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1  Abkürzungsverzeichnis 

A                       Adenin 

AAT α1-Antitrypsin 

APCs                  Antigen-präsentierende Zellen 

Aqua dest                  Destilliertes Wasser 

ATS                       American Thoracic Society 

BAL                       Bronchoalveoläre Lavage 

bp                        Basenpaare 

BSA                       Bovine Serum Albumin 

BsmB                     Bacillus stearothermophilus 

C                         Cytosin 

CO                        Kohlenstoffmonoxid 

COPD                      Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

CpG                       bakterielle DNA mit statistisch erhöhter 

                          Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotid-Dichte 

CD                        Cluster of Differentiation 

dATP                      Desoxy-Adenosintriphosphat 

dCTP                      Desoxy-Cytosintriphosphat 

dGTP                      Desoxy-Guanosintriphosphat 

DNA                       Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsäure 

DCs                       dendritische Zellen 

dTTP                      Desoxy-Thymidintriphosphat 

EDTA                      Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF                       Epidermal Growth Factor 

ER                        Endoplasmatisches Retikulum 

ERS                        European Respiratory Society 

EtOH                      Ethanol 

FEV1                     Forciertes Exspiratorisches Volumen in einer Sekunde 

FVC                       Forcierte Vitalkapazität 

G                         Guanin 

GOLD                      Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease 

HLA                       Humanes Leukozytenantigen 

H2O2                      Wasserstoffperoxid 

HSV                       Herpes Simplex Virus 

ICAM-1                    intrazelluläres Adhäsionsmolekül-1 

IL-                        Interleukin- 

IFN-                       Interferon- 

Kb                        Kilobasen 

LPS                       Lipopolysaccharide 
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MCP-1                     Monozyten-chemotaktisches Peptid 1 

MHC                      Haupthistokompatibilitätskomplex 

MMP                    Matrix-Metalloproteinase 

Mrd                     Milliarden 

mRNA                   messenger-Ribonukleinsäure 

NaCl                   Natriumchlorid 

NF-κB              Nuclear Factor-κB 

NK-Zellen             Natürliche Killer-Zellen 

ODN                     Oligodinukleotide 

OH-                  Hydroxylradikal 

ONOO-                 Peroxynitrit 

paCO2                    arterieller Kohlendioxidpartialdruck 

PAMP                 Pathogen-assoziierte molekulare Struktur  

PCR                Polymerase Chain Reaction 

pDCs                 plasmozytoide dendritische Zellen 

PRR                       „Pattern-Recognition“-Rezeptor 

RFLP                    Restriction Fragment Length Polymorphism 

rpm                      Rotation Per Minute 

rs Reference SNP 

Pu Purinbase 

Py Pyrimidinbase 

sec Sekunden 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 

T Thymin 

Taq Thermus aquaticus 

TBE Tris-Borat-EDTA 

TGF-β Transforming Growth Factor-beta 

Th-Zellen T-Helfer-Zellen 

TIMP Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 

TLR Toll-like Rezeptor 

TNF-α Tumornekrosefaktor-alpha                      
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2  Einleitung 

 

2.1  Das Immunsystem 

Vielzellige Organismen verfügen über ein Abwehrsystem, das eingedrungene, pathogene 

Mikroorganismen erkennt, ihre Ausbreitung verhindert und sie beseitigt. Das Abwehrsystem 

der Wirbeltiere besteht aus einer angeborenen, unspezifischen Immunantwort und einer 

erworbenen, adaptiven, antigenspezifischen Immunantwort (Janeway et al., 2005). 

 

2.1.1  Das angeborene Immunsystem 

Eine effektive Barriere zwischen dem inneren Milieu des Organismus und der äußeren, 

keimhaltigen Umwelt bildet das Epithel der Körperoberflächen. Eine Infektion setzt die 

Epithelpassage eines Keims voraus. Um dies zu vermeiden bedient sich das Epithel zahlreicher 

physikalischer, chemischer sowie mikrobiologischer Mechanismen („tight junctions“ der 

Epithelzellen, die epitheliale Muzinproduktion, der Zilienschlag, der longitudinale Strom der 

Luft sowie zahlreiche Körperflüssigkeiten und die physiologische Mikroflora), die das 

parazelluläre Eindringen und die epitheliale Adhäsion der Keime verhindern oder zumindest 

erschweren. 

Unmittelbar nach dem Eindringen des Infektionserregers werden die zellulären und humoralen 

Mechanismen der angeborenen Resistenz in Gang gesetzt, die den Erreger erkennen und durch 

Opsonierung, Phagozytose und Zelllyse beseitigen. 

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehören Makrophagen, dendritische Zellen 

(DCs), Mastzellen, Neutrophile, Eosinophile und die Natürliche Killer (NK)-Zellen. Diese 

Immunzellen sind polyklonal und jede Klasse verfügt über identische Rezeptoren. Diese 

Rezeptoren sind in der Keimbahn kodiert und unterliegen im Gegensatz zu den Rezeptoren des 

adaptiven Immunsystems keinem Genrearrangement. Sie erkennen Pathogen-assoziierte 

molekulare Strukturen (z.B. Lipopolysaccharide (LPS), bakterielle DNA mit statistisch erhöhter 

Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotid-Dichte (CpG-DNA)) und werden deshalb als 

„Pattern-Recognition“-Rezeptoren (PRRs) bezeichnet. Die PAMPs (engl.: pathogen-associated 

molecular patterns) werden ausschließlich von Mikroorganismen produziert und erlauben es 

dem Wirtsorganismus zwischen eigenen und fremden/pathogenen Molekülen zu 
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unterscheiden. Sie sind für das Überleben und die Pathogenität der Mikroorganismen 

essentiell und wurden trotz des negativen Selektionsdrucks infolge ihrer Detektion durch das 

Immunsystem des Wirtsorganismus im Laufe der Evolution konserviert (Medzhitov und 

Janeway, 2000). Die PRRs werden auf der Zelloberfläche und in intrazellulären 

Kompartimenten der Zellen des angeborenen Immunsystems und der Epithelzellen exprimiert 

oder in die Blutstrombahn sowie die Gewebsflüssigkeit sezerniert. Die wichtigsten Funktionen 

dieser Rezeptoren sind Opsonierung, Phagozytose, Aktivierung proinflammatorischer 

Signalwege und Induktion der Apoptose. Funktionell können PRRs in drei Klassen unterteilt 

werden: sezernierte, phagozytierende und signaltransferierende Rezeptoren. Die wichtigsten 

Vertreter der signaltransferierenden PRRs sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs), auf die im 

Kapitel 2.2 gesondert eingegangen wird. Nach Erkennung der PAMPs vermitteln sie eine 

Signaltransduktion, die zur Expression proinflammatorischer Mediatoren (z.B. 

Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Interleukin (IL)-6, IL-8 usw.) und kostimulierender Moleküle, die 

für die Induktion des adaptiven Immunsystems essentiell sind, führt (Medzhitov und Janeway, 

2000). 

Zu den humoralen Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems gehören das 

Komplementsystem und die Entzündungsmediatoren (Zytokine, Chemokine). Das 

Komplementsystem ist eine Komponente des Blutplasmas und besteht aus einer Kaskade von 

Proteasen, die sich gegenseitig durch proteolytische Spaltung aktivieren und durch drei 

verschiedene Mechanismen den Organismus vor einer Infektion schützen. Erstens bindet eine 

große Anzahl von aktivierten Komplementfaktoren kovalent an die Keime und steigert die 

Phagozytose dieser Keime durch Makrophagen und Neutrophile, die auf ihrer Zelloberfläche 

Komplement-bindende Rezeptoren tragen. Zweitens haben die Spaltprodukte bestimmter 

Komplementfaktoren Chemokin- und Zytokin-ähnliche Wirkung. Drittens führt die 

Komplementkaskade zur Bildung eines Membran-Angriff-Komplexes, der durch eine 

Porenbildung in der bakteriellen Membran zur Störung der zelluläre Homöostase und zur 

Penetration von zelldestruierenden Enzymen wie z.B. dem Lysozym führt (Janeway et al., 

2005). 

Die Freisetzung von Entzündungsmediatoren führt zu einer Gefäßerweiterung, einer 

Blutstromverlangsamung und der Rekrutierung von Entzündungszellen aus der Blutstrombahn 
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zum Infektionsort. Die Opsonierung der Erreger durch das Komplementsystem und die 

Erkennung mikrobieller Strukturen durch PRRs erleichtern die Phagozytose der Erreger durch 

Makrophagen und neutrophile Granulozyten, die dabei aktiviert werden und ihrerseits 

Entzündungsmediatoren und antimikrobielle Peptide freisetzen. Beim Verlust des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes I (MHC I) somatischer Zellen werden NK-Zellen aktiviert, 

die als Effektorzellen die infizierten Zellen lysieren und große Mengen von Interferon (IFN)-γ 

freisetzen (Janeway et al., 2005). 

 

2.1.2  Das erworbene Immunsystem 

Wenn die Mechanismen des angeborenen Immunsystems für die Eindämmung und 

Beseitigung der Infektion nicht ausreichen, wird das antigenspezifische, adaptive Immunsystem 

zur Abwehr aktiviert. Die Zellen des adaptiven Immunsystems sind die Lymphozyten, die in T- 

und B- Lymphozyten unterschieden werden und auf ihrer Oberfläche Antigen-spezifische 

Rezeptoren exprimieren. Die Vielfalt der Rezeptoren basiert auf einer Rekombination 

verschiedener Genelemente (Genrearrangement) und erlaubt es den Lymphozyten jede 

fremde molekulare Struktur mit Präzision zu detektieren. Die T-Lymphozyten werden in 

zytotoxische Cluster of Differentiation (CD)8+-Lymphozyten und in CD4+-T-Helferzellen 

unterteilt, wobei die T-Helferzellen weiter in Th1-Zellen, Th2-Zellen und Th17-Zellen 

klassifiziert werden (Janeway et al., 2005; Onishi und Gaffen, 2010). 

Der wichtigste Schritt im adaptiven Immunsystem ist die Aktivierung naiver T-Lymphozyten. 

Dies setzt die Reifung dendritischer Zellen voraus, die am Ort der Infektion durch die 

Aktivierung der PRRs und das vorherrschende Zytokinmilieu erfolgt. Die aktivierten 

dendritischen Zellen exprimieren vermehrt antigengebundene MHC-Moleküle sowie 

kostimulierende Faktoren und wandern in das nächste lymphatische Gewebe ein, wo sie auf 

naive T-Lymphozyten treffen. Erst die simultane Bindung an die Antigen-MHC-Komplexe und 

kostimulierenden Faktoren erlaubt eine Differenzierung der naiven T-Lymphozyten zu 

Effektorzellen. 

Aktivierte zytotoxische CD8+-Lymphozyten erkennen Fremdpeptide auf den MHC-I-Komplexen 

infizierter Zellen und leiten die Apoptose oder die Lyse dieser Zielzellen ein. Die T-Helferzellen 

tragen auf ihrer Oberfläche CD4-Korezeptoren und erkennen Antigene, die von spezifischen 
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Antigenpräsentierenden Zellen (APCs) auf MHC-II-Komplexen dargestellt werden. Die Art des 

Pathogens und das Zytokinmilieu entscheiden über die terminale Differenzierung der naiven 

T-Helferzellen. Viren, intrazelluläre Erreger und die Zytokine IL-12 und IFN-γ induzieren einen 

Th1-Phänotyp, der seinerseits das IL-2 und das IFN-γ produziert und damit die Immunantwort 

durch Steigerung der eigenen Proliferation, durch Aktivierung von Makrophagen und 

CD8+-Lymphozyten und durch Hemmung der Th-2-gerichteten Immunantwort in eine zelluläre 

Richtung polarisiert. Ein Zytokinmilieu, in dem IL-4 und IL-10 vorherrschen, induziert eine 

Th2-gerichtete Immunantwort, die für die Differenzierung der naiven B-Lymphozyten in 

Immunglobulin-sezernierende Plasmazellen verantwortlich ist (Janeway et al., 2005). Die 

kombinierte Wirkung der Zytokine Transforming Growth Factor (TGF)-β, IL-1β und IL-6 auf 

naive T-Lymphozyten erzeugt einen Th17-Phänotyp, dessen Zytokine (IL-17, IL-21, IL-22, TNF-α) 

in ihren Zielzellen (immunologische, mesenchymale und epitheliale Zellen) die Freisetzung von 

proinflammatorischen und antimikrobiellen Genprodukten induzieren und in die Pathogenese 

chronisch entzündlicher und autoimmuner Erkrankungen involviert sind (Onishi und Gaffen, 

2010). 

 

2.1.3  Transmitter des Immunsystems 

Zytokine sind die Transmitter des Immunsystems. Sie werden von immunologischen und 

nichtimmunologischen Zellen freigesetzt und beeinflussen das Verhalten anderer Zellen, die 

mit Zytokinrezeptoren ausgestattet sind. Es handelt sich bei den Zytokinen um kleine 

Glykoproteine mit geringer Halbwertszeit, die autokrin, parakrin oder endokrin wirken können. 

Zytokine können synergistisch oder antagonistisch arbeiten und eine vielseitige (pleiotrope) 

oder ähnliche (redundante) Wirkung zeigen (Janeway et al., 2005).  

Die Zytokine können anhand ihrer strukturellen Verwandschaft in Zytokinfamilien unterteilt 

werden: Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktor-Superfamilien-Mitglieder, Chemokine, 

koloniestimulierende Faktoren und andere Zytokine. Interleukine beeinflussen Wachstum, 

Differenzierung, Teilung und Aktivierung der Zielzellen. Interferone wirken antiviral und 

antitumoral durch die Induktion einer gesteigerten MHC-Klasse-I-Expression somatischer 

Zellen, die Aktivierung der NK-Zellen und die Hemmung der viralen Proteinbiosynthese. Die 

Ausschüttung von IFN-γ führt zur Aktivierung der Makrophagen und erhöht die zytotoxische 
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T-Zell-Antwort. Der prominenteste Vertreter der TNF-Familie ist der TNF-α, der von 

Immunzellen nach Stimulierung mit LPS ausgeschüttet wird und eine Entzündungsreaktion 

durch die Aktivierung des Endothels, die Permeabilitätssteigerung der Gefäße und die Plasma- 

und Zellextravasation auslöst. Zusammen mit IL-1 und IL-6 induziert TNF-α die hepatische 

Produktion der Akute-Phase-Proteine, die Neutrophilenmobilisation, Fieber und die Protein- 

und Energiemobilisierung. Entzündungszellen, Epithel-/Endothelzellen und Bindegewebszellen 

sezernieren Zytokine, die die Fortbewegungsrichtung der Entzündungszellen beeinflussen. Man 

nennt sie aufgrund ihrer chemotaktischen Wirkung Chemokine. Entzündungszellen aus der 

Blutstrombahn wandern entlang des Konzentrationsgradienten in das Gewebe zum Ort der 

höchsten Chemokinkonzentration ein. Darüber hinaus beeinflussen die Chemokine die 

Aktivität und Degranulation der Leukozyten und spielen eine wichtige Rolle bei chronischen 

Entzündungsprozessen und der Angiogenese (Janeway et al., 2005). 

 

2.2  Toll-like Rezeptoren 

Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehören zu den „Pattern-Recognition“-Rezeptoren (s. Kapitel 2.1.1). 

Die TLRs findet man in allen höheren Organismen, wobei die Anzahl der Subtypen einer starken 

Variation unterliegt. Beim Säugetier sind bislang dreizehn verschiedene Toll-like Rezeptoren 

identifiziert worden (Akira et al., 2006). Nur die ersten 10 werden im humanen Organismus 

exprimiert. Ein Stop-Codon im humanen TLR11-Gen verhindert die Expression des Proteins 

beim Menschen (Lauw et al., 2005).  

Die TLRs sind in der Lage eine Vielfalt an pathogenen Keimen wie Bakterien, Viren, Pilze und 

Protozoen zu erkennen. Nach Stimulation der TLRs mit PAMPs werden 

Signaltransduktionswege aktiviert, die die Expression inflammatorischer Zytokine (TNF-α, IL-6, 

IL-1β, IL-12) und/oder die Produktion von Typ I Interferonen (IFN-α, IFN-β) induzieren (Kawai 

und Akira, 2007). Zusätzlich wird über diese Signalkaskaden die Transkription kostimulierender 

Faktoren (CD80 und CD86) induziert, die auf APCs exprimiert werden (Kadowaki et al., 2001; 

Takeda et al., 2003). Hier wird eine Brücke zum erworbenen Immunsystem geschlagen und 

sichergestellt, dass sich das Immunsystem nur gegen fremde Substanzen wehrt.  

Die TLR-Familie kann anhand der genomischen Struktur und der Ähnlichkeit der 

Aminosäurensequenz in verschiedene Unterfamilien gruppiert werden, die verwandte 
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molekulare Strukturen (PAMPs) erkennen können. So hat sich z.B. die Unterfamilie von TLR1, 

TLR2, TLR4 und TLR6 auf die Erkennung von Lipiden spezialisiert, während die Untergruppe von 

TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 Nukleinsäuren erkennt (Takeda et al., 2003). TLRs sind in der Lage 

Liganden unterschiedlicher Struktur zu binden (s. Tabelle 1).  

 

Tabelle 1: Toll-like Rezeptoren mit ihren bekannten Liganden (Tukhvatulin et al., 2010) 

TLR-Familie Ligand Herkunft 

TLR 1, 2, 6 Glycolipids Treponema maltephilum 

Glycosylphosphatidylinositol T. gondii, T. cruzi 

Lysophosphatidylserin Schistosoma monsoni 

Lipoteichonsäure S. aureus, S. pneumoniae 

Lipoarabidomannan Mykobakterien 

atypische Lipopolysaccharide L. interrogans, L. pneumophila usw. 

Porin N. meningitidis, H. influenza 

Zymosan S. cerevisiae 

β-Defensin-3 H. sapiens 

TLR3 dsRNA RNA-Viren 

TLR4 Lipopolysaccharide gramnegative Bakterien 

Mannan S. cerevisiae 

Taxol Taxus brevifolia 

Fusionsprotein Respiratory syncytial virus 

HSP60 H. sapiens 

Fibronectin H. sapiens 

Fibrinogen H. sapiens 

 β-Defensin-2 H. sapiens 

TLR5 Flagellin Bakterien 

TLR7 ssRNA RNA-Viren 

Guanosinanaloga synthetische Komponente 

Bropyrimin synthetische Komponente 

TLR8 ssRNA RNA-Viren 

R-848 synthetische Komponente 

TLR9 
 

CpG-DNA Bakterien, DNA-Viren 

Chromatin-IgG-Komplexe H. Sapiens 

LL-37-DNA-Komplex H. Sapiens 

TLR10 Liganden bisher unbekannt (Lazerus et al., 2004) 

TLR11 unbekannte Komponente uropath. Bakterien 

Profilin-like Protein T. gondii 
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Sie werden im menschlichen Organismus sowohl von immunologischen als auch von 

nicht-immunologischen Zellen exprimiert. Die TLR 1, 3, 4, 5, 6, und 10 befinden sich an der der 

Zelloberfläche, während die TLR 3, 7, 8, und 9 intrazellulär lokalisiert sind (Ishii et al., 2005). 

Die TLRs gehören zu der Familie der Typ I Transmembranrezeptoren und sind durch eine 

extrazelluläre Domäne mit Leucin-reichen Wiederholungsmotiven (leucin-rich repeats domane) 

und einer zytoplasmatischen Toll/IL-1Rezeptor-Domäne (TIR-Domäne), die eine Homologie zu 

der des IL-1 Rezeptors aufweist, charakterisiert. Sie benutzen dieselben Signalmoleküle, die 

auch an der Signaltransduktion des IL-1 Rezeptors beteiligt sind. Nach Bindung von Liganden 

rekrutieren sowohl der IL-1 Rezeptor als auch die TLRs das Adapterprotein MyD88 (Myeloid 

differentiation factor 88), das im Weiteren eine Signalkaskade, die im Kapitel 2.2.3 ausführlich 

erklärt wird, aktiviert. Am Schluss dieser Signaltransduktion stehen die Phosphorylierung des 

NF-κB-Inhibitors (IκB) und die nukleäre Translokation des Transkriptionsfaktors NF-κB, der für 

die Transkription zahlreicher proinflammatorischer Zytokine und Chemokine verantwortlich ist 

(Takeda et al., 2003). 

 

2.2.1  CpG-Motive 

Tokunaga et al. fand im Jahre 1984 heraus, dass es sich bei der immunstimulierenden und 

tumorsuppressiven Komponente des Bacillus Calmette-Guérin um bakterielle DNA handelte. 

Auf die Frage nach der immunstimulierenden DNA-Struktur konnten Krieg et al. (1995) mit der 

Entdeckung der CpG-Motive antworten. Sie zeigten, dass sowohl bakterielle DNA als auch 

synthetisierte Oligodinukleotide, die ein in einen bestimmten Basenkontext eingebettetes 

CpG-Dinukleotid (5'-Pu-Pu-CpG-Pyr-Pyr-3') besitzen, in der Lage sind, die Proliferation der 

murinen B-Zellen und die Immunglobulinsekretion zu induzieren.  

Geht man von einer zufälligen Verteilung der Nukleobasen aus, so müssten CpG-Dinukleotide 

mit einer Häufigkeit von 1:16 im Genom vorkommen. Während dies für die bakterielle DNA 

zutrifft, ist die Häufigkeit der CpG-Motive im menschlichen Genom auf ein Fünftel des 

Erwartungswertes reduziert. Hinzu kommt noch, dass im Gegensatz zu den nichtmethylierten 

CpG-Dinukleotiden der bakteriellen DNA die Cytosine der Wirbeltier-DNA an der Position 5 zu 

70 % methyliert sind (Bird et al., 1986). Krieg et al. (1995) haben gezeigt, dass 

Oligodinukleotide mit methylierten Cytosinen in den CpG-Dinukleotiden ihre 
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immunstimulierende Wirkung verlieren, während die Methylierung der Cytosine außerhalb der 

CpG-Dinukleotide keinen negativen Einfluss auf die Immunstimulation hat. Diese strukturellen 

Unterschiede in der DNA erlauben den Wirbeltieren die bakterielle DNA als Fremdmaterial zu 

erkennen. 

Über die Jahre hat sich gezeigt, dass CpG-Motive je nach Sequenz und Rückgrat 

(Phosphorothioat, Phosphodiester oder Mixmer) deutliche Unterschiede im Profil und Kinetik 

ihrer immunmodulatorischen Wirkung aufweisen. Es werden drei Hauptklassen von CpG-ODN 

unterschieden: CpG-A- (auch CpG-D-), CpG-B- (auch CpG-K-) und CpG-C-ODN (Müller et al., 

2008). Charakteristisch für die Wirkung von CpG-A-ODN sind die indirekte Aktivierung der 

NK-Zellen, die Induktion der IFN-Typ I-Produktion durch pDCs (plasmazytoide dendritische 

Zellen) und eine schwache B-Zell-Aktivierung (Krug et al., 2001a; Müller et al., 2008). Im 

Gegensatz zu CpG-A-ODN induzieren CpG-B-ODN nur eine sehr schwache IFN-Typ I-Produktion 

in pDCs. Dafür sind CpG-B-ODN starke Stimulatoren der B-Zellen (Müller et al., 2008). 

CpG-C-ODN stellen eine strukturelle Mischung aus CpG-A- und CpG-B-ODN dar. Ihr 

Charakteristikum ist die Kombination einiger stimulatorischer Eigenschaften der A- und 

B-Typen. Daher führen sie sowohl zur Induktion der IFN-Typ I-Sekretion als auch zur 

Aktivierung der B-Zellen (Hartmann et al., 2003; Müller et al., 2008).  

CpG-DNA induziert in vivo und in vitro eine Th1-gerichtete Immunreaktion, die durch Zytokine 

wie IL-12, -18 und IFN-γ charakterisiert ist (Heeg und Zimmermann, 2009).  

 

2.2.2  TLR9: Entdeckung, Expression, Lokalisation und Liganden 

Die zelluläre Antwort auf die CpG-DNA wird durch den TLR9 vermittelt (Hemmi et al., 2000). 

Beim Menschen wird der TLR9 vorwiegend in plasmozytoiden dendritischen Zellen (pDCs) und 

in B-Gedächtniszellen exprimiert (Hornung et al., 2002; Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 

2001b). Diverse Studien haben auch in anderen humanen Immun- und Epithelzellen eine 

Expression und ein TLR9-abhängiges Ansprechen einiger dieser Zellen auf CpG-DNA gezeigt. Zu 

diesen Zellen gehören neutrophile Granulozyten, Alveolarmakrophagen, periphere 

Blutmonozyten, NK-Zellen und T-Zellen sowie Bronchialepithelzellen, intestinale Epithelzellen 

und Keratinozyten (Hayashi et al., 2003; Hornung et al., 2002; Juarez et al., 2010; Olaru und 

Jensen, 2010; Pedersen et al., 2005; Platz et al., 2004).  
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In ruhenden Immunzellen wird der TLR9 im Endoplasmatischen Retikulum exprimiert (Leifer et 

al., 2004). Latz et al. (2004) haben gezeigt, dass im Anschluss an die endosomale 

Internalisierung der CpG-DNA Aktivierungsprozesse in Gang gesetzt werden, die zu einer 

Fusion der TLR9-besetzten Membranabschnitte des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit 

den Membranen der CpG-DNA enthaltenden Endolysosoms führen. Dabei ist die 

ligandenbindende Domäne des Rezeptors zum Lumen des Endolysosoms hin ausgerichtet. Die 

CpG-DNA-abhängige Aktivierung des TLR9 im Endolysosom findet nur im sauren Milieu von 

reifen Endosomen statt und kann durch Substanzen wie z.B. Chloroquin oder Bafilomycin A1, 

die die vakuoläre Protonen-ATPase und damit die endosomale Azidifizierung hemmen, 

verhindert werden (Macfarlane und Manzel, 1998). 

Kürzlich konnte die Arbeitsgruppe von Ewald et al. (2008) zeigen, dass ein Teil des im ER 

exprimierten TLR9, gebunden an das Protein UNC93B1 (Tabeta et al., 2006), das ER verlässt 

und nach Passage des Golgi-Apparats in den Endolysosomen im Bereich der Ektodomäne 

prozessiert wird. Obwohl beide Formen in der Lage sind CpG-DNA zu binden, bindet nur die 

prozessierte Form an MyD88 und wird von Ewald et al. (2008) als die funktionale Form des 

Rezeptors beschrieben. Unter bestimmten, bisher noch ungeklärten Bedingungen kann der 

TLR9 an die Zelloberfläche gelangen. Die an der Zelloberfläche exprimierte Form des TLR9 

entgeht der endosomalen Proteinprozessierung und ist nach Stimulation nicht in der Lage 

NF-κB-abhängige Signalwege zu induzieren (Ewald et al., 2008). 

Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass TLR9 über eine größere Auswahl an Liganden 

verfügt, als bisher angenommen. Das Malariapigment Hemozoin wurde von Coban et al. (2005) 

als ein weiterer Ligand des TLR9 vorgestellt. Coch et al. (2009) demonstrierten eine 

TLR9-vermittelte Aktivierung der pDCs durch methylierte, an kationische Lipide gebundene 

CpG-DNA, wenngleich die Aktivierung durch unmethylierte CpG-DNA deutlich stärker ausfiel. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die körpereigene DNA in Verbindung mit 

Autoantikörpern oder dem antimikrobiellen Peptid LL-37 in der Lage ist den 

TLR9-Signaltransduktionsweg zu aktivieren (Barrat et al. 2005; Lande et al., 2007). Diese 

Beobachtungen lenken die Aufmerksamkeit auf die Rolle der humanen DNA als autoreaktiv 

wirkende Substanz über einen TLR9-vermittelten Mechanismus. 
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2.2.3  PDCs und die TLR9-vermittelte Signaltransduktion 

Die ersten beschriebenen pulmonalen DCs waren Langerhanszellen, die CD1a und Langerin 

exprimieren (Tsoumakidou et al., 2008). Später wurden drei weitere phänotypisch und 

funktionell unterschiedliche Subpopulationen der DCs beschrieben: myeloide DCs Typ 1 und 

Typ 2 und plasmozytoide DCs (Tsoumakidou et al., 2008). Während die Expression der 

unterschiedlichen Oberflächenmarker für einen lymphoiden Ursprung der pDCs und einen 

myeloiden Ursprung der mDC sprechen, zeigen neuere Erkenntnisse, dass die pDCs sich sowohl 

aus lymphoiden als auch myeloiden Vorläuferzellen entwickeln und nach viralen Infektionen 

sogar in myeloide DCs differentieren können (Lande und Gilliet, 2010; Zuniga et al., 2004). In 

der Infektabwehr spielen die mDCs und pDCs unterschiedliche und komplementäre Rollen 

(Tsoumakidou et al., 2008). Beide Subpopulationen verfügen über unterschiedliche 

Rezeptorkombinationen. Während die mDCs mit TLR1-6 und TLR8 ausgestattet sind, 

exprimieren die pDCs TLR7 und TLR9 im endosomalen Kompartiment (Ito et al., 2005).  

Der Anteil der pDCs im peripheren Blut ist gering und beträgt nur 0,2-0,8 % (Lande und Gilliet, 

2010). Nach ihrer Bildung im Knochenmark werden die unreifen pDCs in die Blutstrombahn 

freigesetzt. Unter „Steady-state“-Bedingungen wandern sie anders als die unreifen mDCs nicht 

ins periphere Gewebe sondern direkt in die T-Zell-reichen Zonen der lymphatischen Organe. 

Ihre Migration in die lymphatischen Organe erfolgt über die „high endothelial venules“ (HEV), 

deren konstitutiv exprimierten Chemokine wie CCL21 und CCL17 von Chemokinrezeptoren der 

pDCs (z.B. CCR7) erkannt werden (Yoneyama et al., 2004). Eine Akkumulation von pDCs im 

peripheren Gewebe findet man im Rahmen viraler Infektionen und autoreaktiver Prozesse 

(Cavanagh et al., 2005; Farkas et al., 2001; Smit et al., 2006). Zu den chemischen Lockstoffen 

der pDCs gehören Adenosin, Anaphylatoxine C3a und C5a, sowie Liganden des CXCR3 (CXCL9, 

CXCL10, CXCL11) und des CXCR4 (CXCL12) (Lande und Gilliet, 2010).  

Die pDCs sind die Hauptproduzenten des IFN Typ I. Die Triggerung des TLR9 durch CpG-DNA 

führt im frühen Endolysosomen der pDCs zu einer Rekrutierung des Adapterproteins MyD88, 

das seinerseits die Aggregation des Signaltransduktionskomplexes, bestehend aus IRAK-1, 

IRAK-2, TRAF6, BTK und IRF7, aktiviert. Dieser Komplex phosphoryliert den Transkriptionsfaktor 

IRF7, dessen anschließende Interaktion mit TRAF3, IKK, IRAK1, OPN und PI3K zu seiner 
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nukleären Translokation führt. Im Zellkern initiert IRF7 die Transkription der IFN Typ I-Gene 

(Lande und Gilliet, 2010). 

 

 

 

Abb. 1: TLR-Signaltransduktionswege in späten und frühen Lysosomen der plasmazytoiden 
Dendritischen Zellen (Lande und Gilliet, 2010) 

 

IFN Typ I induziert eine starke Th1-gerichtete Immunantwort durch Anregung der unreifen 

mDCs zur Produktion von IL-12, IL-15, IL-18 und IL-23, durch Steigerung der Interaktion 

zwischen mDCs und CD8+-T-Zellen und durch Polarisierung der CD4+-T-Zellen zu Th1-Zellen 

(Lande und Gilliet, 2010). Außerdem fördert IFN Typ I das Überleben und die klonale Expansion 

der CD8+-T-Zellen und stimuliert die Aktivierung der NK-Zellen und die Differenzierung der 

B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen (Lande und Gilliet, 2010; 

Theofilopoulos et al., 2004). 
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Die TLR9-Triggerung in späten Lysosomen der aktivierten pDCs führt, vermittelt durch einen 

MyD88-Transduktionskomplex, über eine Ubiquitinylierung von TAK1 (transforming growth 

factor-beta-activated kinase 1) zur Aktivierung des NF-κB und der MAPK (mitogen-activated 

protein kinase). Die Aktivierung dieser Proteine führt zu einer Genexpression von 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-α, von MHC-Molekülen und von 

kostimulierenden Molekülen (Lande und Gilliet, 2010). Eine synergistische Aktivierung der 

pDCs durch die CpG-DNA und den CD40-Liganden führt zu einer Freisetzung des Zytokins IL-12, 

das die in der COPD vorherrschende Th1-gerichtete Immunantwort induziert (Krug et al., 

2001b). Die TLR9-Signalwege in frühen und späten Lysosomen sind in der Abbildung 1 

schematisch dargestellt. 

 

2.3  Definition der Polymorphismen 

Beim Vergleich zweier beliebiger menschlicher Genome findet man eine 99,9-prozentige 

Übereinstimmung in der DNA-Sequenz. Die restlichen 0,1 Prozent unterliegen einer 

interindividuellen Variabilität und repräsentieren insgesamt 3.000.000 Sequenzunterschiede. 

Es liegt auf der Hand, dass ein Teil dieser Sequenzunterschiede für die phänotypische 

Variabilität und die genetische Krankheitsdisposition verantwortlich sein muss. 

Ist die Auftretenshäufigkeit einer Genvariante in einer Population größer als ein Prozent, so 

wird sie als ein genetischer Polymorphismus bezeichnet. Den weitaus größten Teil (90 %) der 

Variabilität im menschlichen Genom machen die Einzel-Nukleotid-Polymorphismen 

(single-nucleotide polymorphisms, SNPs) aus, von denen insgesamt mehr als zwei Millionen 

bekannt sind. Sie stellen Mutationen eines einzelnen Basenpaars dar. 

Viele SNPs haben keine phänotypische Konsequenz, weil sie entweder im nichtkodierenden 

Bereich liegen oder sich im kodierenden Bereich auf Positionen befinden, die nicht zu einer 

abweichenden Dekodierung des Codons führen. Einige dieser SNPs können als genetische 

Marker an Bedeutung gewinnen, wenn sie und ein Krankheitsgenort nahe beieinander liegen 

und entgegen der Erwartung überzufällig häufig zusammen vererbt werden 

(Kopplungsungleichgewicht). 

Ein großes Interesse besteht an Genvarianten, die zu einer Funktionsänderung der Proteine 

führen oder über eine veränderte Genregulation eine Verschiebung der quantitativen 
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Zusammensetzung zellulärer Proteine verursachen. Diese Genvarianten haben eine 

phänotypische Konsequenz und können sich durch Interaktionen mit anderen Genvarianten 

und bestimmten Umweltfaktoren günstig oder ungünstig auf den Träger auswirken. (Cichon et 

al., 2002). 

 

2.3.1  SNPs in der Promotorregion des TLR9 

Das Gen für TLR9 befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 (3p21.3). Es umfasst 

ungefähr 5 kb (Kilobasen) und besitzt 2 Exons, wobei das 2. Exon für den größten Teil des 

Proteins kodiert. Das Protein besteht aus 1032 Aminosäuren (Lazarus et al., 2003). Die in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten SNPs T-1237C (rs5743836) und T-1486C (rs187084) befinden 

sich in der potentiellen Promotorregion des TLR9.  

Eine Analyse der Transkriptionsfaktorbindungsstellen an den Positionen der 

TLR9-Polymorphismen T-1237C und T-1486C hat gezeigt, dass durch beide SNPs sich 

Veränderungen an den Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren ergeben. Während das 

Wildtyp-Allel keine Transkriptionsfaktorbindungsstellen an -1486 und -1237 aufweist, entsteht 

durch den T/C-Austausch eine c-Rel/NF-κB-Bindungsstelle an Position -1237 und eine neue 

Bindungsstelle für Sp-1 an Position -1486 (Hamprecht, 2005). Eine Prästimulation mit CpG-DNA 

bewirkt eine signifikante Hochregulation der TLR9-Expression in Zellen mit der homozygoten 

Variante des TLR9 SNPs T-1486C (Elmaagacli e al., 2009). Ähnlich verhält es sich mit der TLR9 

-1237C-Variante. Ng et al. (2010) konnten zeigen, dass das Tragen des C-Allels an der Position 

-1237 durch eine Erhöhung der Bindungsaffinität des NF-κB an die TLR9-Promotorregion zu 

einer signifikant stärkeren Transkriptionsaktivität führt.  

Für den TLR9 SNP T-1237C ist eine Assoziation mit verschiedenen entzündlichen Erkrankungen 

gezeigt worden. Lazarus et al. (2003) haben in der europäisch-amerikanischen Kohorte eine 

marginal signifikante Assoziation zwischen der TLR9 SNP -1237C-Variante 

(Fisher´s Exact test, P = 0,042) und Asthma bronchiale gefunden. Diese Assoziation konnte von 

einer tunesischen Arbeitsgruppe, die 210 asthmatische Kinder kaukasischer Herkunft 

untersuchte, bestätigt werden (Lachheb et al., 2008). Novak et al. (2007) zeigten an einer 

deutschen Population, dass in Familienkohorten das T-Allel des SNPs T-1237C mit dem 

atopischen Ekzem, insbesondere der intrinsischen Form, assoziiert ist. Die Assoziation zwischen 
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dem SNP T-1237C und der chronisch entzündlichen Darmerkrankung Morbus Crohn wurde von 

Török et al. (2004; 2006) gefunden. Zwei weitere Studien zeigten, dass der SNP T-1237C sowohl 

mit dem postinfektiösem Reizdarmsyndrom als auch mit wiederholten Rezidiven einer 

Ileum-Pouchitis bei Patienten mit Colitis ulcerosa assoziiert ist (Lammers et al., 2005; Villani et 

al., 2010). Ng et al. (2010) berichteten kürzlich über eine Assoziation zwischen dem C-Allel des 

SNP T-1237C und der Entwicklung einer Helicobacter pylorus-induzierten gastralen 

Präkanzerose.  

Toll-like Rezeptoren scheinen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen zu spielen, indem sie das Gleichgewicht zwischen der peripheren 

Toleranz und der Autoimmunität zu Gunsten von Autoimmunerkrankungen verschieben (Lang 

et al., 2005; Waldner et al., 2004). Für die SNPs des TLR9 konnten Assoziationen mit 

Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, der multiplen Sklerose und dem 

Morbus Basedow nachgewiesen werden (Etem et al., 2010; Ji et al., 2010; Liao et al., 2010). 

Tao et al. (2007) fanden in einem japanischen Kollektiv eine Assoziation zwischen dem G-Allel 

des TLR9 SNP A+1174G und einem erhöhten Risiko für SLE. Das Vorkommen des C-Allels an der 

Position -1486 war bei den SLE-Patienten dieses Kollektivs jedoch nicht signifikant erhöht. 

Die TLR9 SNPs scheinen auch den Verlauf infektiöser Erkrankungen zu beeinflussen. 

Sam-Agudu et al. (2010) zeigten, dass bei komplizierten Malariaverläufen die erhöhten 

IFN-γ-Konzentrationen mit dem C-Allel des TLR9 SNPs T-1237C assoziiert waren. Leoratti et al. 

(2008) untersuchten Patienten mit einer milden Form der Malaria und einer 

asymptomatischen Plasmodieninfektion und konnten eine starke Assoziation (p < 0,001) 

zwischen dem C-Allel des TLR9 SNPs T-1486C und einer hohen Parasitämie nachweisen. Eine 

italienische Arbeitsgruppe untersuchte Varianten in den TLR9-Genen an einer Gruppe von 

Kindern mit hämatologischen Malignomen und zeigte, dass die Frequenz des C-Allel des 

TLR9 SNPs T-1486C bei Patienten mit invasiver Pilzinfektion signifikant höher war als bei 

Patienten mit nicht-invasiver Infektion (Lanciotti et al., 2008). Darüber hinaus berichteten 

Carvalho et al. (2008) über eine signifikant höhere Frequenz des C-Alles des TLR9 SNP T-1237C 

(p-Wert = 0,043) bei Patienten mit einer allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) 

im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Davis et al. (2010) beschrieben kürzlich eine Assoziation 

zwischen dem TLR9 SNP T-1486C und der puerpuralen Streptokokkonsepsis.  
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2.4  Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 

 

2.4.1  Definition der COPD 

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) charakterisiert sich durch eine nicht 

vollständig reversible, über Jahrzehnte progressiv verlaufende Atemflussbegrenzung. Sie 

entwickelt sich auf der Basis einer abnormen, pulmonalen Entzündungsreaktion auf 

Zigarettenrauch und andere inhalative Noxen (Pauwels et al., 2001). Die COPD fasst die 

Entitäten chronische Bronchitis und Lungenemphysem zusammen und schließt Asthma, das 

sich durch seine Pathogenese, Therapie und Prognose von der COPD unterscheidet, als 

eigenständiges Krankheitsbild aus ihrer Definition aus (Vogelmeier et a., 2007).  

Eine chronische Bronchitis ist dann anzunehmen, wenn bei einem Patienten in mindestens 

zwei auf einander folgenden Jahren während der meisten Tage in mindestens 3 auf einander 

folgenden Monaten Husten, Auswurf und Hypersekretion bestehen, wobei andere kardiale und 

pulmonale Ursachen ausgeschlossen sein müssen (Barnes et al., 2003). Das Emphysem 

bezeichnet eine irreversible Erweiterung der Lufträume distal der Bronchioli terminales infolge 

der auf einer chronischen Entzündung basierenden Destruktion der Alveolarwände mit 

Verminderung der pulmonalen Elastizität und der Gasaustauschfläche (Pauwels et al., 2001).  

Die Definition der „Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease“ ist von der 

gemeinsamen amerikanischen/europäischen Arbeitsgruppe - der „ATS/ERS Task Force“- 

dahingehend erweitert worden, dass die COPD auch eine systemische Komponente, sei es als 

Ursache oder als Folge der pulmonalen Erkrankung, zeigt (Celli et al., 2004). Die 

Schweregradeinteilung erfolgt gemäß den GOLD-Leitlinien (s. Tabelle 2). 

 

Tabelle 2: Schweregradeinteilung der Atemflussbegrenzung in der COPD (GOLD, Update 2011) 

Schweregrad  FEV1*/FVC** 

COLD 1      mild FEV1 ≥ 80 % des Sollwertes < 70 %    

COLD 2      moderat 50 % ≤ FEV1 < 80 % des Sollwertes < 70 % 

COLD 3      schwer 30 % ≤ FEV1 < 50 % des Sollwertes < 70 % 

COLD 4      sehr schwer FEV1 < 30 % des Sollwertes < 70 % 

* FEV1: Einsekundenkapazität; **FVC: funktionelle Vitalkapazität 
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2.4.2  Epidemiologie 

Die COPD ist gegenwärtig die zwölfthäufigste Morbiditätsursache und die vierthäufigste 

Todesursache weltweit. Experten schätzen, dass sie im Jahr 2030 in Ländern mit einem hohen 

und niedrigen Einkommen an vierter Stelle und in Ländern mit einem mittleren Einkommen 

sogar an dritter Stelle der Todesursachenstatistik stehen wird (Mathers et al., 2006).  

Buist et al. (2007) haben zur standardisierten Erfassung der weltweiten Prävalenzdaten eine 

internationale Studie durchgeführt. Das Studienprotokoll sah standardisierte, international 

verwendbare und vergleichbare Methoden vor, die in jedem Land unabhängig von dessen 

Entwicklungsstufe durchführbar waren und mit einem nach American Thoracic Society 

(ATS)-Kriterien standardisierten Fragebogen und einer Post-Broncholyse-Spirometrie neben 

der Prävalenzschätzung auch die Erfassung der Risikofaktoren erlaubten. An der Studie 

partizipierten insgesamt zwölf Länder (Buist et al., 2007). Die Prävalenz der 

COPD-Schweregrade GOLD I+ unterschied sich signifikant zwischen den einzelnen Ländern und 

lag zwischen 11,4 % und 26,1 %. Die durchschnittliche Prävalenz für COPD-Schweregrade GOLD 

II+ betrug 10,1 % (11,8 % für Männer und 8,5 % für Frauen). In Ländern, in denen sich das 

Rauchverhalten der Frauen an das der Männer angeglichen hat, zeigte sich der 

Geschlechtsunterschied in der Prävalenz der COPD aufgehoben. Eine klinisch relevante COPD II 

+ ist inzwischen sogar in vielen entwickelten Ländern beim weiblichen Geschlecht häufiger 

anzutreffen. Die Prävalenz der COPD-Schweregrade I+ lag in Deutschland bei 13,2 % (GOLD I: 

7,4 %, GOLD II: 5,0 % und GOLD III-IV: 0,8 %). Es zeigte sich eine Zunahme der Prävalenz und 

des Schweregrades der COPD in Abhängigkeit vom Alter und Zigarettenkonsum (Buist et al., 

2007). 

 

2.4.3  Risikofaktoren 

Die pathophysiologischen Prozesse der COPD werden in erster Linie durch Zigarettenrauchen 

verursacht (Sandford und Paré, 2000). Die beiden Tatsachen, dass nur 10-50 % der Raucher an 

der COPD erkranken und ca. 10 % der COPD Patienten Nichtraucher sind, legen nahe, dass 

weitere exogene und endogene Faktoren bei der Entwicklung der COPD relevant sind 

(Stevenson und Underwood, 2006). Zu den nennenswerten exogenen Risikofaktoren gehören 

gehäufte Atemwegsinfektionen in der Kindheit, die allgemeine Luftverschmutzung und 
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berufliche Staubexposition (Pauwels et al., 2001). Ferner belegen epidemiologische und 

klinische Daten, dass genetische Faktoren an der Entstehung der COPD beteiligt sind. In 

verschiedenen Studien wurden eine familiäre Krankheitshäufung sowie eine signifikant höhere 

Prävalenz bei enger Verwandtschaft erkrankter Patienten beobachtet (Sandford und Paré, 

2000; Silverman, 2002).  

Der α1-Antitrypsinmangel (AATM) ist bisher der einzige bekannte, validierte genetische 

Risikofaktor für COPD. Das α1-Antitrypsin (AAT) neutralisiert die Neutrophilen-Elastase und 

schützt dadurch die Lunge vor einem zu einem Lungenemphysem führenden Selbstverdau 

(Schroth und Bals, 2010).  

Als Folge des geänderten Rauchverhaltens der Frauen wandelt sich die COPD von einer 

typischen Männererkrankung zu einer Erkrankung des weiblichen Geschlechts. In entwickelten 

Ländern wie den USA, Canada und Finnland sind die COPD-Fallzahlen, die Hospitalisierungs- 

und Sterberaten bei Frauen bereits höher als bei Männern (Carrasco-Garrido et al., 2009). 

Verschiedene Studien postulieren eine höhere Anfälligkeit des weiblichen Geschlechts für die 

schädliche Wirkung des Tabakrauchs (Chen et al., 1991; Xu et al., 1994). Diese führt dazu, dass 

Frauen schon in jüngeren Jahren und nach einer deutlich geringeren Tabakrauchexposition 

schwerere Lungenfunktions- einschränkungen haben als Männer (de Torres et al., 2005).  

 

2.4.4  Pathogenese der COPD 

Die COPD ist eine chronisch entzündliche Lungenerkrankung, die durch einen akzelerierten, mit 

dem Alter fortschreitenden Abfall der FEV1 charakterisiert ist. Die im Vordergrund der 

Erkrankung stehende Atemwegsobstruktion resultiert aus einer inhomogenen 

Pathomorphologie, die sich bei den meisten Patienten unterschiedlich proportioniert aus drei 

Pathomechanismen (chronische Bronchitis, Emphysem und Mukushypersekretion) 

zusammensetzt (Barnes et al. 2003) 

Die pathomorphologische Inhomogenität spiegelt die komplexe Vernetzung zahlreicher 

Entzündungsmechanismen in der Pathogenese der COPD wieder. Die verschiedenen, durch 

toxische Reize getriggerten Pathomechanismen wie die entzündliche Gewebsinfiltration, der 

oxidative Stress und das Proteasen-Antiproteasen-Ungleichgewicht laufen parallel ab und 

halten sich gegenseitig aufrecht (Barnes et al., 2003). 
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Eine mechanische Obstruktion der peripheren Atemwege entsteht zum einen durch einen 

abnorm erhöhten und anhaltenden Tonus der glatten Bronchialmuskulatur und zum anderen 

durch ein Ödem der Mucosa. Beide sind Folgen einer entzündlichen Gewebsinfiltation der 

Bronchialwand. Dauerhaft führt diese chronische Entzündung zu einer peribronchialen 

Fibrosierung und der damit verbundenen Fixierung der Bronchialobstruktion. Beim 

Lungenemphysem findet ein entzündungsbedingter Abbau der bindegewebigen und 

elastischen Fasern zwischen den terminalen Bronchiolen statt, der zur Instabilität der kleinen 

Atemwege mit dem Resultat einer expiratorischen Flusslimitierung und der Überblähung der 

Alveolen führt. Verstärkt wird die Atemwegsobstruktion durch eine gesteigerte 

Schleimproduktion und die verlangsamte Schleimclearence, die auf einer Ziliendysfunktion 

basiert (Pforte, 2002). 

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der COPD spielen verschiedene Zytokine, die 

unterschiedliche Zellpopulationen aktivieren und damit zur eigenen Freisetzung sowie zur 

Freisetzung anderer Zytokine aus diesen Zellen und folglich zu der Aufrechterhaltung der 

Inflammation beitragen (Pforte, 2002). Im Weiteren werden die komplexen 

Entzündungsmechanismen kurz vorgestellt. 

 

Gewebsinfiltration durch Entzündungszellen  

Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der COPD kommt verschiedenen 

Entzündungszellen zu, die in vermehrter Anzahl in den Atemwegen und dem 

Lungenparenchym von Rauchern und COPD-Patienten histopathologisch nachweisbar sind. 

Alveolarmakrophagen und T-Lymphozyten sind in Biopsien der Bronchien und des 

Lungenparenchyms vorherrschend, wobei die Anzahl der zytotoxischen T-Lymphozyten im 

Vergleich zu T-Helferlymphozyten überwiegt. In der BAL-Flüssigkeit und im induzierten Sputum 

sind sowohl Makrophagen als auch Neutrophile in vermehrter Anzahl nachweisbar (Barnes et 

al., 2003; MacNee, 2005).  

Die Organisation der rekrutierten B-Lymphozyten in Lymphfollikel in peripheren Atemwegen 

und die Anwesenheit oligoklonaler T-Lymphozyten weist darauf hin, dass die Ansammlung der 

Lymphozyten das Ergebnis einer antigenspezifischen, adaptiven Immunantwort ist, bei der 

dendritische Zellen eine entscheidende Rolle spielen (Hogg et al., 2004; Sullivan et al., 2006). 



25 

 

Respiratorisches Epithel 

In der Pathogenese der COPD spielt das respiratorische Epithel bei der Initiierung und 

Vermittlung der Entzündungsprozesse eine wichtige Rolle. Das respiratorische Epithel 

exprimiert verschiedene Mitglieder der TLR-Familie (TLR1-6 und TLR9), über die es pathogene 

Keime erkennt und folglich eine Vielzahl an proinflammatorischen Mediatoren freisetzt (Mayer 

et al., 2007; Platz et al., 2004; Thorley und Tetley, 2007). 

 

Alveolarmakrophagen 

Alveolarmakrophagen (AMs) sind an vielen entzündlichen Prozessen und pathologischen 

Veränderungen in der COPD beteiligt. Sie liegen in verschiedenen Lungenkompartimenten der 

COPD-Patienten in erhöhter Anzahl vor und weisen eine gesteigerte chemotaktische und 

elastolytische Aktivität auf. Nach Aktivierung durch Zigarettenrauch sezernieren AMs eine 

Vielzahl inflammatorischer Mediatoren (z.B. TNF-α, IL-8, Liganden des 

CXC-Motiv-Chemokinrezeptors 3 (CXCR3)) sowie elastolytische Enzyme wie z.B. 

Matrix-Metalloprotease (MMP)-2, MMP-9, MMP-12 und produzieren reaktive 

Sauerstoffspezies (Barnes et al., 2003). 

 

Neutrophile  

Es wird eine vermehrte Anzahl von Neutrophilen in der BAL-Flüssigkeit und im Bereich der 

bronchialen Schleimdrüsen der COPD-Patienten beschrieben (Barnes et al., 2003; Saetta et al., 

1998). Aktivierte neutrophile Granulozyten produzieren die Neutrophilen-Elastase und 

verschiedene Serinproteasen. Die Serinproteasen sind potente Sekretagoga und regen die 

bronchialen Schleimdrüsen zur mukösen Hypersekretion an. Zusätzlich produzieren 

neutrophile Granulozyten große Mengen an IL-8 und reaktiven Sauerstoffspezies (Barnes et al. 

2003).  

Hayashi et al. (2003) haben gezeigt, dass die humanen Neutrophilen funktionelle TLRs 

exprimieren. Nach einer Vorbehandlung der Neutrophilen mit GM-CSF exprimieren diese 

vermehrt TLR-9 und setzen nach Stimulation mit CpG-DNA IL-8 frei (Hayashi et al., 2003).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thorley%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tetley%20TD%22%5BAuthor%5D
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Lymphozyten 

Im Lungenparenchym, in peripheren und zentralen Atemwegen sowie Gefäßwänden von 

Rauchern und insbesondere von COPD-Patienten findet man eine vermehrte Ansammlung von 

T-Lymphozyten. Dabei werden mehr zytotoxische CD8+-Lymphozyten als T-Helferzellen 

rekrutiert (Barnes et al., 2003; Saetta et al., 1997; Saetta et al., 1999). Die Ansammlung von 

T-Lymphozyten korreliert mit dem Destruktionsgrad der Alveolen und dem Schweregrad der 

Obstruktion (Barnes et al., 2003). Grumelli et al. (2004) konnten zeigen, dass die 

T-Lymphozyten in Emphysemlungen Marker eines Th1-Phänotyps (CXCR-5 und CXCR-3) 

exprimieren und vermehrt Zytokine (CXCR3-Liganden und IFN-γ) sezernieren, die das adaptive 

Immunsystem in die Th1-Richtung polarisieren.  

 

Dendritische Zellen 

Halle et al. (2009) konnten tierexperimentell zeigen, dass die Ausbildung und 

Aufrechterhaltung des Bronchus-assoziierten lymphoiden Gewebes (BALT) eine Interaktion 

zwischen Lymphozyten und dendritischen Zellen erfordert. Tatsächlich konnte im humanen 

Lungengewebe die Anwesenheit der drei DC-Subpopulationen, die bereits im Kapitel 2.2.3 

vorgestellt wurden, nachgewiesen werden (Demedts et al., 2006). Die verschiedenen 

DC-Subpopulationen übernehmen unterschiedliche Aufgaben und Funktionen in der 

Immunabwehr gegen respiratorische Erreger. Während die myeloiden DCs sich entsprechend 

ihrer TLR-Ausstattung auf die Erkennung von Bakterien, die Freisetzung von Zytokinen wie 

TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-8 und die Induktion der T-Zellproliferation konzentrieren, haben sich 

die pDCs durch ihre starke antivirale Aktivität, die aus der Freisetzung von IFN-Typ I resultiert, 

auf die Erkennung respiratorischer Viren spezialisiert (Demedts et al., 2006).  

 

Proteasen-Antiproteasen-Ungleichgewicht 

Die Hypothese, dass das Proteasen-Antiproteasen-Ungleichgewicht eine wichtige Rolle bei der 

Entstehung des Lungenemphysems spielt, basiert auf der Entdeckung des Zusammenhangs 

zwischen einem schweren α1-Antitrypsinmangel (AATM) und der Entwicklung eines 

Lungenemphysems (Laurel und Eriksson, 1963). In emphysematös veränderten Lungen von 

Rauchern konnte darüber hinaus eine erhöhte Aktivität der Matrix-Metalloproteasen MMP-1, 
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MMP-2, MMP-8 und MMP-9 nachgewiesen werden (Belvisi und Bottomley, 2003). 

Zigarettenrauch, LPS und IL-1β induzieren eine gesteigerte Expression der MMP-9 in 

Alveolarmakrophagen von COPD-Patienten (Russell et al., 2002). Es konnte auch für die 

CpG-DNA gezeigt werden, dass sie TLR9-vermittelt die Makrophagen zur Freisetzung von 

MMP-9 anregt (Lee et al., 2007; Lim et al., 2006). Die Bedeutung der MMP-9 in der 

Pathogenese der COPD wird durch das Ergebnis einer japanischen Studie gestützt, die gezeigt 

hat, dass ein SNP (C-1562T) in der Promotorregion der MMP-9 mit der Entwicklung eines 

Emphysems der peripheren Lungenabschnitte bei japanischen Rauchern assoziiert ist (Ito et al., 

2005).  

 

Oxidantien-Antioxidantien-Ungleichgewicht 

Oxidativer Stress ist in den Lungen von Patienten mit COPD im Vergleich zu gesunden 

Individuen und Rauchern ohne Atemwegsobstruktion vermehrt (MacNee, 2007). Verschiedene 

Studien haben gezeigt, dass die Konzentrationen der Biomarker des oxidativen Stresses (H2O2, 

Nitrotyrosin) im exhalierten Atemwegskondensat und im Sputum von Rauchern mit COPD 

deutlich erhöht sind (Dekhuijzen et al., 1996; Ichinose et al., 2000).  

Oxidantien führen über eine vermehrte Schleimsekretion der Atemwegsepithelzellen und eine 

Beeinträchtigung des Zilienschlags schon in geringer Konzentration zu einer Akkumulation von 

Schleim in den Atemwegen. Darüber hinaus wirken sie bronchokonstriktiv und verursachen 

durch die Zellschädigung eine gesteigerte Permeabilität des Epithels und folglich ein 

Schleimhautödem (MacNee, 2007). 

Oxidativer Stress erhöht die Bereitschaft der Alveolarmakrophagen vermehrt proteolytische 

Enzyme und chemotaktische Faktoren wie IL-8 zu sezernieren mit der Konsequenz, dass 

neutrophile Granulozyten ins Lungengewebe einströmen und zusätzlich Elastasen, MMPs und 

Oxidantien freisetzen (Nishikawa et al., 1999). 

 

Exazerbationen 

Unter einer Exazerbation versteht man eine akute Verschlechterung der Leitsymptome 

(Dyspnoe, Auswurf, Husten) der COPD, die deutlich über die individuelle tägliche 

Schwankungsbreite dieser Symptome hinausgeht und eine Änderung der therapeutischen 
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Maßnahmen notwendig macht (Vogelmeier et al., 2007). Virale und/oder bakterielle 

Atemwegsinfektionen gehören zu den häufigsten Ursachen der Exazerbationen. Darüber 

hinaus können auch Umwelteinflüsse, kaltes Wetter und eine irreguläre Einnahme der 

antiobstruktiven Therapie zu Exazerbationen führen (Burge und Wedzicha, 2003). Einige 

Patienten mit fortgeschrittener COPD neigen zu häufigeren Exazerbationen 

(3 > Exazerbationen/Jahr), die eine stationäre Behandlung erfordern und dadurch eine 

beachtliche, gesundheitsökonomische Herausforderung darstellen. Die Atemwegsobstruktion 

der instabilen Verlaufsform unterscheidet sich nicht wesentlich von der Atemwegsobstruktion 

der stabilen Verlaufsform (< 3 Exzerabationen/Jahr), jedoch findet man bei der instabilen 

Verlaufsform höhere Entzündungsmarker (IL-6 und IL-8) und häufigere Kolonisationen mit 

Bakterien wie Haemophilus influenza und Streptococcus pneumoniae während der stabilen 

Phase (Burge und Wedzicha, 2003). 

 

Die Rolle der Viren und Bakterien in der COPD 

Seit der Einführung sensitiverer Nachweismethoden wie der PCR haben Studien gezeigt, dass 

ca. 40 % der ambulanten COPD-Exazerbationen und mehr als 40 % der hospitalisierten Fälle 

mit Atemwegsviren assoziiert sind (Seemungal et al., 2001; Varkey und Varkey, 2008). Die 

wichtigsten, mit COPD-Exazerbationen assoziierten, respiratorischen Viren sind Rhinovirus, 

Coronavirus, Influenza, Parainfluenza, Respiratorisches Synzytialvirus (RSV), Adenovirus und 

humanes Metapneumovirus (Rohde et al., 2008; Wedzicha, 2004). Im induzierten Sputum von 

Patienten mit stabiler COPD findet man am häufigsten den RSV, aber auch das Rhinovirus und 

das Coronavirus (Seemungal et al., 2001). RSV-positive Patienten mit stabiler COPD zeigen 

erhöhte systemische Entzündungsparameter und eine akzelerierte Abnahme der FEV1 

(Wilkinson et al., 2006).  

In der Hälfte der Fälle werden akute COPD-Exazerbationen durch Bakterien verursacht (Sethi, 

2004). Zu den wichtigsten Keimen gehören Haemophilus influenza, Streptococcus pneumoniae 

und Moraxella catarrhalis, wobei sich das Spektrum bei fortgeschrittener COPD zu 

Enterobactriaceae und Pseudomonas spp. verschiebt (Rohde et al., 2007). In den unteren 

Atemwegen der meisten COPD-Patienten (71-83 %) konnte eine bakterielle Kolonisation mit 

potentiell pathogenen Keimen wie Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa und 
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Enterobacteriaceae nachgewiesen werden (Cabello et al., 1997; Marin et al., 2010). Diese 

scheint mit einer Entzündungsreaktion der unteren Atemwege, einer erhöhten 

Exazerbationsrate und einer signifikanten Abnahme der FEV1 assoziiert zu sein (Marin et al., 

2010; Patel et al., 2002). 

 

2.5  Sarkoidose 

 

2.5.1  Definition 

Die Sarkoidose ist eine granulomatöse Multisystemerkrankung bisher unklarer Ätiologie, die 

akut oder chronisch verlaufen kann. Im Allgemeinen sind Erwachsene mittleren Alters 

betroffen, die in den meisten Fällen eine bilaterale hiläre Lymphadenopathie, pulmonale 

Infiltrationen sowie okuläre und kutane Herde aufweisen. Die Diagnosestellung fordert den 

histologischen Nachweis nicht-verkäsender Granulome im befallenen Organ sowie den 

Ausschluss anderer granulomatöser Erkrankungen. Charakteristische immunologische 

Eigenschaften sind eine unterdrückte, kutane Spättyp-Überempfindlichkeitsreaktion und eine 

gesteigerte Th1-Immunantwort am Ort des Krankheitsgeschehens (ATS/ERS/WASOG, 1999). 

 

2.5.2  Epidemiologie 

Die Sarkoidose tritt weltweit mit variierenden Prävalenzen auf. Die höchsten Prävalenzen 

findet man in skandinavischen Ländern und bei Afroamerikanern (Costabel, 2001). In Europa 

besteht ein Nord-Süd-Gefälle der Prävalenzen (Schweden 64/100.000; Spanien 4/100.000). In 

Deutschland rechnet man mit einer Inzidenz von ca. 12 Erkrankten auf 100.000 Einwohner und 

mit einer Prävalenz von ca. 44/100.000 (Eberhardt und Gaede, 2006). Da die 

asymptomatischen Verläufe häufig durch Thoraxröntgenuntersuchungen aufgedeckt werden, 

ist von einer großen Dunkelziffer auszugehen (Nunes et al., 2007; Eberhardt und Gaede, 2006).  

Die Sarkoidose tritt gehäuft bei jungen Erwachsenen zwischen dem 2. und 4. Lebensjahrzehnt 

auf. In europäischen Ländern erkranken Frauen und Männer etwa gleich häufig (Kirsten und 

Magnussen, 2000). Ethnische Unterschiede findet man nicht nur in der Häufigkeit sondern 

auch in der Ausprägung der Sarkoidose. So erkranken Afroamerikaner häufiger an einer 
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prognostisch ungünstigen, chronisch-progredienten Verlaufsform, während europäische 

Kaukasier eher asymptomatische Verläufe entwickeln (ATS/ERS/WASOG, 1999).  

 

2.5.3  Ätiologie 

Die Ursache der Sarkoidose ist bis heute nicht geklärt. Die variable Präsentation des klinischen 

Bildes der Erkrankung im Zusammenhang mit geographischen, umweltbedingten und 

genetischen Unterschieden lässt auf ein polyätiologisches Syndrom schließen, unter dem sich 

wahrscheinlich unterschiedliche Entitäten verbergen. Die Unterschiede in den ethnischen 

Prävalenzen, die familiäre Häufung und die Histomorphologie der Granulome geben Anhalt 

dafür, dass spezifische Umweltreize bei genetisch empfänglichen Personen granulomatöse 

Veränderungen im Sinne einer Sarkoidose induzieren (Kirsten und Magnussen, 2000). 

 

Umweltfaktoren 

Hinweise auf eine infektiöse Genese der Sarkoidose liefern epidemiologische Studien, die für 

Berufe, die mit einer hohen Antigenexposition und einer räumlichen, zeitlichen sowie 

körperlichen Nähe zu den Kollegen einhergehen, erhöhte Sarkoidoseprävalenzen gezeigt 

haben (Kern et al., 1993; Kirsten und Magnussen, 2000).  

Da viele granulomatöse Erkrankungen durch Mikroorganismen verursacht werden, wurden 

verschiedene Erreger wie z.B. Mykobakterien, humaner Herpesvirus, Chlamydia pneumoniae, 

Borrelia burgdorferi und zuletzt Propionibacterium acnes als verursachende Keime der 

Sarkoidose vorgeschlagen. Überzeugende Beweise für die pathogene Rolle dieser Keime fehlen 

jedoch bisher (Newmann, 2005). Neben infektiösen Erregern können auch anorganische und 

organische Stäube sarkoidoseähnliche Erkrankungen auslösen. Dies ist für Metalle wie 

Beryllium, Titanium, Zirkonium und Aluminium bekannt. So konnte Berylliose, an der genetisch 

prädisponierte Personen schon bei einer Exposition gegenüber geringen Konzentrationen von 

Beryllium erkranken, aus dem Syndrom Sarkoidose abgetrennt und als eigenständige Entität 

definiert werden (Kirsten und Magnussen, 2000). 
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Genetische Faktoren 

Die erste publizierte genomweite Kopplungsanalyse, die 63 deutsche Sarkoidosefamilien 

umfasste, konnte in einer absteigenden Stärke eine genetische Suszeptibilität für folgende 

Chromosomenregionen nachweisen: die HLA-Klasse-II Genregion auf dem kurzen Arm des 

Chromosom 6 (6p21-22), Chromosom 3p21, 1p22, 9p33, X, 7q22 und 7q36 (Schürmann et al., 

2001). Iannuzzi et al. (2005) konnten in einer zweiten genomweiten Kopplungsanalyse in 

afroamerikanischen Familien Kopplungen in Chromosomen 1p22, 2p25, 5p15-13, 5q11, 5q35, 

9q34, 11p15 und 20q13 ermitteln, wobei sich die signifikanteste Kopplung in der 

Chromosomenregion 5q11 befand. Die geringe Überschneidung dieser Kopplungsanalysen 

weist auf eine ethnische Heterogenität der zur Sarkoidose prädisponierenden, genetischen 

Faktoren hin. 

Diverse Studien haben über Assoziationen zwischen HLA-Klasse-II Allelen und einem erhöhten 

Krankheitsrisiko für Sarkoidose berichtet (Steele und Brown, 2007). Rybicki et al. (2005) fanden 

eine signifikante Assoziation zwischen dem funktionalen SNP (rs2076530) im Butyrophilin-like 2 

Gen (BTNL-2-Gen) und der Sarkoidose bei Amerikanern kaukasischer Abstammung. Akahoshi et 

al. (2004) demonstrierten eine Assoziation zwischen dem funktionalen SNP T551G (Ile184Arg) 

des IFN-α-Gens, der eine gesteigerte Produktion des IFN-α induziert, und der Suszeptibilität für 

die Sarkoidose in der japanischen Bevölkerung. Viele andere Studien haben ebenfalls 

Anstrengungen unternommen Zusammenhänge zwischen Polymorphismen von 

Kandidatengenen und der Sarkoidose aufzudecken. Dies gelang tatsächlich für SNPs in Genen 

der folgenden Proteine: Angiotensin-converting Enzym (ACE), Komplement Rezeptor-1 (CR-1), 

Inhibitor-κB (IκB), Transforming Growth Factor-β (TGF-β), TLR-4, Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) und Vitamin D-Rezeptor (VDR) (Iannuzzi et al., 2005; Pabst et al. 2006; Pabst et 

al., 2010). 

 

2.5.4  Pathologie und Immunpathogenese 

Die Sarkoidosegranulome bestehen aus herdförmig angeordneten Epitheloidzellen und 

mehrkernigen Riesenzellen, bei denen es sich um Abkömmlinge der Makrophagen handelt. 

Diese Zellen sind umgeben von einem Lymphozytenwall, dessen innere Schicht von 

CD4+-Lymphozyten und die äußere Schicht von CD8+-Lymphozyten dominiert wird. Die 



32 

Sarkoidosegranulome neigen in auffälliger Weise zur Fibrosierung, die von der Peripherie des 

Granuloms ausgeht. Da eine zentrale Nekrose fehlt, spricht man von nicht-verkäsenden 

epitheloidzelligen Granulomen (ATS/ERS/WASOG, 1999).  

Die Sarkoidose ist assoziiert mit einer hohen Anzahl aktivierter Alveolarmakrophagen und 

CD4+-Lymphozyten, die sich gegenseitig stimulieren. Am Anfang der Entzündungskaskade wird 

das prozessierte, an der Oberfläche der Makrophagen exprimierte Antigen im Kontext 

kostimulierender Oberflächenmoleküle den naiven T-Helferzellen präsentiert. Diese 

differenzieren sich nach dem Zellkontakt unter dem Einfluss des IL-12, das von Makrophagen 

sezerniert wird, zu Th1-Effektorzellen (Lynch et al., 2007). Aktivierte Th1-Zellen akkumulieren 

im interstitiellen und alveolären Mikromilieu der Lunge und sezernieren dort IL-2, IFN-γ und 

andere Zytokine, die mononukleäre Zellen insbesondere Monozyten in die Alveolen anlocken 

und ihre Aktivierung, Proliferation und Differenzierung am Ort des Krankheitsgeschehens 

induzieren (Kirsten und Magnussen, 2000; ATS/ERS/WASOG, 1999). IL-2 bindet vor allem 

autokrin an die IL-2-Rezeptoren auf den aktivierten T-Lymphozyten und führt zur Proliferation 

der T-Zellklone, die über ein restringiertes Repertoire an T-Zell-Rezeptoren verfügen (Kirsten 

und Magnussen, 2000). Unter dem Einfluss von IFN-γ wandeln sich die 

Monozyten/Makrophagen zu Phagozytose- und Antigenpräsentationsspezialisten um. 

Aktivierte Makrophagen sezernieren verschiedene Zytokine und Chemokine, zu denen IL-1, 

IL-12, IL-15, IL-16 TNF-α, GM-CSF, CCL2, CCL3, CCL5 und CCL10 gehören, und exprimieren 

vermehrt Aktivierungsmarker und Adhäsionsmoleküle. Diese Moleküle führen zur 

Rekrutierung, Proliferation und Aktivierung von Makrophagen, T-Lymphozyten und anderen 

Immunzellen und zur Erhaltung der Granulomformation. Man findet aufgrund einer 

unspezifischen Stimulation der B-Lymphozyten durch aktivierte T-Helferzellen eine vermehrte 

unspezifische Antikörperbildung, die einen erhöhten Serum-Immunglobulinspiegel verursachen 

kann (Kirsten und Magnussen, 2000).  

An den Fibrosierungsprozessen sind wahrscheinlich die von den Makrophagen sezernierten, 

fibroblastischen Wachstumsfaktoren beteiligt, die zur Proliferation der Fibroblasten und 

Kollagensynthese führen. Die Mechanismen, die an der Remission, der Persistenz und dem 

Progress der Erkrankung beteiligt sind, sind bisher noch nicht definiert. Man vermutet eine 
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Beteiligung der regulatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-β sowie der Th2-Immunantwort 

(Kirsten und Magnussen, 2000; Noor und Knox, 2007).  

 

2.5.5  Symptomatik und Verlaufsformen 

Das klinische Bild der Sarkoidose ist aufgrund der unterschiedlichen Krankheitsverläufe und 

Organbeteiligungen sowie der fluktuierenden Aktivität des granulomatösen 

Entzündungsprozesses sehr variabel. Die Sarkoidose präsentiert sich häufig mit unspezifischen 

Allgemeinsymptomen und organbezogenen Symptomen, kann aber auch inapparent verlaufen 

(Costabel, 2001). Für den prozentualen Anteil der asymptomatischen Patienten gibt es keine 

zuverlässigen Angaben, weil diese Patienten häufig nur zufällig vom Gesundheitssystem, meist 

(8-60 %) durch ein Röntgenscreening der Thoraxorgane, erfasst werden (Nunes et al., 2007). 

Bei der Diagnosestellung der Sarkoidose sind 30-50 % der Patienten asymptomatisch. 

Unspezifische Allgemeinsymptome wie Fieber, Gewichtsverlust, Nachtschweiß und Müdigkeit 

treten bei einem Drittel der Patienten auf (Costabel, 2001). 

Als Multiorganerkrankung kann die Sarkoidose prinzipiell jedes Organ befallen. Am häufigsten 

sind die mediastinalen Lymphknoten (95-98 %) und die Lunge (> 90 %) betroffen. Ein Drittel bis 

die Hälfte der Fälle berichtet über einen hartnäckigen trockenen Husten, Thoraxschmerzen und 

Dyspnoe. Die Lungenparenchymbeteiligung manifestiert sich als eine interstitielle 

Lungenerkrankung und kann bis in das Endstadium einer Lungenfibrose fortschreiten 

(Costabel, 2001).  

Die extrathorakale Manifestation, die man in der Hälfte der Fälle findet, ist in 80-90 % der Fälle 

mit der intrathorakalen Beteiligung assoziiert (Nunes et al., 2007). Extrathorakal können ein 

oder mehrere Organe gleichzeitig involviert sein. Zu den häufigsten extrathorakalen 

Manifestationsorganen gehören die Leber (50-80 %), Milz (40-80 %), periphere Lymphknoten 

(30 %), Augen (20-50 %) und Haut (25 %). Die Lokalisation der Sarkoidose am Herzen, ZNS, 

Knochen und den Nieren ist zwar selten aber sehr komplikationsträchtig und stellt meist eine 

Therapieindikation dar (Costabel, 2001; Nunes et al., 2007). 
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Akute Sarkoidose 

Die akute Sarkoidose tritt in bis zu 30 % der Fälle auf und zeichnet sich durch ein akut 

beginnendes, schweres Krankheitsgeschehen mit grippeähnlicher Symptomatik (Kirsten und 

Magnussen, 2000; Costabel, 2001). Die häufigste Form der akuten Sarkoidose ist das 

Löfgren-Syndrom, das durch die klassische Trias (bihiläre Lymphadenopathie, Arthritis meist 

der oberen Sprunggelenke, Erythema nodosum meist an den Streckseiten der Unterschenkel) 

charakterisiert ist. Nach 4-8 Wochen kommt es zu einer Remission der schweren Symptomatik, 

die der Rückbildung der bihiliären Lymphadenopathie meist voraus geht. Die akute Form hat 

eine ausgezeichnete Prognose mit einer Spontanremission von ca. 95 % in den ersten zwei 

Jahren (Kirsten und Magnussen, 2000). 

 

Chronische Sarkoidose 

Die chronische Sarkoidose entwickelt sich in 10-30 % der Fälle und wird häufig zufällig oder 

symptomgebunden diagnostiziert (Costabel, 2001; Kirsten und Magnussen, 2000). Aufgrund 

einer nahezu regelhaften Beteiligung der Lunge hat die Röntgenuntersuchung des Thorax eine 

überragende Bedeutung in der Diagnostik (Kirsten und Magnussen, 2000). Die internationale 

Einteilung der pulmonalen Sarkoidose nach dem Thoraxröntgenbefund lautet 

(ATS/ERS/WASOG, 1999):  

 Stadium 0 = Normalbefund bei seltener isolierter extrapulmonaler 

Organsarkoidose 

 Stadium I = Bihiläre Lymphadenopathie ohne parenchymatöse Herdsetzungen  

 Stadium II = Bihiläre Lymphadenopathie mit parenchymatösen Herdsetzungen   

 Stadium III = Parenchymatöse Herdsetzungen ohne bihiläre Lymphadenopathie   

 Stadium IV = Lungenfibrose mit irreversibler Funktionsminderung. 

Das röntgenologische Stadium korreliert negativ mit der Remissionsrate. So beträgt die 

Remissionsrate im Stadium I 60-90 %, im Stadium II 40-70 %, im Stadium III 10-20 % und im 

Stadium IV 0 % (Lynch et al., 2007). Persistieren die radiologischen Befunde länger als zwei 

Jahre, so wird eine Spontanremission sehr unwahrscheinlich. Rezidivierendes Auftreten der 

Sarkoidose und ein Ausbleiben der Remission in den ersten 2 Jahren sind Zeichen eines 

chronischen Verlaufs der Erkrankung (Lynch et al., 2007). 
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2.6  Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 

Bei multifaktoriell bedingten Krankheitsbildern, zu denen COPD und Sarkoidose gehören, sind 

neben nicht-genetischen auch genetische Faktoren mitverursachend. Bestimmte Genvarianten 

führen hier nicht zwingend zu der Erkrankung, sondern verleihen eine genetische 

Prädisposition. Während verursachende Genvarianten monogener Erkrankung gut erforscht 

sind, ist der genetische Hintergrund komplexer Erkrankungen erst in jüngerer Zeit Gegenstand 

der Forschung. Die komplexen Erkrankungen unterscheiden sind von monogenetischen 

Erkrankungen dadurch, dass ihr Auftreten nicht allein durch Mendelsche Gesetze erklärbar ist 

und sie in der Allgemeinbevölkerung viel häufiger vorkommen. Vermutet wird ein komplexes 

Wechselspiel genetischer Risikofaktoren untereinander und mit externen Faktoren. Die 

Entwicklung neuer Therapieverfahren aus der Erkenntnis der pathophysiologischen Abläufe 

komplexer genetischer Erkrankungen wäre von außerordentlicher gesundsökonomischer 

Bedeutung (Bammann und Wawro, 2006). 

Aufgrund der ubiquitären, pulmonalen Expression des TLR9 und seines Potentials, mikrobielles 

genetisches Material zu erkennen, ist TLR9 maßgeblich an der Koordination und Modulation 

komplexer Vorgänge des Immunsystems beteiligt. Es verdichten sich die Hinweise, dass die 

beiden TLR9 SNPs T-1237C und T-1486C eine funktionelle Relevanz besitzen. Da am Ende des 

TLR9-Signaltransduktionswegs die Expression verschiedenster regulatorischer Proteine steht, 

kann eine quantitative Änderung des Rezeptors zu einer Verschiebung der quantitativen 

Zusammensetzung der zellulären Mikroumwelt und folglich zu einer veränderten 

Zellkommunikation führen, die an der Amplifizierung der Entzündungsmechanismen, die man 

bei COPD und Sarkoidose findet, beteiligt ist.  

Signifikante Ergebnisse vorausgegangener Studien weisen darauf hin, dass beide SNPs eine 

Rolle in der Pathogenese chronisch entzündlicher und infektiöser Erkrankungen spielen. In der 

vorliegenden genetischen Assoziationsstudie wurde untersucht, ob die SNPs T-1237C und 

T-1486C in der potentiellen Promotorregion des TLR9-Gens im Zusammenhang mit der 

Manifestation der COPD und Sarkoidose stehen. Durch die Unterteilung der erkrankten 

Kollektive in eine stabile und instabile bzw. akute und chronische Verlaufsform sollte die Frage 

geklärt werden, ob diese Polymorphismen Einfluss auf den Krankheitsverlauf bzw. 

Krankheitsprogress nehmen.  
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3  Material und Methoden 

3.1  Personenkollektiv 

Zur Durchführung der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie waren drei Probandenkollektive zu 

erstellen: zwei Stichproben bestehend aus Sarkoidose- und COPD-Patienten und eine aus 

gesunden Probanden. Die Studienteilnehmer wurden an der Medizinischen 

Universitäts-Poliklinik Bonn, der Robert-Koch-Klinik Sankt Georg in Leipzig und dem 

Johanniter-Krankenhaus Bonn sowie aus Selbsthilfegruppen für Sarkoidose und aus dem 

Sarkoidosenetzwerk Bonn rekrutiert. Die Blutproben der Kontrollkohorte stammten aus 

Einstellungsuntersuchungen und gesunden Mitarbeitern der Medizinischen 

Universitäts-Poliklinik Bonn sowie aus der Blutbank der Robert-Koch Klinik Sankt Georg in 

Leipzig. Im Weiteren erfolgte die Rekrutierung der Patienten und des gesunden Kollektivs auch 

über Hausärzte. Die Studieneinschlusskriterien waren das eindeutige Vorliegen einer COPD 

gemäß der GOLD (The Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) Richtlinien bzw. 

eine eindeutige Diagnose der Sarkoidose mittels klinischer, röntgenologischer Untersuchung 

und des Biopsiematerials. Das Kontrollkollektiv setzte sich nur aus Personen zusammen, bei 

denen inflammatorische, immunologische und maligne Erkrankungen ausgeschlossen werden 

konnten. Da sich die Allelfrequenz der SNPs in den verschiedenen ethnischen Gruppen 

unterscheidet (Lazarus et al., 2003), waren alle Probanden dieser Studie ausschließlich 

kaukasischer Herkunft. Bei Unsicherheiten in der Eindeutigkeit der Einschlusskriterien erfolgte 

der Ausschluss aus der Studie. Die Voraussetzung für die Teilnahme an der Studie war eine 

schriftliche Einverständniserklärung der Probanden. Das Versuchsprotokoll wurde gemäß der 

Deklaration des Weltärztebundes von Helsinki der Ethikkommission der Rheinischen 

Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn vorgelegt und von ihr genehmigt. 

Das in die Studie eingeschlossene COPD-Kollektiv für den SNP T-1237C bzw. SNP T-1486C des 

TLR9 umfasste 175 Personen bzw. 174 Personen, von denen 60 bzw. 61 (35 Prozent) dem 

weiblichen und 115 bzw. 113 (65 Prozent) dem männlichen Geschlecht angehörten. Eine 

Untergliederung des Kollektivs in Subgruppen mit stabiler und instabiler Verlaufsform der 

COPD sollte differeziertere Auswertungen ermöglichen. Patienten, die drei oder mehr 

Hospitalisierungen aufgrund der COPD im vorangegangen Jahr angaben, wurden unter 

instabiler Verlaufsform subsummiert. Das Kollektiv der Sarkoidosepatienten für den SNP 
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T-1237C bzw. SNP T-1486C des TLR9 umfasste 171 Personen bzw. 165 Personen, von denen 95 

bzw. 91 (55 Prozent) dem weiblichen und 76 bzw. 74 (45 Prozent) dem männlichen Geschlecht 

angehörten. Hinsichtlich der klinischen Symptomatik erfolgte eine Unterteilung in akute und 

chronische Form. Eine chronische Verlaufsform charakterisierte sich durch ein mindestens 

zweimaliges Auftreten der Symptomatik seit Erstdiagnose der Sarkoidose bzw. durch eine 

länger als zwei Jahre anhaltende Symptomatik. Patienten mit Löfgren-Syndrom wurden der 

akuten Verlaufsform zugeordnet. Den Fall-Kollektiven wurden Kontrollkollektive aus maximal 

233 Personen mit maximal 112 Frauen (53 Prozent) und maximal 111 Männern (47 Prozent) 

gegenübergestellt. Die Kontrollpersonen wurden für die jeweiligen Erkrankungen so 

ausgewählt, dass sie in Alter und Geschlecht möglichst dem Patientenkollektiv entsprachen, 

weshalb die Kontrollkollektive in der Anzahl der Probanden differierten. Die relevanten 

klinischen Patientendaten wurden durch Recherche in Patientenarchiven als auch über direkte 

Befragung der Personen mittels Fragebogen erhoben. Die erhoben Daten bezogen sich auf: 

Alter, Geschlecht, ethnische Herkunft, Krankheitsanamnese, granulomatöse Erkrankungen, 

Komorbiditäten, Rauchgewohnheiten, Lungenfunktion, Stadium und Verlauf der COPD bzw. 

Sarkoidose. 

 

3.2  Material 

 

3.2.1  Chemikalien 

Chemikalien für die DNA-Extraktion: 

bidest. Wasser, 0,1 % Triton X 100-Lösung, Lysis-Puffer (Natriumchloridlösung, EDTA, aqua 

dest.), 10 % Sodium-Dodecyl-Sulfat-Lösung (SDS-Lsg), Proteinase-K-Lösung, 6 M 

Natriumchlorid-Lösung, 100 % Ethanol, 70 % Ethanol, TE8-Puffer (Tris-HCl, EDTA, aqua dest.). 

Chemikalien für die PCR: 

0,5 U Taq DNA Polymerase (Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 1,25 mM dNTPs 

32(Firma GE Healthcare Bio-Sciences, Deutschland), 10 µM Primer (Firma MWG BIOTECH, 

Ebersberg, Deutschland), 10x PCR-Puffer (Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 

Magnesiumchlorid (Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), aqua dest. 

Chemikalien für den enzymatischen Verdau: 
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Restriktionsenzyme: 20 U/µl Mwo I, 10x NE Buffer 2, 100x BSA (Firma New England Biolabs, 

Frankfurt am Main, Deutschland), 10 U/µl BstN l, 10x NE Buffer2, 100x BSA (Firma New 

England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland), aqua dest. 

Chemikalien für die Gelelektrophoresen: 

Marker V und Marker VIII (Firma Roche, Mannheim, Deutschland), Gelladepuffer (30 % 

Glycerol, 0,25 % Xylene Cyanol, 0,25 % Bromphenolblau), 1 % Ethidiumbromid, Agarosen 

(Firma Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland): 

SeaKem-Agarose,   MetaPhor-Agarose, TBE-Puffer (Tris, Borsaure, 0,5 M EDTA, aqua dest.), 

aqua dest. 

 

3.2.2  Geräte 

Thermocycler: 

Biometra T-gradient für 96 Proben (Firma Biometra, Göttingen, Deutschland), Zentrifuge: 

Mikrofuge E TM (Firma Beckmann, München, Deutschland), Vortexgerät: Vortex Genie (Firma 

Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz), Energiequelle und Gellaufkammer: Power Pack P 25 

und Agagel Maxi (Firma Biometra, Göttingen, Deutschland), Wasserbad/Inkubator, Gel doc 

1000 (Firma Biorad, München, Deutschland). 

 

3.3  Durchführung der Untersuchungen 

 

3.3.1  Blutentnahme 

Unter Routinelaborbedingungen wurde dem Patienten- und Kontrollkollektiv venöses Blut 

mittels Vacutainersystem entnommen. Von jedem Probanden erhielt man auf diese Weise 

zwei 10 ml-Röhrchen mit EDTA-Vollblut, das zur DNA-Extraktion verwendet wurde. 

 

3.3.2  Extraktion genomischer DNA aus Vollblut nach der Aussalzmethode 

Zur Gewinnung der DNA wurden unter sterilen Bedingungen 7 ml EDTA-Blut mit bidestilliertem 

Wasser auf 50 ml aufgefüllt. Nach einer Ruhephase von 30 Minuten bei 40 °C wurde der Ansatz 

20 Minuten bei 3000 rpm (r = 20cm, 1500xg) zentrifugiert, der Überstand abdekantiert und 

verworfen. Der Rückstand (= Pellet bestehend aus Leukozyten) wurde mit 30 ml 0,1 % Triton 
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X100-Lösung versetzt und durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation unter oben genannten 

Bedingungen wurde der Überstand mit einer Pasteurpipette aufgenommen und verworfen. 

Das verbleibende Pellet wurde anschließend mit 5 ml Lysis-Puffer versetzt und resuspendiert. 

Durch die folgende Zugabe von 250 µl 10 % SDS-Lösung wurden die Zellkerne zur 

Fragmentierung gebracht, so dass die genomische DNA in freier Form vorlag. Um 

Zellfragmente enzymatisch zu spalten, wurden 100 µl Proteinase-K-Lösung (20 mg/ml) 

hinzugefügt. Der Extraktionsansatz wurde bei 37 °C im Wasserbad über Nacht inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde der Ansatz in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt und zum Aussalzen der 

Proteine mit 1,5 ml 6 M NaCl-Lösung versetzt. Zur quantitativen Ausfällung der Proteine 

wurden die Proben auf einem Rotationsschüttler 90 Minuten lang durchmischt. Daraufhin 

folgte eine 20-minütige Zentrifugation bei 3750 rpm (r = 20 cm, 3500 xg). Erneut wurde der 

Überstand (ca. 6,5 ml) in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 25 ml 100 %igem EtOH 

versetzt. Dadurch wurde die DNA gefällt und konnte mit einer Pasteurpipette geborgen 

werden, in 70 %igem EtOH gewaschen und anschließend nach kurzem Austrocknen an der Luft 

in 250 µl TE8-Puffer mittels dreitägigem Aufenthalt im Brutschrank bei 37 °C gelöst werden. 

 

3.3.3  Primer: (Oligonukleotide) 

Als Primer werden Oligonukleotide bezeichnet, die als Startpunkt für DNA-replizierende 

Enzyme wie die DNA-Polymerase dienen. Für ihre erste Verknüpfungsreaktion benötigen 

DNA-Polymerasen eine Hydroxylgruppe als Startpunkt. Primer stellen mit ihrem 3'OH-Ende 

eine passende Hydroxyfunktion zur Verfügung und werden zur in-vitro-Amplifikation von DNA 

bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Hier lässt sich mit Hilfe der Primer der 

spezifische DNA-Abschnitt, der amplifiziert werden soll, festlegen. Der 5'-Primer 

(= sense-Primer, forward) entspricht der Anfangssequenz des zu amplifizierenden 

DNA-Fragments und bindet an den komplemetären DNA-Strang, während der 3'-Primer 

(= antisense-Primer, reverse) an das Ende des Amplikons bindet und zu diesem komplimentär 

und invers ist. Von den Primern für PCR-Ansätze wird für das Erreichen ähnlicher 

Primerschmelztemperaturen zwischen 60 °C und 75 °C gefordert, dass die Länge der 

Primersequenzen zwischen 18 und 30 Nukleotiden liegt und das Verhältnis von GC- zu 

AT-Paaren beider Primer sich ähnelt. Grundlage für die Primer der Polymorphismus TLR9 
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T-1234C und TLR9 T-1486C war die Arbeit von Hamann et al. (2004). Die Sequenzen der 

einzelnen Primer sind in Tabelle 3 aufgeführt. 

 

Tabelle 3: Sequenzen verwendeter Primerpaare für die TLR9-Single-Nukleotid-Polymorphismen 
T-1237C und T-1486C 

TLR9 SNP Primersequenz 

T-1486C  forward: 5'-TCCCAGCAGCAACAATTCATTA-3' 
  reverse: 5'-CTGCTTGCACTTGACTGTGT-3' 

T-1237C  forward: 5'-ATGGGAGCAGAGACATAATGGA-3' 
  reverse: 5'-CTGCTTGCACTTGACTGTGT-3' 

 

 

3.3.4  DNA-Amplifikation durch PCR 

Die am meisten benutzte Standardmethode zur Amplifizierung von Nukleinsäure-Fragmenten, 

stellt die von Mullis und Faloona (1987) veröffentlichte Polymerasekettenreaktion (polymerase 

chain reaction, PCR) dar. Mit diesem Verfahren können auf enzymatischem Wege, d.h. mittels 

einer DNA-abhängigen DNA-Polymerase, in vitro kurze, genau definierte Teile eines 

DNA-Strangs semikonservativ amplifiziert werden. 

Zu den grundlegenden Komponenten der PCR gehören (s. Tabelle 4):   

 die Original-DNA, die die zu amplifizierende Sequenz (Template) enthält, 

 zwei Primer, die zum einen den Startpunkt der DNA-Synthese festlegen und zum 

anderen den amplifizierten Bereich flankieren,  

 die zur Replikation benötigte Taq-Polymerase, eine aus dem Organismus Thermus 

aquaticus gewonnene DNA-Polymerase, die auch bei Temperaturen von 90 - 95 °C 

stabil bleibt,  

 Desoxyribonucleosidtriphosphate, Bausteine für den von der DNA-Polymerase 

synthetisierten DNA-Strang,  

 Mg2+-Ionen, die für die Funktion der Polymerase essentiell sind,  

 sowie die Pufferlösungen, die eine für die DNA-Polymerase geeignete chemische 

Umgebung sicherstellen.  
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Tabelle 4: Reaktionsansätze mit 25 µl für die in Tabelle 5 dargestellten PCRs 

Reagenz TLR9II T-1237C TLR9I T-1486C 

dNTP's (µl) 4 4 

Puffer 10x (µl) 2,5 2,5 

Mg-Cl2 (µl) 1 1 

Primer 5' (µl) 1 1 

Primer 3' (µl) 1 1 

H2O (µl) 15,4 15,4 

Taq-Polymerase (µl) 0,1 0,1 

 

 

Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 12 - 50 Zyklen, die in einem Thermocycler 

durchgeführt werden. Die PCR muss auf die spezifische Reaktion hin optimiert werden. Jeder 

Zyklus besteht aus drei Schritten:   

    1.  Denaturierung: Durch das Erhitzen der doppelsträngigen DNA auf 94 - 96 °C werden 

durch Spaltung der Wasserstoffbrückenbindungen die Stränge getrennt. Im ersten Zyklus wird 

die DNA oft für längere Zeit erhitzt (Initialisierung), um sicherzustellen, dass sich sowohl die 

Ausgangs-DNA als auch die Primer vollständig voneinander getrennt haben und nur noch 

Einzelstränge vorliegen.  

    2.  Primer-Annealing: Die Temperatur wird ca. 30 Sekunden lang auf einer Temperatur 

gehalten, die eine spezifische Anlagerung der Primer an die DNA erlaubt. Die 

Annealing-Temperatur ist hierbei abhängig von der Primerlänge und der Primersequenz. Bei zu 

niedrig gewählter Temperatur können sich die Primer auch an nicht 100 % komplementäre 

Sequenzen anlagern und so zu unspezifischen Produkten („Geisterbanden“) führen. Im Falle zu 

hoher Temperatur kann eine zu große thermische Bewegung der Primer das Anheften an die 

komplementäre Sequenz verhindern und zu einer ineffizienten Produktbildung führen. Die 

optimale Temperatur liegt normalerweise 2 - 3 °C unter dem Schmelzpunkt der 

Primersequenzen und entspricht meist einer Temperatur von 55 - 65 °C.  

    3.  Extension: In diesem Abschnitt füllt die Taq-Polymerase die fehlenden Stränge mit 

freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3'OH-Ende des angelagerten Primers und folgt dann 

dem DNA-Strang. Der Primer wird nicht wieder abgelöst, er bildet den Anfang des neuen 

Einzelstrangs.  
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Die finale Extension wird über 10 Minuten nachgeschaltet, um noch verbliebene 

DNA-Einzelstränge vollständig zu komplettieren (s. Tabelle 5). 

 

Tabelle 5: PCR-Programme für die TLR9 SNPs T-1237C und T-1486C 

Arbeitsschritte TLR9II T-1237C TLR9I T-1486C 

1. Initiale 
Denaturierung 

95 °C  6min 95 °C  6min 

2. Denaturierung 95 °C  30sec 95 °C  30sec 

3. Annealing 62 °C  30sec 60 °C  30sec 

4. Extension 72 °C  45sec 72 °C  45sec 

  2.-4. Zyklenanzahl 29 34 

5. Finale Extension 72 °C  10min 72 °C  10min 

6. Abkühlphase  4 °C  Pause  4 °C  Pause 

 
 
Die einzelnen Reagenzien wurden nach Lagerung bei - 17 °C im Kühlschrank zunächst 

aufgetaut, kräftig durchmischt und anschießend herunter zentrifugiert. Jedem Ansatz wurde 

anschließend 0,8 - 1 µl genomischer DNA der einzelnen zu untersuchenden Proben zugegeben. 

Die gewonnene DNA lässt sich anschließend durch das Verfahren der Gelelektrophorese 

sichtbar machen. 

 

3.3.5  Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese bietet eine molekularbiologische Methode, um Nukleinsäure-Stränge 

nach ihrer Größe zu trennen. Es werden lange Fäden aus Agarosepolymeren zu einem Gel 

vernetzt, das mit seinen Poren wie ein Sieb für die, nach Anlegen eines elektrischen Feldes, 

wandernden negativen DNA-Moleküle funktioniert, wobei die kleineren Moleküle schneller 

durch das Gel wandern und die Stränge somit entsprechend ihrer Größe aufgetrennt werden. 

Die Größe der einzelnen Fraktionen, PCR- und Verdauprodukte, lässt sich durch einen Vergleich 

mit Strängen bekannter Größe (Marker) bestimmen. 

Die MetaPhor-Agarose polymerisiert zu einem Netzwerk mit feineren Poren als die 

SeaKem-Agarose. Aus diesem Grund eignet sich MetaPhor-Agarose zur Auftrennung kleinerer 

DNA-Fragmente. Um Konsistenzveränderungen des Gels zu vermeiden, läuft die 

Elektrophorese bei 200V im Eisbad ab. Die Gelelektrophoresebedingungen wie die 

Konzentration und Beschaffenheit der Gele, die Laufzeiten und die angelegten 
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Feldspannungen, die zu einer sichtbaren Auftrennung der PCR- bzw. der verdauten 

PCR-Produkte der beiden untersuchten SNPs führen, kann man der Tabelle 6 entnehmen.  

Zur Visualisierung der aufgetrennten DNA wird dem Gel Ethidiumbromid zugesetzt. Das 

Ethidiumbromid bildet mit der DNA Komplexe, welche bei Bestrahlung mit UV-Licht 

fluoreszieren.  

 

Zusammensetzung der einzelnen Gele:  

 2 % Agarose-Gel: 70 ml 0,5 M TBE-Puffer + 1,4 g SeaKem-Agarose + 4,5 µl 

Ethidiumbromid  

 3 % MetaPhor-Gel: 70 ml 0,5 M TBE-Puffer + 2,1 g  MetaPhor-Agarose + 4,5 µl 

Ethidiumbromid  

 

Tabelle 6: Gelelektrophoresebedingungen für die PCR- bzw. die verdauten PCR-Produkte 

 TLR9II T-1237C TLR9I T-1486C 

PCR 2 % Agarose-Gel, 2 % Agarose-Gel, 
 50 min bei 100 V 50 min bei 100 V 

Restriktionsverdau 3 %   MetaPhor-Gel, 2 % Agarose-Gel, 
 60 min im Eisbad bei 200 V 50 min bei 100 V 

 

 

Arbeitsschritte: Der Puffer und die Agarose wurden zunächst in ein hitzestabiles Gefäß 

gegeben und in der Mikrowelle bis zu fünf Minuten mit wiederholten, kurzen Pausen erhitzt. 

Nachdem das Agarosepulver unter mehrmaligem Aufkochen vollständig im Puffer gelöst war, 

wurde das Gefäß zum Abkühlen unter den Abzug gestellt. Nach dem Abkühlen auf 70 °C 

konnte das Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gefäß zum Mischen vorsichtig geschwenkt 

werden. Die Flüssigkeit wurde in einen Gelträger mit einem Kamm zur Anfertigung von 

Geltaschen (slots) gegossen und unter dem Abzug zur Aushärtung stehen gelassen. 

Anschließend wurde das Gel in eine puffergefüllte Gelkammer gestellt und dort mit einem 

Gemisch aus 10 µl DNA-Produkt und 2,5 µl Gelladepuffer, das das Hinausströmen des Produkts 

verhindern und die Lauffront markieren sollte, bestückt. Um die Fragmentgröße des 

DNA-Produktes einschätzen zu können, wurden in die jeweils ersten Geltaschen ein 

DNA-Marker, der DNA-Fragmente definierter Länge enthält, pipettiert. Es wurden die Marker V 
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(pBR322DNA/HaeIII) und VIII (pUCBM21DNA/HpaIII + pUCBM21DNA/DraI+HindIII) verwendet. 

Des Weiteren lief bei jedem Reaktionsansatz eine Blindprobe mit, welche nur den 

Reaktionsmix ohne DNA enthielt, um auszuschließen, dass das Ergebnis durch eine 

Verunreinigung beeinflusst wurde. 

 

3.3.6  Restriktionsenzyme 

Restriktionsenzyme (Restiktionsendonukleasen) gehören zum bakteriellen 

Abwehrmechanismus gegen eingedrungene, fremde DNA. Die bakterielle DNA wird mittels 

spezifischer Methylasen modifiziert. Fremde DNA, die der spezifischen Methylierung nicht 

unterliegt, wird von den Endonukleasen intrabakteriell abgebaut. Restriktionsenzyme zeichnen 

sich durch ihre hohe Spaltungsspezifität aus, da sie doppelsträngige DNA an spezifischen 

Sequenzen, die aus mindestens vier Basen bestehen und sich durch eine palindromische 

Struktur auszeichnen, spalten. Bei palindromischen Strukturen müssen die Basensequenzen 

der beiden Einzelstränge, vom 5'OH-Ende her gelesen, identisch sein. Die Namensgebung der 

Restriktiosenzyme orientiert sich an dem Namen ihrer Quelle. Die in der Arbeit von Hamann et 

al. (2004) verwendeten Restriktionsenzyme BstN l (aus dem Bacillus stearothermophilus N) und 

Afl ll ( aus E. coli Stamm, das das klonierte Afl ll-Gen von Anabaena flos-aquae trägt) wurden 

zur Genotypisierung der beiden TLR9 SNPs eingesetzt (s. Tabelle 7). 

 

Tabelle 7: Restriktionsenzyme und ihre Erkennungssequenzen 

TLR 9 SNP Restriktionsenzym Erkennungssequenz 

T-1486C   Afl ll  5'...C/TTAAG...3' 
    3'...GAATT/C...5' 

T-1237C   BstN l  5'...CC/W*GG...3' 
    3'...GGW*/CC...5' 

*W = A oder T 
 

 

3.3.7  Enzymatischer Verdau der PCR-Produkte 

Die Untersuchung von Restriktions-Fragment-Längenpolymorphismen (RFLPs) stellt ein 

hochspezifisches molekularbiologisches Detektionsverfahren für den Nachweis des 

Basenaustauschs in der DNA dar (Ziemssen et al., 2001). Spezifische Restriktionsenzyme 

erkennen die punktmutierte Sequenz und schneiden die DNA in einer charakteristischen 
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Weise. Anderseits kann durch eine Punktmutation eine Schnittstelle für ein spezifisches 

Restriktionsenzym verloren gehen. Der Verdau eines PCR-Produktes mittels eines spezifischen 

Enzyms generiert somit Fragmente unterschiedlicher Länge, die nach Anfärben mit 

Ethidiumbromid und elektrophoretischer Auftrennung im Agarose- und MetaPhor-Gel unter 

UV-Lampe sichtbar gemacht werden können. Die unterschiedlichen Spaltmuster lassen 

zuverlässig auf den Genotypen schließen. In der Tabelle 8 sind die verwendeten 

Restriktionsenzyme und die Fragmentgrößen der einzelnen Allele dargestellt. 

Vorgehensweise: 3 µl bzw. 5 µl des Enzymgemisches wurden direkt zu 10 µl PCR-Produkt in die 

Caps hineinpipettiert und über Nacht bei 37 °C bzw. 60 °C im Wasserbad inkubiert (Tabelle 9). 

Die entstanden DNA-Fragmente wurden nach Anfärben mit Ethidiumbromid und 

elektrophoretischer Auftrennung im Agarose- bzw. MetaPhor-Gel unter der UV-Lampe sichtbar 

gemacht. 

 

 

Tabelle 8: Restriktionsenzyme, -temperaturen und Länge der Restriktionsfragmente 

TLR9 SNP T-1486C T-1237C 

Restriktionsenzym Afl ll BstN l 

Restriktionstemperatur 37 °C 60 °C 

Länge der Fragmente C-Allel: 499bp C-Allel: 60bp,48bp,27bp 
 T-Allel: 172bp, 327bp T-Allel: 108bp, 27bp 

 
 

Tabelle 9: Restriktionsansätze für den Restriktionsverdau der PCR-Produkte 

Reagenz (µl) TLR9 T-1486C TLR9 T-1237C 
PCR-Produkt 10 10 
Puffer 10x 1,3 1,5 
Restriktionsenzym 0,2 0,4 
BSA 0,13 0,15 
H2O 1,37 2,95 

 

 

3.4  Statistik 

Die statistische Datenanalyse wurde mit Hilfe des Programmsystems SPSS 13 (SPSS GmbH 

Software, München, Deutschland) vorgenommen. Die untersuchten COPD- und 

Sarkoidosekollektive wurden anhand von Merkmalen (Variablen) mit nominalem und 
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metrischem Messskalenniveau charakterisiert. Zu den qualitativen Variablen mit nominalem 

Messskalenniveau zählten der Genotypen der untersuchten SNPs, der Krankheitsverlauf der 

COPD (stabil/instabil) und der Sarkoidose (akut/chronisch), die Rauchgewohnheiten 

(Raucher/Nichtraucher/ Ex-Raucher) und das Geschlecht (männlich/weiblich). Zu der Gruppe 

der quantitativen Variablen mit metrischem Messniveau gehörten Alter der Probanden bei 

Blutentnahme, Packyears (20 Zigaretten oder eine Schachtel Zigaretten pro Tag multipliziert 

mit den Raucherjahren) und die Lungenfunktionparameter (FEV1 in Prozentsoll und FEV1/FVC).  

Zur Untersuchung signifikanter Unterschiede in der Verteilungen der Genotypen, der Allele 

und des C-Trägertyps (Mutationsprävalenz) bei Erkrankten und Gesunden, unter anderem auch 

krankheitsverlauf- und geschlechtsspezifisch, wurde aufgrund des nominalen 

Messskalenniveaus der entsprechenden Variablen der χ2-Test nach Pearson mit einem 

festgelegten Signifikanzniveau < 0,05 verwendet. Mit Hilfe des t-Tests für unabhängige 

Stichproben konnten Mittelwerte und Standardabweichungen der quantitativen Variablen 

berechnet und verglichen werden. 
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4  Ergebnisse 

 

4.1  Auswertung von Polymerasekettenreaktion und Restriktionsverdau 

Zur Genotypisierung der zwei TLR9 Single-Nukleotid-Polymorphismen in der Promotorregion 

kamen die in der Arbeit von Hamann et al. (2004) verwendeten Primer und Restriktionsenzyme 

zum Einsatz. Die zur in vitro-Amplifikation der untersuchten DNA-Abschnitte benötigten Primer 

sind in Tabelle 3 aufgeführt. Der antisense-Primer flankiert beide PCR-Produkte und ist invers 

sowie komplimentär zu deren Enden. Die DNA-Sequenz des PCR-Produkts für TLR9 SNP 

T-1486C beinhaltet die DNA-Sequenz des PCR-Produkts für den TLR9 SNP T-1237C. Wie auch 

Hamann et al. (2004) haben wir unterschiedliche sense-Primer benutzt und damit 

PCR-Produkte unterschiedlicher Größe erhalten. Die Primersequenzen, die 

Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme mit den polymorphen Stellen T-1486C und 

T-1237C im TLR9-Gen sind in den Abbildungen 2 und 3 dargestellt. 

 

TCCTCCCAGCAGCAACAATTCATTAATTCATTCATTCAGCCTTCATCAGAAATACCCTCTCTGTGCCTGCC

CAGAGCTGACTGCTGGGTGTACATAATTCAGCAGATATCAAGCACTTACTATGTGCTGGGCACTGTACT

GGATCCTGGGGATGCAGATAAAAGATCACTGCCC|T(T/C)AAGAAGCTGACATTCCAGCAGGGGAATA

AGACGATATACAATAAACCATGAAAGATCAATGATCCGGTGTGCTAGCAGTTAAAAAATGTTAGGACA

AAGAGAAACATAGACCAGGCAAAGGAGCTCAGGAGTGCCAGATCTGGGGTGGGAGGTTTGTAAGAA

GGCTGGATGGCCCTGTTGAGAGGGTGACATGGGAGCAGAGACATAATGGAGGCAAAGGAGGGGTCA

TATGAGACTTGGGGGAGTTTTCAGGCAGAGGGAACAGCACATCCCAAGGCCCTGAGGCAGGAGAATG

CCCAGGGGCTACACAGTCAACTGCAAGCAGGCCAGTGGGCCTGGAGAGCACTCA 

  

Abb. 2: DNA-Sequenz im Bereich des TLR9 SNP T-1486C. Die Erkennungssequenz für das 

Restriktionsenzym Afl ll ist fett + kursiv dargestellt. Die Primersequenzen sind unterstrichen. 

Das polymorphe Nukleotid steht in Klammern. Cytosin an der polymorphen Stelle führt zum 

Verlust der Schnittstelle (|). 
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TCCTCCCAGCAGCAACAATTCATTAATTCATTCATTCAGCCTTCATCAGAAATACCCTCTCTGTGCCTGCC

CAGAGCTGACTGCTGGGTGTACATAATTCAGCAGATATCAAGCACTTACTATGTGCTGGGCACTGTACT

GGATCCTGGGGATGCAGATAAAAGATCACTGCCCTTAAGAAGCTGACATTCCAGCAGGGGAATAAGAC

GATATACAATAAACCATGAAAGATCAATGATCCGGTGTGCTAGCAGTTAAAAAATGTTAGGACAAAGA

GAAACATAGACCAGGCAAAGGAGCTCAGGAGTGCCAGATCTGGGGTGGGAGGTTTGTAAGAAGGCTG

GATGGCCCTGTTGAGAGGGTGACATGGGAGCAGAGACATAATGGAGGCAAAGGAGGGGTCATATGA

GACTTGGGGGAGTTT(T/C)C|AGGCAGAGGGAACAGCACATCCCAAGGCCCTGAGGCAGGAGAATGC

CC|AGGGGCTACACAGTCAACTGCAAGCAGGCCAGTGGGCCTGGAGAGCACTCA 

  

Abb. 3: DNA-Sequenz im Bereich des TLR9 SNP T-1237C. Die Erkennungssequenz für das 

Restriktionsenzym BstN l ist fett + kursiv dargestellt. Die Primersequenzen sind unterstrichen. 

Das polymorphe Nukleotid steht in Klammern. Cytosin an der polymorphen Stelle erzeugt eine 

neue Schnittstelle (|). 

 

4.1.1  TLR9 T-1486C rs187084 Polymorphismus 

Die DNA-Sequenz des PCR-Produktes ist als Bande in Abbildung 4 dargestellt und besteht aus 

499 Basenpaaren.  

 

 

Abb. 4: PCR-Produkt des TLR9 SNP T-1486C; 1: Marker VIII, 2-7: exemplarische Banden des 
PCR-Produkts 
 

Der homozygote TT-Genotyp (Wildtyp) besitzt eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym 

Afl ll. Beim enzymatischen Verdau des PCR-Produktes mit Afl ll wird der DNA-Abschnitt in zwei 

unterschiedlich große Fragmente (327bp und 172bp) geschnitten. Diese sind in Abbildung 5 

dargestellt.  
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Abb. 5: Restriktionsfragmente des TLR9 SNP T-1486C nach enzymatischen Verdau mit Afl ll; 1: 
Marker VIII; 2,4,5,8,9,10 und 13: homozygot (TT-Genotyp/Wildtyp); 3,6,7,11 und 12: 
heterozygot (TC-Genotyp); 14: homozygot (CC-Genotyp/Mutante) 
 

Wird an der polymorphen Stelle das Nukleotid Thymin gegen Cytosin ausgetauscht, dann geht 

die für das Restriktionsenzym wichtige palindromische Struktur verloren und das PCR-Produkt 

wird nicht mehr geschnitten. Auf dem Gel sieht man dementsprechend beim homozygoten 

CC-Genotyp nur eine Bande mit der Fragmentgröße 499bp, während der heterozygote 

TC-Genotyp an 3 Restriktionsfragmenten (499bp, 327bp und 172bp) erkennbar ist. 

 

4.1.2  TLR9 T-1237C rs5743836 Polymorphismus 

Das PCR-Produkt dieses Polymorphismus ist 135 Basenpaare lang (s. Abbildung 6). Der 

homozygote TT-Genotyp enthält eine Schnittstelle für das Enzym BstN l. Nach enzymatischem 

Verdau lassen sich zwei Banden (108bp und 27bp) mittels Gelelektrophorese darstellen. Der 

SNP befindet sich innerhalb des größeren Fragments. Bei Individuen, die an der polymorphen 

Stelle Cytosin statt Thymin aufweisen, entsteht eine weitere Restriktionsstelle für das Enzym 

BstN l. Das lange Fragment (108bp) wird in zwei weitere Fragmente (60bp und 48bp) 

geschnitten, so dass der homozygote CC-Genotyp durch 3 Fragmente dargestellt wird (s. 

Abbildung 7). Der heterozytoge TC-Genotyp präsentiert sich mit vier verschiedenen 

Fragmenten (108bp, 60bp, 48bp und 27bp). 
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Abb. 6: PCR-Produkt des TLR9 SNP T-1237C;1: Marker V, 2-8: exemplarische Banden des 
PCR-Produkts 
 

 

 

Abb. 7: Restriktionsfragmente des TLR9 SNP T-1237C nach enzymatischen Verdau mit BstN l; 1: 
Marker VIII; 2,3,4,5,7,8,9,10,12,13,14,15,16,17,18,19 und 20: homozygot 
(TT-Genotyp/Wildtyp); 6, 11, und 21: heterozygot (TC-Genotyp); 22: homozygot 
(CC-Genotyp/Mutante)  
 

 

4.2  Statistische Datenanalyse 

 

4.2.1  Demographische Basisdaten 

Die Patienten- und gegenübergestellten Kontrollkollektive wurden in Abhängigkeit vom 

jeweiligen SNP und der Grunderkrankung sowohl in ihrer Gesamtheit als auch differenziert 

nach dem Krankheitsverlauf grundcharakterisiert. Die Verteilung der wichtigen Merkmale 

findet sich in den nachfolgenden Tabellen 10 - 13. 

Während die diskreten Variablen mit Absolutwerten bzw. Prozentsätzen dargestellt sind, findet 

man die stetigen Variablen mit Mittelwert   Standardabweichung angegeben. Im Hinblick 

darauf, dass der Tabakrauch als wichtigster Risikofaktor für die Entwicklung der COPD 

aufgefasst wird, wurde das COPD-Kollektiv eingehend bezüglich des Rauchverhaltens und der 
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Lungenfunktion untersucht. Das Merkmal Rauchverhalten wurde in die drei Kategorien: 

Raucher, Nichtraucher und Ex-Raucher eingeteilt und der langjährige Tabakrauchkonsum in 

Packyears als stetige Variable mit Mittelwert   Standardabweichung angegeben. Die 

Lungenfunktion wurde durch FEV1 (Einsekundenkapazität) und den auf die funktionelle 

Vitalkapazität (FVC) bezogenen Wert (FEV1/FVC) objektiviert.  

Bei der Gegenüberstellung „COPD (gesamt) vs. Kontrolle“ zeigten sich signifikante 

Unterschiede in der Kohortenzusammensetzung (s. Tabellen 10 - 11). Das Kontrollkollektiv war 

mit dem Durchschnittsalter von 56,8 Jahren ca. 7 Jahre jünger als das COPD-Kollektiv 

(p-Wert = 0,000). Während der prozentuale Anteil der männlichen COPD-Patienten 65 % 

betrug, war das Geschlechterverhältnis im Kontrollkollektiv annähernd ausgeglichen mit einem 

leichten Überwiegen des weiblichen Geschlechts. Hinsichtlich der Rauchgewohnheiten und der 

Lungenfunktion zeichnete sich das Normalkollektiv durch einen signifikant niedrigeren 

Tabakrauchkonsum (p-Wert = 0,000) und signifikant bessere pulmonale Funktionsparameter 

(p-Wert = 0,000) aus.  

Beim Vergleich „COPD (stabil) vs. COPD (instabil)“ zeigten sich im Hinblick auf die Verteilung 

des Rauchverhaltens und den langjährigen Tabakrauchkonsum (packyears) keine statistisch 

signifikanten Unterschiede (s. Tabellen 10 - 11). Jedoch zeichnete sich das Kollektiv der 

instabilen COPD-Patienten durch eine größere Einschränkung der Lungenfunktion in Form 

einer signifikant geringeren Einsekundenkapazität aus (p-Wert = 0,001).  

Bei der Gegenüberstellung „Sarkoidose (gesamt) vs. Kontrolle“ waren die Kontrollkollektive mit 

215 Probanden für TLR9 SNP T-1486C und 233 Probanden für TLR SNP T-1237C größer als die 

Patientenkollektive (165 bzw. 166 Sarkoidosepatienten). In der Alters- und 

Geschlechterstruktur fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (s. Tabellen 12 - 13). 

Beim Vergleich „Sarkoidose (akut) vs. Sarkoidose (chronisch)“ zeigte sich ein nahezu 

identisches Geschlechterverhältnis (p-Wert = 0,969 für T-1486C und p-Wert = 0,916 für 

T-1237C). Die Sarkoidosepatienten mit der akuten Verlaufsform waren signifikant jünger als die 

chronisch kranken Patienten (p-Wert = 0,000).  
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Tabelle 10: Demographische Basisdaten der COPD- und Kontrollkohorte für TLR9 SNP T-1486C 
(Darstellung der stetigen Variablen: Mittelwert   Standardabweichung, statistische Analyse 

der Daten mittels t-Test für unabhängige Stichproben (p-Wert < 0,05); Darstellung der 
diskreten Variablen: Absolutwert (Prozentsatz), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test 

nach Pearson (p-Wert < 0,05)) 

 COPD 
(gesamt) 

Kontrolle 
 

p-Wert 
COPD (gesamt) 
vs. Kontrolle 

COPD1 
(stabil) 

COPD2 
(instabil) 

p-Wert 
stabil 
vs. 
instabil 

Gesamtzahl 174 170  73 101  

Geschlecht w: 61  
35 % 

w: 93 
55 % 

0,000 w: 28 
38 % 

w: 33 
33 % 

0,438 

 m: 113 
65 % 

m: 77 
45 % 

 m: 45 
62 % 

m: 68 
67 % 

 

Alter3 63,59 57,44 0,000 62,68 64,25  
 SD   10,89   13,35    11,91   10,10 0,352 

Packyears4 33,23 3,95 0,000 32,23 33,96 0,668 
 SD   25,68   8,953    25,42   25,99  

Raucher 73 48 0,000 33 40 0,196 
 % 41,9 % 28,2 % 45,2 % 39,6 % 

Nicht-Raucher 18 80 4 14 
 % 10,3 % 47,1 % 5,4 % 13,9 % 

Ex-Raucher 83 42 36 47 
 % 47,7 % 24,7 % 49,3 % 46,5 % 

FEV1 ( %  
des Sollwertes) 

52,38 79,81  58,53 47,78 0,001 

 SD   21,10   21,33 0,000   18,86   20,93  

FEV1/FVC 58,57 98,29  62,79 58,04 0,062 
 SD   14,87   25,27 0,000   15,9   14,97  

 
Legende: 
1 < 3 COPD-bedingte Hospitalisierung im vorausgegangenen Kalenderjahr  
2 ≥ 3 COPD-bedingte Hospitalisierung im vorausgegangenen Kalenderjahr  
3 Alter bei Studieneinschluss  
4 Anzahl der Zigaretten pro Tag multipliziert mit Raucherjahren   
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Tabelle 11: Demographische Basisdaten der COPD- und Kontrollkohorte für TLR9 SNP T-1237C 
(Darstellung der stetigen Variablen: Mittelwert   Standardabweichung, statistische Analyse 

der Daten mittels t-Test für unabhängige Stichproben (p-Wert < 0,05); Darstellung der 
diskreten Variablen: Absolutwert (Prozentsatz), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test 

nach Pearson (p-Wert < 0,05)) 

 

 COPD 
(gesamt) 

Kontrolle 
 

p-Wert 
COPD 
(gesamt) 
vs. Kontrolle 

COPD1 
(stabil) 

COPD2 
(instabil) 

p-Wert 
stabil  
vs. instabil 

Gesamtzahl 175 149  72 103  

Geschlecht w: 60 
34 % 
m: 115 
66 % 

w: 76 
51 % 
m: 73 
49 % 

0,002 w: 27 
38 % 
m: 45 
62 % 

w: 33 
32 % 
m:70 
68 % 

0,454 

Alter3 
 SD 

63,74 
  10,73 

56,28 
  13,26 

0,000 62,99 
  11,71 

64,26 
  10,01 

0,440 

Packyears4 
( SD) 

33,89 
  26,08 

4,07 
  9,13 

0,000 32,49 
  25,52 

34,9 
  26,56 

0,551 

Raucher 
 % 

73 
41,7 % 

50 
33,6 % 

0,000 32 
44,4 % 

41 
39,8 % 

0,225 

Nicht-Raucher 
 % 

18 
10,3 % 

60 
40,3 % 

4 
5,6 % 

14 
13,6 % 

Ex-Raucher 
 % 

84 
48,0 % 

39 
26,2 % 

36 
50,0 % 

48 
46,6 % 

FEV1 ( %  
des Sollwertes) 
( SD) 

51,97 
 
 20,83 

77,87 
 
  20,44 

0,000 58,54 
 
  19,00 

47,34 
 
 20,91 

0,001 

FEV1/FVC 
( SD) 

59,31 
 15,92 

97,76 
  26,49 

0,000 62,21 
  15,32 

57,21 
 16,10 

0,053 

 
Legende: 
1 < 3 COPD-bedingte Hospitalisierung im vorausgegangenen Kalenderjahr  
2 ≥ 3 COPD-bedingte Hospitalisierung im vorausgegangenen Kalenderjahr  
3 Alter bei Studieneinschluss  
4 Anzahl der Zigaretten pro Tag multipliziert mit Raucherjahren     
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Tabelle 12: Demographische Basisdaten der Sarkoidose- und Kontrollkohorte für 
TLR9 SNP T-1486C (Darstellung der stetigen Variablen: Mittelwert   Standardabweichung, 
statistische Analyse der Daten mittels t-Test für unabhängige Stichproben (p-Wert < 0,05); 

Darstellung der diskreten Variablen: Absolutwert (Prozentsatz), statistische Analyse der Daten 
mittels χ2-Test nach Pearson (p-Wert < 0,05)) 

 

 Sarkoidose 
(gesamt) 

Kontrolle 
 

p-Wert 
Sarkoidose 
(gesamt) 
vs. Kontrolle 

Sarkoidose 
(akut) 

Sarkoidose 
(chronisch) 

p-Wert 
akut  
vs. 
chronisch 

Gesamtzahl 165 215  31 134  

Geschlecht w: 91 
55 % 
m: 74 
45 % 

w: 117 
54 % 
m: 98 
46 % 

0,887 w: 17 
54,8 % 
m: 14 
45,2 % 

w: 74 
55,2 % 
m: 60 
44,8% 

0,969 

Alter1 
 SD 

50,93 
  12,55 

48,53 
  16,52 

0,109 42,45 
  10,51 

52,89 
  12,19 

0,000 

 

1 Alter bei Studieneinschluss 

    
 
 

 

Tabelle 13: Demographische Basisdaten der Sarkoidose- und Kontrollkohorte für TLR9 SNP 
T-1237C (Darstellung der stetigen Variablen: Mittelwert   Standardabweichung, statistische 
Analyse der Daten mittels t-Test für unabhängige Stichproben (p-Wert < 0,05); Darstellung der 
diskreten Variablen: Absolutwert (Prozentsatz), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test 

nach Pearson (p-Wert < 0,05)) 

 

 Sarkoidose 
(gesamt) 

Kontrolle p-Werte 
Sarkoidose 
(gesamt) 
vs. Kontrolle 

Sarkoidose 
(akut) 

Sarkoidose 
(chronisch) 

p-Wert 
akut 
vs.  
chronsich 

Gesamtzahl 166 233  32 134  

Geschlecht w: 92 
55 % 
m: 74 
45 % 

w: 122 
52 % 
m: 111 
48 % 

0,546 w: 18 
56 % 
m: 14 
44% 

w: 74 
55 % 
m: 60 
45 % 

0,916 

Alter1 

 SD 
50,65 
  12,62 

48,61 
  16,52 

0,163 42,81 
  10,41 

52,52 
  12,42 

0,000 

 

1 Alter bei Studieneinschluss 
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4.2.2  Verteilung von Genotypen und Allelfrequenzen/Allelprävalenzen 
 

Jeder Proband wurde an den polymorphen Genorten genotypisiert. Die Häufigkeit und die 

Verteilung der Genotypen, der Allelfrequenzen und des C-Trägertyps (TC- und CC-Genotyps) für 

jedes Kollektiv wurde mit Hilfe der SPSS-Software errechnet und die Verteilungsunterschiede 

mittels χ2-Test nach Pearson auf statistische Signifikanz hin untersucht. 

 

TLR9 SNP T-1486C bei COPD 

Eine Übersicht über die Ergebnisse der Genotypverteilungen, der Mutationsallelfrequenzen 

und -prävalenzen im Bereich des TLR9-Polymorphismus T-1486C sowie die statistische 

Auswertung geben Tabellen 14 und 15. Eine grafische Darstellung der Genotypverteilung der 

betrachteten Kollektive zeigt Abbildung 8. Das COPD-Kollektiv wurde sowohl in seiner 

Gesamtheit als auch differenziert nach Verlaufsformen (stabil und instabil) dem 

Kontrollkollektiv gegenübergestellt. Zur Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede in 

der Genotypverteilung wurden die betrachteten Kollektive nach den Ausprägungen „weiblich" 

und „männlich" des Merkmals Geschlecht unterteilt. 

 

Tabelle 14: Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus T-1486C, Fallzahl (N), w 
(weiblich), m (männlich), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test nach Pearson 

(p-Wert < 0,05) 

TLR9 T-1486C 
 

TT TC CC   p-Wert 

N ( %) N ( %) N ( %) N  

COPD 
(gesamt) 

  46 26,4 102 58,6 26 14,9 174 0,009 

w 11 18 39 63,9 11 18 61 0,013 

m 35 31 63 55,8 15 13,3 113 0,214 

COPD 
(stabil) 

  20 27,4 44 60,3 9 12,3 73 0,037 

w 5 17,9 19 67,9 4 14,3 28 0,048 

m 15 33,3 25 55,6 5 11,1 45 0,347 

COPD 
(instabil) 

  26 25,7 58 57,4 17 16,8 101 0,042 

w 6 18,2 20 60,6 7 21,2 33 0,085 

m 20 29,4 38 55,9 10 14,7 68 0,291 

Kontrolle   66 38,8 72 42,4 32 18,8 170  

w 36 38,7 39 41,9 18 19,4 93  

m 30 39 33 42,9 14 18,2 77  
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Abb. 8: Grafische Darstellung der Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus 
T-1486C für COPD 

 

 

Tabelle 15: TLR9-Polymorphismus T-1486C: C-Allelfrequenz, C-Allelprävalenz, p-Werte 
(p-Wert < 0,05), Fallzahl (N), w (weiblich), m (männlich) 

TLR9 SNP T-1486C C-Allelfrequenz p-Wert C-Allelprävalenz p-Wert 

N ( %)  N ( %)  

COPD  
(gesamt) 

  154/348 44,3 0,259 128/174 73,6 0,014 

w 61/122 50 0,094 50/61 82,1 0,006 

m 93/226 41,2 0,764 78/113 69 0,255 

COPD 
(stabil) 

  62/146 42,5 0,612 53/73 72,6 0,088 

w 27/56 48,2 0,294 23/28 82,1 0,044 

m 35/90 38,9 0,911 30/45 66,7 0,554 

COPD 
(instabil) 

  92/202 45,5 0,206 75/101 74,3 0,028 

w 34/66 51,4 0,115 27/33 81,8 0,032 

m 58/136 42,6 0,6 48/68 70,6 0,227 

Kontrolle   136/340 40  104/170 61,2  

w 75/186 40,3  57/93 61,3  

m 61/154 39,6  47/77 61  
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Unter Anwendung des χ2-Tests nach Pearson zeigen sich beim Vergleich der einzelnen 

COPD-Kollektive (gesamt, stabil und instabil) mit dem Kontrollkollektiv statistisch signifikante 

Unterschiede in der Verteilung der Genotypen (p-Wert = 0,009, = 0,048 und = 0,042). Es findet 

sich im COPD-Gesamtkollektiv verglichen mit dem Kontrollkollektiv eine signifikant höhere 

C-Allelprävalenz (p-Wert = 0,014), die ein Ausdruck des überwiegenden Vorkommens des 

heterozytogen Genotyps im erkrankten Kollektiv ist. Während sich die COPD-Kranken von den 

Gesunden in der Anzahl der homozygoten C-Allelträger nur geringfügig unterscheiden 

(14,9 % vs. 18,8 %), ist der Unterschied bezüglich des heterozygoten Genotyps 

(58,6 % vs. 42,4 %) und des Wildtyps (26,4 % vs. 38,8 %) stark ausgeprägt (s. Abb. 8).  

Zwischen den beiden Verlaufsformen der COPD findet sich kein statistisch signifikanter 

Unterschied in der Genotypverteilung (p-Wert = 0,713). Patienten mit instabiler Verlaufsform 

der COPD haben eine statistisch signifikant höhere C-Allelprävalenz (p-Wert = 0,028) verglichen 

mit dem Normalkollektiv. 

Zur Identifizierung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Genotypverteilung wurden die 

betrachteten Kollektive dem Merkmal Geschlecht nach differenziert. Zunächst wurde das 

Normalkollektiv nach Männern und Frauen aufgeteilt und die Genotypverteilung zwischen den 

Geschlechtern im Normalkollektiv untersucht, um geschlechtsspezifische 

Verteilungsunterschiede bereits bei Gesunden zu erkennen. Mit einem p-Wert von 0,980 

besteht ein nahezu identisches Genotypverteilungsmuster. Das Gleiche erfolgte auch am 

COPD-Kollektiv. Hier zeigt sich zwar bei einem p-Wert von 0,168 kein signifikanter, 

geschlechtsspezifischer Verteilungsunterschied des Genotyps, jedoch haben erkrankte Frauen 

eine um 11,1 % höhere C-Allelprävalenz (82,1 % 69 %; p-Wert von 0,065) als erkrankten 

Männern.  

Vergleicht man COPD-Frauen mit gesunden Frauen, so sind 64 % der kranken Frauen und nur 

42 % der gesunden Frauen Trägerinnen des heterozygoten Genotyps, während der Wildtyp bei 

gesunden Frauen mehr als doppelt so häufig vorkommt (38,7 % vs. 18 %). Die homozygote 

Mutante ist bei den COPD-Patientinnen (18 %) und bei gesunden Frauen (19,4 %) annähernd 

gleich häufig vorhanden. Hier zeigt sich mit einem p-Wert von 0,013 ein statistisch signifikanter 

Unterschied in der Genotypverteilung. Die C-Allelfrequenz (50 % vs. 40,3 %) und die 
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C-Allelprävalenz (82,1 % vs. 61,3 %) im weiblichen COPD-Kollektiv liegen deutlich über denen 

der gesunden Frauen. Ein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,006) ergibt sich 

jedoch nur für die Mutationsallelprävalenz (s. Tabelle 15). Bei Frauen mit einer stabilen COPD 

kommt der heterozygote Typ mit 67 % am häufigsten vor. Im Vergleich zum weiblichen 

Normalkollektiv findet sich auch hier ein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung 

(p-Wert = 0,048). Im Gegensatz zur C-Allelfrequenz ist die C-Allelprävalenz (p-Wert = 0,044) bei 

COPD-Frauen mit stabiler Verlaufsform signifikant häufiger als bei gesunden Frauen. Der 

Unterschied in der Genotypverteilung zwischen Frauen mit instabiler Verlaufsform und der 

weiblichen Kontrollgruppen entgeht mit einem p-Wert von 0,085 nur knapp einer statistischen 

Signifikanz. Es zeigt sich ein deutliches Überwiegen des C-Mutationsallels auf der Seite der 

instabilen COPD-Frauen mit einer Allelfrequenz von 51,4 % gegenüber einer Allelfrequenz von 

40,3 % bei gesunden Frauen (s. Tabelle 15). Der Unterschied in der C-Allelfrequenz ist mit 

einem p-Wert von 0,115 statistisch nicht signifikant. Dafür zeigt sich auch bei Frauen mit der 

instabilen Verlaufsform der COPD ein statistisch signifikanter Unterschied in der 

C-Allelprävalenz (p-Wert = 0,032) gegenüber gesunden Frauen. 

Das männliche COPD-Kollektiv weist keinen signifikanten Unterschied zum männlichen 

Normalkollektiv auf, auch nach einer Subgruppierung in die stabile und instabile Verlaufsform.  

Der Vergleich der Genotypverteilung (p-Wert = 0,298) und der C-Allelprävalenz 

(p-Wert = 0,137) zwischen tabakrauchexponierten (Raucher/Ex-Raucher) COPD-Patienten und 

tabakrauchexponierten gesunden Probanden zeigt keine statistische Signifikanz. Ein statistisch 

signifikantes Ergebnis mit einem p-Wert von 0,02 zeigt sich beim Vergleich der 

Genotypverteilung der Nichtraucher in beiden Kollektiven. 72 % (13/18) der Nichtraucher der 

COPD-Gruppe im Vergleich zu 36,3 % (29/80) der Nichtraucher des Kontrollkollektivs sind 

heterozygot, während 11,1 % (2/18) der Erkrankten und 22,5 % (18/80) der Gesunden den  

CC-Genotyp tragen.  

 

TLR9 SNP T-1237C bei COPD 

Bei der Gegenüberstellung des COPD-Gesamtkollektivs und der gesunden Kontrollgruppe zeigt 

sich in der Genotypverteilung des TLR9-Polymorphismus T-1237C kein statistisch signifikanter 

Unterschied (s. Tabelle 16). Weder die C-Allelfrequenz (15,4 % vs. 13,1 %) noch die 
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C-Allelprävalenz (28,6 % vs. 24,8 %) sind signifikant höher als im Normalkollektiv (s. Tabelle 17). 

Die Abbildung 9 zeigt eine ähnliche Genotypverteilung in allen Kohorten. Auch die 

Untersuchungen auf Unterschiede in der Genotypverteilung im Hinblick auf die 

Tabakrauchexposition zeigen keine statistischen Zusammenhänge. 

 

 

 

Tabelle 16: Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus T-1237C, Fallzahl (N), w 
(weiblich), m (männlich), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test nach Pearson 

(p-Wert < 0,05) 

TLR9 SNP T-1237C 
 

TT TC CC   p-Wert 

N ( %) N ( %) N ( %) N  

COPD (gesamt)   125 71,4 46 26,3 4 2,3 175 0,673 

w 45 75,0 15 25,0 0 0,0 60 0,656 

m 80 69,6 31 27,0 4 3,5 115 0,379 

COPD (stabil)   50 69,4 21 29,2 1 1,4 72 0,659 

w 18 66,7 9 33,3 0 0,0 27 0,627 

m 32 71,1 12 26,7 1 2,2 45 0,686 

COPD (instabil)   75 72,8 25 24,3 3 2,9 103 0,664 

w 27 81,8 6 18,2 0 0,0 33 0,510 

m 48 68,6 19 27,1 3 4,3 70 0,336 

Kontrolle   112 75,2 35 23,5 2 1,3 149  

w 55 72,4 20 26,3 1 1,3 76  

m 57 78,1 15 20,5 1 1,4 73  
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Abb. 9: Grafische Darstellung der Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus 
T-1237C für COPD 

 

 

Tabelle 17: TLR9-Polymorphismus T-1237C: C-Allelfrequenz, C-Allelprävalenz, p-Werte 
(p-Wert < 0,05), Fallzahl (N), w (weiblich), m (männlich) 

TLR9 SNP T-1237C C-Allelfrequenz p-Wert C-Allelprävalenz p-Wert 

N ( %)  N ( %)  

COPD (gesamt)   54/350 15,4 0,397 50/175 28,6 0,449 

w 15/120 12,5 0,637 15/60 25 0,73 

m 39/230 17 0,158 35/115 30,4 0,201 

COPD (stabil)   23/144 16 0,413 22/72 30,5 0,367 

w 9/54 16,7 0,699 9/27 33,3 0,575 

m 14/90 15,6 0,388 13/45 28,9 0,393 

COPD (instabil)   31/206 15 0,531 28/103 27,2 0,675 

w 6/66 9,1 0,275 6/33 18,2 0,294 

m 25/140 17,9 0,138 22/70 31,4 0,198 

Kontrolle   39/298 13,1  37/149 24,8  

w 22/152 14,5  21/76 27,6  

m 17/146 11,6  16/73 21,9  
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TLR9 SNP T-1486C bei Sarkoidose 

Einen Überblick über die Ergebnisse der Genotypverteilungen, der Mutationsallelfrequenzen 

und -prävalenzen im Bereich des TLR9-Polymorphismus T-1486C sowie die statistische 

Auswertung bieten Tabellen 18 und 19. Eine grafische Darstellung der Genotypverteilung der 

betrachteten Kollektive zeigt Abbildung 10. Das Sarkoidose-Kollektiv wurde sowohl in seiner 

Gesamtheit als auch differenziert nach den Verlaufsformen (akut und chronisch) dem 

Kontrollkollektiv gegenübergestellt. Zur Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede in 

der Genotypverteilung wurden die betrachteten Kollektive nach den Ausprägungen „weiblich" 

und „männlich" des Merkmals Geschlecht unterteilt. 

 

Tabelle 18: Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus T-1486C, Fallzahl (N), w 
(weiblich), m (männlich), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test nach Pearson 

(p-Wert < 0,05) 

TLR9 SNP T-1486C 
 

TT TC CC   p-Wert 

N ( %) N ( %) N ( %) N  

Sarkoidose 
(gesamt) 

  57 34,5 88 53,3 20 12,0 165 0,057 

w 27 29,7 56 61,5 8 8,8 91 0,008 

m 30 40,5 32,2 43,2 12 16,5 74 0,981 

Sarkoidose 
(akut) 

  9 32,4 17 52,9 5 14,7 31 0,382 

w 4 23,5 11 64,7 2 11,8 17 0,185 

m 5 35,7 6 42,9 3 21,4 14 0,920 

Sarkoidose 
(chronisch) 

  48 35,8 71 53,0 15 11,2 134 0,068 

w 23 31,1 45 60,8 6 8,1 74 0,014 

m 25 41,7 26 43,3 9 15,0 60 0,924 

Kontrolle   85 39,5 90 41,9 40 18,6 215  

w 46 39,3 48 41,0 23 19,7 117  

m 39 39,8 42 42,9 17 17,3 98  

 

 

Es lassen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genotypverteilung beim 

Vergleich der einzelnen Sarkoidose-Kollektive (gesamt, akut und chronisch) mit dem 

Kontrollkollektiv feststellen (p-Wert = 0,057, = 0,382 und = 0,068). Die C-Allelfrequenzen und 

-prävalenzen der Sarkoidosekollektive und -subkollektive zeigen ebenfalls keine statistisch 
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signifikanten Unterschiede verglichen mit den C-Allelfrequenzen und -prävalenzen des 

Kontrollkollektivs. 

 

 

Abb. 10: Grafische Darstellung der Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus 
T-1486C für Sarkoidose 

 

 

Tabelle 19: TLR9-Polymorphismus T-1486C: C-Allelfrequenz, C-Allelprävalenz, p-Werte 
(p-Wert < 0,05), Fallzahl (N), w (weiblich), m (männlich) 

TLR9 SNP T-1486C 
 

C-Allelfrequenz p-Wert C-Allelprävalenz p-Wert 

N ( %)  N ( %)  

Sarkoidose 
(gesamt) 

  128/330 38,8 0,834 108/165 65 0,319 

w 72/182 39,6 0,900 64/91 70,3 0,148 

m 56/148 37,8 0,859 44/74 59,5 0,921 

Sarkoidose 
(akut) 

  27/62 43,5 0,547 22/31 71,0 0,261 

w 15/34 44,1 0,662 13/17 76,5 0,209 

m 12/28 42,9 0,679 9/14 64,3 0,770 

Sarkoidose 
(chronisch) 

  101/268 37,7 0,626 86/134 64,2 0,487 

w 57/148 38,5 0,747 51/74 68,9 0,248 

m 44/120 36,7 0,708 35/60 58,3 0,816 

Kontrolle   170/430 39,5  130/215 60,5  

w 94/234 40,2  71/117 60,7  

m 76/196 38,8  59/98 60,2  
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Zur Identifizierung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Genotypverteilung wurden die 

betrachteten Kollektive dem Merkmal Geschlecht nach differenziert. Zunächst wurde das 

Normalkollektiv nach Männern und Frauen aufgeteilt und die Genotypverteilung zwischen den 

Geschlechtern im Normalkollektiv untersucht, um geschlechtsspezifische 

Verteilungsunterschiede bereits bei Gesunden zu erkennen. Mit einem p-Wert von 0,905 

besteht ein nahezu identisches Genotypverteilungsmuster. 

Eine geschlechtsspezifische Betrachtung zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied 

(p-Wert = 0,008) in der Genotypverteilung zwischen den Frauen des 

Sarkoidose-Gesamtkollektivs und den Frauen der Kontrollgruppe. Im weiblichen 

Sarkoidose-Gesamtkollektiv tragen 61,5 % (56/91) den heterozygoten Genotyp, während im 

weiblichen Kontrollkollektiv nur 41,9 % (48/117) heterozygote C-Allelträgerinnen sind. Der 

homozygote CC-Typ kommt bei gesunden Frauen im Vergleich zu kranken Frauen 

(19,7 % vs. 8,8 %) häufiger vor. Die Genotypverteilung im männlichen Sarkoidosekollektiv 

unterscheidet sich nicht von der Genotypverteilung im Normalkollektiv (p-Wert = 0,981). 

 

TLR9 SNP T-1237C bei Sarkoidose 

Eine Übersicht über die Ergebnisse der Genotypverteilung, der Mutationsallelfrequenzen und 

-prävalenzen im Bereich des TLR9-Polymorphismus T-1237C sowie die statistische Auswertung 

geben Tabellen 20 und 21. Eine grafische Darstellung der Genotypverteilung der betrachteten 

Kollektive zeigt Abbildung 11. Das Sarkoidose-Kollektiv wurde sowohl in seiner Gesamtheit als 

auch differenziert nach den Verlaufsformen (akut und chronisch) dem Kontrollkollektiv 

gegenübergestellt. Zur Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der 

Genotypverteilung wurden die betrachteten Kollektive nach den Ausprägungen „weiblich" und 

„männlich" des Merkmals Geschlecht unterteilt. 

Bei der Gegenüberstellung des Sarkoidose-Gesamtkollektivs und des Normalkollektivs fällt auf, 

dass der Unterschied in der Genotypverteilung mit einem p-Wert von 0,056 nur knapp einen 

statistisch signifikanten Zusammenhang verfehlt.  

Nach Verlaufsformen differenziert, zeigt das Sarkoidosekollektiv mit der chronischen 

Verlaufsform einen statistisch signifikanten Unterschied in der Genotypverteilung im Vergleich 

zum Normalkollektiv (p-Wert von 0,023). Die Häufigkeit des heterozygoten Genotyps liegt mit 
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34,3 % deutlich über der des Normalkollektivs (22,3 %). Der homozygote Wildtyp ist hingegen 

bei dem Kontrollkollektiv frequenter. Die seltenen homozygoten C-Allelträger sind ebenfalls 

häufiger unter den gesunden Probanden zu finden (2,6 % vs. 0,7 %). Beim Sarkoidosekollektiv 

mit der chronischen Sarkoidose zeigt sich im Vergleich zur Kontrollkohorte eine statistisch 

signifikant höhere Mutationsallelprävalenz (p-Wert = 0,038). 

Im Weiteren wurden die Kollektive in weibliche und männliche Subgruppen unterteilt. Ein 

geschlechtsabhängiger Unterschied der Genotypverteilung innerhalb des Kontrollkollektivs 

kann bei einem p-Wert von 0,632 ausgeschlossen werden.  

 

Tabelle 20: Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus T-1237C, Fallzahl (N), w 
(weiblich), m (männlich), statistische Analyse der Daten mittels χ2-Test nach Pearson 

(p-Wert < 0,05) 

TLR9 SNP T-1237C TT TC CC   p-Wert 

N ( %) N ( %) N ( %) N  

Sarkoidose (gesamt)   110 66,3 54 32,5 2 1,2 166 0,056 

w 62 67,4 28 30,4 2 2,2 92 0,358 

m 48 64,9 26 35,1 0 0 74 0,057 

Sarkoidose (akut)   23 71,9 8 25,0 1 3,1 32 0,923 

w 11 61,1 6 33,3 1 5,6 18 0,245 

m 12 85,7 2 14,4 0 0,0 14 0,569 

Sarkoidose (chronisch)   87 64,9 46 34,3 1 0,7 134 0,026 

w 51 68,9 22 29,7 1 1,4 74 0,491 

m 36 60,0 24 40,0 0 0,0 60 0,025 

Kontrolle   175 75,1 52 22,3 6 2,6 233  

w 93 76,2 27 22,1 2 1,6 122  

m 82 73,9 25 22,5 4 3,6 111  

 

 

Vierzig Prozent (24/60) der Männer mit chronischer Form der Sarkoidose sind Träger eines 

heterozygoten Genotyps, während es beim männlichen Normalkollektiv nur 22,5 % sind. Der 

homozygote CC-Genotyp kommt bei den Männern mit chronischer Verlaufsform der 

Sarkoidose nicht vor. Bei gesunden männlichen Probanden sind es 4 von 111 Probanden, die 

das Mutationsallel in einer homozygoten Form besitzen. Der Unterschied in der 

Genotypverteilung zwischen diesen beiden Subkollektiven ist mit einem p-Wert von 0,025 
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statistisch signifikant. Die C-Allelprävalenz von 40 % bei chronisch erkrankten Männern ist 

verglichen mit der C-Allelprävalenz bei gesunden Männer, die 26 % beträgt, deutlich höher und 

entgeht mit einem p-Wert von 0,061 nur knapp einem statistisch signifikanten Unterschied. 

 

 

Abb. 11: Grafische Darstellung der Genotypverteilung am Genort des TLR9-Polymorphismus 
T-1237C für Sarkoidose 

 
 

Tabelle 21: TLR9-Polymorphismus T-1237C: C-Allelfrequenz, C-Allelprävalenz, p-Werte 
(p-Wert < 0,05), Fallzahl (N), w (weiblich), m (männlich) 

 TLR9 SNP T-1237C 
  

 C-Allelfrequenz  p-Wert  C-Allelprävalenz   p-Wert 

 N   ( %)     N   ( %)    

Sarkoidose 
(gesamt) 

     58/332   17,5   0,148   56/166   33,7   0,054  

 w   32/184   17,4   0,176   30/92   32,6   0,167  

 m   26/148   17,6   0,487   26/74   35,1   0,189  

Sarkoidose 
(akut) 

     10/64   15,6   0,682   9/32  28,1   0,693  

 w   8/36   22,2   0,124   7/18   38,9   0,171  

 m   2/28   7,1   0,267  2/14   14,3   0,334  

Sarkoidose  
(chronisch)  

     48/268   18,1   0,110   47/134  35,1   0,038  

 w   24/148   16,2   0,332   23/74   31,1   0,261  

 m   24/120  20,0   0,224   24/60   40,0   0,061  

Kontrolle      64/466   13,7    58/233   24,9    

 w   31/244   12,7     29/122   23,8    

 m   33/222   14,9    29/111   26,1    
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5  Diskussion 

Basierend auf der Überlegung, dass der genetische Hintergrund der COPD und der Sarkoidose 

bislang noch ungenügend verstanden ist, wurden in der vorliegenden genetischen 

Assoziationsstudie zwei Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (T-1237C/T-1486C), die sich im der 

potentiellen Promotorregion des TLR9-Gens befinden und in potentiellen Zusammenhang mit 

verschiedenen chronisch entzündlichen Erkrankungen stehen, auf ihre Bedeutung als mögliche, 

für COPD und Sarkoidose prädisponierende Faktoren durchleuchtet. 

Für beide Polymorphismen wurde eine funktionelle Relevanz konstatiert (Hamprecht, 2005). 

Novak et al. (2007), die eine statistisch signifikante Assoziation zwischen der intrinsischen Form 

des Atopischen Ekzems und dem T-Allel des TLR9 SNPs T-1237C fanden, konnten mittels 

Luciferase-Reportergen-Assays eine signifikant höhere Promotoraktivität des TT-Genotyps 

dieses SNPs nachweisen. Zum ähnlichen Ergebnis kam auch eine andere Forschergruppe, die 

das C-Allel des TLR9 -1237T/C-Polymorphismus als einen Risikofaktor für die Entwicklung einer 

Helicobacter pylorus-induzierten gastralen Präkanzerose identifizierte (Ng et al., 2010). Unter 

nicht infektiösen, basalen Bedingungen haben auch diese Forscher demonstrieren können, 

dass das T-Allel eine tendenziell aber statistisch nicht signifikant stärkere Transkription des 

TLR9 induziert. Andererseits zeigten sie, dass das C-Allel an der Position -1237 eine höhere 

Bindungsaffinität des Transkriptionsfaktors NF-κB an die Promotorregion hervorruft und unter 

Konditionen, unter denen eine starke Aktivierung des NF-κB vorherrscht, wie z.B. in der COPD 

(Isajevs et al., 2011), eine signifikant höhere Transkriptionsaktivität bewirkt (Ng et al., 2010). 

Tao et al. (2007) konnten eine signifikant geringere TLR9-Promotoraktivität des Haplotyps mit 

dem C-Mutationsallel auf Position -1486 und G-Mutationsallel auf Position +1174 im Vergleich 

zum Haplotypen mit T-Allel auf Position -1486 und A-Allel auf Position +1174 zeigen. In 

Übereinstimmung damit konnten auch Elmaagacli et al. (2009) eine statistisch nicht 

signifikante Herunterregulierung der TLR9-Expression des CC-Genotyps des TLR9 SNPs T-1486C 

mittels Reportergen-Assays nachweisen. Eine Stimulation mit CpG-ODN führte jedoch zu einer 

signifikant stärkeren Hochregulierung der TLR9-Expression in Zellen mit der CC-Genvariante als 

in Zellen mit der TT-Genvariante des TLR9 SNPs T-1486C. Aus diesen Ergebnissen lässt sich 

ableiten, dass das C-Allel sowohl an der Position -1237 als auch -1486 im Kontext einer 
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bakteriellen Entzündungsreaktion zu einer signifikant stärkeren Hochregulierung der 

TLR9-Expression führt. 

 

5.1  COPD und TLR9 SNPs 

Assoziationen des TLR9 -1237T/C-Polymorphismus mit chronisch entzündlichen Erkrankungen 

wie dem Asthma bronchiale, dem Morbus Crohn, der allergischen bronchopulmonalen 

Aspergillose und der chronischen Niereninsuffizienz sprechen für eine Beteiligung dieses SNPs 

an der Modulation chronischer Entzündungsprozesse (Carvalho et al. 2008; Lazerus et al., 

2007; Lu et al., 2011; Török et al., 2006) .  

Einen Zusammenhang zwischen dem TLR9 SNP T-1237C und der COPD haben bisher nur zwei 

Studien untersucht. Lazerus et al. (2003) konnten keine Assoziation zwischen dem TLR9 SNP 

T-1237C und einem erhöhten Risiko für die Entwicklung der COPD feststellen. Ihre Limitation 

findet diese Studie in der geringen Fallzahl, die nur 70 COPD-Patienten umfasst. Sethi et al. 

(2011) konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Häufigkeit der 

TLR9 SNPs T-1237C und T-1486C zwischen rauchenden bzw. ex-rauchenden COPD-Patienten 

und gesunden Nichtrauchern finden. Auch diese Ergebnisse sind durch die Gegenüberstellung 

von Gruppen mit stark voneinander abweichenden Probandenzahlen (86 Raucher mit COPD 

bzw. 74 Ex-Raucher mit COPD vs. 20 gesunde Raucher) limitiert.  

Trotz deutlich höherer Fallzahl (175 COPD-Patienten) und ähnlicher Kohortengrößen (175 

COPD-Patienten vs. 149 gesunde Probanden) konnte auch in der vorliegenden Studie kein 

statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem TLR9 -1237T/C-Polymorphismus und der 

COPD auch in der differenzierten Betrachtung des Verlaufs, des Geschlechts und der 

Rauchgewohnheiten gefunden werden. Die Genotypverteilung und die C-Allelfrequenz des 

TLR9 SNPs T-1237C unseres Kontrollkollektivs unterscheiden sich nicht von den Daten, die 

Lazerus et al. (2003) in ihrem Kontrollkollektiv beobachtet haben.  

Die Assoziationen des C-Allels des TLR9 SNPs T-1237C mit Asthma bronchiale (Lazerus et al., 

2007; Lachheb et al., 2008) und der allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (Carvalho et 

al. 2008) weisen zunächst auf eine die Th2-Antwort begünstigende Rolle dieses Allels hin. Im 

Widerspruch zu diesen Studien haben Novak et al. eine Assoziation des T-Allels an der Position 

-1237 und der intrinsischen Form des atopischen Ekzems gefunden. Ihr Nachweis einer 



68 

höheren Promotoraktivität des Wildtyps an der Position -1237 erhärtet jedoch den Standpunkt 

der vorher genannten Publikationen, wenn man die Ergebnisse der Studie von Dong et al. 

(2006) berücksichtigt. Diese Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass mononukleäre Zellen aus dem 

peripheren Blut (PBMCs) von Asthmapatienten im Vergleich zu COPD-Patienten und gesunden 

Kontrollpersonen eine statistisch signifikant schwächere Expression der TLR9-mRNA, die mit 

einem attenuierten Th1-Zytokinprofil korreliert, aufweisen. Daraus kann man ableiten, dass 

das C-Allel des TLR9 SNPs T-1237C, das im Vergleich zum Wildtypallel eine signifikant geringere 

Promotoraktivität hat (Novak et al., 2007), für eine schwächere Expression der TLR9-mRNA bei 

Asthmapatienten mitverantwortlich sein könnte. Des Weiteren konnten Dong et al. (2006) 

zeigen, dass eine Inkubation der PBMCs von Asthmapatienten mit CpG-ODN zu einer statistisch 

signifikanten Hochregulierung der TLR9-mRNA und folglich einer Wiederherstellung des 

Ungleichgewichts der Th1/Th2-Zytokine bei Asthmapatienten führt (Dong et al., 2006). Dies 

kann damit zusammenhängen, dass unter infektiösen Bedingungen sich die Verhältnisse 

ändern, indem das C-Allel an Position -1237 gegenüber dem Wildtypallel eine statistisch 

signifikant stärkere Transkriptionsaktivität entwickelt (Ng et al., 2010). Zusammenfassend 

sprechen diese Ergebnisse dafür, dass das C-Allel des TLR9 SNPs T-1237C in Abhängigkeit vom 

zellulären Mikromilieu sowohl eine Th2-Antwort als auch eine Th1-Antwort begünstigen kann. 

Eine Beteiligung des C-Allels des TLR9 SNPs T-1237C an der gesteigerten Th1-Antwort in der 

COPD kann anhand unserer Ergebnisse jedoch widerlegt werden.  

Wie bereits im Kapitel 2.3.1 dargestellt, scheint der TLR9 -1486T/C-Polymorphismus den 

Verlauf infektiöser Erkrankungen wie der Plasmodieninfektion, der puerpuralen 

Streptokokkeninfektion und den Pilzinfektionen bei Kindern mit hämatologischen Malignomen 

zu beeinflussen (Davis et al., 2010; Lanciotti et al., 2008; Leoratti et al., 2008). 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse unserer Studie, dass das C-Allel des 

TLR9 -1486T/C-Polymorphismus mit der Manifestation der COPD, insbesondere beim 

weiblichen Geschlecht, assoziiert ist. Gegen eine protektive Rolle des C-Allels spricht seine 

signifikant höhere Prävalenz im instabilen COPD-Kollektiv. Im Gegensatz zu den Ergebnissen 

der vorliegenden Studie konnten Sethi et al. (2011) keinen Zusammenhang dieses SNP mit der 

COPD nachweisen. Andere Studien, die die Rolle des TLR9 -1486T/C-Polymorphismus in der 

COPD untersucht haben, findet man in der Literatur nicht. Wie bereits in diesem Kapitel 
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erwähnt, ist die Studie von Sethi et al. (2011) durch einen starken Unterschied der 

Kohortengrößen und eine geringe Anzahl gesunder Probanden limitiert. Die in der Literatur 

angegebene C-Allelfrequenz des TLR9 -1486T/C-Polymorphismus in der kaukasischen 

Bevölkerung rangiert zwischen 39 und 46,6 % (Berghöfer et al., 2005; Hamann et al., 2006; 

Lazarus et al., 2003; Novak et al., 2007). In Übereinstimmung damit lag in der vorliegenden 

Studie die C-Allelfrequenz des Normalkollektivs bei 40,0 %.  

Zwar konnten Sethi et al. (2011) im Gegensatz zu uns keine Assoziation zwischen den 

TLR9 SNPs und der Manifestation der COPD feststellen, es gelang ihnen jedoch zu zeigen, dass 

bei Ex-Rauchern mit COPD eine Assoziation zwischen der Expression des TLR9 SNPs (T-1237C) 

und einer verminderten IL-8-Antwort der mit respiratorischen Keimen stimulierten 

Alveolarmakrophagen besteht. Diese Beobachtung weist wie das Ergebnis der vorliegenden 

Studie auf einen Zusammenhang zwischen dem TLR9 und der COPD hin.  

Betrachtet man die in die Pathogenese der COPD involvierten Zellpopulationen, so ist für jeden 

dieser Zelltypen die Expression eines funktionalen TLR9 beim Menschen nachgewiesen (s. 

Kapitel 2.2.2). Eine Stimulation des humanen respiratorischen Epithels mit bakterieller DNA 

führt TLR9/MyD88/NF-κB-abhängig zu einer Freisetzung von IL-8 und IL-6 sowie dem 

antimikrobiellen Peptid humanes β-Defensin 2 (hβD2) und dem Adhäsionsmolekül ICAM-1 

(Greene et al., 2005; Mayer et al., 2007; Platz et al., 2004). Im Vergleich zu B-Zellen und pDCs 

exprimiert das gesunde respiratorische Epithel den TLR9 nur auf einem geringen Niveau, so 

dass es zur Stimulation der Immunantwort einer hohen bakteriellen Last bedarf, die man nur in 

schwer infizierten Atemwegen findet (Platz et al., 2004). Die DNA der meisten für die 

COPD-Exazerbationen verantwortlichen Bakterien wie Streptococcus pneumoniae, Moraxalla 

catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und Enterobacteriaceae ist in der 

Lage den TLR9 zu stimulieren (Bhan et al., 2010; Greene et al., 2005; Jendholm et al., 2009; 

Magnusson et al., 2007; Mogensen et al., 2006). Anhand der aktuellen Datenlage könnte man 

schlussfolgern, dass das C-Allel des SNPs T-1486C im Kontext bakterieller Kolonisation der 

unteren Atemwege und der bakteriellen COPD-Exazerbation mit einer gesteigerten 

TLR9-Expression einhergeht und folglich die Entzündungsreaktion amplifiziert. Nadigel et al. 

(2011) haben die Expression des TLR9 im respiratorischen Epithel der COPD-Patienten 

untersucht und eine statistisch nicht signifikant höhere TLR9-Expression der COPD-Patienten 
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im Vergleich zu gesunden Probanden gefunden. Dies korreliert mit Ergebnissen, die darauf 

hinweisen, dass die Expression von TLR9 in Atemwegsepithel nicht reguliert, sondern 

konstitutiv ist (Platz, 2005). Andererseits konnten Nadigel et al. (2011) demonstrierten, dass 

90 % der CD8+-Zellen in COPD-Lungen und nur 20 % der CD8+-Zellen gesunder Probanden TLR4 

und TLR9 exprimieren. Die Ergebnisse dieser Studie belegen die Relevanz einer erhöhten 

Expression des TLR9 in der Pathogenese der COPD und untermauern die Resultate der 

vorliegenden Studie.  

Die häufigsten viralen Verursacher der COPD-Exazerbationen gehören zu der Gruppe der 

einzelsträngigen RNA (ssRNA)-Viren (Rhinovirus, Influenzavirus, Respiratorische Synzytialvirus 

(RSV) und Coronavirus), deren Detektion über die Toll-like Rezeptoren 7 und 8 erfolgt 

(Tukhvatulin et al., 2010). Da sowohl eine Assoziation zwischen dem TLR9 SNP T-1237C und der 

RSV-Infektion als auch zwischen dem TLR9 SNP T-1486C und der Nairovirus-Infektion gefunden 

wurde, kann man einen Einfluss des TLR9 auf den Verlauf der durch ssRNA-Viren verursachten 

Infektionen nicht ausschließen (Engin et al., 2010; Mailaparambil et al., 2008). Das Nairovirus, 

das zu den ssRNA-Viren gehört, verursacht das Krim-Kongo-Fieber. Engin et al. (2010) konnten 

zeigen, dass der TC- und der CC-Genotyp des TLR9 SNPs T-1486C signifikant häufiger bei 

Erkrankten als bei Gesunden vorkamen (p-Wert = 0,009). Darüber hinaus war der CC-Genotyp 

mit schweren Verläufen des Krim-Kongo-Fiebers assoziiert. Für einige virale (z.B. Rhinovirus, 

RSV) und auch bakterielle Erreger (z.B. Haemophilus influenzae) wird die Infektion des 

Atemwegsepithels durch die Bindung an das Adhäsionsmolekül ICAM-1 erleichtert (Behera et 

al., 2001; Chin et al., 2005; Papi und Johnston, 1999). Eine verstärkte Expression des ICAM-1 

basierend auf einer Triggerung des überexprimierten TLR9 im Rahmen bakterieller 

Superinfektionen könnte einen Erklärungsansatz dafür bieten, wie TLR9-Genvarianten, trotz 

der Unfähigkeit das Genmaterial der verursachenden Erreger zu erkennen, Einfluss auf den 

Verlauf der Infektionen nehmen können. Des Weiteren sind z.B. krankheitsverursachende 

RSV-Stämme in der Lage die TLR9-vermittelte Produktion des Typ I Interferons in pDCs, das 

eine antivirale Th1-gerichtete Immunantwort induziert, zu unterdrücken, woraus ein 

Th1/Th2-Ungleichgewicht zugunsten der Th2-gerichteten Immunantwort und folglich die 

Ausbildung einer inadäquaten antiviralen Immunität resultiert, die nur einen schwachen Schutz 

gegen RSV-Reinfektionen bietet (Schlender et al., 2005). In diesem Kontext könnte jede, 
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insbesondere verstärkte Aktivierung des TLR9 zu unerwünschten proinflammatorischen 

Effekten führen.  

Auch Zigarettenrauch hat einen reduzierenden Effekt auf die Freisetzung von IFN-α in 

TLR9-stimulierten pDCs, wobei dieser Effekt bei COPD-Patienten signifikant stärker ausfällt als 

bei gesunden Probanden (Van Pottelberge et al., 2010). Gleichzeitig setzt Zigarettenrauch in 

Neutrophilen TLR9-abhängig IL-8 frei und führt dadurch zu einer Akkumulation von 

Neutrophilen, die die pulmonale Entzündung aufrecht erhalten (Mortaz et al. 2010). Der 

immunmodulierende Einfluss des Zigarettenrauchs auf die aktivierte TLR9-Signalkaskade, den 

man bereits in Immunzellen gesunder Probanden findet, scheint bei COPD-Patienten stärker 

ausgeprägt zu sein und eine Chronifizierung der Inflammation zu begünstigen (Mortaz et al., 

2010; Van Pottelberge et al., 2010). Wie im Kapitel 2.4.3 bereits angesprochen, gibt es Studien, 

die eine höhere Anfälligkeit des weiblichen Geschlechts für die schädliche Wirkung des 

Tabakrauchs postulieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass es 

sich bei dem C-Allel des TLR9 SNP T-1486C, für das wir eine Assoziation mit der Manifestation 

der COPD insbesondere bei Frauen beobachtet haben, um einen prädisponierenden, 

genetischen Faktor für diese Anfälligkeit des weiblichen Geschlechts handeln könnte. 

In der Literatur gibt es viele Anhaltspunkte dafür, dass die COPD eine autoimmune 

Komponente besitzt (Agusti et al., 2003; Bonarius et al., 2011; Feghali-Bostwick et al., 2008). 

Mehrere Studien haben Assoziationen zwischen Autoimmunerkrankungen wie der 

Rheumatoiden Arthritis, der Multiplen Sklerose, dem Morbus Basedow sowie dem Lupus 

erythematodes (SLE) und Polymorphismen im TLR9 nachweisen können (Etem et al., 2010; Ji et 

al., 2010; Liao et al., 2010; Tao et al., 2007). Tao et al. (2007), die eine Assoziation zwischen 

dem G-Allel auf Position +1174 im TLR9-Gen und einem erhöhten Risiko für die Entwicklung 

des systemischen Lupus erythematodes (SLE) demonstrierten, berichteten zudem über eine 

Tendenz zur C-Allelträgerschaft auf der Position -1486 im TLR9-Gen im SLE-Kollektiv. Der in der 

vorliegenden Studie erbrachte Nachweis einer Assoziation zwischen der COPD und dem C-Allel 

des TLR9 -1486 C/T-Polymorphismus stützt die Autoimmunhypothese der COPD. 

Da die vorliegende Studie über einige Limitationen verfügt, ist eine zusätzliche 

Fall-Kontroll-Studie mit einem verbesserten Studiendesign notwendig, um für die 

deutsch-kaukasische Bevölkerung eine allgemeingültige Aussage des nachgewiesen 
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Zusammenhangs treffen zu können. Anzustreben sind größere Kohorten als in der 

vorliegenden Studie mit einer verbesserten Anpassung des Normalkollektives bezüglich Alter, 

Geschlecht und Rauchgewohnheiten an das Patientenkollektiv. Hinsichtlich dieser drei 

Einflussgrößen finden sich in der vorliegenden Studie statistisch signifikante Unterschiede 

zwischen dem COPD-Kollektiv und den gesunden Probanden. Im Vergleich zum 

Kontrollkollektiv sind die COPD-Patienten im Durchschnitt ca. 6-7 Jahre älter, haben ca. 30 

Packyears mehr geraucht und sind überwiegend Männer. Genetische Unterschiede zwischen 

ethnischen, sozialen und geographischen Schichten in der zu untersuchenden Population, 

können zu einer Verfälschung der Risikoeinschätzung führen. In unserer Studie haben wir 

Probanden kaukasischer Herkunft ungeachtet ihrer sozialen Schicht untersucht, so dass eine 

verbleibende Schichtung in unseren Kohorten nicht ausgeschlossen werden kann. 

Auch die Assoziation der COPD mit anderen TLR9 SNPs wie z.B. dem 

TLR9 +1174-G/A-Polymorphismus, dessen G-Allel einen Risikofaktor für die Entwicklung des 

SLE darstellt (Tao et al., 2007), sollte in zukünftigen Studien untersucht werden. Die 

Funktionalität der TLR9 SNPs sollte in den an der Pathogenese beteiligten Zellen bestätigt 

werden. Falls sich in den zukünftigen Studien eine Assoziation der TLR9 SNPs mit der COPD 

nachweisen bzw. reproduzieren lässt ohne den Nachweis einer tatsächlichen Funktionalität 

dieser SNPs, dann sollte man die Untersuchungen auf weitere krankheitsverursachende Gene, 

die mit den krankheitsassoziierten Allelen der TLR9 SNPs im Kopplungsungleichgewicht stehen, 

ausdehnen. Der kurze Arm des Chromosoms 3 beinhaltet denkbare weitere Kandidatengene 

wie z.B. die Gene für den CCR2 und das Makrophagenstimulationsprotein 1 (Valentonyte et al., 

2005). Anhand von Tiermodellen könnte die Rolle des TLR9 in der COPD durchleuchtet werden. 

Da TLR9 sowohl proinflammatorische als auch immunmodulierende/protektive Eigenschaften 

besitzt, ist für den potentiellen therapeutischen Einsatz von TLR9-Agonisten bzw. Antagonisten 

zu klären, welche dieser Eigenschaften in der COPD überwiegen. 

 

5.2  Sarkoidose und TLR9 SNPs 

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass der TLR9 -1237T/C-Polymorphismus mit 

dem chronischen Verlauf der Sarkoidose assoziiert ist. Es zeigte sich eine signifikant höhere 

C-Allelprävalenz (p-Wert = 0,038) auf Seiten der chronisch erkrankten Patienten. Eine 
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Assoziation zwischen dem TLR9 -1486T/C-Polymorphismus und der Manifestation sowie dem 

Verlauf der Sarkoidose ließ sich nicht feststellen. Die C-Allelfrequenzen der TLR9 SNPs T-1237C 

bzw. T-1486C in unseren Normalkollektiven (13,7 % bzw. 39,4 %) waren übereinstimmend mit 

den Ergebnissen anderer Studien, die bei Kontrollpersonen europäischer Herkunft für den 

TLR9 SNP T-1237C eine C-Allelfrequenz von 11,8 - 15 % und für den TLR-SNP T-1486C eine 

C-Allelfrequenz von 39 - 44 % beobachtet haben (Berghöfer et al., 2005; Hamann et al., 2006; 

Lazarus et al., 2003; Török et al., 2004). 

In Tiermodellen wurde gezeigt, dass TLR9 eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung 

der granulomatösen Th1-Immunantwort spielt. Im Vergleich zu Wildmäusen fand man in 

TLR9-defizienten Mäusen nach einer Vakzinierung mit M. tuberculosis und einer 

anschließenden Injektion von mykobakteriellen Antigenen ein beschleunigtes 

Granulomwachstum mit einer gesteigerten Rekrutierung von alternativ aktivierten 

Makrophagen, eine geringere CD4+-Zellzahl, ein erniedrigtes Th1-Zytokinprofil und stattdessen 

ein erhöhtes Th2-Zytokinprofil (Ito et al., 2007). In Doppel-Knockout-Mäusen für TLR2 und TLR9 

fand sich eine stärkere Resistenzminderung mit schwereren pulmonalen Veränderungen und 

geringerem Th1-Zytokinprofil als in Mäusen, bei denen nur TLR9 ausgeschaltet wurde. Dies 

weist auf eine Kooperation zwischen den beiden Toll-like Rezeptoren hin (Bafica et al., 2005). 

In Übereinstimmung damit konnte eine genetische Studie zeigen, dass SNPs im TLR2 und TLR9 

bei Afroamerikanern und Kaukasiern mit einer Suszeptibilität für die Tuberkulose assoziiert 

sind (Velez et al., 2010). Die einzige mit der Erkrankung assoziierte Genvariante im TLR9 bei 

Kaukasiern war der TLR9 SNP T-1237C, während in der afroamerikanischen Patientengruppe 

vier weitere TLR9 SNPs Risikofaktoren für die Tuberkulose darstellten. Der Zusammenhang 

zwischen TLR2-SNPs und der Tuberkulose wurde durch die Ergebnisse weiterer Studien 

untermauert (Chen et al., 2010; Thuong et al., 2007; Xue et al., 2010). Daneben haben Najmi et 

al. (2010) einen Einfluss der TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399Ile auf die 

Anfälligkeit für Tuberkulose und ihren Schweregrad in der indischen Bevölkerung beobachtet 

und damit erneut die Vermutung bestärkt, dass die Polymorphismen in Genen von TLRs an der 

Formation der Granulome beteiligt sind. 

Verschiedene Studien konnten eine Assoziation zwischen der chronisch entzündlichen, 

granulomatösen Darmerkrankung, Morbus Crohn, und den Polymorphismen in Genen von 
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NOD2/CARD15, TLR4 und TLR9 nachweisen (Devlin et al., 2007; Hume et al., 2008; Török et al., 

2004; Török et al., 2006). Da andere genetische Assoziationsstudien aus dem asiatischen Raum 

diesen Zusammenhang nicht reproduzieren konnten, ist anzunehmen, dass diese Genvarianten 

vor allem in der kaukasischen Bevölkerung eine Suszeptibilität für die Entwicklung von Morbus 

Crohn verleihen (Shen et al., 2010; Ye et al., 2009). Einzelne Polymorphismen in den oben 

genannten Genen zeigten nur marginale Assoziationen mit der Erkrankung. Beim gleichzeitigen 

Vorliegen von Mutationen im NOD2/CARD15-Gen, die mit dem M. Crohn assoziiert sind, zeigte 

sich eine Verstärkung dieser Assoziationen sowohl für den TLR9 SNP T-1237C als auch für den 

TLR4-Polymorphismus Arg299Gly (Hume et al., 2008; Török et al., 2006). Dies weist auf die 

Bedeutung der Gen-Gen-Interaktion von Genen verwandter Signalwege in der Pathogenese 

dieser granulomatösen Erkrankung hin.  

Die Assoziation granulomatöser Erkrankungen mit SNPs in Genen von TLRs sowie die 

Nachbarschaft der TLR4- und TLR9-Gene zu den Suszeptibilitäts-Loci der Sarkoidose, die durch 

Kopplungsuntersuchungen identifiziert wurden, haben das Interesse der Sarkoidoseforscher 

auf die TLRs als potentielle Kandidaten für Suszeptibilitätsgene gelenkt. Während 

Fall-Kontroll-Studien in ihrer Gesamtheit eher gegen eine Bedeutung der nicht-synonymen 

Polymorphismen des TLR4 sprechen (Gazouli et al., 2006; Pabst et al., 2006; Veltkamp et al., 

2006), weisen zwei genomweite Kopplungsanalysen und das Ergebnis eines Testes auf 

Vererbungsungleichgewicht (engl.: transmission disequilibrium test, TDT) auf einen 

Zusammenhang zwischen dem TLR4-Locus und der Sarkoidose hin (Gazouli et al., 2006; Pabst 

et al., 2006; Schürmann et al., 2008; Veltkamp et al., 2006). Auch die Rolle des TLR2 in der 

Sarkoidose ist noch nicht abschließend geklärt. Veltkamp et al. (2007), die eine Assoziation 

zwischen einem SNP in der Promotorregion des TLR2-Gens und der chronischen Form der 

Sarkoidose im niederländischen Patientenkollektiv fanden, konnten diese Assoziation in ihrer 

Validationskohorte nicht bestätigen. Kürzlich gelang es diesen Forschern zu zeigen, dass das 

Fehlen des häufigen Haplotyps im TLR10-TLR1-TLR6-Gen-Cluster auf Chromosom 4 das Risiko 

für die Entwicklung einer chronischen Sarkoidose erhöht. Da TLR1, TLR10 und TLR6 als 

Ko-Rezeptoren des TLR2 fungieren, untermauerten sie mit diesem Studienergebnis die 

Annahme einer in der Pathogenese der Sarkoidose relevanten, dysregulierten TLR2-Funktion 

(Veltkamp et al., 2012). 
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Es gibt bisher nur wenige Studien, die die direkte Rolle des TLR9 in der Pathogenese der 

Sarkoidose untersucht haben. Die Resultate einer Kopplungsuntersuchung und eines Testes auf 

Vererbungsungleichgewicht (TDT) weisen auf einen Zusammenhang zwischen dem TLR9-Gen 

und der Sarkoidose hin (Schürmann et al., 2001; Schürmann et al., 2008). In Sarkoidosestadien 

mit ausgeprägter Alveolitis konnte eine stärkere TLR9-Expression der Alveolarmakrophagen als 

in Fibrosestadien gefunden werden (Yalcintepe, 2006). Dabei war eine positive Korrelation 

zwischen der TLR9-Expression und der Zahl der CD4+-Lymphozyten nachweisbar (Yalcintepe, 

2006). Eine Stimulation mit TLR9-Liganden führte zu einer erhöhten Expression des CXCL10, 

das in die Pathogenese der Sarkoidose involviert ist (Nureki et al., 2008, Yalcintepe, 2006). 

Nach unserem besten Wissen existiert bisher nur eine genetische Assoziationsstudie (Veltkamp 

et al., 2010), die die Rolle der TLR9-Polymorphismen in der Sarkoidose untersucht hat. 

Veltkamp et al. (2010) konnten keine Assoziation zwischen den vier bekanntesten TLR9 SNPs, 

darunter auch TLR9 SNPs T-1237C und T-1486C, und der Sarkoidose in der holländischen 

Population feststellen. Die diskrepanten Ergebnisse der vorliegenden Studie und der 

niederländischen Studie bezüglich des TLR9-Polymorphismus T-1237C lassen sich zum Teil 

durch die hohe C-Allelprävalenz im niederländischen Kontrollkollektiv (32 %) erklären. Die 

durchschnittliche C-Allelprävalenz des TLR9-Polymorphismus T-1237C, die man in kaukasischen 

Kontrollkollektiven anderer Studien findet, liegt bei 23,7 % und stimmt mit der C-Allelprävalenz 

unseres Kontrollkollektiv (24,9 %) fast überein (Carvalho et al., 2008; Hamann et al., 2006; 

Lazerus et al., 2003; Novak et al., 2007; Török et al., 2004). Veltkamp et al. (2010) haben die 

chronisch kranken Sarkoidosepatienten in Gruppen subkategorisiert. Dabei zeigte sich in der 

Subgruppe mit Stadium IV oder mit Progression in Richtung Stadium IV eine hohe 

C-Allelprävalenz des TLR9-Polymorphismus T-1237C (40 %). Eine akzidentell zu hohe 

C-Allelprävalenz des TLR9-Polymorphismus T-1237C im niederländischen Kontrollkollektiv 

könnte zu dem fehlenden Nachweis einer Assoziation zwischen dem C-Allel dieses 

Polymorphismus und dem schwersten chronischen Verlauf der niederländischen 

Sarkoidosepatienten geführt haben. Obwohl Veltkamp et al. (2010) keinen genetischen 

Unterschied im TLR9 zwischen Sarkoidosepatienten und Kontrollpersonen detektieren 

konnten, gelang ihnen der Nachweis eines funktionellen Unterschieds. Sie demonstrierten, 

dass eine Stimulation des TLR9 in peripheren Blutmonozyten eine Freisetzung des IL-23, 
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welches an der Aufrechterhaltung chronischer Entzündungsprozesse beteiligt ist und eine 

essentielle Rolle bei der Amplifizierung und Stabilisierung der Th17-gerichteten Immunantwort 

spielt, induzierte (Cua et al., 2003; Veltkamp et al., 2010). Dabei fiel diese TLR9-vermittelte 

IL-23-Freisetzung der peripheren Blutmonozyten bei Sarkoidosepatienten im Vergleich zu 

Gesunden signifikant geringer aus. Ob sich dieses Verhalten der peripheren Blutmonozyten auf 

die pulmonalen Blutmonozyten übertragen lässt, müsste noch weiter untersucht werden. 

Zumindest korrelieren diese Ergebnisse mit der neueren Erkenntnis, dass die Th17-gerichtete 

Immunantwort neben der Th1-Immunantwort in die Pathogenese der Sarkoidose involviert ist 

(Facco et al., 2010). Facco et al. (2010) konnten kürzlich eine Infiltration der CD4+-Lymphozyten 

vom Th17-Phänotyp sowie IL-17-sezernierende Makrophagen in den Sarkoidosegranulomen 

nachweisen. Dieser Nachweis gelang nicht bei Patienten, die sich in Remission befanden. TLR9 

spielt eine wichtige Rolle bei der Th17-vermittelten, durch mykobakterielle Antigene erzeugten 

granulomatösen Lungenentzündung in Tierversuchen. In Granulommodellen fand man bei 

TLR9-defizienten Mäusen neben einer beschleunigten granulomatösen Immunantwort ein 

signifikant geringeres Th17-Zytokinprofil (IL-6, IL-23, IL-17, IL-21, TNF-α) und geringere Spiegel 

von Chemokinen wie CCL20 und CCL22. Daraus resultierte eine geringere Infiltration der 

Granulome durch dendritische Zellen, die über eine TLR9-regulierte Expression des 

Notch-Liganden delta-like 4 eine Differenzierung der naiven CD4+-Lymphozyten in 

Th17-Lymphozyten induzieren (Ito et al., 2009). Auf die Bedeutung einer möglicherweise 

dysregulierten Th17-gerichteten Immunantwort in der Pathogenese der Sarkoidose und auch 

des Morbus Crohn deuten die beobachteten Assoziationen zwischen SNPs im 

IL-23-Rezeptor-Gen und diesen Erkrankungen hin (Fischer et al., 2010; Glas et al., 2007; 

Lappalainen et al., 2008). Török et al. (2009) demonstrierten beim Morbus Crohn 

Gen-Gen-Interaktionen zwischen dem TLR9 SNP T-1237C und Varianten des IL-23-Rezeptors. 

Wie schon Veltkamp et al. (2010) konnten auch Bhan et al. (2010) an einem Mausmodell 

zeigen, dass die Aktivierung des TLR9 eine Rolle bei der Freisetzung des IL-23 spielt. Sie 

demonstrierten bei TLR9-defizienten Mäusen eine beeinträchtigte Th17-gerichtete 

Immunantwort, die sie einer verminderten IL-23-Freisetzung zuschrieben. An einem anderen 

Mausmodell konnte kürzlich gezeigt werden, dass IL-23, das von DCs nach Stimulation mit 
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CpG-DNA freigesetzt wird, an der Formation intestinaler Granulome beteiligt ist (Mizoguchi et 

al., 2007).  

Es ist bekannt, dass sowohl M. tuberculosis als auch P. acnes sowohl eine Th1-gerichtete als 

auch Th17-gerichtete Immunantwort induzieren können (Miossec et al., 2009). Neben der 

mykobakteriellen DNA ist TLR9 in der Lage auch Propionibakterien zu detektieren. In 

Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die immunmodulierenden Aktivitäten des P. acnes 

wie die Induktion einer Hypersensitivität auf LPS und die Ausbildung von hepatischen 

Granulomen auf der Erkennung des P. acnes durch TLR9 und der daraus folgenden 

IL-12-vermittelten Freisetzung von IFN-γ durch T-Lymphozyten, hauptsächlich CD4+-Zellen, 

basieren (Kalis et al., 2005; Tchaptchet et al., 2010). Betrachtet man die Ergebnisse unserer 

Studie im Kontext der oben genannten Studie, so kann man spekulieren, dass bei einem Teil 

der Patienten mit chronischer Sarkoidose eine genetisch bedingte  Änderung der 

TLR9-Expression nach Auseinandersetzung mit Myko- und Propionibakterien über eine 

pathologisch veränderte Konzentration des IL-23 zu einer Dysregulierung der 

Th17-Immunantwort führt.  

Die beim Morbus Crohn beobachteten Gen-Gen-Interaktionen zwischen TLR9 SNP T-1237C und 

den SNPs im NOD2/CARD2-Gen sowie IL-23R-Gen sind bisher an Sarkoidosekollektiven nicht 

untersucht worden. Auch bei Sarkoidosepatienten wurden Assoziationen zwischen 

Polymorphismen im NOD2/CARD15-Gen und spezifischen Phänotypen der Sarkoidose sowie 

zwischen einem Haplotyp des NOD1-Gens, der mit einer geringeren NF-κB-Aktivierung nach 

Stimulation mit P. acnes vergesellschaftet ist, und der Erkrankungsmanifestation beobachtet 

(Sato et al., 2010; Tanabe et al., 2006). 

In Lungenbiopsien von Sarkoidosepatienten und Patienten mit idiopathischer pulmonaler 

Fibrose (IPF) konnte eine statistisch signifikante Überexpression der TLR9-mRNA nachgewiesen 

werden (Margaritopoulos et al., 2010; Meneghin et al., 2008). Dabei findet sich bei Patienten 

mit IPF eine Überexpression des TLR9 nicht nur in Immunzellen sondern auch in pulmonalen 

Fibroblasten. Die TLR9-Expression wird in diesen Fibroblasten durch ein Th2-Zytokinmilieu 

(IL-4, IL-13) gesteigert. Dies ist für die Th2-Zytokine ungewöhnlich, da bisherige Studien eher 

eine suppressive Wirkung dieser Zytokine auf die Expression von Toll-like Rezeptoren gezeigt 

haben (Meneghin et al., 2008). Eine Aktivierung des TLR9 durch CpG-ODN induziert bei 
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Patienten mit IPF eine Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten. Myofibroblasten 

sind durch einen Phänotyp charakterisiert, der zwischen Fibroblasten und glatten Muskelzellen 

einzuordnen ist. Sie stellen die Hauptquelle von Bestandteilen der extrazellulären Matrix dar 

und ihre Aktivierung führt zu einer Progression der pulmonalen Fibrose (Meneghin et al., 

2008). Es sollte in nachfolgenden Studien geklärt werden, ob man auch in Fibroblasten von 

chronisch kranken Sarkoidosepatienten eine ähnliche TLR9-Überexpression findet, die 

gegebenenfalls mit TLR9 SNPs assoziiert ist. 

Die in der vorliegenden Studie beobachteten Assoziationen zwischen dem C-Allel des 

TLR9 SNPs T-1237C und der chronischen Form der Sarkoidose bedarf einer Kontrolle an einer 

größeren Patientengruppe. In dieser Studie wurde das Kollektiv der chronisch Kranken nicht 

differenziert nach Stadien betrachtet. In zukünftigen Studien sollte geklärt werden, ob das 

C-Allel des TLR9 SNPs T-1237C mit spezifischen Phänotypen der chronischen Sarkoidose 

assoziiert ist und ob Gen-Gen-Interaktionen mit anderen Kandidatengenen wie z.B. TLR2-, 

TLR4-, NOD1- und NOD2-, IL-23R-, TNF-α-Genen bestehen. Da TLR9 in der Lage ist sowohl das 

Erbgut von Mykobakterien als auch von Propionibakterien zu erkennen und daraufhin 

Entzündungsprozesse einzuleiten, wird durch die hier nachgewiesene Assoziation des C-Allels 

des TLR9 SNPs T-1237C mit der chronischen Form der Sarkoidose die Infektionshypothese 

gestützt. Es besteht die Möglichkeit, dass das C-Allel des TLR9 SNPs T-1237C alleine oder viel 

wahrscheinlicher in Zusammenarbeit mit SNPs anderer Gene einen Teil der chronisch kranken 

Sarkoidosepatienten dazu prädisponiert, nach einer Auseinandersetzung mit den oben 

genannten Keimen eine granulomatöse Lungenentzündung zu entwickeln. Die Ergebnisse 

dieser Studie lassen die weitere Erforschung der genauen Rolle des TLR9 in der Pathogenese 

der chronischen Sarkoidose als lohnenswert erscheinen, da seine Liganden möglicherweise das 

Agens einer bestimmten Krankheitsentität, die sich unter dem polyäthiologischen Syndrom der 

Sarkoidose verbirgt, darstellen. Die Identifikation dieser vermuteten Krankheitsentität und 

ihres Agens könnte den Einsatz von Präventionsmaßnahmen und neuen Therapiestrategien, 

wie z.B. den therapeutischen Einsatz von TLR9-Liganden, für einen Teil der chronisch kranken 

Sarkoidosepatienten ermöglichen. 
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5  Zusammenfassung 

Chronisch entzündliche Lungenerkrankungen wie die COPD und die Sarkoidose gehören zu 

multifaktoriell bedingten Krankheitsbildern, in deren Pathogenese eine komplexe Interaktion 

zwischen nicht-genetischen und genetischen Faktoren vermutet wird. Der direkte Kontakt der 

Lunge mit der Umwelt und die Beteiligung einer antigenspezifischen, adaptiven Immunantwort 

an den immunologischen Prozessen beider Erkrankungen weisen auf die Präsenz eines 

ätiologischen, immunstimulierenden Agens hin.  

Durch seine Fähigkeit mikrobielles Erbmaterial zu erkennen induziert und reguliert der Toll-like 

Rezeptor 9 (TLR9) sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem. Die 

ubiquitäre und funktionale Expression des TLR9 in immunologischen, mesenchymalen und 

epithelialen Zellen der Lunge, die Hinweise auf eine funktionale Relevanz der TLR9 SNPs 

T-1486C und T-1237C sowie die Assoziationen dieser SNPs mit verschiedenen, in ihrer 

Pathogenese mit der COPD und der Sarkoidose verwandten Erkrankungen weckten unser 

Interesse an TLR9 als Kandidatengen. 

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob die TLR9 SNPs T-1486C und T-1237C mit der 

Manifestation oder der Progression der beiden hier untersuchten Lungenerkrankungen 

assoziiert sind, wurde DNA von 176 COPD-Probanden (58 % mit stabiler Verlaufsform und 42 % 

mit instabiler Verlaufsform), 166 Sarkoidoseprobanden (19 % mit akuter Verlaufsform und 

81 % mit chronischer Verlaufsform) und 233 gesunden Probanden aus kernhaltigen 

Blutmonozyten zur Genotypisierung extrahiert. Bezüglich der TLR9 SNPs T-1486C und T-1237C 

wurden 174 bzw. 175 COPD-Probanden, 165 bzw. 166 Sarkoidoseprobanden sowie 215 bzw. 

233 gesunde Probanden genotypisiert. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR und dem 

anschließenden Restriktionsverdau und die statistische Auswertung mittels χ2-Test nach 

Pearson. Alle Probanden waren ausschließlich deutsch-kaukasischer Herkunft.  

Es zeigte sich eine signifikant höhere C-Allelprävalenz des TLR9 SNP T-1486C im 

COPD-Gesamtkollektiv (p-Wert = 0,014). Im weiblichen Kollektiv war der Unterschied noch 

stärker ausgeprägt (p-Wert = 0,006). Eine Assoziation zwischen dem TLR9 SNP T-1237C und der 

Manifestation oder der Progression der COPD konnten wir nicht feststellen. Im 

Sarkoidosekollektiv konnten wir eine signifikant höhere C-Allelprävalenz des TLR9 SNP T-1237C 
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seitens der chronisch kranken Sarkoidosepatienten beobachten (p-Wert = 0,038). Statistisch 

signifikante Zusammenhänge zwischen Sarkoidose und TLR9 SNP T-1486C fanden wir nicht. 

Mit dieser Studie konnten wir zum ersten Mal eine Assoziation zwischen dem C-Allel des 

TLR9 SNP T-1486C und der Manifestation der COPD demonstrieren. Darüber hinaus gelang es 

uns zu zeigen, dass ein anderer TLR9 SNP (T-1237C) den Verlauf der Sarkoidose beeinflussen 

kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass der Erwerb und die 

Aufrechterhaltung der Entzündungsprozesse, die man sowohl in der COPD als auch Sarkoidose 

findet, mit einer genetisch bedingten, quantitativen Veränderung der TLR9-Expression 

zusammenhängen könnten.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden zur Publikation in Advances in Experimental 

Medicine and Biology akzeptiert (Pabst et al., 2013).  
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