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1. Einleitung 

 

1.1. Allgemeines 

 

1.1.1. Das Immunsystem 

 

Ein wichtiges Fachgebiet der humanmedizinischen Wissenschaft ist die Immunologie, die 

Lehre des menschlichen Abwehrsystems. Eine wichtige Rolle dabei spielen chemische Boten-

stoffe, so genannte Zytokine, die von verschiedenen Zellen gebildet werden, und eine wichti-

ge Schlüsselrolle bei der Vermittlung, Steuerung und Unterdrückung von Entzündungsme-

chanismen haben. 

Bei den Reaktionen des Immunsystems unterscheidet man zwischen spezifischen, gegen be-

stimmte Antigene gerichteten (adaptive immunity), und unspezifischen Aktionen, die dem 

allgemeinen Schutz und der Vorbeugung von Infektionen dienen (innate immunity). Des Wei-

teren unterscheidet man zwischen zellvermittelter und humoraler Abwehr. Eine zentrale Stel-

lung bei der Initiierung und Steuerung nimmt die T-Helfer-Zelle ein. Je nach Art der Antwort 

unterscheidet man zwischen einer T-Helfer-1 (Th1)- und einer T-Helfer-2 (Th2)-Reaktion 

(1,2). Die Th1-Antwort dient der Aktivierung zellvermittelter Immunabwehr. Als wichtigste 

Zytokine sind hier Interleukin (IL)-12 und Interferon gamma (IFNγ) zu nennen (3,4). Bei der 

Th2-Antwort steht die Aktivierung von B-Zellen mit der Bildung von Antikörpern und somit 

des Aufbaus einer humoralen Immunantwort im Vordergrund. Wichtigstes Zytokin im Rah-

men der Th2-Differenzierung der T-Helfer-Zelle ist das IL-4 (4,5). Als Hinweis, ob eine Än-

derung der T-Zell-Differenzierung vorliegt, kann das Verhältnis von IFNγ zu IL-4 bestimmt 

werden, da diese beiden Zytokine eine Schlüsselrolle bei der Entstehung der T-Zell-

Subpopulationen zu haben scheinen (2,3,5). Als weitere wichtige Zytokine sind TNFα als 

wichtiger Marker für die Makrophagenaktivität und als Zeichen einer lokalen Entzündungsre-
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aktion (6,7), IL-2 als von T-Zellen autokrin sezernierter Wachstumsfaktor (8), IL-6 als T-Zell- 

und Makrophagen-sezerniertes Akute-Phase-Interleukin und IL-10 als Makrophageninhibitor 

und entzündungshemmendes Zytokin (9) zu nennen(10). 

Die Quantifizierung der verschiedenen Zytokine gelingt in vitro mit Hilfe der ELISA (enzy-

me-linked-immunosorbent-assay)-Technik. 

 

1.1.2. Kortisol und seine Wirkung 

 

Kortisol ist ein körpereigenes Hormon, sein Produktionsort ist die Nebennierenrinde. Die 

Ausschüttung dieses Hormons unterliegt dabei einem strengen Regelkreis. Mittels Hypotha-

lamus und Hypophyse wird adrenokortikotropes Hormon (ACTH) freigesetzt, welches als 

Stimulus für die Kortisolsekretion dient. Kortisol wirkt im Sinne eines negativen Regelkreises  

hemmend auf Hypothalamus und Hypophyse. Die normale Serumkonzentration für Kortisol 

liegt tageszeitabhängig zwischen 0.14 und 0.69 µmol/l (11). 

 

 

Abbildung  1: Strukturformel des Kortisol. 

H Wasserstoff, O Sauerstoff. 

 

Der Wirkmechanismus des Kortisol ist seit mehreren Jahrzehnten im Mittelpunkt intensiver 

Forschungsarbeit. Der „klassische“ Wirkmechanismus umfasst dabei einen Transkriptions-
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vorgang auf DNA-Ebene (12,13). Hierbei passiert das lipophile Molekül die Zellmembran 

und bindet an den ubiquitär exprimierten zytosolischen humanen Glukokortikoidrezeptor 

(hGR). Nach Dissoziation diverser heat shock-Proteine (HSP) interagiert der hGR als Dimer 

direkt mit bestimmten DNA-Regionen und beeinflusst die Transkription (14-17). Nach ent-

sprechender Translation liegen bestimmte Proteine vor, die ihre jeweiligen Wirkungen entfal-

ten können. Als Beispiele sind Proteine der Annexin-Familie (z.B. Lipokortin-1 mit besonde-

rer Bedeutung für die Entzündungshemmung) (18), Endonukleasen, neutrale Endopeptidasen 

und Angiotensin-konvertierendes-Enzym zu nennen. Auf demselben Wege der DNA-Bindung 

kommt es auch zur Inhibition der Transkription bestimmter Genabschnitte. Dadurch kommt 

es zur verminderten Synthese diverser Zytokine wie dem TNFα, dem IL-2,  IL-6 (19), sowie 

der Stickstoffmonoxyd (NO)-Synthetase  und der Cyclooxygenase 2 (COX2) über eine Hem-

mung des nukleären Faktors κB (NF-κB) (20,21). Glukokortikoide scheinen auch eine Ver-

schiebung des Th1/Th2-Verhältnisses zugunsten einer Th2-Immunantwort zu bewirken (22). 

Darüber hinaus werden Effekte auf mRNA-Stabilität und –Translation diskutiert (23,24). 

Es gibt zudem Hinweise, dass direkte Membraninteraktionen des Kortisol zur Wirkung bei-

tragen und insbesondere den schnellen Wirkungseintritt erklären können (25,26). Es wurden 

darüber hinaus membrangebundene Glukokortikoidrezeptoren (mGCR) nachgewiesen (27), 

die ebenfalls für schnelle Glukokortikoideffekte in Frage kommen. 

 

1.1.3. Der humane Glukokortikoidrezeptor 

 

Der hGR ist ein Polypeptid und kommt hauptsächlich in 2 Isoformen vor. Der hGRα besteht 

aus 777 Aminosäuren (98kD) und ist maßgeblich für die Wirkung verantwortlich (17,28). Der 

hGRβ besteht aus 742 Aminosäuren (94kD), von denen die ersten 727 identisch mit dem 

hGRα sind. Er ist nicht in der Lage Kortisol zu binden, und somit eine Wirkung zu entfalten 

(28-30). Der hGRβ kann als Gegenspieler zum aktiven hGRα betrachtet werden, da er die 
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Aktivität dessen kompetitiv zu hemmen scheint (28-31). Andererseits gibt es aber auch wider-

sprüchliche Ergebnisse (32), so dass die genaue Bedeutung des hGRβ  noch unklar ist. Des 

Weiteren konnte bis jetzt auch ein hGRγ identifiziert werden, der ebenfalls die hGRα-

Aktivität zu hemmen scheint und im Gewebe zu einem relativ hohen Prozentsatz exprimiert 

wird (33). 

Der Nachweis der unterschiedlichen Subtypen ist mit einem hohen methodischen Aufwand 

verbunden. Zum Nachweis des Gesamt-hGR dagegen gibt es bewährte Protokolle (34). 

Der zytosolische hGRα interagiert nach Kortisolbindung, HSP-Dissoziation und Dimerisie-

rung an bestimmte DNA-Domänen, sogenannte glucocorticoid responsive elements (GRE), 

und führt zur Transkription bestimmter Genabschnitte (14,17,28). Daneben kommt es zu In-

teraktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie dem AP-1 oder dem NF-κB, was in die-

sem Fall zu einer Verminderung der Transkription (z.B. proinflammatorischer Komponenten) 

führt (20,21,35). 

Es konnte nachgewiesen werden, dass der hGRβ in entzündlichem Milieu im Vergleich zum 

hGRα stärker exprimiert wird (36,37), und offensichtlich in entzündlichem Kontext zu einer 

geringeren Apoptoserate von neutrophilen Granulozyten unter Glukokortikoidtherapie führt 

(36). 
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Abbildung 2: Darstellung der Interaktion des dimerisierten hGR mit der DNA. 

Die rote und blaue Polypeptidstruktur (rechts im Bild) entsprechen jeweils einem Ste-

roidrezeptor, die gelben Punkte entsprechen zentralen Zinkatomen, die gelbe Doppel-

helix auf der linken Bildseite stellt die menschliche  DNA dar. 

 

1.1.4. Testosteron und 17β-Östradiol 

 

Das männliche Geschlechtshormon Testosteron ist ein Steroid mit einem Molekulargewicht 

von 288D und wird körpereigen sowohl in der Nebennierenrinde (hier nur zu etwa 3% der 

Gesamtmenge bei Männern) als auch von den Leydig-Zellen des männlichen Hodens produ-

ziert. Die Regulation erfolgt auch hier über einen komplexen Regelkreis, in welchen Hypotha-

lamus und Hypophyse integriert sind. Die normalen Plasmaspiegel liegen beim Mann bei 10 

bis 35 nmol/l, bei der Frau bei etwa 0,7 bis 3,5 nmol/l (11). Im peripheren Gewebe erfolgt 

eine Umwandlung in die wirkungsstärkere Form 5α-Dihydrotestosteron. Die Wirkung auf 
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zellulärer Ebene ist ebenfalls komplex und erfolgt über einen weiteren Rezeptor der Steroid-

familie, den Androgenrezeptor. Dieser Rezeptor weist Strukturähnlichkeiten zum hGR auf, er 

liegt ebenfalls im Zytoplasma vor, und bindet nach Hormonbindung und Translokation in den 

Zellkern an bestimmte Genabschnitte (16,38,39). Neben geschlechtsspezifischen Wirkungen 

kommt es zu allgemein anabolen Effekten (11). 

 

Abbildung 3: Strukturformel des Testosterons. 

H Wasserstoff, O Sauerstoff. 

 

Das weibliche Geschlechtshormon 17β-Östradiol (E2) ist ebenfalls ein Steroidhormon (272D 

Molekulargewicht) und wird über einen hypothalamisch-hypophysären Regelkreis gesteuert. 

Die Bildung erfolgt in den Ovarien und der Nebennierenrinde. Die physiologischen Plas-

maspiegel liegen bei der Frau zyklusabhängig zwischen 0.1 (Follikelphase) und 1 nmol/l (Lu-

tealphase und Ovulation), bei Schwangerschaft bis zu etwa 10 nmol/l. Beim Mann finden sich 

Werte um 0.04 bis 0.1 nmol/l (11). E2  bindet an einen weiteren zytosolischen Rezeptor aus 

der Steroidrezeptor-Superfamilie, dem Östrogenrezeptor (ER), der aus 595 Aminosäuren be-

steht und ebenfalls eine ausgeprägte Homologie zum hGR aufweist. Beim Östrogenrezeptor 

gibt es 2 Subtypen, den ERα und den ERβ. Der Wirkmechanismus ist dem des Androgenre-

zeptors und des hGR eng verwandt (16,38). Neben zyklusabhängigen Effekten auf die weibli-

chen Fortpflanzungsorgane besitzt es leichte proteinanabole Wirkungen auf die übrigen Kör-

pergewebe (11). 
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Abbildung 4: Strukturformel des 17β-Östradiol 

H Wasserstoff, O Sauerstoff. 

 

1.2. Die Bedeutung von Testosteron und 17β-Östradiol auf das Immunsystem 

 

Der Bedeutung der geschlechtsspezifischen Hormone auf die Funktionen des Immunsystems 

ist besonderes Interesse zu widmen. Die Tatsache, dass die meisten Autoimmunkrankheiten 

ein Geschlechtsverhältnis von deutlich mehr Frauen zu Männern aufweisen, spricht für eine 

mögliche Rolle der hormonellen Einflüsse auf die Pathogenese und wird seit Jahren in zahl-

reichen Übersichtsarbeiten diskutiert (40-48). 

 

Tabelle 1: Zahlenverhältnis erkrankter Frauen zu Männern bei Autoimmunkrankheiten 

(45). 

Krankheit Verhältnis Frau:Mann 
Multiple Sklerose 2,5:1 
Rheumatoide Arthritis 3:1 
Morbus Addison 4:1 
Thrombozytopenische Purpura 4:1 
Takayasu Arteriitis 6-7:1 
Hashimoto Thyreoiditis 10:1 
Systemischer Lupus erythematodes 10:1 
Sjögren Syndrom 12:1 
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Darüber hinaus gibt es zahlreiche Therapieansätze bei Autoimmunerkrankungen, beispiels-

weise bei der rheumatoiden Arthritis, die auf einer Hormonsubstitution beruhen (47,49,50). 

Hierbei wird die Erkenntnis genutzt, dass ältere Menschen nicht mehr ausreichend hohe 

Plasmahormonspiegel haben (51), beziehungsweise, dass diese unter dem negativen Einfluss 

chronischer Entzündungen inadäquat niedrig sind (52-54). Ebenso konnte der Nutzen einer 

Substitution mit einer Hormonvorläufersubstanz, dem Dehydroepiandrosteron (DHEA) ge-

zeigt werden (55,56).  

 

1.2.1. Die Wirkung der Androgene 

 

Unter experimentellen Bedingungen konnte nachgewiesen werden, dass Androgene sowohl 

auf die unterschiedlichen Immunzellpopulationen als auch auf die Zytokinsekretion einen 

Einfluss haben. Man beobachtete eine Zunahme der Aktivität der CD8 positiven zytotoxi-

schen T-Zellen und Suppressor-T-Zellen, sowie eine Abnahme der peripheren B-Zellen und 

deren Antikörperproduktion (57,58). Des Weiteren konnte eine Abnahme vieler Zytokine 

beobachtet werden, des IL-1, IL-2, IL-4 und des IFNγ (59-63). Darüber hinaus scheinen An-

drogene T- und B-Zell-vermittelte Autoimmunkrankheiten günstig zu beeinflussen (46,47,63). 

Interessant in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass bis dato keine Androgenrezepto-

ren auf peripheren Lymphozyten gefunden werden konnten, jedoch auf humanen Thymozyten 

(64,65). 

 

1.2.2. Die Wirkung der Östrogene 

 

Östrogene scheinen unter experimentellen Bedingungen mitogeninduzierte T-Zell-Antworten, 

sowie die Aktivität von zytotoxischen T-Zellen und Suppressor-T-Zellen zu hemmen, dage-

gen die B-Zell-Aktivität zu steigern (66,67). Die Antikörperproduktion der B-Zellen konnte 
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ebenfalls gesteigert werden (63). Bezüglich der Zytokinsekretion fand sich ein Ansteigen der 

IL-1-, IL-2-, IL-4- und der IFNγ-Spiegel, dagegen ein Absinken des IL-6 (63,65,68-70). Es 

konnten Östrogenrezeptoren in humanen Synovialmakrophagen, peripheren CD8-positiven 

Lymphozyten, jedoch nicht in T-Helfer-Zellen nachgewiesen werden (64,71,72). Die Wir-

kung der Östrogene ist von vielerlei Faktoren abhängig (48). Erwähnt werden hierzu die Art 

der Immunstimulierung, die beteiligten Zelltypen (beispielsweise B- versus T-Zelle), das 

Zielgewebe mit seinem lokalen Milieu, der Zeitpunkt der Entzündungsreaktion (Frühphase 

versus Spätphase), die lokalen Östrogenkonzentrationen, die Unterschiede bei der Expression 

der Rezeptorsubtypen (ERα und ERβ), und die intrazelluläre Östrogenmetabolisierung (48). 

 

1.3. Mögliche Hypothesen zur Interaktion Testosteron/17β-Östradiol und Kortisol 

 

Zusammenfassend kann man feststellen, dass Androgene einen hemmenden Effekt auf  die T- 

und B-Zell-Funktion, sowie auf Th1- und Th2-Zytokine, Östrogene dagegen nur eine Hem-

mung der T-Zell-Funktion, im Gegensatz dazu jedoch eine Steigerung der B-Zell-Aktivität 

und der Th1- und Th2-spezifischen Zytokine zu bewirken scheinen. 

Des Weiteren fanden sich unterschiedliche Ansprechverhalten der Hypothalamus-

Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) in Hinsicht auf die Kortisolsekretion. 

Androgene scheinen das Ansprechverhalten der HPA-Achse im Tierexperiment zu hemmen 

und zu einer Verminderung der Plasmakortisolsekretion zu führen (73-77), Östrogene steiger-

ten dagegen tierexperimell die HPA-Achsen-Sensitivität bei chronischen Entzündungen 

(73,78-80), beziehungsweise senkten sie bei proentzündlichen Stimuli (81,82). Entsprechende 

Ergebnisse fanden sich auch beim Menschen: Östrogene scheinen die Kortisolausschüttung zu 

steigern (83-87), beziehungsweise unter proentzündlichem Stimulus zu senken, ebenso wie 

die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine nach Endotoxingabe (88). Androgene im Ge-
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gensatz hierzu senkten die Plasmakortisolspiegel beim Menschen (89) und verbessern offen-

sichtlich das Ansprechverhalten proinflammatorischer Zytokine auf Kortisol (90,91). 

Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch weitgehend ungeklärt. Man fand im Hypotha-

lamus eine Steigerung der CRH-mRNA unter Östrogeneinfluss (92), was einer Steigerung der 

Achsenfunktion entsprechen würde. Die Androgenwirkung scheint sich zum Teil durch eine 

Steigerung des Kortisoleffekts im Rahmen des Rückkoppelungsmechanismus auf Hypothala-

mus und Hypophyse zu erklären (76).  

Grundsätzlich sind mehrere Mechanismen denkbar, um eine Interaktion zwischen Ge-

schlechtshormonen und Kortisol zu erklären. Zunächst ist zu erwähnen, dass in den meisten 

Immunzellen Rezeptoren für alle 3 Hormone vorhanden sind, außer dem Androgenrezeptor in 

peripheren Lymphozyten (64,65,72), so dass auf jeden Fall direkte Effekte dieser Hormone 

erwarten werden könnten. Des Weiteren gibt es deutliche Rezeptorhomologien für den hGR, 

Östrogen- und Androgenrezeptor (16), so dass auch hier eine mögliche Interaktion bei der 

weiteren Signalverarbeitung denkbar wäre. Mögliche synergistische Effekte ließen sich auch 

durch ähnliche intrazelluläre Koaktivierungen oder Hemmungen von NF-κB , AP-1 oder an-

deren Transkriptionsfaktoren durch die entsprechenden Hormonrezeptoren erklären 

(20,21,93,94). Darüber hinaus wären mögliche Veränderungen der Rezeptorenzahl, des Re-

zeptortyps und damit des Ansprechverhaltens ein möglicher Erklärungsansatz. 
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1.4. Zielsetzung der Dissertation 

 

1. Die Charakterisierung der Interaktionen zwischen jeweils Testosteron als wichtigstem 

Androgen oder E2 als wichtigstem Vertreter der Östrogene beim Menschen auf der ei-

nen Seite und Kortisol auf der anderen Seite in vitro anhand der Quantifizierung von 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ und TNFα.  

2. Verifizierung einer der möglichen Hypothesen der Interaktion, die Testosteron- bezie-

hungsweise E2-abhängige Regulation des hGR, mittels direkten Nachweises des hGR. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Die Vollblutkultur 

 

Die erste Überlegung war, die Experimente mit Vollblutkulturen durchzuführen. Grundsätz-

lich sollte vermieden werden, durch den Vorgang der Trennung der Leukozyten von den an-

deren Blutbestandteilen Subpopulationen von Leukozyten zu erhalten. Eine Selektion könnte 

sich auf das Ergebnis der Messungen auswirken. Des Weiteren mag ein solcher Vorgang be-

reits Einflüsse auf Leukozyten haben, denkbar wären mechanische sowie chemische Reize 

durch wiederholte Zentrifugation und Ersatz des „gewohnten“ Mediums, beziehungsweise 

eventuelle Lyseverfahren. Darüber hinaus sollten die Experimente in einem möglichst physio-

logischen Umfeld erfolgen, also bei Vorhandensein der anderen korpuskulären Blutbestand-

teile sowie des Blutplasmas. 

Als Probanden wurden ausschließlich männliche Versuchspersonen verwendet, um einerseits 

hormonelle Schwankungen zu vermeiden und um andererseits keine zyklusabhängigen Unre-

gelmäßigkeiten bei der Zytokinproduktion zu riskieren (95). Es wurden für die Zytokinmes-

sungen insgesamt 5 (Alter von 24 bis 40 Jahren), für die Messung des hGR insgesamt 15 (Al-

ter ebenfalls von 24 bis 40 Jahren) gesunde männliche Probanden herangezogen. Nach Erklä-

rung des Vorhabens und einer kurzen Befragung nach Gesundheitszustand und eventueller 

Hormon- oder Medikamenteneinnahme (Ausschlußkriterium) willigten alle Probanden zur 

Blutentnahme ein.  

Der Entnahmezeitpunkt des Bluts war zwischen 9 und 10 Uhr morgens (MESZ), um mögliche 

zirkadiane Effekte, vor allem des körpereigenen Kortisol zu unterbinden, was sowohl einen 

Einfluss auf die Zytokinsekretion, als auch auf die Zahl der peripheren Leukozyten hätte ha-

ben können (96,97). Die Blutentnahme erfolgte mittels vorheparinisierter Röhrchen. Das ent-

nommene Material wurde sofort weiterverarbeitet. 
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2.1.1. Verwendete Materialien 

 

Als Medium wurde serumfreies RPMI 1640 ohne Phenolrot (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

verwendet, da bereits frühere Untersuchungen zu dem Ergebnis geführt hatten, dass Phenolrot 

wie auch andere Phenole einen östrogenähnlichen Effekt haben können (98-100), wobei es zu 

diesem Thema auch widerlegende Untersuchungen gibt (101). Ebenso wären unerwünschte 

Effekte durch im Serum oder FCS enthaltene Hormone denkbar. Aus ähnlicher Überlegung 

und aus der Tatsache heraus, dass die Kulturzeiten relativ kurz waren (maximal 48 Stunden), 

wurde auf die Zugabe von Antibiotika und fungiziden Mitteln verzichtet. Die Kultur für die 

Zytokinmessung erfolgte in 48-Well-Platten (Becton Dickinson, New Jersey, USA). 

 

2.1.2. Mengenverhältnisse und Stimulation 

 

Anhand multipler Vorversuche konnten bestimmte „optimale“ Vollblutvolumina in Hinsicht 

auf die Zytokinsekretion ermittelt werden. Ebenso wurde die Art der Stimulation (Concanava-

lin A (ConA) für IL-2, IL-4, IL-10, IFNγ und TNFα; LPS für IL-6) und die Konzentration der 

stimulierenden Substanzen (100µg/ml für ConA und 0,5ng/ml für LPS) ermittelt. Darüber 

hinaus ergaben sich unterschiedliche Stimulationszeiträume für die unterschiedlichen Zytoki-

ne (12h für IL-6, IL-10 und TNFα; 24h für IL-2, IL-4 und IFNγ). Die folgende Tabelle gibt 

den Überblick: 
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Tabelle 2: Vollblutvolumina, Stimulation und Stimulationszeit für die gemessenen Zy-

tokine. IL Interleukin, IFN Interferon, TNF Tumor-Nekrose-Faktor, ConA Concana-

valin A, LPS Lipopolysaccharid 

 

Zytokin Vollblutvolumen [µl] Stimulation Stimulationszeit [h] 

IL-2 100 ConA 100µg/ml 24 

IL-4 100 ConA 100µg/ml 24 

IL-6 25 LPS   0,5 ng/ml 12 

IL-10 100 ConA 100µg/ml 12 

IFNγ 100 ConA 100µg/ml 24 

TNFα 100 ConA 100µg/ml 12 
 
 

2.1.3. Hormonkonzentrationen 

 

Eine 24-stündige Vorinkubation der Kulturen erfolgte vor der Stimulation mit LPS/ConA und 

der Zugabe von Kortisol beziehungsweise Trägersubstanz (als Lösungsmittel für Kortisol, 

hier Benzylalkohol (BA)) mit Testosteron, 17β-Östradiol beziehungsweise ausschließlich BA 

als Trägersubstanz für diese beiden Hormone, in jeweils dreifachem Ansatz. Die verwendeten 

Konzentrationen sollten dabei das physiologische Spektrum widerspiegeln (11): Testosteron 

wurde in den Konzentrationen 10-7 und 10-8 mol/l, E2 in den Konzentrationen 10-8, 10-9 und 

10-10 mol/l verwendet. 

 

2.1.4. Zeitliche Verläufe 

 

Nach der 24-stündigen Vorinkubation mit Hormon beziehungsweise BA erfolgte die Zugabe 

von Kortisol in der Konzentration 10-6 mol/l, beziehungsweise BA als Kontrolle. Diese Korti-

solkonzentration ergab sich aus Vorversuchen und stellte die Konzentration mit der halbma-

ximalen Wirkung dar, ebenso entspricht dies einer hohen physiologischen Konzentration (11). 
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Des Weiteren erfolgte obig genannte Stimulation mit 0,5ng/ml LPS, beziehungsweise 

100µg/ml ConA. Nach der genannten Zeitdauer von 12 beziehungsweise 24 Stunden erfolgte 

eine Abnahme des Überstandes, welcher sofort bei –30°C in 96-Well-Platten (Becton Dickin-

son, New Jersey, USA) konserviert wurde. 

 

2.2. ELISA 

 

Sämtliche Zytokine wurden mit ELISA-Technik gemessen. Dabei wurden die Antikörperpär-

chen-Kits der Firma BD Pharmingen (OptEIA, BD Pharmingen, San Diego, California, USA) 

verwendet. Nach eigener Optimierung der Antikörperkonzentrationen lagen die Intra-Assay-

Variationskoeffizienten unter 10 %. Die Detektionsgrenze lag für die Zytokine unter 10 

pg/ml.  

 

2.3. Westernblot und Densitometrie 

 

Der Ansatz für den Nachweis des hGR unterschied sich im Wesentlichen in der Menge des 

eingesetzten Vollbluts. Die 24-stündige Vorinkubation mit Testosteron 10-7, E2 10-8 und 10-10 

mol/l, beziehungsweise BA (Kontrolle) erfolgte in 25cm2-Kulturflaschen (Becton Dickinson) 

mit je 3ml Vollblut zuzüglich des jeweiligen Mediums (30ml) in jeweils dreifachem Ansatz. 

Nach der Inkubation erfolgte eine zweimalige Erythrozytenlyse mit destilliertem Wasser je-

weils nach Zentrifugation, das Abstoppen der Reaktion nach 30 Sekunden mit 10x-PBS-

Lösung (phosphate buffered saline) und ein Waschgang in PBS-Lösung (Sigma Aldrich). Die 

gewonnenen Leukozyten wurden nach erneuter Zentrifugation 30 Minuten mit einem Ly-

sispuffer versetzt, der PMSF, SDS, NP-40, Natriumdesoxycholat und diverse Proteaseinhibi-

toren (complete, Fa. Roche Diagnostics, Mannheim; die übrigen Reagenzien Sigma Aldrich) 

enthielt. Nach erneuter Zentrifugation konnte das Zelllysat im Überstand abpippettiert wer-
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den. Die Proteinkonzentrationen wurden mit einem BCA-Reagenz-Kit der Firma Sigma 

Aldrich  gemessen. 

Die Gele (Novex, 8% tris-glycine, Invitrogen, Karlsruhe) wurden pro Bahn mit jeweils 25µg 

Protein beladen, nach Elektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran (Novex, Invitrogen) 

transferiert und eine Stunde in TBS-Lösung (Tris-buffered saline, Sigma Aldrich) mit 2,5% 

humanem Serumprotein (durch Zugabe von Humanserum, selbst hergestellt und gepoolt) und 

2,5% Rinderserumalbumin (Biomol, Hamburg) geblockt. Die Membranen wurden anschlie-

ßend 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einer Verdünnung von 1:500 des Primärantikörpers 

gegen den hGR (Affinity Bioreagents, Golden, Colorado, USA) in TBS-Lösung mit 5% Ma-

germilchpulver inkubiert und anschließend 30 Minuten viermal mit TBS gewaschen. Nach 

einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur mit einer 1:1000 Verdünnung des Sekundäran-

tikörpers (Affinity Bioreagents) in TBS-Lösung mit 2,5% humanem Serumprotein und 2,5% 

Rinderserumalbumin und einem weiteren 30-minütigen viermaligen Waschgang in TBS wur-

den die Membranen mit Hilfe chemolumineszenter Agentien (ECL+, Amersham Biosciences, 

Amersham, UK) versetzt und die Ergebnisse auf Film (Hyperfilm, Amersham) gebracht. Die 

verschiedenen Antikörperkonzentrationen und verwendeten TBS-Zusätze ergaben sich aus 

mehreren Vorversuchen. 

Die entwickelten Filme wurden eingelesen und densitometrisch ausgewertet (Gerät von Mo-

lecular Dynamics, Amersham), wobei jeweils Veränderungen der Bandendichte in Relation 

zum Standard (Inkubation mit BA des Vollbluts der jeweiligen Versuchsperson) angegeben 

wurden. 

 

2.4. Statistik 

 

Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). Die statistische Auswer-

tung der Ergebnisse wurde mit Hilfe von SPSS für Windows 11.5 (SPSS Inc., Chicago, Illi-
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nois, USA) ausgeführt. Zum statistischen Vergleich der Mittelwerte bei den unterschiedlichen 

Versuchsgruppen wurde ein nichtparametrischer Test (Mann-Whitney-Test) verwendet, be-

ziehungsweise beim Vergleich der Kortisolinhibitionswerte ein gepaarter Wilcoxon-Test, da 

es sich hierbei um verbundene Stichproben handelte. Die Tabellen wurden mit Excel 2000 

(Microsoft Corporation, USA), die Grafiken mit Sigma Plot für Windows 8.0 (SPSS Inc.) und 

das Textdokument mit Word 2003 (Microsoft Corporation, USA) angefertigt. Ein p<0.05 

wurde als signifikant angesehen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Zytokinsekretion 

 

Zunächst wird der Effekt der Vorinkubation mit Testosteron, E2, beziehungsweise ohne Hor-

mon, betrachtet. Gemessen wurden oben genannte 6 Zytokine. Genormt wurden die Sekretio-

nen jeweils am Wert der Kontrolle, das heißt der Vorinkubation ohne Hormon, welcher 100 

Prozent darstellt. 

 

3.1.1. Interleukin 6 

 

Unter LPS-Stimulation und dem Vorhandensein von 10-6 mol/l Kortisol fand sich für IL-6 

eine signifikant höhere Sekretion unter 10-9 und 10-10 mol/l E2 (Abb. 5). Unterschiede ergaben 

sich ebenfalls beim Vergleich der 10-9 und 10-10 mol/l E2-vorinkubierten Proben zu den mit 

Testosteron vorbehandelten Proben. 

Bei der Betrachtung der IL-6 Ausschüttung ohne Zusatz von Kortisol fanden sich lediglich 

hochsignifikante Unterschiede bei 10-9 und 10-10 mol/l E2 im Vergleich zur Kontrolle, und 

beim Vergleich der 10-9 und 10-10 mol/l E2-vorinkubierten Proben mit beiden Proben unter 

Testosteroneinfluss.  
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Die folgende Abbildung zeigt die einzelnen Ergebnisse: 
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Abbildung 5: Interleukin 6 (IL-6)-Sekretion unter LPS-Stimulation (0,5 ng/ml) und  

10-6 mol/l Kortisol, beziehungsweise ohne Kortisol nach 12h und jeweils 24 stündiger 

Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 17β-Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 

mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylalkohol = Kontrolle, vorangestellter 

Balken). * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l; + p<0,05 im Vergleich zu Testo 

10-8 mol/l. 

 

3.1.2. Interferon gamma 

 

Beim Vergleich der IFNγ-Werte fanden sich unter Kortisolzusatz (10-6 mol/l) keine signifi-

kanten Unterschiede. 

Ohne Zugabe von Kortisol ergab sich eine niedrigere IFNγ-Sekretion unter beiden verwende-

ten Testosteronkonzentrationen  im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 6). Des Weiteren 

ergaben sich Unterschiede bei der Betrachtung von E2 10-9 und 10-10 mol/l im Vergleich zu 

10-8 mol/l Testosteron.  
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In nachfolgender Abbildung sind die Ergebnisse detailliert dargestellt: 
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Abbildung 6: Interferon gamma (IFNγ)-Sekretion unter Concanavalin A-Stimulation 

(100µg/ml) und Kortisol 10-6 mol/l, beziehungsweise ohne Kortisol nach 24 Stunden 

und jeweils 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 17β-

Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylalkohol 

= Kontrolle, vorangestellter Balken). + p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-8 mol/l. 

 

3.1.3. Interleukin 4 

 

Unter Einfluss von 10-6 mol/l Kortisol ergaben sich auch für die IL-4-Sekretion keine signifi-

kanten Unterschiede (Abb. 7). 

Bei Betrachtung der Daten ohne Kortisolzusatz ergab sich ein signifikant niedrigerer IL-4-

Wert unter 10-8 mol/l Testosteron im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 7). Bei 10-9 und 10-10 

mol/l E2 ergaben sich höhere Werte im Vergleich zu beiden Testosteronkonzentrationen 

(Abb. 7). 
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung dargestellt: 
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Abbildung 7: Interleukin 4 (IL-4)-Sekretion unter Concanavalin A-Stimulation 

(100µg/ml) und Kortisol 10-6 mol/l, beziehungsweise ohne Kortisol nach 24 Stunden 

und jeweils 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 17β-

Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylalkohol 

= Kontrolle, vorangestellter Balken). * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l; + 

p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-8 mol/l. 

 

3.1.4. Interleukin 10 

 

Bei Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol ergab sich lediglich eine niedrigere IL-10-Sekretion unter 

Testosteron in einer Konzentration von 10-8 mol/l im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8).  

Ohne Kortisolzusatz fand sich ein signifikant niedrigerer IL-10-Wert für Testosteron 10-7 

mol/l im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8), sowie für Testosteron in einer Konzentration von 

10-7 mol/l im Vergleich zu E2 in einer Konzentration von 10-9 und 10-10 mol/l (Abb. 8). 
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In nachfolgender Abbildung sind die Ergebnisse im Einzelnen dargestellt: 
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Abbildung 8: Interleukin 10 (IL-10)-Sekretion unter Concanavalin A-Stimulation 

(100µg/ml) und Kortisol 10-6 mol/l, beziehungsweise ohne Kortisol, nach 12 Stunden 

und jeweils 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 17β-

Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylalkohol 

= Kontrolle, vorangestellter Balken). * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l. 

 

3.1.5. Tumor-Nekrose-Faktor alpha  

 

Im Vergleich zur Kontrolle waren unter Kortisolzusatz keine unterschiedlichen TNFα-

Sekretionen festzustellen. Es fand sich ein Unterschied lediglich für E2 in einer Konzentration 

von 10-10 mol/l im Vergleich zu 10-8 mol/l Testosteron (Abb. 9). 

Ohne Kortisol waren die Werte bei Vorinkubation mit Testosteron 10-8 mol/l sowie E2 10-9 

mol/l signifikant niedriger als bei der Kontrolle. Darüber hinaus waren die Werte unter Tes-

tosteron 10-7 mol/l niedriger als bei E2 10-10 mol/l und unter Testosteron 10-8 mol/l niedriger 

als bei 10-8 und 10-10 mol/l E2.  
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Die nächste Abbildung zeigt die Ergebnisse: 
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Abbildung 9: Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFα)-Sekretion unter Concanavalin A-

Stimulation (100µg/ml) und Kortisol 10-6 mol/l, beziehungsweise ohne Kortisol, nach 

12 Stunden und jeweils 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 

17β-Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylal-

kohol = Kontrolle, vorangestellter Balken). * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l; 

+ p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-8 mol/l. 

 

3.1.6. Interleukin 2 

 

Bei Zusatz von 10-6 mol/l Kortisol ergaben sich für die IL-2-Sekretion niedrigere Werte unter 

10-7 mol/l Testosteron im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10). Die Vorinkubation mit E2 er-

brachte höhere Werte für IL-2 bei 10-8, 10-9 und 10-10 mol/l im Vergleich zu 10-7 mol/l Testos-

teron (Abb. 10). 

Bei Betrachtung der IL-2-Werte ohne Kortisolzugabe fand sich eine niedrigere Produktion 

unter Testosteron 10-7 mol/l und 10-8 mol/l im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10). Testosteron 
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10-8 mol/l bewirkte einen niedrigeren Wert im Vergleich zu E2 in einer Konzentration von 10-

8 mol/l (Abb. 10). 

Nachfolgende Abbildung zeigt die detaillierten Ergebnisse: 
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Abbildung 10: Interleukin 2 (IL-2)-Sekretion unter Concanavalin A-Stimulation 

(100µg/ml) und Kortisol 10-6 mol/l, beziehungsweise ohne Kortisol, nach 24 Stunden 

und jeweils 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron (Testo) 10-7, 10-8, 17β-

Östradiol (E2) 10-8, 10-9, 10-10 mol/l im Vergleich zur Trägersubstanz (Benzylalkohol 

= Kontrolle, vorangestellter Balken). * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l; + 

p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-8 mol/l. 

 

3.2. Kortisolwirkung auf die Zytokinsekretion 

 

Als Nächstes soll der Effekt von Kortisol auf die Zytokinsekretion betrachtet werden. Hierbei 

könnten mögliche Unterschiede in der Kortisolwirkung nach vorheriger Hormoninkubation 

gezeigt werden. 
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Als Darstellung eignet sich die Verwendung der Kortisolinhibition [(Wertohne_Kortisol-

WertKortisol)/Wertohne_Kortisol], das heißt der Prozentsatz, um den die Sekretion des Zytokins 

unter Kortisolzugabe niedriger ist als ohne Kortisol. Negative Werte bedeuten demnach, dass 

der Wert unter Kortisol höher als ohne Kortisolbehandlung ist. 

 

3.2.1. Interleukin 6 

 

Für die Hemmung der IL-6-Sekretion durch Kortisol ergaben sich keine signifikanten Unter-

schiede durch die unterschiedlichen Vorinkubationen. 

Die Hemmung der IL-6-Werte durch Kortisol in Relation zur Kontrolle bewegte sich zwi-

schen 7 und 10 Prozent. 

In der folgenden Abbildung sind die genauen Werte dargestellt: 
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Abbildung 11: Hemmung der IL-6-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon).  
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Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol 

 

3.2.2. Interferon gamma 

 

Bei der Betrachtung bezüglich der Unterschiede in der Hemmung der IFNγ-Sekretion durch 

Kortisol bei 10-6 mol/l fand sich lediglich eine Tendenz zur niedrigeren Hemmung bei Vorin-

kubation mit 10-8 mol/l E2 im Vergleich zur Kontrolle, die jedoch nicht signifikant scheint 

(siehe Abb. 12). 

Die Hemmung der IFNγ-Sekretion durch Kortisol lag etwa zwischen 13 und 22 Prozent. 

In nachfolgender Abbildung sind die Werte der Inhibition durch Kortisol für IFNγ dargestellt: 
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Abbildung 12: Hemmung der IFNγ-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon). 

Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol 
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3.2.3. Interleukin 4 

 

Es finden sich auch hier keine Unterschiede in der Kortisolwirkung auf das IL-4.  

Die Hemmung durch Kortisol lag zwischen –2 und 18 Prozent. 

Folgende Abbildung zeigt die genauen Werte: 
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Abbildung 13: Hemmung der IL-4-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon). 

Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol 

 

3.2.4. Interleukin 10 

 

Die Hemmung der IL-10-Sekretion durch Kortisol unterlag durch die hohen Streuungen kei-

nen signifikanten Unterschieden. 

Die Hemmungswerte lagen zwischen –2 und 7 Prozent. 
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In der folgenden Grafik sind die Werte abgebildet: 
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Abbildung 14: Hemmung der IL-10-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon). 

Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol 

 

3.2.5. Tumor-Nekrose-Faktor alpha 

 

Die Hemmung der TNFα-Sekretion durch die Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol war bei Vorin-

kubation mit 10-8 mol/l Testosteron niedriger im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 15). Des Wei-

teren bewirkte die Vorbehandlung mit 10-8 mol/l E2 eine niedrigere Hemmung als mit 10-7 

mol/l Testosteron (Abb. 15). 

Die Inhibition für TNFα unter Kortisol lagen zwischen 5 und 29 Prozent. 
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Die detaillierten Ergebnisse sind folgender Abbildung zu entnehmen: 
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Abbildung 15: Hemmung der TNFα-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon). 

Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol. * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l. 

 

3.2.6. Interleukin 2 

 

Für die Hemmung der IL-2-Sekretion unter Kortisol gab es keinen Anhalt für Unterschiede 

bei den verschiedenen Gruppen. 

Die IL-2-Ausschüttung wurde in unserem Versuchsansatz durch Kortisol zwischen 12 und 25 

Prozent gemindert. 
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Die Ergebnisse sind in folgender Abbildung ersichtlich: 
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Abbildung 16: Hemmung der IL-2-Sekretion durch Zugabe von 10-6 mol/l Kortisol, 

bezogen auf den Kontrollwert (ohne Kortisol) für die jeweilige Vorinkubation, in Pro-

zent. Der vorangestellte Balken stellt die Kontrolle dar (Vorinkubation ohne Hormon). 

Testo = Testosteron, E2 = 17β-Östradiol 

 

3.3. Quotient aus  Interferon gamma und Interleukin 4 

 

Die Betrachtung des Verhältnisses zwischen IFNγ und IL-4 ist deshalb wichtig, da beide Zy-

tokine eine wichtige Rolle bei der Differenzierung des Immunsystems zu einer Th1 (IFNγ)- 

beziehungsweise Th2 (IL-4) -Antwort spielen. Somit bedeutet ein höherer Quotient ein mög-

liches Überwiegen einer Th1-Reaktion, ein niedrigerer Quotient eine möglich stärkere Th2-

Entwicklung.  
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3.3.1. Unter Kortisolzugabe 

 

Für den IFNγ/IL-4-Quotienten ergaben sich höhere Werte bei Vorinkubation mit Testosteron 

sowie für 10-9 mol/l E2 im Vergleich zur Kontrolle (Abb.17). Bemerkenswert ist die Steige-

rung des Quotienten auf Werte von 112 bis 128 Prozent der Kontrolle. 

Die Werte sind in der Abbildung unten grafisch dargestellt: 
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Abbildung 17: IFNγ/IL-4-Quotient, angegeben in Prozent der Kontrolle (Vorinkubati-

on ohne Hormon = 100%, vorangestellter Balken), unter Kortisolzugabe (10-6 mol/l). 

T = Testosteron; E2 = 17β-Östradiol 
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3.3.2. Ohne Kortisolzugabe 

 

Ohne Kortisolzusatz fand sich eine tendenzielle Steigerung des IFNγ/IL-4-Quotienten für 

Vorbehandlung mit Testosteron in einer Konzentration von 10-7 mol/l in Relation zur Kontrol-

le, sowie eine Erniedrigung des Quotienten für 10-10 mol/l E2 im Vergleich zu den Werten bei 

beiden Testosteronkonzentrationen (Abb. 18). Die Werte für den Quotienten betrugen 94 bis 

122 Prozent der Kontrolle. 

Nachfolgende Abbildung zeigt die gesamten Werte: 
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Abbildung 18: IFNγ/IL-4-Quotient, angegeben in Prozent der Kontrolle (Vorinkubati-

on ohne Hormon = 100%, vorangestellter Balken), ohne Kortisolzugabe. T = Testoste-

ron; E2 = 17β-Östradiol. * p<0,05 im Vergleich zu Testo 10-7 mol/l; + p<0,05 im Ver-

gleich zu Testo 10-8 mol/l. 
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3.3.3. Direkter Vergleich Kortisol - kein Kortisol 

 

Der direkte Vergleich der Verhältnisse von IFNγ und IL-4, sowohl unter Kortisoleinfluss, als 

auch ohne Zugabe von Kortisol, soll auch hier einen möglichen Einfluss der Interaktion von 

Testosteron beziehungsweise E2 (durch die Vorinkubation) mit Kortisol aufzeigen. Vergli-

chen wurden die jeweiligen Wertepärchen Kortisol/kein Kortisol der Absolutwerte für den 

IFNγ/IL-4-Quotienten. 
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Abbildung 19: Direkter Vergleich IFNγ/IL-4-Quotient (Absolutwerte) unter 10-6 mol/l 

Kortisolzugabe (weiße Balken) und ohne Kortisolzugabe (graue Balken). Die beiden 

vorangestellten Balken entsprechen der Kontrolle (Vorinkubation ohne Hormon).  

T = Testosteron; E2 = 17β-Östradiol. 
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Bedingt durch die relativ großen Streuungen fanden sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen Kortisolzusatz beziehungsweise kein Kortisolzusatz, wenngleich die Mittelwerte bei 

Kortisolzusatz allesamt höher als bei den Gruppen ohne Kortisolzugabe waren. 

Die Werte für den Quotienten betrugen in den Experimenten zwischen 7 und 10. 

 

3.4. Expression des humanen Glukokortikoidrezeptors 

 

Als Letztes sollte anhand des Nachweises des hGR mittels Westernblot-Technik eine denkba-

re Ursache für eine mögliche Interaktion zwischen hormoneller Vorinkubation mit Testoste-

ron oder E2 und nachfolgender Behandlung mit Glukokortikoiden gezeigt werden. Die zug-

rundegelegte Hypothese war, dass E2 möglicherweise zu einer erniedrigten Expression des 

hGR führt, und somit zu einem Wirkungsverlust des Kortisols. Als Hormonkonzentrationen 

für die aufwendigen Experimente wurden Testosteron 10-7, E2 10-8 und 10-10 mol/l gewählt, 

da hier der größte Effekt bei der Zytokinsekretion beobachtet werden konnte. 
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Abbildung 20: Expression des humanen Glukokortikoidrezeptors bei 24 Stunden Vor-

inkubation mit Testosteron 10-7, 17β-Östradiol 10-8 und 10-10 mol/l, in Relation zur 

Kontrolle (24 Stunden Inkubation mit Benzylalkohol) als Prozent angegeben. Die Da-

ten wurden densitometrisch aus den Westernblots bestimmt. Die Boxen bestehen von 

oben nach unten aus folgenden horizontalen Linien: 75.Perzentile, Median, 

25.Perzentile. Die überstehenden Markierungen kennzeichnen die 95. beziehungswei-

se 5.Perzentile. Die Werte der Einzelmessungen sind als Punkte dargestellt. E2 = 17β-

Östradiol 

 

Im Hinblick auf die Expression des hGR fanden sich keine Hinweise für eine Zu- oder Ab-

nahme desselben unter Einfluss von Testosteron in einer Konzentration von 10-7 mol/l, bezie-

hungsweise E2 in einer Konzentration von 10-8 und 10-10 mol/l. 
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4. Diskussion 

 

Bei der Betrachtung direkter Testosteroneffekte auf die Zytokinsekretion können zunächst 

folgende Aussagen getätigt werden: Nach 24 stündiger Vorinkubation mit Testosteron kam es 

zu einer erniedrigten Zytokinsekretion, welche sich für IFNγ ohne Kortisolzusatz, IL-2 ohne 

Kortisol und teilweise auch für IL-4 ohne Kortisol, IL-10 mit und ohne Kortisol, TNFα ohne 

Kortisol und IL-2 mit Kortisol signifikant zeigte. In der Literatur wurde eine verminderte Zy-

tokinsekretion unter Testosteroneinfluss bereits vielfach beschrieben, unter anderem wurde 

eine Abnahme des IL-1, IL-2, IL-4 und des IFNγ (59-63) nachgewiesen. Man beobachtete 

zudem eine Zunahme der Aktivität der CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen und Suppres-

sor-T-Zellen, sowie eine Abnahme der peripheren B-Zellen und deren Antikörperproduktion 

(57,58). Daraus könnte sich ein Erklärungsansatz für die günstige Beeinflussung T- und B-

Zell-vermittelter Autoimmunkrankheiten durch Androgene ergeben (46,47,63).   

Unter dem Einfluss von E2 (durch 24 stündige Vorinkubation) in physiologischen Konzentra-

tionen kam es unter Stimulationsbedingungen mit LPS, sowohl mit Kortisolzusatz als auch 

ohne, zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Sekretion für die beiden niedrigen E2-

Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle. Für die übrigen Zytokine ergab sich lediglich 

eine Tendenz zur gesteigerten Sekretion, welche in diesem Versuchsansatz kein ausreichendes 

Signifikanzniveau erreichte (Kriterium p<0,05). In den meisten Fällen ergab sich auch ein 

signifikanter Unterschied beim Vergleich der Zytokinwerte für E2 zu denen mit Testosteron-

vorinkubation (IL-6, IL-4 ohne Kortisol, teilweise bei IFNγ ohne Kortisol, IL-10 ohne Korti-

sol, TNFα und IL-2), wobei auch hier die Tendenz ersichtlich wird, dass die Unterschiede 

unter der höchsten verwendeten E2-Konzentration am geringsten ausfallen, beziehungsweise 

gar nicht mehr vorhanden sind. Für die Wirkung der Östrogene kommen mehrere Wirkme-

chanismen in Betracht. Zunächst muss die Art des Stimulus betrachtet werden. Unter Stimula-

tion mit LPS konnte eine Hemmung der TNF-Produktion von peripheren mononukleären Zel-
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len (PBMC), bei fehlendem Stimulus ein stimulierender Effekt gezeigt werden (102). Im Ge-

gensatz zeigte sich im Vollblutassay durch Rogers et al 2001 unter E2 in einer Konzentration 

von 10-10 bis 10-8 mol/l eine Verringerung der spontanen Sekretion von IL-6, TNFα, IL-1ra 

und IL-1β, aber keine wesentliche Änderung unter einer hohen Stimulation mit 500 ng/ml 

LPS. In mehreren Arbeiten konnte klar nachgewiesen werden, dass E2 die Antikörperproduk-

tion durch B-Zellen stimulieren kann (66,103,104), vermutlich durch eine verminderte T-Zell 

vermittelte B-Zell-Hemmung (48). Im Gegensatz konnte eine Hemmung von B-

Lymphozyten-Vorläuferzellen unter hohen E2-Konzentrationen (während der Schwanger-

schaft)  gezeigt werden (105). Hier zeigt sich einerseits der unterschiedliche Einfluss der Ös-

trogene auf verschiedene Zelltypen (B-Zelle/T-Zelle) und Zelluntergruppen (B-Vorläuferzelle 

versus B-Zelle), andererseits eine klare Abhängigkeit der verwendeten beziehungsweise vor-

liegenden Konzentrationen. Dies zeigt sich zumindest auch ansatzweise in den Ergebnissen 

dieser Arbeit, bei Betrachtung der Unterschiede E2-/Testosteron-Vorinkubation. Hier fielen 

die Unterschiede durchgehend jeweils am geringsten bei der höchsten verwendeten E2-

Konzentration aus. Weiterhin wichtig für die Östrogenwirkung ist das Verhältnis der Rezep-

torsubtypen ERα und ERβ. Hier konnte eine veränderte Wirkung von E2 durch Überwiegen 

eines Rezeptorsubtyps (ERα oder ERβ) nachgewiesen werden (106,107). Als möglicher Me-

chanismus wurde eine verringerte Transkription von ERα durch ERβ als Modulator postuliert 

(106). Als Effekt konnte beispielsweise eine durch ERα-Stimulation vermittelte IL-1-

Sekretion durch ERβ gehemmt werden (107). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Ge-

samtzahl der Glukokortikoidrezeptoren in entzündlichem Kontext abnimmt (108). Von ent-

scheidender Bedeutung scheint auch der Zeitpunkt des Östrogeneinflusses im Zuge einer Ent-

zündungsreaktion zu sein (48). Es zeigte sich während der chronischen Entzündungsphase 

(gekennzeichnet durch eine hohe Entzündungsaktivität und ein höheres Maß an Gewebshypo-

xie) ein Überwiegen von ERβ im Vergleich zu ERα (109-111). Hieraus kann ein bedeutend 
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verändertes (womöglich ungünstigeres) Ansprechverhalten auf Östrogene abgeleitet werden 

(48). Die generelle Wichtigkeit des Zeitpunkts einer Behandlung  konnte wirkungsvoll am 

Tiermodell der Kollageninduzierten Arthritis nachgewiesen werden (112,113), hier zeigte sich 

sogar eine klinische Verschlechterung bei später Intervention. Zuletzt ist die intrazelluläre 

Metabolisierung der Östrogene von wichtiger Bedeutung (48). Als relevante Metaboliten gel-

ten 2-Hydroxy-Östrogen (2-OH-E2), 2-Methoxy-Östrogen (2-MeO-E2), 16-Hydroxy-

Östrogen (16-OH-E2). Es konnten mehrfach wachstums- und entzündungshemmende Effekte 

von 2-OH-E2 und 2-MeO-E2 nachgewiesen werden (114-116), interessanterweise waren so-

wohl die meisten dieser Effekte unabhängig von Östrogenrezeptoren als auch die verwendeten 

Hormonkonzentrationen vergleichsweise hoch (10-7 bis 10-6 mol/l) (114-116). Im Tiermodell 

(oviarektomierte DBA/1-Mäuse) konnte 2-MeO-E2 die Entwicklung einer Typ 2- Kollagen-

induzierten Arthritis unterdrücken (117).  16-OH-E2 scheint dagegen eher ungünstig bei der 

Entwicklung chronischer Entzündungen zu sein (48,118). Die relative Zunahme von 16-OH-

E2 im Vergleich zu 2- und 4-Hydroxy-Östrogen (einem weiteren Metaboliten) kann insbe-

sondere bei Betrachtung von Patienten mit Rheumatoider Arthritis als proinflammatorisches 

Zeichen gewertet werden (119).  

In Hinsicht auf eine mögliche Verschiebung des Th1/Th2-Verhältnisses, in diesem Ver-

suchsaufbau gemessen am Verhältnis des ausgeschütteten IFNγ zu IL-4, konnten Unterschie-

de nur unter Kortisoleinfluss gemessen werden. Bei Testosteronvorinkubation war das Ver-

hältnis signifikant zugunsten des IFNγ und somit im Sinne einer Th1-Antwort verschoben. 

Unter E2-Einfluss konnte nur für die mittlere verwendete E2-Konzentration eine Tendenz zu 

einem gesteigerten IFNγ/IL-4-Quotienten gesehen werden, jedoch war das Ergebnis nicht 

signifikant, so dass dieser Unterschied als zufällig interpretiert werden darf. Ohne Kortisolzu-

satz fanden sich kaum signifikante Unterschiede, es ließen sich lediglich eine leichte Tendenz 

zu einem gesteigerten Th1/Th2-Verhältnis unter Testosteroneinfluss im Vergleich zur Kotrol-

le und ein schwach signifikant höheres Th1/Th2-Verhältnis im Vergleich zur niedrigsten ein-
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gesetzten E2-Konzentration feststellen. Insgesamt sind die Effekte sehr gering ausgeprägt, 

nicht durchgehend und somit nicht aussagekräftig genug. In der Literatur hingegen finden sich 

viele Hinweise auf eine Beeinflussung des Th1-/Th2-Verhältnisses durch Geschlechtshormo-

ne (120,121). Insgesamt gibt es deutliche Hinweise für eine Beeinflussung durch E2 in Rich-

tung einer Th2-Immunisierung (122-124). Generell wird dem Kortisol eine Verschiebung 

Richtung einer Th2-Immunisierung beigemessen (22). Weshalb die Testosteronvorinkubation 

nur bei Kortisolzusatz die Verschiebung zugunsten einer Th1-Antwort bewirken sollte, ist 

unklar. Die Tatsache, dass ohne Kortisolzusatz kein Effekt zu sehen ist, lässt vermuten, dass 

der Kortisoleffekt (Th2-Immunisierung) geringer ausfällt als ohne Vorinkubation mit Testos-

teron. Hinweise auf einen möglichen Wirkmechanismus finden sich in der aktuellen Literatur 

nicht.  

Hinsichtlich möglicher Interaktionen in der Wirkung von Testosteron beziehungsweise E2 mit 

Kortisol ergaben sich in diesem Versuchsansatz keine eindeutigen Beweise. Für die meisten 

Zytokine gab es keine signifikanten Unterschiede bezüglich einer verstärkten oder abge-

schwächten Kortisolwirkung durch die unterschiedlichen Arten der Vorinkubation mit Testos-

teron beziehungsweise E2. Lediglich für TNFα konnten schwach signifikante Unterschiede in 

der Kortisolinhibition unter Einfluss von  Testosteron in einer Konzentration von 10-8 mol/l 

im Vergleich zur Kontrolle und unter Einfluss von E2 in einer Konzentration von 10-8 zu Tes-

tosteron 10-7 mol/l gefunden werden. Aufgrund der schwachen Signifikanz (p jeweils nur 

knapp unter 0,05) und des fehlenden Effekts bei sämtlichen anderen untersuchten Zytokinen 

muss hier am ehesten von einer zufälligen Genese ausgegangen werden. 

Bei Gegenüberstellung der IFNγ/IL-4-Ratio unter Kortisol-, beziehungsweise ohne Kortiso-

leinfluss ergaben sich ebenfalls keinerlei Unterschiede, so dass zusammenfassend die These 

einer möglichen Interaktion der geschlechtsspezifischen Hormone mit Kortisol in diesem Ver-

suchsansatz widerlegt werden muss.  
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Daher konnten bei der Betrachtung des hGR als möglicher Ursache für eine veränderte Wir-

kung des Kortisols unter dem Einfluss sowohl weiblicher als auch männlicher Geschlechts-

hormone, welche anhand der Zytokindaten bereits widerlegt werden konnte, keine Unter-

schiede in der Zahl der Rezeptoren nach Vorinkubation mit den jeweiligen Hormonen gefun-

den werden. Somit kann die These der Regulation des hGR unter dem Einfluss von Testoste-

ron beziehungsweise E2 in peripheren Zellen im Vollblutansatz in vitro in dieser Arbeit wi-

derlegt werden. 

Dennoch gibt es eindeutige Hinweise (48) auf mögliche Interaktionen, diese spielen sich je-

doch nicht auf Ebene der peripheren Immunzellen ab. In Frage kommen unter anderem Inter-

aktionen auf Ebene der HPA-Achse (48). 

Wichtig hierbei sind die folliculo-stellate cells (FSC) der Hypophyse, weil sie erstens 

Makrophagen sind (125,126) und darüber hinaus im lokalem Milieu Zytokine produzieren 

und deshalb den Regelkreislauf beeinflussen können (127,128). Angenommen die FSC kön-

nen ähnlich durch Testosteron und E2 beeinflusst werden, wie die peripheren Leukozyten im 

Vollblutassay, ergäbe das einen möglichen Erklärungsansatz für die Unterschiede im An-

sprechverhalten der HPA-Achse (73-77,79,129) und der systemischen Kortisolsekretion 

(83,85-87,89,91) zwischen Frau und Mann. 

Des Weiteren ist im Kontext eines übergeordneten Systems wie der HPA-Achse eine Beein-

flussung regulierender Zellen auch auf der Ebene der Transkription denkbar. Dieses konnte 

bereits bei Fischen nachgewiesen werden, hier zeigte sich eine Interferenz auf Transkription-

sebene durch Kortisol, mit dem Effekt einer Hemmung der Vitellogenese durch Kortisol  

(130). Des Weiteren ist die Betrachtung weiterer Transkriptionsfaktoren wie des NF-κB und 

des AP-1 wichtig (20,21,93,94). Eine Verringerung der NF-κB-Aktivierung als entzündungs-

hemmendes Signal findet sowohl unter E2-Einfluss ab einer Konzentration von 10-10 mol/l 

(131) als auch unter Kortisoleinfluss statt (21). Mögliche synergistische Effekte sind denkbar, 

dennoch bisher nicht beschrieben. 
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Einerseits haben hinsichtlich des E2 unterschiedliche Metaboliten unterschiedliche Wirkun-

gen (s.o.) und spielen in der Pathogenese autoimmuner Krankheiten eine wichtige Rolle 

(132,133). Andererseits können Hormonspiegel und –wirkungen auch über den Abbau regu-

liert werden. Hier gibt es Hinweise für mögliche Interaktionen zwischen E2 und Kortisol auf 

Systemebene (134). Hier zeigte sich eine Hemmung der hepatischen Verstoffwechselung von 

Glukokortikoiden (via Hemmung der 11β-Hydroxysteroid-Hydrogenase) durch Östrogene. 

Dies impliziert eine verstärkte Glukokortikoidwirkung durch Östrogene.  

Es gibt auch Mechanismen, die zu einer möglichen Abschwächung der Glukokortikoidwir-

kung durch Rezeptormodifikation führen können. Beschrieben sind unter anderem eine 

Phosphorylierung des hGR im Zusammenhang mit der Entstehung von Glukokortikoidre-

sistenz (135). 

Abschließend lässt sich feststellen, dass sich in dieser Arbeit zwar keine Interaktionen des 

Testosterons und des E2 bezüglich des Kortisoleffekts im humanen Vollblutassay in vitro 

finden lassen, sowie ebenfalls keine Wirkung der genannten Hormone auf die Zahl des hGR. 

Beide Geschlechtshormone haben eine Wirkung auf die Zytokinsekretion, Testosteron eher 

einen hemmenden, E2 eher einen stimulierenden oder stabilisierenden Effekt, insgesamt ab-

hängig von vielen weiteren Faktoren. Dennoch lassen systemische Interaktionen Hoffnung für 

eine mögliche klinische Relevanz für an autoimmunen Krankheiten leidende Patienten kei-

men. 

 

 

 

 

 

 

 



 47 

5. Zusammenfassung 

 

Östrogene haben in physiologischen Konzentrationen eher einen stimulierenden  Effekt auf 

das Immunsystem, Androgene hingegen eher einen hemmenden Einfluss. Die genaue Wir-

kung von Testosteron beziehungsweise E2 in Kombination mit Kortisol auf periphere Im-

munzellen ist hierbei noch weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit wurde zunächst die Wir-

kung einer 24-stündigen Vorinkubation mit Testosteron beziehungsweise E2 auf die Sekretion 

von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα und IFNγ unter Zugabe von Kortisol im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollen (ohne Hormon/ ohne Kortisol) unter Stimulation (LPS für IL-6, ConA 

für die übrigen Zytokine) im humanen Vollblutassay betrachtet. Hierbei zeigte sich weitge-

hend eine Hemmung der Zytokinsekretion durch Testosteron (IFNγ ohne Kortisolzusatz, IL-2 

ohne Kortisol und teilweise auch IL-4 ohne Kortisol, IL-10 mit und ohne Kortisol, TNFα oh-

ne Kortisol und IL-2 mit Kortisol). Unter Vorinkubation mit E2 (10-10 und 10-9 mol/l) kam es 

zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Sekretion, für die übrigen Zytokine ergab sich le-

diglich eine nichtsignifikante Tendenz zur gesteigerten Sekretion. Ebenso zeigten sich die 

Zytokinwerte unter E2 im Vergleich zu denen mit Testosteronvorinkubation erhöht (IL-6, IL-

4 ohne Kortisol, teilweise bei IFNγ ohne Kortisol, IL-10 ohne Kortisol, TNFα und IL-2), wo-

bei auch hier die Tendenz ersichtlich wird, dass die Unterschiede unter der geringsten ver-

wendeten E2-Konzentration am stärksten ausfallen. Bei Testosteronvorinkubation war das 

IFNγ/IL-4-Verhältnis zugunsten des IFNγ und somit im Sinne einer Th1-Antwort verschoben 

(signifikant unter Kortisoleinfluss). Hinsichtlich möglicher Interaktionen in der Wirkung von 

Testosteron beziehungsweise E2 mit Kortisol ergaben sich in diesem Versuchsansatz keine 

Hinweise. Ein Einfluss durch Testosteron- beziehungsweise E2-Vorinkubation auf die Ge-

samtzahl des hGR konnte im Westernblot nicht nachgewiesen werden. Mögliche Interaktio-

nen könnten jedoch auf Ebene der HPA-Achse bestehen und eine mögliche klinische Rele-

vanz haben. 
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ABSTRACT: Estrogens at physiological concentrations are thought to
play an immune-stimulating role, whereas androgens have an anti-
inflammatory impact. However, their role on cytokine secretion in the
presence or absence of cortisol has not been investigated. Furthermore,
the role of hydroxylated estrogens downstream of 17�-estradiol (E2) on
secretion of tumor necrosis factor (TNF) is not known. In this study on
peripheral blood leukocytes of healthy male subjects, we scrutinized the
influence of prior sex hormones (for 24 h) with and without later addi-
tion of cortisol (for another 24 h) on stimulated secretion of TNF, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, and interferon-� (IFN-�). E2 stabilized or increased
immune stimuli–induced secretion of TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and
IFN� in relation to testosterone. Testosterone, in contrast, inhibited (IL-
2, IL-4, IL-10) or tended to inhibit stimulated secretion of these cytokines
(TNF, IFN�). This effect of E2 was pronounced at a concentration of
10−10 M (testosterone: 10−7 M) in the presence of cortisol. E2 (10−8 M,
10−10 M) and testosterone (10−7 M) did not change glucocorticoid re-
ceptor expression. The downstream estrogens 2OH-estradiol(one), 4OH-
estradiol(one), and 16OH-estradiol(one) did not stimulate TNF secretion
at 10−10 M, but even inhibited its secretion at 10−11 M. However, the com-
bination of 16OH-estradiol(one) on one side and 2OH-estradiol(one) or
4OH-estradiol(one) on the other side markedly stimulated TNF secretion
that was only observable in the presence of cortisol. In conclusion, at phys-
iological concentrations, E2 and a combination of downstream estrogens
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stabilized or increased immune stimuli–induced TNF secretion. These
effects are dependent on the presence of physiological concentrations of
cortisol. This study underlines the proinflammatory role of E2, which
is probably dependent on conversion to a proinflammatory cocktail of
downstream estrogens and the presence of cortisol.

KEYWORDS: testosterone; 17�-estradiol; 2-hydroxyestrogens; 4-hydrox-
yestrogens; 16-hydroxyestrogens; cortisol; TNF; cytokines

INTRODUCTION

The pro- and anti-inflammatory effects of 17�-estradiol (E2) and other
estrogens on secretion of proinflammatory cytokines have been a matter of
debate for two decades. Authors in the field of rheumatology investigated
estrogens in the context of a strong proinflammatory microenvironment and
came to the conclusion that estrogens most often exert a proinflammatory
influence on chronic inflammatory diseases, whereas androgens are considered
to be anti-inflammatory.1,2 The proinflammatory influence of estrogens was
regarded to be a major factor for the known female-to-male preponderance in
autoimmune diseases.1,3–5 On the other hand, researchers in the field of bone
research demonstrated inhibitory effects of estrogens on cytokine secretion
in a noninflamed microenvironment leading to osteoprotective effects.6,7 This
discrepancy probably depends on very different conversion of estrogens to
downstream metabolites.

A proinflammatory microenvironment leads to conversion of androgens to
E2 and downstream estrogens8 that are further converted to 16-hydroxylated
active estrogens but not to 2-hydroxylated endogenous anti-estrogens.9,10 In
contrast, in normal macrophages, conversion of androgens to estrogens is
much less pronounced and 16-hydroxylated estrogens were not detected.11

Furthermore, in osteopenic postmenopausal women without inflammation,
16-hydroxylated estrone levels are much lower and correlated positively with
bone mineral density, whereas levels of 2-hydroxylated anti-estrogens showed a
negative correlation with bone mineral density.12,13 This indicates that the rela-
tion of 16-hydroxylated to 2-hydroxylated estrogens is completely different in
chronic inflammatory diseases as compared to the situation in postmenopausal
women with osteoporosis and without inflammation.

Breast cancer research revealed a mitogenic tumor growth-stimulating role
of 16�-hydroxylated estrogens, which indicates the potent estrogenic activ-
ity of these hormones.14 In vivo animal studies demonstrated a strong TNF-
increasing role of 16-hydroxyestradiol (estriol).15,16 Other conversion prod-
ucts of estrone and 17�-estradiol are the 2-hydroxylated estrogens, such as
2-hydroxyestrone and 2-hydroxyestradiol. In contrast to 16�-hydroxylated
estrogens, the 2-hydroxylated forms inhibit growth-promoting effects of
17�-estradiol.17 Furthermore, the estrogen metabolism pathway favoring
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2-hydroxylation over 16�-hydroxylation is associated with a reduced risk of
invasive breast cancer in premenopausal women.18 We can summarize that
16�-hydroxylated estrogens are biologically active, proinflammatory, and pro-
proliferative, whereas the 2-hydroxylated metabolites act as naturally occurring
estrogen antagonists.

Apart from the very different metabolism of E2 to downstream estrogens
under inflamed and noninflamed conditions, the presence of glucocorticoids
may play an additional role for effects of sex hormones on proinflammatory cy-
tokine secretion from peripheral blood leukocytes and local macrophages. At
least on the level of the hypothalamus and pituitary gland, it has been demon-
strated that females mount a stronger hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
axis response, and gonadectomy diminishes or abrogates this effect.2,19 It was
discussed that feedback inhibition by cortisol of the hypothalamus or the pitu-
itary gland may be modulated by sex hormones.2,19 The possibility that similar
interactions between sex hormones and cortisol occur in peripheral leukocytes
would have implications in understanding the known gender dimorphism of
the immune and neuroendocrine system.

In this study, we focussed on the role of testosterone and E2 on cytokine se-
cretion from human peripheral blood leukocytes in the presence and absence
of cortisol. For this pilot study, we used blood leukocytes because of their
availability in healthy subjects. Furthermore, we studied effects on cytokine
secretion caused by downstream E2 metabolites: 16-hydroxylated estrogens,
2-hydroxylated estrogens, and 4-hydroxylated estrogens. In addition, we inves-
tigated whether or not E2 and testosterone modulate glucocorticoid receptor
expression.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and Blood Samples

For cytokine secretion studies, 9 (age 24–40 years) and, for analysis of glu-
cocorticoid receptor expression, 15 (24–40 aged) healthy male subjects were
recruited. All subjects were informed about the purpose of the experiments
and gave informed consent for further use of blood samples. Blood was drawn
in heparinized tubes between 9:00 and 10:00 AM and immediately processed.

Culture Conditions and Application of Sex Hormones and Cortisol

For cytokine secretion studies, a defined volume of whole blood was cul-
tured in 48-well plates together with serum-free medium (whole blood assay
in RPMI 1640 without phenol red, 0.57 mM ascorbic acid, Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Germany). Preliminary assays demonstrated optimal cytokine
secretion when using 100 �L of whole blood (for IL-2, IL-4, IL-10, IFN� , and
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TNF) and 25 �L of whole blood (for IL-6) in an end volume of 1,250 �L (TA-
BLE 1). During the first 24 h, cells were incubated with vehicle, testosterone
(10−7 and 10−8 mol/L, Sigma Aldrich), E2 (10−8 and 10−10 mol/L, Sigma
Aldrich), 2-hydroxyestradiol (10−10 and 10−11 mol/L, Steraloids, Newport,
Rhode Island, USA), 2-hydroxyestrone (10−10 and 10−11 mol/L, Steraloids),
4-hydroxyestradiol (10−10 and 10−11 mol/L, Steraloids), 4-hydroxyestrone
(10−10 and 10−11 mol/L, Steraloids), 16-hydroxyestradiol (10−10 and 10−11

mol/L, Steraloids), and 16-hydroxyestrone (10−10 and 10−11 mol/L, Ster-
aloids). After 24 h, the culture medium was removed and substituted with
new medium without sex hormones, carrying lipopolysaccharide (LPS for
IL-6 stimulation, 0.5 ng/mL, Sigma Aldrich) or concanavalin A (100�g/mL,
for stimulation of other cytokines, Sigma Aldrich), two strong immune stim-
uli, with or without cortisol (hydrocortisone, 10−6 mol/L, Pharmacia Upjohn,
Karlsruhe, Germany). We used cortisol at 10−6 mol/L because in preceding
whole blood assays with naturally available binding proteins this concentration
yielded half-maximum inhibition of TNF secretion (without cortisol: 109.1 ±
9.7 pg TNF/mL [100%] vs. with cortisol: 79.4 ± 5.1 pg TNF/mL [73%]).
These first assays also demonstrated that the observed decrease of about 27%
reflects the half-maximum effect of cortisol. After 12 and 24 h, supernatants
were taken and stored at −30◦C. TABLE 1 summarizes applied conditions.

For analysis of the influence of sex hormones on glucocorticoid receptor
expression, 30 mL of heparinized whole blood were cultured in 25 cm2 cul-
ture flasks (70 mL) for 24 h with vehicle, testosterone (10−7 mol/L), or 17�-
estradiol (10−8 and 10−10 mol/L, Sigma Aldrich). In these experiments, no
cortisol was added. After 24 h, cultured cells were re-suspended, centrifuged,
treated twice with distilled water to remove erythrocytes, and washed twice in
phosphate-buffered saline (Sigma Aldrich). Then, leukocytes were lysed for
30 min in lysis buffer containing PMSF, SDS, NP-40, sodium deoxycholate,
and a mixture of protein inhibitors (“complete” from Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). After centrifuging, supernatants were stored at −30◦C.
Protein concentrations were measured using the BCA assay (reagents from
Sigma Aldrich).

TABLE 1. Mode of stimulation, use of whole blood, and observation time for different
cytokines

Volume of Observation
Cytokine WB [�L] Stimulation Time [h]

IL-2 100 ConA 100 �g/mL 24
IL-4 100 ConA 100 �g/mL 24
IL-6 25 LPS 0.5 ng/mL 12
IL-10 100 ConA 100 �g/mL 12
IFN� 100 ConA 100 �g/mL 24
TNF� 100 ConA 100 �g/mL 12
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Cytokine Determination in Supernatants

The cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN� , and TNF were measured by im-
munometric enzyme immunoassays making use of antibody pairs (OptEIATM,
BD Pharmingen, San Diego, CA). In our hands, intra- and inter-assay coef-
ficients of variation were below 10%. The detection limit was approximately
4–20 pg/mL depending on the cytokine tested.

Western Blotting

Gels (Novex 8% Tris-Glycine, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) were loaded
with 25 �g of protein and, after electrophoretic processing, transferred to
nitro-cellulose. Membranes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) con-
taining 2.5% of human serum protein and 2.5% of bovine serum albumin
(Biomol, Hamburg, Germany). Blots were then incubated for 1 h at room tem-
perature with primary antibodies against the human glucocorticoid receptor
(1:500 in 5% nonfat dry milk in TBS, Affinity Bioreagents, Golden, Colorado,
USA). Subsequently, membranes were washed in TBS and incubated with
secondary antibodies (1:1000 in TBS, horseradish peroxidase–conjugated,
Affinity Bioreagents). After another washing step, blots were developed using
chemiluminescent reagents (ECL+, Amersham Biosciences, Amersham, UK)
and then subjected to autoradiography. The films (Hyperfilm, Amersham, UK)
were scanned and analyzed using a densitometric method (Molecular Dynam-
ics, Amersham, UK).

Statistical Analysis and Data Presentation

Data are given as the mean ± SEM. Medians were compared by Mann–
Whitney test (SPSS/PC for Windows 11.0, SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Influence of Testosterone and E2 on Cytokine Secretion in the Presence
and Absence of Cortisol

In order to test the influence of testosterone and E2 on cytokine secretion,
we used physiological concentrations of these hormones in a relatively natural
microenvironment (whole blood). In the presence of cortisol, E2, in relation
to testosterone, at concentrations of 10−8 and 10−10 mol/L stabilized secretion
of TNF, IL-2, IFN� , and IL-10 (FIGS. 1A, 1C, 1D, and 2B). For IL-6 and IL-4,
only E2 at 10−10 mol/L exerts similar effects (FIGS. 1B and 2A). E2 at 10−10
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FIGURE 1. Modulation of cytokine secretion by 17�-estradiol (E2) and testosterone
in the presence of cortisol. Whole blood of five healthy male subjects was incubated in
triplicate with vehicle, testosterone, and E2 for 24 h at indicated concentrations. After 24 h,
medium was replaced and cells were stimulated with 0.5 ng/mL LPS (IL-6) or 100 �g/mL
concanavalin A (TNF, IL-2, IFN� ) for further 12 h (IL-6, TNF) or 24 h (IL-2, IFN� ) in the
presence of 10−6 mol/L cortisol. Supernatants were removed and cytokines were measured
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Means ± SEM are shown for TNF (A:
control = 79.4 ± 5.1 pg/mL), IL-6 (B: control = 857 ± 137 pg/mL), IL-2 (C: control =
289 ± 27 pg/mL), and IFN� (D: control = 521 ± 49 pg/mL). ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01 versus
the respective concentration of testosterone.

mol/L stimulated IL-6 secretion in relation to vehicle (FIG. 1B). With respect
to other cytokines, E2 had no stimulating activity in relation to vehicle (FIGS. 1
and 2). In the absence of 10−6 mol/L cortisol, we observed very similar effects
for IL-2, IL-4, IL-6, and IL-10 (data not shown).
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FIGURE 2. Modulation of cytokine secretion by 17�-estradiol (E2) and testosterone
in the presence of cortisol. Means ± SEM are shown for IL-4 (A: control = 94.5 ± 13.5
pg/mL) and IL-10 (B: control = 127.1 ± 8.4 pg/mL). Whole blood of five healthy male
subjects was incubated in triplicate with vehicle, testosterone, and E2 for 24 h at indicated
concentrations. After 24 h, medium was replaced and cells were stimulated with 100 �g/mL
concanavalin A for further 24 h in the presence of 10−6 mol/L cortisol. ∗P < 0.05 versus
respective concentration of testosterone.

With respect to testosterone, in the presence of cortisol, this hormone at
10−7 and 10−8 mol/L inhibited secretion of IL-2, IL-4, and IL-10 (FIGS. 1C,
2A, and 2B), and it tended to inhibit TNF and IFN� (FIGS. 1A and 1D) but
not IL-6 (FIG. 1B). Similar effects on IL-2, IL-4, and IL-10 were seen in the
absence of cortisol (data not shown).

Influence of Testosterone and E2 on Glucocorticoid Receptor Expression

Neither testosterone at 10−7 mol/L nor E2 at 10−8 and 10−10 mol/L changed
glucocorticoid receptor expression (FIG. 3).

Effects of Downstream Metabolites of E2 on TNF Secretion

Since metabolites of estrogens may modulate cytokine secretion, we investi-
gated effects of various metabolites of E2 and their combinations on TNF secre-
tion in the presence of cortisol. Metabolites were used in concentrations similar
to those E2 (or lower) because their maximum concentration is expected to be
equal to or lower than the concentration of the precursor E2. In the presence of



JANELE et al.: SEX HORMONES AND CYTOKINE SECRETION 175

FIGURE 3. Influence of testosterone and 17�-estradiol (E2) on glucocorticoid receptor
expression in peripheral blood leukocytes. The values are given in percent densitometric
control, which is indicated by dotted horizontal line. The boundary of the box closest to
zero indicates the 25th percentile, a line within the box marks the median, and the boundary
of the box farthest from zero indicates the 75th percentile. Whiskers above and below the
box indicate the 90th and 10th percentiles. Black symbols give the individual values of
participating subjects (for T at 10−7 M = 9, for E2 at 10−8 M = 9, and for E2 at 10−10 M
= 6).

cortisol, all investigated metabolites at 10−10 mol/L did not change TNF secre-
tion (FIG. 4A). Thus, these effects were similar as compared to E2 (compare FIG.
1A). Interestingly, sole application of 2-hydroxyestradiol, 2-hydroxyestrone,
4-hydroxyestrone, or 16-hydroxyestradiol at 10−11 mol/L inhibited secretion
of TNF (FIG. 4A). Similarly, sole application of 4-hydroxyestradiol or 16-
hydroxyestrone tended to inhibit TNF secretion (FIG. 4A).

One molecule of E2 may be converted to different downstream metabo-
lites. In order to further delineate effects of combinations of estrogens down-
stream of E2, 16-hydroxyestradiol and 16-hydroxyestrone at 10−10 mol/L were
combined with the other metabolites. It is obvious that combinations of 16-
hydroxyestradiol (16OHE2) at 10−10 mol/L and 2- and 4-hydroxylated estro-
gens at 10−11 mol/L markedly increased TNF secretion (FIG. 4B). Thus, a
preponderance of 16-hydoxyestradiol over 2-/4-hydroxylated estrogens using
a ratio of 10:1 increased TNF secretion. A similar increase was observed
for the combination of 16-hydroxyestrone (16OHE1) and 4-hydroxylated
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FIGURE 4. Influence of downstream metabolites of 17�-estradiol (E2) on secretion
of TNF. (A) Influence of individual metabolites on TNF secretion. Control TNF was 54.1 ±
5.2 pg/mL. (B) Influence of combinations of metabolites on TNF secretion. Control TNF
was 21.8 ± 2.1 pg/mL. For both panels: Data are given as means ± SEM in percent
of control. ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01, +P < 0.001 versus control. Abbreviations: 2OHE2,
2-hydroxyestradiol; 2OHE1, 2-hydroxyestrone; 4OHE2, 4-hydroxyestradiol; 4OHE1, 4-
hydroxyestrone; 16OHE2, 16-hydroxyestradiol; 16OHE1 (= estriol), 16-hydroxyestrone.
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TABLE 2. Effect of the combination of 16-hydroxylated estrogens and 2-/4-hydroxylated
estrogens on secretion of TNF in the absence of cortisol.

16-Hydroxylated 2-/4-Hydroxylated TNF Secretion
Estrogen Estrogen (% of Control)

– – Control: 100 ± 4.2

16OH-estradiol 10−10 mol/L 2OH-estradiol 10−11 mol/L 91.4 ± 10.9

2OH-estrone 10−11 mol/L 77.7 ± 10.1

4OH-estradiol 10−11 mol/L 100.8 ± 7.6

4OH-estrone 10−11 mol/L 123.2 ± 16.5

16OH-estrone 10−10 mol/L 2OH-estradiol 10−11 mol/L 66.8 ± 5.7∗
2OH-estrone 10−11 mol/L 54.5 ± 6.8∗∗
4OH-estradiol 10−11 mol/L 104.1 ± 5.2

4OH-estrone 10−11 mol/L 119.5 ± 24.7

Data are given as means ± SEM.
Control TNF = 55.0 ± 4.5 pg/mL. ∗P < 0.01, ∗∗P < 0.001 for the comparison versus control.

metabolites but not for 2-hydroxylated estrogens (FIG. 4B). Such a stimulatory
effect of combinations of downstream metabolites was not observed in the
absence of cortisol (TABLE 2). In contrast, in the absence of cortisol, the com-
bination of 16-hydroxyestrone and 2-hydroxylated estrogens even inhibited
TNF secretion (TABLE 2).

DISCUSSION

This study showed dichotomous effects of sex hormones: E2 and metabolites
stabilized or increased cytokine secretion whereas testosterone inhibited this
secretion. This dual role of estrogens and testosterone on cytokine secretion
has been described in the literature and it was thought that this phenomenon
could explain the well-known female-to-male preponderance in acquiring au-
toimmune diseases, particularly when TNF and IFN� play a dominant disease-
perpetuating role.1,3–5 However, two aspects have not been studied so far.

First, the additional role of cortisol for sex hormone modulation of cytokines
from peripheral blood leukocytes has been unclear. This can be important be-
cause these mechanisms may explain interactions of hormones on the level not
only of the pituitary gland, but also in peripheral inflammation. We demon-
strated that a stimulus of the HPA axis (injection of IL-1�, ether anesthesia,
or granulomatous disease) led to stronger corticosterone responses in female
than in male mice,19 which corroborated a similar study in humans.20 Evidence
from the literature strongly supports the concept that estrogens enhance and
androgens diminish the glucocorticoid response to a variety of inflammatory
and noninflammatory stimuli. Although the mechanisms for these interac-
tions are not fully elucidated, there is strong evidence that sex steroids affect
the expression of glucocorticoid receptors in the central nervous system and
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modulate the negative feedback exerted by cortisol at the hypothalamus.2,19

These observations led us to hypothesize that cortisol interacts with testos-
terone or estradiol on the cellular level, which can be studied in humans using
peripheral blood leukocytes. This study demonstrates that E2 (in relation to
testosterone) stimulated production of TNF, IL-6, IL-2, IFN� , IL-4, and IL-10
caused by the proinflammatory influence of applied immune stimuli (LPS and
Con A). The question arises as to how these findings may be linked to the
estrogenic support of the HPA axis response.

It has been demonstrated that the pituitary folliculo-stellate cell is a
macrophage type of cell located in the pituitary gland.21,22 This type of cell,
similar to peripheral blood monocytes/macrophages, can be stimulated by im-
mune stimuli in order to produce proinflammatory cytokines locally.23,24 Lo-
cally produced cytokines can act as secretagogues for ACTH and other pituitary
hormones.24 In this respect, the folliculo-stellate cell may be an important local
linking element between immune stimuli and hormone production.24 In this
present study, we have shown that E2 stabilized (in relation to testosterone)
or increased cytokine secretion induced by stimulatory agents in peripheral
blood cells. A similar effect upon the folliculo-stellate cell might explain the
facilitating effects of E2 on pituitary hormone secretion and the inhibitory ef-
fect of testosterone via an increase or decrease of locally produced cytokines,
respectively.

The second open question that was addressed in this study is the role of down-
stream metabolites of E2 on stimulated TNF secretion. Our results demonstrate
that the ratio of 16-hydroxylated estrogens in relation to 2-/4-hydroxylated
estrogens is important for TNF secretion. We were able to describe that a ra-
tio of 10:1 of 16-hydroxyestradiol in relation to 2-/4-hydroxylated estrogens
markedly stimulated TNF secretion in the presence of cortisol. This effect
was not observed in the absence of cortisol. Furthermore, in the absence of
cortisol, the combination of 16-hydroxyestrone and 2-hydroxylated estrogens
even strongly inhibited TNF secretion. These results delineate the importance
of downstream estrogens in respective concentrations. Again, this may play a
role not only on the pituitary level, but also in the peripheral immune response.
As pointed out in the introduction to this article, in persons with chronic inflam-
matory diseases, we observe a large shift toward 16-hydroxylated estrogens in
comparison to that measure in postmenopausal osteopenic women.9,10,12,13 Au-
thors in the field of rheumatology trust that estrogens exert proinflammatory
effects in most rheumatic diseases, whereas authors in bone research believe
that estrogens prevent osteoporosis through inhibition of cytokine secretion.
We suggest the following model to find an answer for this obvious discrepancy
(FIG. 5):

In the noninflammatory situation, an osteopenia-inducing milieu (FIG. 5,
left panel) is characterized by increased levels of 2-hydroxylated estrogens
and low levels of 16-hydroxylated estrogens.12,13 This balance would diminish
the basal secretion of TNF, IL-1, and IL-6 and, therefore, avoid bone loss
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FIGURE 5. Model of the estrogen influence on secretion of proinflammatory cytokines
in a noninflamed and chronically inflamed microenvironment. For abbreviation of estrogens
see legend to FIGURE 4. Left panel: In the noninflamed situation, an osteopenia-inducing
milieu is characterized by increased levels of 2OHE1/E2 and low levels of 16OHE1/E2. In
this situation, basal secretion of TNF, IL-1, and IL-6 is osteoclastogenic. However, TNF,
IL-1 and IL-6 are markedly lower than in chronically inflamed tissue. In such a situation,
administration of therapeutic estrogens probably increases the 2OHE1/E2 because this par-
ticular pathway is switched on. This would be a negative signal for the osteoclastogenic
TNF secretion. Right panel: In contrast, during chronic inflammation in the situation of
rheumatic diseases, such as rheumatoid arthritis, the balance is switched to 16OHE1/E2.
Under these conditions, one can assume that therapeutic administration of estrogens would
enhance 16OHE1/E2 over 2OHE1/E2, which would support secretion of proinflamma-
tory cytokines. Cortisol itself is a stimulator of aromatase, and somewhat elevated cortisol
concentrations in the tissue, although inadequately low in relation to inflammation, would
promote estrogen-induced secretion of proinflammatory TNF. Thus, under inflamed condi-
tions estrogens appear as proinflammatory agents whereas under noninflamed conditions
estrogens appear as anti-inflammatory.
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(for review see Ref. 6). In chronic inflammation (FIG. 5, right panel), adminis-
tration of therapeutic estrogens probably increases the 16-hydroxylated estro-
gens because this particular pathway is switched on. During estrogen therapy of
postmenopausal women without inflammation, the 2-hydroxylated estrogens
would appear in higher concentrations compared to 16-hydroxylated estro-
gens, which would be a negative signal for the osteoclastogenic TNF secretion
(FIG. 5, left panel). In contrast, during chronic inflammation in the situation
of rheumatic diseases, such as rheumatoid arthritis, the balance is switched to
estrogens and particularly to 16-hydroxylated estrogens (FIG. 5, right panel).
As shown in this study, a preponderance of 16-hydroxyestradiol versus 2-/4-
hydroxylated estrogens in the presence of cortisol markedly increased TNF
secretion. In this situation, one can assume that therapeutic administration of
estrogens would enhance 16-hydroxylated estrogens over 2-/4-hydroxylated
estrogens, which would support secretion of proinflammatory cytokines (FIG.
5, right panel). Cortisol itself promotes the conversion of androgens to estro-
gens.25 Therefore, somewhat elevated cortisol concentrations in the tissue26

would result in higher estrogen levels and, indirectly, increased secretion of
proinflammatory TNF. Thus, under inflammatory conditions estrogens appear
as proinflammatory agents.

In conclusion, this study on peripheral blood leukocytes demonstrated that
E2 stabilized or increased and testosterone inhibited immune stimuli–induced
secretion of proinflammatory cytokines, such as TNF and IFN� . Furthermore,
combined application of 16-hydroxylated estrogens and 2-/4-hydroxylated es-
trogens in a ratio of 10:1 increased TNF secretion only in the presence of
cortisol. The findings of this study shed new light on the gender dimor-
phism of the neuroendocrine and immune systems. Furthermore, it demon-
strated that distinct cocktails of downstream E2 metabolites may induce pro- or
anti-inflammatory responses in blood leukocytes. Further studies in folliculo-
stellate cells and synovial cells of patients with rheumatoid arthritis are needed
in order to further elucidate the importance of these findings on the local level.
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