



   

 

41 

 

 

zytoplasmatischem Extraktionspuffer gewaschen und zentrifugiert. Das Pellet wurde in nukleärem 

Extraktionspuffer gelöst und anschließend gevortext. Das nukleäre Extrakt wurde zweimal in 

flüssigem Stickstoff schockgefrostet und anschließend für 20 min auf Eis inkubiert. Durch 

Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation bei 4 °C und 20000 g für 20 min wurden die löslichen 

nukleären Proteine (Überstand) von der nicht-löslichen Fraktion (Pellet) getrennt. Der Überstand 

wurde abgenommen und bis zur Verwendung bei - 80 °C eingefroren. 

2.2.7 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte anhand von Mittelwerten und deren Standardabweichung, wobei 

der Mittelwert sich aus den biologischen Replikaten ergibt. Alle Rohdaten wurden mit dem 

Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL® aufgelistet und mit Prism 5 inferenzstatistisch ausgewertet. 

Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Gruppen zu realisieren, wurden alle Werte auf den 

Basalwert normalisiert. Für paarweise Mittelwertsvergleiche wurden der Mann-Whitney U-Test 

genutzt.  

Bei den jeweiligen Testverfahren wurden Unterschiede als signifikant angenommen, wenn die 

Irrtumswahrscheinlichkeit *p ≤ 0,05 betrug. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von **p ≤ 0,01 

wurden die Unterschiede als sehr signifikant und bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von ***p ≤ 

0,001 sowie ****p < 0,0001 als höchst signifikant bewertet.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Effekte der Aktivierung der Östrogen-Rezeptoren in humanen Makrophagen  

3.1.1 Nachweis der Reinheit der Monozyten-Population bei der Isolation von primären 

humanen Monozyten 

Um die Reinheit der isolierten Population der primären humanen Monozyten nachzuweisen, wurde 

eine FACS-Analyse der isolierten PBMC-Zellen durchgeführt. CD14 ist ein Oberflächen-Protein, das 

vor allem von Monozyten von Säugetieren gebildet wird, nicht jedoch von den anderen peripheren 

Blutzellen. Mit der Ficoll-Paque® Methode und magnetischer Zellseparation konnte eine Reinheit 

der CD14+-Zellen zwischen 85 % und 99 % erreicht werden, während CD14-negative Lymphozyten 

mit unter 5 % nachweisbar war (Abb. 2 A). In der CD14--Population hingegen waren kaum CD14+-

Zellen nachweisbar (Abb. 2 B). 

 

A. B.  

Abbildung 2. FACS-Analyse von primären humanen Monozyten mit CD45-VioBlue und CD14-APC-Vio 770 

Antikörper.  

CD14 ist in humanen Monozyten exprimiert, CD45 ist ein allgemeines Leukozyten-Oberflächenprotein.  

A. FACS-Analyse der CD14+-Population unmittelbar nach der Isolation von primären humanen Monozyten.  

B. FACS-Analysis der CD14--Population unmittelbar nach der Isolation.  

 

3.1.2 Nachweis der Polarisation von primären humanen Monozyten (M0) zu 

M1-Makrophagen mittels PCR 

Um die Effekte von Östrogen auf die Proteinmenge von Sirt1 und dessen Zielproteine im 

Entzündungsvorgang zu untersuchen, wurden zunächst die kultivierten primären humanen M0-

Monozyten mit LPS und IFN-γ zu M1-Makrophagen polarisiert. Der Nachweis der erfolgreichen 

Polarisation der primären humanen Monozyten zu M1-Makrophagen erfolgte mittels qPCR. Als 
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klassische M1-Marker, die in unpolarisierten M0-Monozyten kaum vorhanden sind, wurden TNF-α, 

IL-1β und CD80 analysiert. In mit LPS und IFN-γ polarisierten weiblichen Makrophagen zeigte sich 

ein deutlicher Anstieg der Expression der M1-spezifischen Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β 

und CD80 (Abb. 3). In männlichen Makrophagen war ein deutlicher Anstieg von TNF-α und IL-1β 

(Abb. 4), während sich die CD80-Expression nicht signifikant veränderte. 

♀    ♀    ♀ 

  

Abbildung 3. Nachweis der M1-Polarisation in weiblichen primären humanen M1-Makrophagen. 

Statistische Analyse der relativen Expression der Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β und CD80 (n=3, 

****p < 0,0001) in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus weiblichen Individuen. Als Kontrolle diente 

ein unstimulierter M0-Ansatz.  

Die Proben wurden als biologische Triplikate aufgetragen. Zusätzlich wurden technische Duplikate jeder Probe erstellt. 

HPRT wurde als Ladungskontrolle genutzt. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. 

 

♂    ♂    ♂ 

 

Abbildung 4. Nachweis der M1-Polarisation in männlichen primären humanen M1-Makrophagen. 

Statistische Analyse der relativen Expression der Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β und CD80 (n=3, ***p < 0,001, 

****p < 0,0001) in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus männlichen Individuen. Als Kontrolle diente 

ein unstimulierter M0-Ansatz.  

Die Proben wurden als biologische Triplikate aufgetragen. Zusätzlich wurden technische Duplikate jeder Probe erstellt. 

HPRT wurde als Ladungskontrolle genutzt. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. 
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3.1.3 Morphologie von M1-Makrophagen 

Um die Morphologie der primären humanen Makrophagen zu beurteilen, wurden primäre humanen 

Monozyten zu Makrophagen differenziert (Abb. 5). Bereits 4 Stunden nach der Zugabe der 

Differenzierungszytokine konnte ein Unterschied in der Zellform zwischen undifferenzierten M0-

Monozyten und differenzierten M1-Makrophagen festgestellt werden. M0-Monozyten hatten ein 

spindelförmiges Erscheinungsbild, während die M1-Polarisation zu einer Abflachung in eine eher 

runde Form führte (Abb. 5 B). Zwischen weiblichen und männlichen Makrophagen zeigte sich kein 

morphologischer Unterschied. 

A.  M0-Monozyten 

B.   M1-Makrophagen 

Abbildung 5. Morphologie von männlichen M1-Makrophagen nach 4 h Behandlung mit LPS und IFN-γ für die M1-

Polarisation 

Die M0-Monozyten blieben ohne Behandlung.  

A. M0-Monozyten nach 4 h, ohne Behandlung. Vergrößerung 10x und 40x. 

B. M1-Makrophagen 4 h nach Behandlung mit LPS (10 ng/ml) und IFN-γ (10 ng/ml). Vergrößerung 10x und 40x. 

  



   

 

45 

 

 

3.1.4 Nachweis der Östrogen-Rezeptoren ERα, ERβ und GPR30 in primären humanen 

Makrophagen  

Das Vorhandensein der Östrogen-Rezeptoren ERα, ERβ und GPR30 in primären humanen M1-

Makrophagen wurde im Western Blot nachgewiesen (Abb. 6). Die Rezeptoren waren sowohl in 

weiblichen als auch in männlichen Makrophagen vorhanden. In männlichen Makrophagen war der 

Gehalt an Östrogenrezeptoren geringer als in weiblichen Makrophagen.  

 

Abbildung 6. Nachweis der Östrogenrezeptoren ERα, ERβ und GPR30 in weiblichen und männlichen primären humanen 

M1-Makrophagen.  

n=2. Die Blots stammen von derselben Membran. 

 

3.1.5 Nachweis der erhöhten Phosphorylierung von ERK nach Behandlung mit E2 

Es ist bekannt, dass Östrogen durch Phosphorylierung die Kinase ERK aktiviert. Um den Effekt der 

Behandlung mit E2 nachzuweisen, wurde das Verhältnis pERK / ERK mittels Western Blot 

analysiert. Eine Kurzzeitbehandlung von 20 min zeigte keinen Effekt auf das Verhältnis pERK / ERK 

(p > 0,05). Bei einer Langzeit-Behandlung der primären humanen Makrophagen zeigte sich sowohl 

in männlichen als auch in weiblichen Zellen nach 24 h eine deutliche Zunahme der ERK-

Phosphorylierung und damit Aktivität (**p < 0,01) (Abb. 7).   
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      M1 ♀       M1 ♂ 

B.  C.   
Abbildung 7. ERK-Phosphorylierung in humanen primären männlichen und weiblichen M1-Makrophagen nach 24-

stündiger Stimulation mit E2 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von pERK und ERK in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h 

Behandlung mit E2. Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. Die Blots stammen von derselben Membran. 

B. Statistische Analyse der ERK-Aktivität (pERK zu ERK, n=6, **p < 0,01) in M1-polarisierten primären humanen 

Makrophagen aus weiblichen Individuen, behandelt mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung.  

C. Statistische Analyse der ERK-Aktivität (pERK zu ERK, n=6, **p < 0,01) in M1-polarisierten primären humanen 

Makrophagen aus männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung.  

 

3.1.6 Effekte der ER-Aktivierung auf die Sirt1-Proteinmenge in M1-differenzierten 

primären humanen Makrophagen  

Um die Effekte von E2 auf den Sirt1-Proteingehalt zu untersuchen, wurden primäre humane 

Monozyten aus gesunden männlichen und weiblichen Individuen für 24 h mit LPS und IFN- zu M1-

Makrophagen polarisiert. Anschließend erfolgte eine Behandlung mit E2 für 24 h, als Vehikel-

Kontrolle diente Dextrin. Die Sirt1-Menge wurde mittels Western Blot analysiert. Es konnten keine 

Auswirkungen von E2 auf die Sirt1-Menge in weiblichen und männlichen primären M1-

Makrophagen beobachtet werden (p > 0,05) (Abb. 8).  

A.  
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 B.    C.   
 

Abbildung 8. Sirt1-Proteinmenge in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von Sirt1 in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h Behandlung mit E2. 

Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. Die Blots stammen von derselben Membran. 

B. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Menge in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus weiblichen 

Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. (n=13, p > 0,05) 

C. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Menge in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus männlichen 

Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. (n=13, p > 0,05) 

3.1.7 Auswirkung der Aktivität von Sirt1 auf die Acetylierung von Lysinresten sowie 

die Protein-Deacetylierung der Sirt1-Zielproteine (Acp53, AcKu70)  

 

a) Acetylierung von Lysinresten  

Um die Effekte von E2 auf die Sirt1-Aktivität zu messen, wurde zunächst die Acetylierung von 

Lysinresten mittels Western Blot analysiert.  

Die Acetylierung von Lysin blieb unbeeinflusst von der Stimulation mit E2 (p > 0,05, Abbildung 9).  
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A.  

 

   M1 ♀       M1 ♂ 

B. C.   

Abbildung 9. Proteinmenge von AcLysin in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von AcLysin in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h Behandlung mit 

E2. Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. Die Blots stammen von derselben Membran. 

B. Statistische Analyse der Menge von AcLysin in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus weiblichen 

Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. (n=9, p > 0,05) 

C. Statistische Analyse der Menge von AcLysin in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus männlichen 

Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. (n=6, p > 0,05) 
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b) Acetylierung von p53 und Ku70 

Weiterhin wurden die Effekte von E2 auf die Sirt1-Aktivität spezifischer über die Acetylierung von 

Lysin und den  nukleären Sirt1-Zielproteine p53 und Ku70 gemessen. Dabei wurde die Acetylierung 

der Proteine p53 und Ku70 auf die Gesamtmengen von p53 und Ku70 bezogen. Bei Stimulation mit 

E2 konnte in weiblichen Makrophagen eine erhöhte Acetylierung von p53 um 40 % beobachtet 

werden (Verhältnis Acp53 zu p53, *p < 0,05) (Abbildung 10), während sich in männlichen 

Makrophagen keine signifikante Veränderung der Acetylierung zeigte.  

 

A.  

 

   M1 ♀      M1 ♂ 

B.  C.   

Abbildung 10. Einfluss einer Behandlung mit E2 auf die Acetylierung von p53 in primären humanen weiblichen und 

männlichen M1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse der Acetylierung von p53 in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h 

Behandlung mit E2. Die gezeigten Western Blots von männlichen und weiblichen Individuen stammen von 

unterschiedlichen Membranen. 

B. Statistische Analyse der Acetylierung von p53 (n=10, *p = 0,034) in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen 

aus weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung.  

C. Statistische Analyse der Acetylierung von p53 (n=11, p = 0,99) in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen 

aus männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung.  
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c) Acetylierung von Ku70 

Die Acetylierung des nukleären Proteins Ku70 nahm sowohl bei weiblichen als auch bei männlichen 

Makrophagen um 40 % zu (Verhältnis AcKu70 zu Ku70, M1 ♀ ***p < 0,001, M1 ♂ **p < 0,01) 

(Abbildung 11). 

A.  

 

   M1 ♀      M1 ♂ 

B. C.  

Abbildung 11. Einfluss einer Behandlung mit E2 auf die Acetylierung von Ku70 in humanen primären weiblichen und 

männlichen M1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse der Acetylierung von Ku70 in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h 

Behandlung mit E2. Die gezeigten Western Blots von männlichen und weiblichen Individuen stammen von 

unterschiedlichen Membranen. 

B. Statistische Analyse der Acetylierung von Ku70 (n=9, ***p < 0,001) in M1-polarisierten primären humanen 

Makrophagen aus weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung.  

C. Statistische Analyse der Acetylierung von Ku70 (n=6, **p < 0,01) in M1-polarisierten primären humanen 

Makrophagen aus männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung.  
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3.1.8 Einfluss der Behandlung mit E2 auf die Proteinmenge der p65-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors NFκB 

Um die Effekte von E2 auf den Proteingehalt der p65-Untereinheit des NFκB zu messen, wurde die 

Veränderung der Menge der p65-Untereinheit des NFκB mittels Western Blot analysiert. Bei 

Stimulation mit E2 zeigte sich in weiblichen Makrophagen kein Unterschied in der Proteinmenge der 

Untereinheit p65 des Proteins NFκB (p > 0,05), während in männlichen Makrophagen eine Erhöhung 

des Proteingehaltes beobachtet werden konnte (***p < 0,001, Abb. 12).  

A.  
    M1 ♀      M1 ♂ 

B. C.  

Abbildung 12. Proteinmenge von NFκB-p65 in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von NFκB-p65 in M1-stimulierten primären humanen Makrophagen, nach 24 h Behandlung 

mit E2. Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. 

B. Statistische Analyse des Proteingehaltes von NFκB-p65 in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, 

p > 0,05). 

C. Statistische Analyse des Proteingehaltes von NFκB-p65 in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=7, 

***p < 0,001). 
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3.1.9 Einfluss der Behandlung mit E2 auf den mRNA-Gehalt von Entzündungsmediatoren  

Der Einfluss einer Behandlung mit E2 auf die Expression von Sirt1-abhängigen 

Entzündungsmediatoren in primären humanen M1-polarisierten Makrophagen erfolgte mittels qPCR. 

Sowohl in weiblichen als auch in männlichen M1-Makrophagen zeigte sich kein Unterschied in der 

m-RNA-Expression der M1-spezifischen Entzündungsmediatoren IL-1β und CD80. In weiblichen, 

nicht jedoch in männlichen Makrophagen zeigte sich ein signifikanter Abfall der TNF-alpha-

Expression bei Behandlung mit E2 (Abb. 13 A + B). 

♀     ♀    ♀  

A.   

♂     ♂    ♂  

B.   

Abbildung 13. Einfluss der Behandlung mit E2 auf den mRNA-Spiegel von Entzündungsmediatoren in weiblichen und 

männlichen primären humanen M1-Makrophagen  

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Statistische Analyse der relativen Expression der Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β und CD80 (n=4, p* <  0,05) 

in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus weiblichen Individuen. 

B. Statistische Analyse der relativen Expression der Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β und CD80 (n=8-11, p > 0,05) 

in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus männlichen Individuen.  

Die Proben wurden als biologische und technische Duplikate aufgetragen. HPRT wurde als Ladungskontrolle genutzt. 

Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. 
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3.2 Einfluss von E2 auf Sirt1 in den verschiedenen Kompartimenten der Zelle 

Zur Bestimmung des Östrogeneinflusses auf die Lokalisation von Sirt1 wurde eine Trennung der 

Zellkompartimente in Nukleus und nukleus-freies Kompartiment durchgeführt. Hierzu wurde die 

humane Monozyten-Zelllinie THP1 verwendet, da die von Ethikkommission zugelassene Blutmenge 

für eine Isolation der nukleären Fraktion von primären humanen Zellen nicht ausreichend war. Die 

humane monozytäre Zelllinie THP1 stammt aus einem einjährigen männlichen Leukämie-Patienten. 

3.2.1 Nachweis der erhöhten Phosphorylierung von ERK nach Behandlung mit E2 

Es ist bekannt, dass Östrogen ERK durch Phosphorylierung aktiviert. Um den Effekt der Behandlung 

mit E2 nachzuweisen, wurde das Verhältnis pERK / ERK mittels Western Blot analysiert. Bei einer 

Langzeit-Behandlung der männlichen THP1-Zellen zeigte sich in M0-Monozyten eine deutliche 

Zunahme der ERK-Phosphorylierung und damit Aktivität (*p < 0,01), während die ERK-

Phosphorylierung in M1-Makrophagen unverändert blieb (p > 0,05) (Abb. 14).  

 

pERK   

A. ERK    

B.   

Abbildung 14. ERK-Proteingehalt und -Aktivität in M0- und M1-polarisierten THP1-Zellen nach 24-stündiger 

Stimulation mit E2  

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von pERK und ERK in M0- und M1-polarisierten THP1-Zellen nach 24 h Behandlung mit E2. 

Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. 

B. Statistische Analyse der ERK-Aktivität (pERK zu ERK, n=6, *p < 0,05) in M0- und M1-polarisierten THP1-Zellen, 

behandelt mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung.  
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3.2.2 Nachweis der Isolation von reinen intakten Kernen und der nukleusfreien Fraktion aus 

THP1-Zellen 

Um das Protokoll zur Isolation von reinen intakten Kernen und nukleusfreier Fraktion zu überprüfen, 

wurde nach jeder Nukleusisolation eine Kontrolle der Reinheit der isolierten Fraktionen durchgeführt. 

In der nukleusfreien Fraktion konnte kein Lamin B1 als nukleärer Marker nachgewiesen werden, das 

mitochondriale Protein TIM23 und das Zytoskelettprotein Beta-Aktin waren in der nukleusfreien 

Fraktion vorhanden. Die Reinheit der nukleären Fraktion ließ sich durch ein Fehlen des Proteins 

GAPDH nachweisen. Des Weiteren konnte das mitochondriale Protein TIM23 und das 

Zytoskelettprotein Beta-Aktin nicht in der nukleären Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 15). Im 

Vollzelllysat (FCL) waren alle analysierten Proteine vorhanden.  

A.   

Abbildung 15. Proteinmenge in THP1-Zellen nach Isolation von reinen intakten Kernen und der nukleusfreien Fraktion 

Western Blot-Analyse der Proteine Lamin B1, GAPDH, TIM23 und Beta-Aktin im FCL, Nukleus und in der 

nukleusfreien Fraktion. 

 

 

3.2.3 Nachweis der Eignung des Protokolls zur Nukleusisolation zur Bestimmung der 

Acetylierungsänderung 

Um zu überprüfen, ob sich nach dem Protokoll zur Nukleusisolation eine Acetylierungsänderung 

nachweisen lässt, wurden der Nukleus und die nukleusfreie Fraktion aus Sirt3-Knockout-HAP-1-

Zellen und den nativen HAP-1 isoliert. Während sich im FCL in beiden Zellen der gleiche 

Acetylierungsgrad nachweisen ließ, zeigten die Sirt3-Knockout-Zellen eine erhöhte Acetylierung von 

p53 im Nukleus und einen verminderten Acetylierungsgrad in der nukleusfreien Fraktion. In nativen 
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HAP-1- Zellen zeigte sich eine verminderte p53-Acetylierung im Nukleus und eine im Vergleich zur 

Sirt-3-Knockout-Zelle deutlich erhöhte Acetlylierung von p53 in der der nukleusfreien Fraktion 

(Abb. 16). 

Auch hier wurde der Nachweis der Reinheit der Fraktionen erbracht. Die nukleäre Fraktion ist nicht 

mit zytosolischen Bestandteilen verunreinigt, da das zytoplasmatische Protein GAPDH und das 

Protein PDI, welches im endoplasmatischen Retikulum vorkommt, in der nukleären Fraktion nicht 

nachweisbar waren (Abb. 16).112,113 In Westernblot-Analysen wurde gezeigt, dass es sich bei der 

isolierten Nukleusfraktion um reine intakte Kerne handelt, gemessen anhand der Menge des Proteins 

Lamin B1. 

 

Abbildung 16. Proteinmenge in THP1-Zellen nach Isolation von reinen intakten Kernen und der nukleusfreien Fraktion 

Western Blot-Analyse der Proteine Acp53, p53, PDI, GAPDH, Lamin B1, Alpha-Tubulin und Beta-Aktin im FCL, 

Nukleus und in der nukleusfreien Fraktion in Sirt3-Knockout-HAP-1-Zellen und nativen HAP-1-Zellen.  
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3.2.4 Effekte der ER-Aktivierung auf den Sirt1-Proteingehalt in der nukleären und 

nukleusfreien Fraktion sowie im Vollzellysat von THP1-Makrophagen  

Um die Effekte von E2 auf den Gehalt an Sirt1-Protein in der nukleären und nukleusfreien Fraktion 

zu untersuchen, erfolgte eine Isolation reiner intakter Kerne und eine anschließende Analyse mittels 

Western Blot. Es konnten keine Auswirkungen von E2 auf die Sirt1-Menge im Vollzelllysat 

beobachtet werden (p > 0,05) (Abb. 17 B). Jedoch zeigte sich eine Halbierung der Sirt1-Menge in der 

Nukleusfraktion von M0-THP1-Monozyten (**p < 0,01), wohingegen M1-stimulierte THP1-Zellen 

keinen Unterschied in der nukleären Sirt1-Menge zeigten (p > 0,05) (Abb. 17 C). In der nukleusfreien 

Fraktion konnte kein Unterschied in M0-THP1-Monozyten und M1-Makrophagen beobachtet 

werden (p > 0,05) (Abb. 17 D).  

A.  
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  FCL     Nukleus 

B.   C.  

  Nukleusfreie Fraktion 

D.  

Abbildung 17. Sirt1-Proteingehalt in THP1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse von Sirt1 in THP1-Makrophagen, nach 24 h Behandlung mit E2. GAPDH wurde als 

Ladungskontrolle genutzt. Die Western Blots stammen von einer Membran.  

B. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 (10 

nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, p > 0,05). 

C. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in der Nukleusfraktion der THP1-Makrophagen, stimuliert mit 

E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=8, **p < 0,001). 

D. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in der nukleusfreien Fraktion der THP1-Makrophagen, 

stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, p > 0,05). 

 

 

3.2.5  Effekte der ER-Aktivierung auf die Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien 

Fraktion und im Vollzellysat von THP1-Makrophagen  

Im Vollzelllysat zeigte sich kein Unterschied in der Lysinacetylierung nach Stimulation mit E2 

(p > 0,05) (Abb. 18). In der nukleusfreien Fraktion hingegen war eine Erniedrigung der Acetylierung 

von Lysin in M0-THP1-Monozyten zu verzeichnen (**p < 0,01, siehe Abbildung 18), jedoch kein 

Unterschied in M1-stimulierten THP1-Zellen (p > 0,05).  
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   FCL         Nukleusfreie Fraktion 

B.  C.  
Abbildung 18. Acetylierung von Lysin in THP1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse der Acetylierung von Lysin in THP1-Makrophagen, nach 24 h Behandlung mit E2. GAPDH 

wurde als Ladungskontrolle genutzt. E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle 

B. Statistische Analyse der Acetylierung von Lysin im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 

(10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, p > 0,05). 

C. Statistische Analyse der Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien Fraktion der THP1-Makrophagen, stimuliert mit 

E2 (10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, **p < 0,001). 

 

3.2.6  Effekte der ER-Aktivierung auf die Acetylierung von Ku70 in der nukleären Fraktion 

und im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen  

Im Vollzelllysat zeigte sich kein Unterschied in der Acetylierung von Ku70 in M0-THP1-Zellen, 

jedoch eine 30-prozentige Steigerung der Acetylierung von Ku70 in M1-Makrophagen (*p < 0,05) 

(Abb. 19 B). In der Nukleusfraktion hingegen konnte nahezu eine Verdopplung Ku70-Acetylierung 

nach Stimulation mit E2 in beobachtet werden (*p < 0,05), wohingegen M1-Makrophagen keinen 

Unterschied zeigten (p > 0,05) (Abb. 19 C).  

A.   



   

 

60 

 

 

   

 

 

 

 

 

  

 

 

  

    FCL          Nukleus 

B.  C.  

Abbildung 19. Acetylierung von Ku70 in THP1-Makrophagen 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle, RU = Relative Units (Relative Einheiten) 

 

A. Western Blot-Analyse der Acetylierung von Ku70 in THP1-Makrophagen, nach 24 h Behandlung mit E2. GAPDH 

wurde als Ladungskontrolle genutzt. E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle 

B. Statistische Analyse der Acetylierung von Ku70 im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 

(10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=7, *p < 0,05). 

C. Statistische Analyse der Acetylierung von Ku70 in der Nukleusfraktion der THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 

(10 nmol/L, 24 h). Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, *p < 0,05). 
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4 Diskussion 

4.1 Wichtigste Ergebnisse der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Östrogen einen Einfluss auf die Sirt1-

Proteinmenge und -Aktivität in humanen Makrophagen hat. Erstens, führte eine Stimulation mit E2 

zu einer Verminderung der nukleären Sirt1-Proteinmenge von humanen Monozyten. Zweitens, stieg 

durch eine Stimulation mit E2 die Acetylierung des nukleären Proteins p53 in weiblichen 

Makrophagen und des nukleären Proteins Ku70 in beiden Geschlechtern an, während die 

Acetylierung von Lysinresten unverändert blieb. Die Proteinmenge der Sirt1-abhängigen p65-

Untereinheit des NFκB-Komplexes hingegen war nur in männlichen Makrophagen unter E2-

Exposition gesteigert, nicht jedoch in weiblichen Makrophagen. Drittens, zeigten sich unter E2-

Exposition keine Unterschiede in der mRNA-Expression der M1-spezifischen 

Entzündungsmediatoren IL-1β und CD80 bei beiden Geschlechtern, jedoch ein signifikanter Abfall 

der TNF-alpha-Expression in weiblichen Makrophagen. 

4.2  Validierungsexperimente 

In Validationsexperimenten wurde die Eignung der primären humanen Makropagen für die Nutzung 

zur Klärung der Fragestellung dieser Arbeit bewiesen. Primäre humane Makrophagen ließen sich 

durch Zugabe von LPS und IFN-γ zu M1-Makrophagen polarisieren, die eine hohe Adhärenz zeigten 

sowie eine erhöhte mRNA-Expression der M1-spezifischen Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1β 

und CD80-mRNA-Expression. Aus der Literatur sind diese Art der Differenzierung sowie das 

Spektrum an M1-spezifischen Markern hinreichend bekannt.17,114-117  

Um den Effekt von Östrogen auf den Gehalt des Proteins Sirt1 in humanen Makrophagen zu 

ergründen, war zunächst der Nachweis des Vorhandenseins von Östrogenrezeptoren nötig. Die 

Östrogenrezeptoren ERα, ERβ und GPR30 konnten bereits in mehreren Studien in primären humanen 

Makrophagen nachgewiesen werden.46,47,118-120 Andere Studien hingegen konnten zeigen, dass in 

humanen PBMCs nur die Östrogenrezeptoren ERα-36 und GPR-30 vorhanden sind, nicht jedoch die 

anderen ER-α-Subtypen und ER-β. 119 

Die Westernblot-Analyse der primären humanen Makrophagen der vorliegenden Arbeit zeigte einen 

erhöhten Gehalt aller Östrogenrezeptoren in weiblichen M1-Makrophagen verglichen mit 

männlichen Makrophagen. Die meisten publizierten Studien zeigen keine geschlechterspezifischen 

Unterschiede im Proteingehalt der Östrogenrezeptoren.119 In der kritischen Periode für die 
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geschlechterspezifische Gehirnentwicklung in der mittleren Gestationsperiode konnte eine erhöhte 

Menge von ERα im Gehirn von weiblichen Schafen beobachtet werden.121 Auch in Mäusen zeigte 

sich eine höhere Menge des ERα in weiblichen als in männlichen Tieren.122 Die höhere Menge von 

ERα im Vergleich zu ERβ in M1-polarisierten Makrophagen deckt sich mit Studien von Murphy et 

al.118  

Nach einer Langzeitbehandlung mit E2 über 24 h konnte ein erhöhtes pERK / ERK-Verhältnis (ERK-

Aktivierung) in M1-Makrophagen beider Geschlechter nachgewiesen werden. Aus der Literatur ist 

bereits bekannt, dass E2 und andere Steroide verschiedene intrazelluläre Signalkaskaden initiieren, 

wie beispielsweise die MAPKs und insbesondere die ERKs 123. Pinceti et al. konnten zeigen, dass 

eine Langzeit-Behandlung mit E2 über Wochen die Aktivität von ERK in ovarektomierten Ratten 

steigert.124 Nach einer Ovarektomie konnte über Wochen eine verminderte E2-Konzentration und 

auch eine verminderte ERK-Aktivität nachgewiesen werden.125  

4.3 Experimente zum Östrogen-Einfluss auf Sirt1 und dessen Zielproteine 

Um die Auswirkungen einer Östrogenstimulation auf den Proteingehalt und die Aktivität von Sirt1 

in humanen Makrophagen im Entzündungsvorgang zu untersuchen, wurden in einem ersten Schritt 

primäre humane M1-stimulierte Makrophagen mit E2 behandelt. Die klassisch aktivierten M1-

Makrophagen spielen als pro-inflammatorische Zellen im Entzündungsprozess eine wichtige 

Rolle.126-128 Eine Studie von Toniolo et al. zeigte an undifferenzierten PBMCs eine Erniedrigung der 

Sirt1-Proteinmenge im Vollzelllysat humaner PBMCs bei 24-stündiger Behandlung mit E2, ebenso 

wie eine Erniedrigung der Menge des Proteins Sirt1 in glatter Gefäßmuskulatur von Ratten 88, 

während bei den Versuchen der vorliegenden Doktorarbeit keine Änderung des Sirt1-Proteingehaltes 

im Vollzelllysat zu verzeichnen ist. Die beschriebenen Versuche von Toniolo et al. wurden an 

undifferenzierten PBMCs durchgeführt und somit sind hier viele Zelltypen enthalten, die sich bei 

einer Exposition mit E2 anders verhalten könnten als primäre humane M1-Makrophagen und die 

Divergenz der Ergebnisse erklären könnten.  

Bisher existieren nur wenige Studien, die sich mit dem Einfluss von E2 auf die Sirt1-Proteinmenge 

in humanen Zellen auseinandersetzen. In unserer Arbeitsgruppe konnte an weiblichen primären 

humanen umbilikalen venöse Endothelzellen (HUVECs) einen verminderten Proteingehalt von Sirt1 

im Vollzelllysat mit konsekutiver Erhöhung der Acetylierung des nukleären Proteins p53 gezeigt 

werden (Barcena de Arellano et al., unveröffentlichte Ergebnisse). Auch Studien an weiblichen 

glatten Gefäßmuskelzellen konnten eine Herunterregulierung der Sirt1-Proteinmenge bei Zugabe von 
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17-β-Östradiol beobachten, gefolgt von einer Steigerung der Apoptose sowie reduzierter 

Proliferation, mediiert durch den Akt- und ERK-Signalweg.95  

Je nach Zelltyp oder Gewebe kann E2 unterschiedliche Wirkungen zeigen. Neuste Studien zeigen 

eine Sirt1-abhängige Reaktion auf eine 17β-Estradiol-Exposition. In glatten Muskelzellen der 

Atemwege von Mäusen konnte nach E2-Gabe eine Herunterregulation von Sirt1 beobachtet werden 

sowie eine erhöhte Zellschädigung.129 Auf der anderen Seite zeigte sich, dass E2 in neonatalen Ratten 

über eine Aktivierung von Sirt1 und einer Deacetylierung von p53 vor oxidativem Stress, 

Neurodegeneration und Neuroinflammation schützt.130 In Kardiomyozyten konnte E2 über eine 

Hochregulierung von Sirt1 vor Schäden schützen.131  

In humanen Brustkrebszellen führt E2 zu einer Überexprimierung von Sirt1.91 Brustkrebszellen 

jedoch haben einen radikal veränderten Stoffwechsel, der stark von den Verhältnissen in humanen 

Makrophagen differiert, was die gegensätzliche Reaktion auf E2 erklären könnte. Im Mausmodell 

zeigt sich bei Stimulation mit E2 von Knochenmarksmakrophagen eine Erhöhung der Sirt1-

Proteinmenge im Vollzelllysat.94 Diese gegensätzliche Reaktion könnte daraus resultieren, dass es 

sich um Knochenmarksmakrophagen handelt und dass sich der murine Stoffwechsel vom humanen 

unterscheidet. Wie bereits oben eingehend beschrieben vermittelt E2 in unterschiedlichen Geweben 

Sirt1-abhängig unterschiedliche Funktionen88,131,132, was ursächlich für die genannten Unterschiede 

sein könnte.  

In weiblichen M1-Makrophagen konnte bei Behandlung mit E2 eine erhöhte Acetylierung von p53 

und Ku70 beobachtet werden, während sich in männlichen Makrophagen eine Erhöhung der 

Acetylierung von Ku70, jedoch keine signifikante Veränderung der Acetylierung von p53 zeigte. 

Geschlechterunterschiede in der Mutationsrate von p53 sind beispielsweise bereits aus der 

Krebsforschung bei kleinzelligem Lungenkarzinom bekannt, welche in Frauen geringer ist als in 

Männern.133 Viele Studien an Tiermodellen konnten zeigen, dass eine Verminderung der Sirt1-

Proteinmenge zu einer erhöhten Acetylierung von p53 134-136 und Ku70 97,137 führt. Eine Inaktivierung 

von Sirt1 führt in einer humanen Tumorzelllinie zur vermehrten p53-Acetylierung.134 Somit können 

die erhöhte Acetylierung von p53 und Ku70 durch eine Absenkung der Sirt1-Menge verursacht sein. 

In der vorliegenden Doktorarbeit blieb die Acetylierung von Lysin in primären humanen 

Makrophagen unbeeinflusst von der Stimulation mit E2. Die Messung der Lysin-Acetylierung 

umfasst zytosolische, nukleäre und mitochondriale Proteine und kann nicht nur durch Sirtuine, 
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sondern auch durch andere Deacetylasen oder Acetyltransferasen beeinflusst werden, während die 

Acetylierung nukleärer Proteine wie Histone, p53 und Ku70 hauptsächlich durch Sirtuine und 

Histonacetyltransferasen beeinflusst wird.138,139 Sirt1 beeinflusst nur eine geringe Anzahl an 

Proteinen, die fast durchgehend nukleär vorkommen.98,137,140 Andere Deacetylasen und 

Acetyltransferasen regulieren die Acetylierung von Proteinen, die sowohl im Nukleus als auch in 

anderen Kompartimenten vorkommen.141,142 Somit können die nukleären östrogenbedingten Sirt1-

abhängigen Effekte durchaus von der Acetylierung der Proteine in den restlichen Kompartimenten 

überlagert sein und sich die Gesamtacetylierung der Lysinreste erhöht zeigen.  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Stimulation mit E2 sich in männlichen Makrophagen eine 

Erhöhung der Proteinmenge der Untereinheit p65 des Proteins NFκB.  

Östrogene schwächen die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen ab, wie beispielsweise 

IL-6 und TNF-α.143-146 17-β-Estradiol inhibiert die durch LPS induzierte inflammatorische IL-6-

Antwort. Dies resultiert in einer Inhibition der transkriptionellen Aktivität von NF-κB. Dongqi Xing 

et al konnten zeigen, dass in weiblichen Ratten die Modulation des NFκB-Signalweges durch E2 über 

eine Steigerung des NFκB-Inhibitors IκBα-Levels stattfindet und damit die p65-Bindung an den 

Promoter inflammatorischer Gene verhindert.147 In prämenopausalen weiblichen PBMCs konnte eine 

verminderte NF-kB-Aktivierung unter Stimulation mit E2 beobachtet werden vermittelt durch die 

Inhibition der IkBα-Phosphorylation und -Degradation, was in einer verminderten nukleären 

Translokation von p65 resultiert.148 Stice et al. zeigten eine erhöhte Aktivierung von NFκB durch E2 

in adulten männlichen Koronararterien-Endothelzellen.149 Eine Stimulation mit E2 führt somit eher 

zu einer Erhöhung der Proteinmenge der Untereinheit p65 des Proteins NFκB in männlichen, nicht 

jedoch in weiblichen Makrophagen. Die unterschiedliche E2-Reagibilität von weiblichen und 

männlichen Zellen könnte in der geschlechterspezifischen Menge von ER begründet liegen.119,150  

Auch in der PCR-Analyse der mRNA-Expression von Entzündungsmediatoren der vorliegenden 

Arbeit zeigten sich geschlechterspezifische Unterschiede: In männlichen Makrophagen sinken bei 

einer Stimulation mit E2 die Entzündungsmediatoren weniger stark ab als in weiblichen 

Makrophagen, beispielsweise die TNF-α-Expression. Dies deckt sich mit Studien, die nachweisen 

konnten, dass E2 bei Männern eher pro-entzündlich wirkt, während es in weiblichen Zellen E2 eher 

antientzündlich wirkt.119,151,152 Studien konnten zeigen, dass die Serum-TNF-α-Level in 

prämenopausalen Frauen niedriger sind als in Männern und postmenopausalen Frauen153, und dass 
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die TNF-α-Level in weiblichen Patienten mit septischem Schock erniedrigt sind im Vergleich mit 

männlichen Patienten154. 

Die Ergebnisse aus der PCR-Analyse decken sich mit der bereits in Westernblot-Analysen 

nachgewiesenen Erhöhung des NFκB-p65 unter Behandlung mit E2. Eine Interaktion zwischen 

NFκB-p65 und TNF-α ist bereits aus zahlreichen Studien bekannt155-157, in der vorliegenden Arbeit 

zeigte sich jedoch keine direkte Interaktion. Die weiblichen Makrophagen zeigen keinen Unterschied 

im Gehalt des Proteins NFκB wohl aber bei TNF-α, was bedeuten könnte, dass TNF-α nicht nur durch 

NFκB reguliert ist. Auch eine Studie von Greten et al. konnte eine Erhöhung von NFκB bei 

unveränderter TNF-α-Expression zeigen.158 Kein Unterschied zeigte sich in der mRNA-Expression 

der M1-spezifischen Entzündungsmediatoren IL-1β und CD80. IL-1β beispielsweise wird durch das 

NLRP3-Inflammasom reguliert159 und könnte deshalb von der Interaktion mit NFκB unabhängig sein.  

4.4 Kompartimentabhängige Ausprägung der Menge des Proteins Sirt1 und von 

dessen Zielproteinen 

Die an primären humanen Makrophagen durchgeführten Experimente dieser Arbeit haben gezeigt, 

dass E2 keine Änderung der Sirt1-Proteinmenge im Vollzelllysat bewirkt, es jedoch zu einer 

Erhöhung der Acetylierung der Sirt1-Zeilproteine p53 und Ku70 kommt. Es ist bekannt, dass Sirt1 

zwar nukleär und zytosolisch vorkommt, aber hauptsächlich nukleär aktiv ist.51,52,54,160 Die 

dynamischen Shuttle-Mechanismen sind angesichts der vielfältigen Funktion von Sirt1 zur 

Deacteylierung und Modifikation von Proteinen notwendig, um die zellulären Prozesse effizient zu 

regulieren.161  

Aufgrund dieser Beobachtungen sollte in weiteren Experimenten geklärt werden, ob ein 

kompartimentabhängiger Einfluss von E2 auf die Menge des Proteins Sirt1 besteht und ob dies im 

Einklang mit der Erhöhung der Acetylierung der Sirt1-Zielproteine steht. 

Für diese weiterführenden Experimente wurde die humane männliche Monozyten-Zelllinie THP1 

verwendet, da die von Ethikkommission zugelassene Blutmenge für eine Isolation der nukleären 

Fraktion von primären humanen Zellen nicht ausreichend war. THP1-Zellen konnten durch Zugabe 

von LPS und IFN-γ zu M1-ähnlichen-Makrophagen differenziert werden, wie unsere Arbeitsgruppe 

in Kooperation mit Prof. Phillip Stawowy (Deutsches Herzzentrum Berlin) zeigen konnte (Barcena 

de Arellano et al, The impact of the PCSK-9 / VLDL-Receptor axis on inflammatory cell Polarization, 

eingereichte Publikation).  
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Das Vorhandensein von Östrogenrezeptoren in THP1-Zellen ist bereits mehrfach in der Literatur 

beschrieben.162,163 Eine 24-stündige Stimulation von THP1-Zellen mit E2 führte zu einem erhöhten 

Verhältnis von pERK / ERK in humanen M0-ähnlichen Makrophagen, nicht aber in humanen M1-

ähnlichen Makrophagen. Dass die M1-ähnlichen Makrophagen bereits in ihrem Grundzustand höher 

entzündlich sind,126-128 wäre ein möglicher Grund dafür, dass die Zellen auf eine Stimulation mit E2 

nicht mit einer Erhöhung des Verhältnisses von pERK / ERK reagiert haben. Für die weiteren 

Versuche wurden beide (M0-ähnliche und M1-ähnliche) Makrophagen betrachtet, um die 

Unterschiede im Zusammenhang mit einer Reaktion auf Stimulation mit E2 zu ergründen.  

Um den Einfluss von Östrogen auf den Proteingehalt und die Funktion von Sirt1 in Abhängigkeit von 

den Zellkompartimenten zu ergründen, wurde eine Trennung der Zellkompartimente in Nukleus und 

nukleus-freies Kompartiment an THP1-Zellen durchgeführt. Für die Nukleusisolation wurde das 

Nature Protokoll von Rosner et al. verwendet.111 In Validationsexperimenten konnte die Eignung des 

Protokolls zur Bestimmung einer Acetylierungsänderung in humanen Makrophagen nachgewiesen 

werden.  

Wie schon in den primären humanen Makrophagen konnte auch in den THP1-Zellen unabhängig vom 

Zellkompartiment keine Veränderung der Sirt1-Proteinmenge nachgewiesen werden. Da sich in 

diesen Zellen unabhängig vom Kompartiment keine Veränderung der Sirt1-Proteinmenge zeigte, 

liegt nahe, dass der Effekt auf eine Erhöhung anderer Acetylasen bzw. einer Verminderung anderer 

Deacetylasen zurückzuführen sein könnte. Beispielsweise zu nennen wären hier das CREB-binding 

protein (CBP) oder HDAC6.164,165  

Da in dieser Arbeit in den M0-THP1-Monozyten nach 24 h Östrogen-Effekte nachgewiesen werden 

konnten, wurde auch hier die Sirt1-Proteinmenge und -Aktivität kompartimentabhängig genauer 

untersucht. Auch in den M0-THP1-Monozyten konnte im Vollzelllysat keine Veränderung der Sirt1-

Proteinmenge nachgewiesen werden. In der Nukleusfraktion zeigte sich eine Halbierung der Sirt1-

Proteinmenge, während in der nukleusfreien Fraktion keine Änderung der Sirt1-Proteinmenge 

nachweisbar war. Die Ergebnisse legen nahe, dass E2 maßgeblich an der Veränderung der Sirt1-

Proteinmenge beteiligt ist, da nur die E2-reagiblen M0-THP1-Makrophagen eine Reduktion der Sirt1-

Proteinmenge zeigen, während es bei den nicht-reagiblen M1-Makrophagen zu keiner Änderung der 

Sirt1-Proteinmenge kommt. Die M0-THP1-Zellen zeigen somit ähnliche Effekte wie die im ersten 

Abschnitt der Arbeit untersuchten primären humanen M1-Makrophagen. Die Menge des nukleären 

Proteins p53 konnte in der THP1-Zelllinie nicht untersucht werden, da diese p53-defizient sind.166 
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Dass Östrogen im Nukleus der Zellen wirkt, ist aus zahlreichen Studien hinreichend bekannt. An 

Brustkrebs-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass ERα in Zellen, die in Gegenwart von E2 wachsen, 

hauptsächlich im Nukleus exprimiert ist.60,167 Jedoch konnte auch an der Zelloberfläche und im 

Zytoplasma ERα mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden.168  Imunopräzipitationsstudien 

von Elangovan konnten zeigen, dass in ERα-positiven Zelllinien Sirt1 und ERα im Nukleus co-

lokalisiert sind.91 Aus diesem Grund könnte sich die Östrogeneffekte auf Sirt1 vorwiegend im 

Nukleus zeigen.  

In M0-THP1-Zellen lässt sich im Vollzelllysat keine Änderung der Acetylierung von Lysin 

beobachten, es zeigt sich jedoch eine signifikante Absenkung der Acetylierung von Lysin in der 

nukleusfreien Fraktion. Die Änderung des Grades der Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien 

Fraktion könnte auf die Aktivität anderer Deacetylasen zurückzuführen sein.169,170 Zu den 

wichtigsten Deacetylasen gehören die Gruppe der Histon-Deacetylasen (HDAC) sowie die Sirtuin-

Familie. Die Klassen I, II and IV der Histon-Deacetylasen kommen sowohl im Zytosol als auch im 

Nukleus vor und auch die verschiedenen Sirtuine sind in unterschiedlichen Zellkompartimenten 

lokalisiert und können zwischen Zytosol und Nukleus transloziert werden.171-173  Sirt1 kommt auch 

zytosolisch vor, die hauptsächliche Lokalisation ist jedoch im Zellkern.51-53 

Die Betrachtung der Acetylierung des nukleären Ku70 hingegen zeigte, wie erwartet, eine Steigerung 

der Ku70-Acetylierung im Nukleus von humanen M0-THP1-Zellen, wohingegen die Ku70-

Acetylierung im Vollzelllysat unverändert blieb. Die vermehrte Acetylierung des im Nukleus der M0-

THP1-Zellen enthaltenen Ku70 scheint auf einen Effekt des verminderten nukleären Gehaltes von 

Sirt1 dieser Zellen zurückzuführen sein, denn durch das Fehlen der NAD+-abhängigen Deacetylase 

Sirt1 wird eine verminderte Deacetylierung des nukleären Proteins bewirkt.97,137  

Sirt1 kann als Protein mittels eines nukleären Exportsignals zwischen dem Nukleus und dem Zytosol 

transferiert werden.54 Es ist hauptsächlich nukleär lokalisiert, kommt jedoch auch im Zytosol vor.51-

53 Da sich die Proteinmenge von Sirt1 im Vollzellysat und in der kernfreien Fraktion nicht ändert, die 

nukleäre Proteinmenge an Sirt1 jedoch erniedrigt ist, könnten neben einer Änderung der nukleären 

Proteinmenge auch die Transportprozesse zwischen Kern und Zytosol betroffen sein. Eine veränderte 

Proteinverteilung könnte auch die nachgewiesenen Effekte auf die Sirt1-Zielproteine erklären. 

4.5 Erkenntnisse der Arbeit 

Die Ergebnisse der Versuche nach Stimulation mit E2 in den primären humanen M1-Makrophagen 

führen zu der Hypothese, dass die vermehrte Acetylierung der nukleären Proteine p53 und Ku70 bei 
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unveränderter Sirt1-Proteinmenge im Vollzelllysat auf einen verminderten nukleären Gehalt von 

Sirt1 zurückzuführen ist. Die Ergebnisse der Versuche mit den THP1-Zellen konnten, die bereits aus 

den Experimenten mit primären Makrophagen gewonnenen Erkenntnisse bestätigen und weiter 

untermauern.  

Graphische Darstellung der Ergebnisse in humanen Makrophagen: 

 

Abbildung 20. Grafische Zusammenfassung der Erkenntnisse der Arbeit 

E2 senkt die nukleäre Sirt1-Aktivität und erhöht die nukleäre Proteinacetylierung in humanen Makrophagen.  

Eine Abnahme der Aktivität der NAD+-abhängigen Deacetylase Sirt1 führt zu einer verstärkten Acetylierung nukleärer 

Proteine wie Acp53 und AcKu70, während sich in der Acetylierung von Lysinresten keine Änderung zeigt. Durch eine 

verstärkte Acetylierung von nukleären Proteinen kommt es zum verminderten Schutz der DNA und zu einer erhöhten 

Apoptoserate. Im Zytosol ändert sich der Sirt1-Gehalt nicht, jedoch kommt es zu einer erhöhten Proteinmenge der 

Untereinheit p65 des NFκB-Komplexes. 

 

Legende: 
E2 = 17-β-Estradiol 

↑ = erhöhte Proteinmenge 

↓ = verminderte Proteinmenge 

↔ = unveränderte Proteinmenge 

Schwarze Schrift = Durch diese Arbeit bestätigte Ergebnisse 

Graue Schrift = Anzunehmende Ergebnisse (weitere Experimente erforderlich) 
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4.6 Limitationen und methodische Einschränkungen 

Bei dieser Arbeit wurden humane Makrophagen aus einer gemischten Zellpopulation im Alter 

zwischen 19 und 58 Jahren verwendet mit einem Altersmedian von 24 Jahren. Um eine genaue 

Aussage des Effektes von E2 auf prä- bzw. postmenopausale Frauen und die Auswirkungen der 

Seneszenz zu treffen, müsste eine Trennung der Ergebnisse nach Altersgruppen erfolgen. Dies war 

in der vorliegenden Arbeit leider nicht möglich aufgrund der zu geringen Anzahl an Probanden der 

postmenopausalen Gruppe, die den Einschlusskriterien entsprachen. 

Die Nukleusisolation wurde an der THP1-Zelllinie durchgeführt und nicht an primären humanen 

Zellen, da aus der von der Ethikkommission zugelassenen Blutmenge nicht genügend Material für 

die Isolation der nukleären Fraktion zu gewinnen war. Um eine Aussage über den 

kompartimentabhängigen E2-Einfluss in primären humanen Zellen zu treffen, müssten die Versuche 

in einem nächsten Schritt an primären humanen Zellen durchgeführt werden. Für die durchgeführten 

Versuche wurde bereits die von der Ethikkommission maximal zugelassene Blutmenge genutzt. 

Möglich wäre eventuell auch ein Poolen mehrerer Individuen innerhalb einer Gruppe. 

Die Konzentration von E2, die in den in vitro Experimenten genutzt wurde, war höher als der normale 

physiologische E2-Level des menschlichen Körpers, stellt aber eine Hochdosissupplementation von 

E2 gut dar. Die physiologische Konzentration von Östrogen im Körper differiert von einer basalen 

Konzentration von 10 pmol/L im humanen Serum bis zu einer Konzentration von 40 nmol/L während 

der Schwangerschaft.174 Die verwendete Menge an E2 (10 nmol/L) repräsentiert somit ungefähr das 

E2-Level während der Schwangerschaft.175 Die Zellen waren zudem durch die Kultivierung unter 

Stress gesetzt.  

4.7 Ausblick 

In den durchgeführten Experimenten konnte eine vermehrte Acetylierung des nukleären Proteins 

Ku70 bei gleichzeitiger Verminderung der Sirt1-Proteinmenge im Nukleus beobachtet werden sowie 

eine vermehrte Acetylierung von p53 im Nukleus. Diese Versuche legen nahe, dass die verminderte 

Sirt1-Konzentration im Nukleus auch in humanen Zellen einen pro-apoptotischen Effekt haben 

könnte, was in Apoptose-, Proliferations- und Migrationsstudien weiter untersucht werden müsste. 

Dass eine Erhöhung der Acetylierung von p53 und Ku70 zu einer vermehrten Schädigung von Zellen 

und damit zu einer erhöhten Apoptoserate führt, ist aus vielen Studien bekannt.99,100,176,177  



   

 

70 

 

 

Um einen verminderten Schutz der DNA nach Stimulation mit E2 in humanen Makrophagen 

nachzuweisen, könnte immunhistochemische Färbung von 8-Oxo-Guanin vorgenommen werden. 

Durch freie Hydroxylradikale von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) können alle DNA-Basen 

oxidiert werden. Guanin ist wegen seines niedrigen Redoxpotentials besonders anfällig für 

Modifikationen.178  

Studien von Lee et al. konnten eine Absenkung der Sirt1-Proteinmenge nach Behandlung mit E2 in 

Gefäßmuskelzellen der Ratte nachweisen sowie einen Effekt von E2 auf die Apoptose, Proliferation 

und Migration. 95 Der Sirt1-Aktivator Resveratrol war in der Lage, alle diese Effekte rückgängig zu 

machen, was deutlich macht, dass eine Behandlung mit E2 die Vorgänge in der Zelle durch eine 

Regulation von Sirt1 steuert.95   

Um zu beweisen, dass die beobachteten Reaktionen Sirt1-abhängig sind, wäre ein Knockdown mit 

Small interfering RNA (siRNA) oder Small-hairpin-RNA (shRNA) nötig.179,180 Sollte sich keine oder 

nur eine teilweise Aufhebung der Effekte zeigen, wären weitere Versuche nötig, denn auch andere 

Deacetylasen können im Prozess der Acetylierung und Deacetylierung der Sirt1-Zielproteine eine 

Rolle spielen. Der Einfluss dieser Proteine müsste genauer untersucht werden. Beispielsweise 

konnten Studien von Gong et al. zeigen, dass eine Inhibition von Histondeacetylasen zu einer 

vermehrten Acetylierung von Ku70 führt und über einen Bax-vermittelten Signalweg eine wichtige 

Rolle bei der Induzierung des programmierten Zelltodes spielt.99 Auch die Acetylierung von p53 wird 

außer durch Sirt1 auch durch andere Histondeacetylasen und Histonacetyltransferase 

beeinflusst.67,71,139,181,182 Um die in dieser Arbeit erforschten Prozesse der Interaktion von E2 und 

Sirt1 in humanen Makrophagen besser zu verstehen, sind weitere Versuche zu den anderen 

Deacetylasen vonnöten.  

Ob die Erhöhung der NFκB-p65-Reaktion in männlichen Makrophagen ein direkter Effekt von E2 ist 

oder ob Sirt1 hier eine Rolle spielt, muss in weiteren Experimenten geklärt werden. Um die E2-

vermittelten Auswirkungen der Sirt1-Menge auf die Aktivität von NFκB zu ergründen, wäre eine 

Messung der Sirt1-vermittelten Acetylierung von NFκB-p65 nötig. Auch hier wäre im Folgenden ein 

Knockdown mit Small interfering RNA (siRNA) oder Small-hairpin-RNA (shRNA) durchzuführen. 

Um den entzündlichen Zustand der männlichen Makrophagen nachzuweisen, wäre weiterhin die 

Messung der NFκB vermittelten Entzündungsmediatoren (bspw. COX-2, IL-6 oder MCP-1) 

anzuraten. Auch eine Messung des NFκB-Inhibitors IκBa zur Bestimmung des Sirt1-Einflusses wäre 

denkbar. Eine Erhöhung der Sirt1-Aktivität im Tiermodell führt zu einer Senkung der Proteinmenge 
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der p65-Untereinheit des NFκB-Komplexes, da Sirt1 NFκB-p65 deacetyliert und somit für dessen 

Abbau sorgt.101  

Eine Differenzierung anhand des Alters und der Zyklusphase ist in der vorliegenden Arbeit nicht 

erfolgt. Der Vergleich einer prämenopausalen Gruppe (18-45 Jahre) mit einer postmenopausalen 

Gruppe (65-75 Jahre) wäre ein guter Ansatzpunkt für weitere Studien. Auch eine differenzierte 

Betrachtung der Zyklusphase der prämenopausalen Frauen und die Bestimmung des Östrogen-Levels 

in der prämenopausalen Gruppe wären möglich.  

Eine Übertragung der Erkenntnisse auf die klinische Forschung wäre durch in vivo und in vitro-

Studien an kranken Individuen möglich. Interessant wäre es beispielsweise, die Effekte von E2 auf 

die Entzündungsprozesse im Rahmen der Atherogenese zu untersuchen. Im Blutkreislauf 

zirkulierende Makrophagen sind nur eine der vielen Zellarten, die einen Einfluss auf die 

Atherogenese haben. Studien von Gorenne et al. an humanen atherosklerothischen Plaques und 

normalen Gefäßen konnten zeigen, dass die Menge des Proteins Sirt1 in humanen atherosklerotischen 

Plaques und in seneszenten glatten Gefäßmuskelzellen reduziert ist.183,184 Studien von Chan et al. 

konnten in primären humanen Monozyten von alten Patienten mit KHK eine Sirt1-Erniedrigung 

beobachten, wobei keine differenzierte Betrachtung nach dem Geschlecht erfolgte, die p53-

Acetylierung war erhöht.185  

Um einen isolierten Einfluss von E2 auf die Immunkomponente in der Atherogenese zu untersuchen, 

müssten Patienten untersucht werden, die eine Verkalkung der Gefäße aufweisen, ohne gleichzeitig 

unter Einfluss der klassischen Faktoren des metabolischen Syndroms zu stehen, wie beispielsweise 

Adipositas, Bluthochdruck und Diabetes mellitus. Zudem müssten erbliche Komponenten 

ausgeschlossen werden.  

4.8 Schlussfolgerung 

Die vorliegende Arbeit und die Studien, die aus dieser Arbeit noch folgen werden, könnten das 

Verständnis der Interaktion zwischen der Aktivierung des Östrogenrezeptors und der NAD+-

abhängigen Deacetylase Sirt1 verbessern. Denkbar wäre zukünftig die Entwicklung eines 

pharmakologischen Targets, das die Sirt1-Aktivität beeinflusst und somit vor Herz-Kreislauf-

Erkrankungen schützt. 

Das Absenken des Sirt1-Levels unter Behandlung mit E2 und die damit verbundenen Einbußen in 

der Funktionalität von humanen Makrophagen weisen auf eine potentiell schädliche Wirkung des E2 
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auf die Gefäßgesundheit hin. Ein Unterschied in der Behandlung mit E2 zwischen Männern und 

Frauen konnte hier jedoch nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse können den negativen 

Einfluss einer Östrogen-Ersatz-Therapie auf kardiovaskuläre Erkrankungen teilweise erklären, wie 

er in zahlreichen anderen klinischen Studien nachgewiesen werden konnte. Des Weiteren stützen die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Teil die in vielen Tierversuchen und einigen humanen 

Studien erhobenen Effekte von E2 auf die Sirt1-Proteinmenge.88,95,129  

Mit den durchgeführten Experimenten in humanen Makrophagen konnte der Einfluss von E2 auf die 

Menge des Proteins Sirt1 und des Gehaltes der Sirt1-Zielproteine genauer beschrieben werden. Das 

Verständnis der Interaktion von E2 und Sirt1 in humanen Makrophagen ist ein wichtiger Schritt zum 

besseren Verständnis der Effekte von E2 und Östrogen-Ersatz-Therapie auf die Entstehung von 

Atherosklerose und die Gefäßgesundheit. Dies könnte zu einer Optimierung der 

Hormonersatztherapie postmenopausaler Frauen einen wichtigen Beitrag leisten.  
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6 Anhang 

6.1 Eidesstattliche Versicherung  

 

„Ich, Anne Breiter, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige Unterschrift, dass ich die 

vorgelegte Dissertation mit dem Thema: Die Effekte von Östrogen auf den Proteingehalt, die 

Lokalisation und Funktion von Sirt1 in humanen Makrophagen / The effects of estrogen on protein 

amount, localization and function of Sirt1 in human macrophages selbstständig und ohne nicht 

offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel 

genutzt habe. 

Alle Stellen, die wörtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vorträgen anderer 

Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu 

Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und 

Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir verantwortet. 

 

[Für den Fall, dass Sie die Forschung für Ihre Promotion ganz oder teilweise in Gruppenarbeit 

durchgeführt haben:] Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen 

generierten Daten, Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen 

eigenen Beitrag sowie die Beiträge anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe (siehe 

Anteilserklärung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt oder verwendet wurden, 

habe ich korrekt kenntlich gemacht. 

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der 

untenstehenden gemeinsamen Erklärung mit dem/der Erstbetreuer/in, angegeben sind. Für sämtliche 

im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE 

(International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten. 

Ich erkläre ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité – Universitätsmedizin Berlin 

zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte. 

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in ähnlicher Form bereits 

an einer anderen Fakultät eingereicht habe. 

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer unwahren 

eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt und bewusst.“  
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6.2 Lebenslauf      
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6.5 Ponceau-Daten und Original Membranen  

 

Effekte der ER-Aktivierung auf die Sirt1-Proteinmenge in M1-differenzierten primären 

humanen Makrophagen  

 

     M1 ♀      M1 ♀   

 

A.     

 

M1 ♂       M1 ♂ 

 

B.    
    
 
Abbildung 21. Sirt1-Proteinmenge in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen. Vergleich der 

Normalisierung auf verschiedene Housekeeping-Proteine: Tubulin und Normalisierung auf Ponceau S. 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle 

 

A. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=13, p > 0,05). 

B. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=13, p > 0,05). 
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Globale Proteinacetylierung mittels Acetylierung der Lysinreste 

   M1 ♀      M1 ♀   

A.   

M1 ♂       M1 ♂ 

B.  

        

Abbildung 22. Proteinmenge von AcLysin in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen. 

Vergleich der Normalisierung auf verschiedene Housekeeping-Proteine: Tubulin und Normalisierung auf Ponceau S. 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle 

 

A. Statistische Analyse der Proteinmenge von AcLysin in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=9, p > 0,05 bei Tubulin und bei Ponceau S). 

B. Statistische Analyse der Proteinmenge von AcLysin in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h) , normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=6 bei Tubulin, n=5 bei Ponceau S, p > 0,05). 
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Einfluss der Behandlung mit E2 auf die Proteinmenge der p65-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors NFκB 

 

   M1 ♀      M1 ♀  

A.   

M1 ♂       M1 ♂ 

B.  

      

Abbildung 23. Proteinmenge von NFκB-p65 in humanen primären weiblichen und männlichen M1-Makrophagen. 

Vergleich der Normalisierung auf verschiedene Housekeeping-Proteine: Tubulin und Normalisierung auf Ponceau S. 

E2 = 17-β-Estradiol, Vehikel = Dextrin-Kontrolle  

 

A. Statistische Analyse der Proteinmenge von NFκB-p65 in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

weiblichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, p > 0,05 bei Tubulin und bei Ponceau S). 

B. Statistische Analyse der Proteinmenge von NFκB-p65 in M1-polarisierten primären humanen Makrophagen aus 

männlichen Individuen, stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Tubulin und Ponceau S. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± Standardabweichung (n=7, ***p < 0,001 bei Tubulin und bei Ponceau S). 
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Effekte der ER-Aktivierung auf die Sirt1-Proteinmenge im Vollzellysat, der nukleären und 

nukleusfreien Fraktion von THP1-Makrophagen  

  FCL      

A.    

Nukleus  

B.   

  Nukleusfreie Fraktion 

C.   

Abbildung 24. Sirt1-Proteinmenge in THP1-Makrophagen. 

A. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 (10 

nmol/L, 24 h), normalisiert auf GAPDH und Ponceau. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (p > 0,05 und 

n=6 für GAPDH; p > 0,05 und n=5 für Ponceau, da ein Individuum nicht auswertbar im Ponceau-Bild). 
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B. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in der Nukleusfraktion der THP1-Makrophagen, stimuliert mit 

E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf Lamin B1 und Ponceau. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=8, 

**p < 0,001). 

C. Statistische Analyse der relativen Sirt1-Proteinmenge in der nukleusfreien Fraktion der THP1-Makrophagen, 

stimuliert mit E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf GAPDH und Ponceau. Gezeigt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung (n=6, p > 0,05). 

 

Effekte der ER-Aktivierung auf die globale Proteinacetylierung mittels Acetylierung von Lysin 

in der nukleusfreien Fraktion und im Vollzellysat von THP1-Makrophagen  

   FCL           

A.  

 

Nukleusfreie Fraktion 

B.     

 

Abbildung 25. Globale Proteinacetylierung mittels Acetylierung von Lysin in THP1-Makrophagen. 

A. Statistische Analyse der Acetylierung von Lysin im Vollzelllysat von THP1-Makrophagen, stimuliert mit E2 (10 

nmol/L, 24 h), normalisiert auf GAPDH und Ponceau. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6 und p > 0,05 

für GAPDH; n=4 und p > 0,05 für GAPDH, da 2 Individuen nicht auswertbar im Ponceau-Bild). 

B. Statistische Analyse der Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien Fraktion der THP1-Makrophagen, stimuliert mit 

E2 (10 nmol/L, 24 h), normalisiert auf GAPDH und Ponceau. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardabweichung (n=6, **p 

< 0,001 bei GAPDH und bei Ponceau). 
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Vollständige Western-Blot-Membranen 

 

Östrogen-Rezeptoren in primären humanen Makrophagen 
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Phosphorylierung von ERK nach Behandlung mit E2 
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Sirt1-Proteinmenge, M1-differenzierte primären humanen Makrophagen  
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Acetylierung der Lysinreste, M1-differenzierte primären humanen Makrophagen  
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Acetylierung von p53, M1-differenzierte primären humanen Makrophagen  
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Acetylierung von Ku70, M1-differenzierte primären humanen Makrophagen  
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Proteinmenge der p65-Untereinheit des NFκB, M1-differenzierte primären humanen 

Makrophagen 
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Nachweis der Isolation von reinen intakten Kernen und der nukleusfreien Fraktion aus THP1-

Zellen 
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Sirt1-Proteinmenge in der nukleären und nukleusfreien Fraktion sowie im Vollzelllysat von 

THP1-Makrophagen 

 
 



   

 

107 

 

 

 
 
  



   

 

108 

 

 

 

  



   

 

109 

 

 

 

Acetylierung von Lysin in der nukleusfreien Fraktion und im Vollzelllysat von THP1-

Makrophagen  
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Acetylierung von Ku70 in der nukleären Fraktion und im Vollzellysat von THP1-Makrophagen 
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