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1 Einleitung 

1.1 Mastzellen 
 

Mastzellen sind Immunzellen der myeloiden Zellreihe, die in allen Vertebraten identifiziert 

werden konnten und deren Ursprung bis zu den Seescheiden (Ascidiae) zurückverfolgt 

werden kann [1]. Sie wurden erstmals 1878 von Paul Ehrlich beschrieben [2] und stammen 

von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab [3]. Die früheste 

Vorläuferzelle der Mastzellen bezeichnet man als Promastocyte. Kennzeichnend für diese 

Zelle ist das Expressionsmuster von Thy-1low und c-Kithigh und das Vorhandensein 

cytoplasmatischer Granula sowie die Präsenz von mRNA zur Bildung von 

Mastzellproteasen [4]. Die Vorläuferzellen verlassen das Knochenmark und zirkulieren als 

unreife Zellen im Blut [5]. Nach Migration in die peripheren Gewebe findet eine 

Differenzierung der Vorläuferzellen im lokalen Umfeld des Gewebes zu reifen 

funktionsfähigen Mastzellen unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren und Cytokinen statt 

[3], [6], [7]. Der Stammzellfaktor (SCF) stellt dabei in vivo den wichtigsten Wachstumsfaktor 

für das Wachstum und die Reifung der Mastzellen dar [8]. In vitro können außerdem die 

Cytokine IL-3 und IL-4 positiv auf die Entwicklung von Mastzellen wirken [5], [8]. 

Murine Mastzellen können in zwei distinkte Subtypen unterteilt werden: die 

Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast cells, CTMC) und die 

Schleimhautmastzellen (mucosal mast cells, MMC) [9]. Beide Populationen zeigen 

Unterschiede in ihrer Lokalisation, den Inhaltsstoffen der Granula und ihrer Reaktion auf 

einzelne Stimuli [2]. CTMC finden sich hauptsächlich in der Submucosa des Intestinums, im 

Peritoneum und in der Haut, die MMC hingegen kommen in den Schleimhäuten der Lunge 

und des Gastrointestinaltraktes vor [10]. 

Auf ihrer Zelloberfläche exprimieren Mastzellen verschiedene Rezeptoren, die dem 

Erkennen diverser Liganden dienen. Darunter der Rezeptor c-Kit (CD117), eine 

Rezeptor-Tyrosin-Kinase. Dieser Rezeptor bindet den SCF und ist somit entscheidend für 

die Proliferation, die Differenzierung und die Aktivität der Mastzellen [11]. Ferner besitzen die 

Mastzellen auf ihrer Oberfläche den hochaffinen IgE-Rezeptor FcεRI. Vermittelt durch eine 

Interaktion mit dem Fc-Teil1 des Immunglobulins IgE kommt es zur Bindung an den FcεRI 

[12]. Da Mastzellen eine strategische Position an den Grenzen zwischen Körper und äußerer 

Umgebung einnehmen, gehören zu ihrem Rezeptorrepertoire auch Rezeptoren zur Abwehr 

eindringender Pathogene [2]. Dies geschieht durch die Erkennung molekularer Muster 

                                                
1 Fc-Teil:  Fragment crystallisable eines Immunglobulins 
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(pathogen-asociated molecular pattern, PAMP) auf Mikroorganismen, vermittelt durch 

Pattern-Recognition Receptors (PRR). Eine Gruppe dieser PRR-Rezeptoren wird von den 

sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR) gebildet [13]. Murine Mastzellen können die 

Rezeptoren TLR-2, -3, -4, -7 und -9 exprimieren [14], [15], [16]. 

 

1.2 Aktivierung von Mastzellen 
 

Eine Aktivierung der Mastzelle kann IgE-abhängig über den FcεRI oder IgE-unabhängig 

durch diverse Mechanismen, z. B. durch die den PRRs zugehörigen TLR stattfinden [2]. Als 

Folge der Mastzell-Aktivierung werden proinflammatorische Substanzen freigesetzt [17]. Die 

dabei freigesetzten Substanzen können in drei Gruppen eingeteilt werden: a) präformierte 

Substanzen, b) Lipidmediatoren und c) Cytokine und Chemokine. Präformierte Substanzen 

wie Histamin und Heparin werden in den Mastzell-eigenen Granula gespeichert und können 

bei Aktivierung der Mastzelle binnen weniger Minuten freigesetzt werden. Andere, wie die 

Lipidmediatoren Prostaglandine und Leukotriene, müssen hingegen erst aus dem 

Ausgangsstoff, der Arachidonsäure, de novo synthetisiert werden [18]. Die Mastzelle ist in 

der Lage, einige Cytokine vorgefertigt in den Granula zu speichern. Als Beispiel hierfür gilt 

der Tumornekrosefaktor alpha (TNF) [9]. 

 

1.2.1   Der klassische Weg der Mastzell-Aktivierung über den FcεRI 
 

Die Aktivierung von Mastzellen durch den FcεRI gehört zu den am besten untersuchten 

Mechanismen der Mastzellaktivierung [2]. Der FcεRI ist Teil der Immunglobulin-Rezeptor-

Superfamilie und bindet als hochaffiner Rezeptor den Fc-Teil des Immunglobulins IgE über 

die rezeptoreigene α-Kette [6]. Auf Mastzellen wird der FcεRI als Tetramer exprimiert, 

bestehend aus einer α- und β-Kette und aus einem Homodimer zweier durch eine 

Disulfidbrücke verbundener γ-Ketten, die für die Signalweiterleitung verantwortlich sind [19]. 

Nach Aggregation zweier FcεRI-Tetramere, vermittelt durch IgE-Kreuzvernetzung, werden 

die in den γ-Untereinheiten und der β-Kette enthaltenen ITAMs2 durch die Tyrosinkinase Lyn 

phosphoryliert. Die von den phosphorylierten γ-Ketten rekrutierte Kinase Syk (spleen 

tyrosine kinase) aktiviert die nachfolgende Signalkaskade (siehe Abb. 1) [20]. 

 

 

 

 

                                                
2 ITAMs:  immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, 18 Aminosäuren lange konservierte 

Sequenz im cytoplasmatischen Anteil der Rezeptor-Untereinheiten [6] 
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Abb. 1: Signalkaskade des IgE-Rezeptors FcεRI in aktivierten Mastzellen.          
Zur Vereinfachung ist nur ein FcεRI-Rezeptor dargestellt. Nach der FcεRI-Aggregation wird das Adaptermolekül 
LAT in einem Lyn- und Syk-abhängigen Schritt phosphoryliert. LAT rekrutiert nachfolgend die cytosolischen 
Adaptermoleküle GRB2, GADS, SHC, SLP76, VAV, SOS und das Enzym PLCγ. Die Degranulation ist eine Folge 
der Aktivierung von PLCγ und PKC, vermittelt durch eine erhöhte Mobilisierung von Calcium (Ca2+). Eine 
Produktion von Eicosanoiden (Leukotriene, Prostaglandine) und Cytokinen erfolgt nach Aktivierung des MAPK-
Weges.                
[LAT (linker for activation of T cells), Syk (spleen tyrosine kinase), GRB2 (growth-factor-receptor-bound protein 2),  
GADS (GRB2-related adaptor protein), SHC (SRC homology 2 (SH2)-domain-containing transforming protein C), 
SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa), SOS (son of sevenless homologue), PLCγ 
(Phospholipase Cγ), PKC (Proteinkinase C), MAPK (mitogen-activated protein kinase), DAG (Diacylglycerin), 
InsP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat), PLA2 (Phospholipase A2), PtdIns(4,5)P2 (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat); modifiziert nach [19] ]. 

 

Durch die Signalweiterleitung kommt es zu einem erhöhten Calcium-Einstrom in das 

Cytoplasma, resultierend in einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Diese beiden 

Ereignisse stellen einen essentiellen Schritt für die Degranulation der Mastzellen dar. Durch 

den höheren intracellulären Calcium-Gehalt werden auch Transkriptionsfaktoren der NF-κB-3 

und der NFAT-Familie4 angeschaltet, die die Synthese von Cytokinen regulieren [21]. Die 

Aktivierung der MAPK (mitogen-activated protein kinases) vermittelt die Bildung von 

Eicosanoiden wie Leukotrienen oder Prostaglandinen aus der Ausgangssubstanz 

Arachidonsäure, katalysiert durch das Enzym Phospholipase A2 [13]. 

 

 

 

                                                
3 NF-κB:   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B cells 
4 NFAT:   nuclear factor of activated T cells 

Gilfillan#2006#

Plasma-
membran Lipid raft 

FcεRI 

Cytokine Degranulation Eicosanoide 

Transkriptionsfaktoren 
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1.2.2  Alternative Aktivierung der Mastzellen durch  

   Toll-like Rezeptoren 
 

Die Mitglieder der TLR-Familie gehören zu den wichtigsten PRRs der Zellen [16] und wurden 

ursprünglich in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster als Toll-Protein identifiziert [22]. Die 

vielfältigen Wechselwirkungen der TLR mit ihren Liganden führen zur Aktivierung einer 

Signalkette. Dabei kann die Signalweiterleitung entweder über den MyD88-abhängigen5 oder 

MyD88-unabhängigen Weg ablaufen. Eines der am besten charakterisiertesten Mitglieder 

der TLR-Familie ist der TLR-4-Rezeptor [23]. 

 

        
Abb. 2: Aufbau der LPS-Chemotypen und ihre Verankerung in der Zellwand gramnegativer Bakterien.      
(A) Lipopolysaccharide (LPS) sind aus drei verschiedenen Regionen zusammengesetzt. Die sehr variable äußere 
O-Kette (O-Antigen) wird aus sich wiederholenden Polysaccharideinheiten aufgebaut. Das "semi-konservierte" 
Mittelkernsegment aus Oligosacchariden kann in einen äußeren und einen inneren Abschnitt unterteilt werden. 
Der hoch konservierte Lipid A-Anker stellt den bioaktivsten Teil des LPS dar. (B) Übersicht über die 
verschiedenen Formen der Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien, die in ihrer Länge jeweils variieren. 
S-LPS: glatte (smooth) Form des LPS, aufgebaut aus Lipid A, der Kernregion und dem O-Antigen; R-LPS: raue 
(rough) Form des LPS, bestehend aus Lipid A und der Kernregion; SR-Form: semiraue (semirough) Form des 
LPS, Kombination aus S- und R-Form.                
A: Kapsel, B: äußere Lipiddoppelschicht, C: Peptidoglycanschicht, D: innere Bilipidmembran (modifiziert nach 
[24]). 

 

Der Ligand für den TLR-4 ist das Lipopolysaccharid (LPS), eine wichtige strukturelle 

Komponente der äußeren Membran gramnegativer Bakterien. LPS stellt einen der am 

besten untersuchten immunstimulierend wirkenden bakteriellen Bestandteile dar und ist in 

der Lage, systemische Entzündung und sogar Sepsis zu induzieren [25]. Strukturell baut sich 

                                                
5 MyD88:  myeloid differentiation factor 88 

S-LPS 

R-LPS 

SR-LPS 

Lipid A innerer  
Kern 

äußerer 
Kern 

heterogen 

O-Antigen 

konserviert semi-konserviert 

A"

B"
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LPS aus drei Regionen auf: einer äußeren Kette (O-Antigen) aus Polysacchariden, einem 

Kernteil aus Oligosacchariden und das Lipid A. Dabei können sich einzelne LPS-Moleküle in 

der Länge unterscheiden. Die glatte Form des LPS - auch S-LPS6 genannt - stellt sich aus 

dem Lipid A, der Kernregion und dem O-Antigen zusammen. R-LPS7 fehlt das O-Antigen 

und das SR-LPS8 stellt eine Kombination aus S- und R-Form dar (siehe Abb. 2) [24]. Das 

Lipid A stellt hierbei unter allen LPS-Bestandteilen den immunologisch aktivsten Anteil von 

LPS dar [26]. 

Der TLR-4 ist ein integrales Membranprotein mit einer Transmembrandomäne und einer 

intrazellulären Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Domäne. Eine solche TIR-Domäne ist auch 

Bestandteil des Interleukin (IL) 1-Rezeptors, der IL-1 bindet [27]. IL-1 wurde erstmals 1972 

als lymphocyte-activating factor (LAF) identifiziert [28]. Quellen für IL-1 sind Monozyten, 

Makrophagen, Dendritische Zellen und auch Mastzellen [29]. Als proinflammatorisches 

Cytokin wird IL-1 als Antwort auf z. B. LPS gebildet [30], wobei die IL-1-Antwort aus zwei 

distinkten Molekülen - IL-1α und IL-1β - besteht [31]. Für die Bildung von IL-1β ist das Enzym 

Caspase 1 essentiell. Caspase 1 wird als Teil des NLRP3-Inflammasoms 9 , einem 

Multi-Protein-Komplex, aktiviert. Dies geschieht als Folge von zwei verschiedenen Signalen. 

Das erste Signal wird durch PRRs ausgelöst [30], wodurch die Bildung des inaktiven 

Vorläuferpeptids pro-IL-1β (31kDa) im Cytoplasma resultiert. Adenosintriphosphat (ATP), der 

natürliche Ligand für den purinergen P2X7-Rezeptor, aktiviert diesen in der Zellmembran 

lokalisierten Ionenkanal und bewirkt durch das ausdringende Kalium die Formierung des 

Inflammasoms [32]. NLRP3 rekrutiert das intrazelluläre Adapterprotein ASC10, das durch 

Protein-Protein-Interaktionen Caspase 1 bindet und aktiviert [33]. Aktivierte Caspase 1 

wandelt anschließend das pro-IL-1β in die biologisch aktive Form IL-1β (17kDa) um [34]. 

Hohe Mengen an IL-1 sind mit der Entwicklung von Sepsis oder dem septischem Schock 

verbunden [31]. 

Der TLR-4-Ligand LPS wird durch das Serumprotein LPS-Binde-Protein (LBP) gebunden 

und dem Corezeptor CD1411 präsentiert [35]. CD14 kann in membrangebundener oder 

löslicher Form vorliegen, jedoch besitzen murine bone marrow-derived mast cells (BMMC) 

nachweislich kein membrangebundenes CD14 (mCD14) [36]. Vermittelt durch CD14 wird 

das LPS an den TLR-4 übertragen, der zusammen mit dem extrazellulären Protein MD-212 

ein Heterodimer bildet [25]. Die LPS-Bindung induziert die Dimerisierung zweier 

TLR-4/MD-2-Heterodimere zu einem Rezeptorkomplex, wodurch die intrazelluläre 
                                                
6 S-LPS:   glatte (smooth) Form des LPS 
7 R-LPS:   raue (rough) Form des LPS 
8 SR-LPS:  semiraue (semirough) Form des LPS 
9 NLRP3-Inflammasom: Inflammasom, dass das „NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3“ enthält 
10 ASC:   apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 
11 CD14:   cluster of differentiation 14 
12 MD-2:   myeloid differentiation protein 2 
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Signalkaskade angeschaltet wird [37]. Die Weiterleitung erfolgt über den MyD88-abhängigen 

oder den MyD88-unabhängigen Weg (siehe Abb. 3). Ziel der Signalkaskade ist die Bildung 

proinflammatorischer Cytokine bzw. die Produktion von Typ I Interferonen (IFN) [25]. Da 

murinen BMMC mCD14 fehlt, das für die Signalweiterleitung des MyD88-unabhängigen 

Weges benötigt wird, besitzen BMMC nur den MyD88-abhängigen Pfad [38]. 

 

              

Abb. 3: Signalkaskade des TLR-4.             
TLR-4 aktiviert sowohl den MyD88-abhängigen als auch den MyD88-unabhängigen Signalweg. Der 
MyD88-abhängige Weg ist verantwortlich für die Aktivierung von NF-κB und der MAPK, die die Induktion 
proinflammatorischer Cytokine kontrollieren. Durch den MyD88-unabhängigen Pfad wird IRF-3 (interferon 
regulatory factor 3) aktiviert, das für die Induktion von IFN-β und IFN-induzierbaren Genen erforderlich ist. 
Darüberhinaus kommt es durch den MyD88-unabhängigen Weg ebenfalls zur Produktion von NF-κB als auch zur 
MAPK-Aktivierung. In BMMC fehlt der MyD88-unabhängige Aktivierungsweg jedoch, da BMMC kein mCD14 
exprimieren (modifiziert nach [39]). 

 

Die Formation des Rezeptorkomplexes führt zur Rekrutierung von Adapterproteinen mit einer 

TIR-Domäne, wie Mal13, MyD88 und TRAM14. Der MyD88-abhängige Weg läuft über die 

Aktivierung der Proteine Mal und MyD88 ab. Durch Protein-Interaktionen (Death Domains) 

werden IRAKs15 aktiviert und MyD88 bildet zusammen mit IRAK1, -2 und -4 einen Komplex. 

In Verbindung mit TRAF6 16  aktiviert dieser MyD88-IRAK-Komplex den 

                                                
13 Mal:   MyD88-adaptor-like protein 
14 TRAM:  TRIF-related adaptor molecule 
15 IRAKs:  interleukin 1 receptor associated kinases 
16 TRAF6:  TNF receptor-associated factor 6 

Antigen 

Nucleus 

proinflammatorische Cytokine IFN und IFN-induzierbare Gene 
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TAK1/TAB2/3-Komplex 17 . Durch Autophosphorylierung aktiviertes TAK1 initiiert die 

MAPK-Kaskade, die wiederum durch nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren die Expression 

proinflammatorischer Gene induziert. TAK1 phosphoryliert zudem den IKK-Komplex18, der 

durch Polyubiquitinierung aktiviert wird und darauf IκB (inhibitor of κB) phosphoryliert. IκB 

wird ubiquitiniert und vom Proteasom abgebaut, wodurch der Transkriptionsfaktor NF-κB 

freisetzt wird. Als Folge dessen findet die Aktivierung NF-κB-regulierter Gene statt [13], [35], 

[40]. 

Der MyD88-unabhängige Pfad - auch TRIF/TRAM-Weg genannt - verläuft über das 

Adapterprotein TRAM, welches das Protein TRIF19 aktiviert. Letzteres wiederum bindet über 

N-terminale Bindedomänen an die Faktoren TRAF3 und TRAF6. Vermittelt durch TRAF6 und 

die Kinase RIP120 kommt es nach Ubiquitinierung zur Rekrutierung der Proteinkinase TAK1, 

die NF-κB und MAPK aktiviert. Dies führt letztendlich zur Produktion proinflammatorischer 

Cytokine. Die Faktoren TRAF3 und TANK21 hingegen fungieren als Brücke zur Induktion von 

INF-β und INF-induzierbaren Cytokinen durch Aktivierung von IRF-3 (interferon regulatory 

factor 3) als Folge von TBK1-22 und IKKε-vermittelter Phosphorylierung [39], [41]. 

 

1.3 Der Botenstoff Interleukin 9 
 

Das Th2-Cytokin Interleukin 9 (IL-9) wurde ursprünglich als Wachstumsfaktor muriner 

T-Zellen „p40“ beschrieben [42]. Parallel wurden in verschiedenen Arbeiten andere 

Aktivitäten von IL-9 beschrieben. IL-9 erhöhe die Proliferation von Mastzellkulturen in 

Gegenwart von IL-3 und IL-4 [43], [44]. Diese als MEA (mast cell growth-enhancing activity) 

bezeichnete Aktivität wurde auch in den Überständen einer murinen T-Helferzelllinie, die den 

Wachstumsfaktor TCGF-III (T cell growth factor III) produziert, gefunden [45]. Es stellte sich 

heraus, dass es sich bei p40, MEA und TCGF-III um ein und denselben Faktor handelte, der 

fortan als IL-9 bezeichnet wurde [42]. 

Das auf dem murinen Chromosom 13 liegende il-9-Gen kodiert für ein 14kDa großes 

Glykoprotein, aufgebaut aus 144 Aminosäuren und einem 18 Aminosäuren langen 

Signalpeptid. Hauptsächlich wird IL-9 von T-Lymphozyten gebildet [46], [47], aber Mastzellen 

konnten auch als eine Quelle von IL-9 identifiziert werden [48]. Auf zellulärer Ebene stellt 

IL-9 einen Wachstumsfaktor für Mastzellen dar. Das Cytokin IL-9 ist fähig, die Produktion 
                                                
17 TAK1/TAB2/3-Komplex: Komplex aus TAK1 (transforming growth factor β activated kinase 1) und TAK1-binding 

protein 2 und 3 
18 IKK-Komplex:  IkappaB Kinase-Komplex aus IKKα, IKKβ und IKKγ 
19 TRIF:   TIR-domain containing adapter-inducing interferon β 
20 RIP1:   receptor-interacting protein 1 
21 TANK:  TNF receptor-associated factor family member-associated nuclear factor κB activator 
22 TBK1:   TANK-binding kinase 1 
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mehrerer Cytokine zu erhöhen sowie in Gegenwart des SCF die Expression von 

Mastzellproteasen zu induzieren [47]. 

Die Regulation von IL-9 betreffend ist bekannt, dass der NF-κB-Signalweg durch im 

il-9-Promotor befindliche NF-κB-Bindestellen die Transkription des il-9-Promotors fördern 

kann. Zudem kommt es durch Cyclosporin A, einem Calcineurin-Hemmer, zu einer 

verminderten IL-9-Produktion. Dies lässt eine Rolle für die Proteine der NFAT-Familie 

bezüglich der IL-9-Regulation vermuten [46]. In BMMC zeigt das Cytokin IL-1 eine positive 

Wirkung auf die IL-9-Expression [48], [49]. In Kombination mit LPS, IL-10 oder SCF kann 

dieser Einfluss durch eine synergistische Wirkung mit IL-1 sogar noch gesteigert werden 

[50], [51]. Auf Ebene der Transkription konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor 

GATA-1 essentiell für die IL-9-Produktion von BMMC ist [52]. Der Transkriptionsfaktor 

interferon regulatory factor 4 (IRF-4) ist bei den IL-9-produzierenden Th9-Zellen essentiell an 

der Funktion und Entwicklung dieser T-Zellen beteiligt [53]. 

In diversen Mausmodellen wurde IL-9 als ein wichtiger Mediator in allergischen 

Entzündungen, wie etwa Asthma, beschrieben [54]. Bei Asthma handelt es sich um eine 

komplexe Erkrankung der Lunge, charakterisiert durch Obstruktion, Überempfindlichkeit und 

Entzündung der Atemwege [55]. Dabei zeigt IL-9 vielfältige Wirkungen, z. B. durch eine 

erhöhte Schleimproduktion und vermehrte subepitheliale Ablagerung von Kollagen. 

Darüberhinaus kommt es zum Anlocken von Entzündungszellen wie eosinophilen 

Granulozyten und Lymphozyten und zu einer gesteigerten Atemwegsempfindlichkeit [54]. 

Nachweislich zeigen die aus der bronchoalveolären Lavage gewonnenen Zellen bei 

Asthmatikern im Vergleich zu Gesunden eine höhere Konzentration an IL-9-mRNA [46]. 

 

1.4 Die Transkriptionsfaktoren der NF-κB-Familie 
 

Bei den NF-κB-Faktoren handelt es sich um eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die bei 

den Säugetieren aus fünf Mitgliedern besteht. Dazu gehören die Rel-Unterfamilie mit den 

Proteinen RelA (p65), RelB und c-Rel sowie die beiden Faktoren NF-κB1 (p50/p105) und 

NF-κB2 (p52/p100) [56]. 

Charakteristisch für alle NF-κB-Proteine ist die Rel-Homologie-Domäne (RHD), eine 

hochkonservierte N-terminale Region von etwa 300 Aminosäuren [57]. Die RHD enthält ein 

DNA-Bindemotiv, eine Dimerisierungs-Region und ein nukleäres Lokalisations-Signal (NLS) 

[58]. Alle Mitglieder der Rel-Unterfamilie besitzen zudem eine Transaktivierungsdomäne 

(TAD) zur Transaktivierung von Genen [59]. p105 und p100 stellen Vorläufermoleküle dar, 

die durch proteolytische Prozessierung zu den NF-κB-Proteinen p50 und p52 überführt 
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werden [60]. Den Faktoren p50 und p52 fehlt die TAD, wodurch diese Proteine 

nicht-transaktivierende Untereinheiten darstellen und nur gebunden an andere 

NF-κB-Faktoren als Dimer zur Transaktivierung beitragen können (siehe Abb. 4) [61]. 

 

                   

Abb. 4: Die Mitglieder der NF-κB-Familie.              
Die Familie der NF-κB-Proteine besteht aus den Transkriptionsfaktoren RelA, RelB, c-Rel, NF-κB1 (p105/p50) 
und NF-κB2 (p100/p52). Charakteristisch für die NF-κB-Proteine ist die Rel-Homologie-Domäne (RHD). Aus den 
Vorläuferproteinen p100 und p105 entstehen durch Prozessierung die reifen Proteine p52 und p50, die durch ihre 
Ankyrin-Repeats (ANK) auch Teil der IκB-Proteinfamilie sind. Die einzelnen Domänen wurden schematisch 
dargestellt: DD (Death Domain), GRR (Glycin-reiche Region), LZ (Leucin-Zipper), TAD 
(Transaktivierungsdomäne); verändert nach [57]. 

 

Im inaktiven Zustand liegen die NF-κB-Proteine im Cytoplasma, gebunden an IκB-Proteine, 

als Homo- oder Heterodimere vor. Als Antwort auf verschiedene extrazelluläre Stimuli kommt 

es zur Degradation der IκB-Proteine. Die freigesetzten NF-κB-Proteine translozieren in den 

Nukleus und induzieren dort die Transkription κB-abhängiger Gene [60]. Die Aktivierung der 

NF-κB-Signalkaskade kann über zwei distinkte Wege stattfinden: den klassischen 

(kanonischen) und den alternativen (nicht-kanonischen) Pfad (siehe Abb. 5). 

Der klassische Aktivierungsweg wird durch die Signale von TLR, TNF oder T-Zellrezeptoren 

induziert [58]. Durch diverse rekrutierte Adaptermoleküle kommt es zur Aktivierung des 

IKK-Komplexes [62]. Die IKKβ-Untereinheit des trimeren IKK-Komplexes aus IKKα, IKKβ und 

IKKγ (NEMO23) wird phosphoryliert [63] und induziert durch eine Phosphorylierung von 

IκB-Proteinen deren Degradation durch das Ubiquitin-Proteasomen-System [64]. Durch den 

Abbau von IκB ist die NLS von NF-κB wieder zugänglich [65] und die Dimere - vorwiegend 

p50/p65-Dimere - können in den Nukleus translozieren, zur Transkriptionskontrolle von 

Genen des Zellzyklus und der Entzündungsreaktion [66], [64]. 

 

         

                                                
23 NEMO:  NF-κB essential modulator  

copies of ankyrin repeats that are characteristic
for the IkB protein family. Therefore, not all
combinations of Rel dimers are transcription-
ally active: DNA-bound p50 and p52 homo-
and heterodimers have been found to repress
kB-dependent transcription, most probably
by preventing trancriptionally active NF-kB
dimers from binding to kB sites, or through

recruitment of deacetylases to promoter
regions (Zhong et al. 2002). An intriguing
feature of p50 and p52 is their ability to associ-
ate with atypical IkB proteins such as IkBz and
Bcl-3, which most likely provide transcriptional
activation properties. Because of their carboxy-
terminal ankyrin repeats, the precursors p105
and p100 can also inhibit nuclear localization
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Figure 2. Members of the NF-kB, IkB, and IKK protein families. The Rel homology domain (RHD) is
characteristic for the NF-kB proteins, whereas IkB proteins contain ankyrin repeats (ANK) typical for this
protein family. The precursor proteins p100 and p105 can therefore be assigned to and fulfill the functions of
both the NF-kB and IkB protein families. The domains that typify each protein are indicated schematically.
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Abb. 5: Der kanonische und nicht-kanonische Weg der NF-κB-Signalgebung.         
Der kanonische NF-κB-Weg wird durch verschiedene Signale wie Antigene, TLR-Liganden oder Cytokine wie 
TNF induziert. Durch Rekrutierung diverser Adapterproteine kommt es zur Aktivierung der IKKβ-Einheit des 
IKK-Komplexes, die an NF-κB-Dimere wie p50/p65 gebundenes IκB phosphoryliert. Die IκB-Phosphorylierung 
induziert eine Ubiquitinierung (Ub) von IκB, wodurch IκB Proteasomen-vermittelt degradiert wird. Freigewordenes 
NF-κB kann in den Nucleus translozieren und an κB-Bindestellen von Genen binden, die Funktionen bei 
Entzündungen, Proliferation und des Wachstums innehaben. Der nicht-kanonische Pfad, aktiviert durch Mitglieder 
der TNF-Cytokin-Familie, benötigt die NF-κB-inducing kinase (NIK) zur Aktivierung von IKKα des IKK-Komplexes. 
Anschließend wird der Vorläufer p100 (NF-κB2) phosphoryliert und es folgt die proteasomale Prozessierung des 
Ubiquitin-markierten p100 zu p52. Die aktivierten p52/RelB-Dimere kontrollieren Gene, deren Genexpression 
essentiell für die lymphatische Organogenese und zur Chemokinproduktion sind. [LTβR (Lymphotoxin β-
Rezeptor), BAFF-R (BAFF-Rezeptor); modifiziert nach [62] ]. 

 

Mitglieder der TNF-Cytokin-Familie (z. B. CD40, Lymphotoxin β) bewirken eine Aktivierung 

des alternativen Pfades [62]. Die aktivierte NF-κB-inducing kinase (NIK) phosphoryliert die 

IKKα-Untereinheit [58] und führt zu einer IKKα-abhängigen Prozessierung von p100 durch 

das Proteasom [62]. Das entstandene p52 aktiviert das RelB/p52-Dimer und gelangt durch 

Translokation in den Nukleus, um dort spezifische κB-Elemente zu aktivieren [67]. Der 

alternative Weg kontrolliert u. a. essentielle Gene der lymphoiden Organogenese [68] . 

 

1.5 Die Proteine der NFAT-Familie 
 

Die NFAT-Familie ist eine Familie von Transkriptionsfaktoren und besteht aus den fünf 

Mitgliedern NFAT1 (NFATc2), NFAT2 (NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATc3) und 

dem entfernter verwandten NFAT5 [69]. Mastzellen sind in der Lage, die Faktoren NFATc1, 

NFATc2 und NFATc3 zu exprimieren [70], [71], [72]. 

Chemokine, 
lymphoide  
Organogenese 

TLR 
Cytokinrezeptoren 
Antigenrezeptoren 

LTβR, BAFF-R, 
CD40, OX40, CD27 

κB-Bindestelle Entzündung,  
Proliferation,  
Wachstum 

κB-Bindestelle 

klassischer (kanonischer) Weg alternativer (nicht-kanonischer) Weg 
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Abb. 6: Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren.       
Schematischer Aufbau der Mitglieder der NFAT-Familie. Allen Proteinen ist die Rel-Homologie-Domäne (RHD) 
gemeinsam, die ein DNA-Binde-Motiv enthält. Die Faktoren NFATc1-c4 besitzen eine hochkonservierte 
NFAT-Homologie-Region (NHR). Durch alternatives Spleißen oder die Verwendung von unterschiedlichen 
Promotoren können verschiedene Isoformen der Calcium/Calcineurin-regulierten NFAT-Proteine NFATc1, 
NFATc2 und NFATc3 erzeugt werden. Die beiden alternativen N-terminalen Strukturen von NFATc1 werden 
durch zwei konstitutiv exprimierte Isoformen und durch eine induzierbare Isoform dargestellt (modifiziert nach 
[73]). 

 

Bedingt durch alternatives Spleißen und durch die Steuerung unterschiedlicher Promotoren 

lassen sich verschiedene Isoformen der NFAT-Proteine unterscheiden (siehe Abb. 6) [73]. 

So wird beispielsweise das nfatc1-Gen durch zwei Promotoren gesteuert, dem induzierbaren 

Promotor P1 stromaufwärts von Exon 1 und dem konstitutiven Promotor P2 stromaufwärts 

von Exon 2. Mittels der Aktivität des Promotors P2 kommt es zur konstitutiven Synthese der 

NFATc1β–Isoformen (βB und βC). Der Promotor P1 induziert die Bildung der hauptsächlich 

vorkommenden NFATc1/αA-Isoform und zweier längerer Isoformen αB und αC [74]. Anhand 

der Organisation des P1-Promotors in einen proximalen und einen distalen homologen Block, 

die beide DNA-Bindemotive für Transkriptionsfaktoren wie NFAT aufweisen [75], kann die 

Aktivität von P1 zudem mittels Autoregulation durch die Anbindung von NFAT-Faktoren über 

eine autokrine Rückkopplungsschleife gesteigert werden [74]. 

Alle NFAT-Proteine sind aus verschiedenen funktionellen Domänen aufgebaut. Gemeinsame 

Merkmale der NFAT-Faktoren sind eine hochkonservierte Rel-Homologie- (RHD) und eine 

NFAT-Homologie-Domäne (NHR). Bei der NHR handelt es sich um eine N-terminale 

regulatorische Domäne, die verantwortlich für die Transaktivierung und für die Bindung von 

Calcineurin ist und mehrere Phosphorylierungsstellen für Kinasen aufweist. Die RHD 

vermittelt die DNA-Bindung von Zielsequenzen [76], [77]. Bei ruhenden Zellen sind die in der 

NHR liegenden Phosphorylierungsstellen hyperphosphoryliert und die NFAT-Faktoren liegen 

inaktiv im Cytoplasma vor [78]. Eine Aktivierung der Faktoren NFATc1 bis NFATc4 erfolgt 

Calcium-abhängig (c = Ca2+-abhängig), diejenige von NFAT5 jedoch bedingt durch 

osmotischen Stress [79]. 

Macian#2005#
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Durch Bindung an Oberflächenrezeptoren, wie Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren, kommt es zur Aktivierung der Phospholipase Cγ (PLCγ). Die PLCγ 

wiederum sorgt für die Bereitstellung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3), das an 

InsP3-Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums bindet und einen Flux von Ca2+ aus 

den intrazellulären Ca2+-Speichern in das Cytoplasma auslöst [78], [76]. Durch die Leerung 

der intrazellulären Ca2+-Speicher werden in der Plasmamembran CRAC-Kanäle (calcium 

release-activated channel) geöffnet, die einen weiteren Einstrom der Calcium-Ionen 

bewirken [69]. Das freie Ca2+ bindet an Calmodulin. Der entstandene Ca2+-Calmodulin-

Komplex bindet Calcineurin [78]. Die Serin/Threonin-spezifische Protein-Phosphatase 

Calcineurin dephosphoryliert die in der NHR liegenden Phosphoserine der NFAT-Faktoren 

[80], [76]. Durch die Dephosphorylierung wird die nukleäre Lokalisationssequenz zugänglich 

und die NFAT-Proteine können in den Nukleus translozieren, um die Expression von 

Zielgenen zu regulieren (siehe Abb. 7) [77]. 

 

  

Abb. 7: Der Calcineurin-Signalweg zur Aktivierung von NFAT-Faktoren.           
Als Folge eines Stimulus erhöht sich der intrazelluläre Calcium (Ca2+)-Spiegel und Calmodulin bindet freies Ca2+. 
Calcineurin besteht aus zwei Untereinheiten: der katalytischen Untereinheit A und der regulatorischen 
Untereinheit B. Bindet Calcineurin an den Calmodulin-Ca2+-Komplex dephosphoryliert die Untereinheit A den 
Faktor NFAT. Dephosphoryliertes NFAT transloziert vom Cytoplasma in den Nukleus und kann dort als 
Transkriptionsfaktor diverse zelluläre Prozesse aktivieren. Die Dephosphorylierung von NFAT kann durch 
Cyclosporin A (CsA) gehemmt werden (modifiziert nach [81]). 

 

Untersuchungen an den einzelnen Genen für die NFAT-Faktoren haben gezeigt, dass 

Verluste dieser Gene in Mäusen zu unterschiedlichen Phänotypen führen können. In 

Steinbach#2007#
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NFATc1-defizienten T-Lymphozyten kommt es beispielsweise zu einer Verminderung der 

Proliferation und IL-4-Produktion, was letztendlich eine Beeinträchtigung der Th2-Antworten 

hervorruft [82], [83]. Im Gegensatz dazu sind diese Th2-Antworten in Mäusen mit einer 

NFATc2-Defizienz gesteigert [84], [85], [86]. Mäuse mit einem inaktivierten nfatc3-Gen sind 

nachweislich phänotypisch unauffällig und weisen ein normales Cytokinexpressionsmuster 

auf [87]. Eine Doppelmutation von NFATc2 und NFATc3 hingegen führt acht bis zehn 

Wochen postnatal durch diverse Entzündungen zum Tod der betroffenen Mäuse [88], [89], 

[90]. Ein systemischer „Knockout“ von NFATc1 ist embryonal letal, da die Mäuse vor Tag 

14,5 der Embryogenese - bedingt durch eine Herzinsuffizienz - in utero sterben [91], [83], 

[82]. 

Die Funktion der NFAT-Faktoren in Mastzellen betreffend wurde gezeigt, dass die Faktoren 

NFATc1 und NFATc2 Teil eines Mastzell-spezifischen Netzwerkes sind, das zur Expression 

von TNF und IL-13 beiträgt. Der Faktor NFATc3 ist dagegen für deren Produktion entbehrlich 

[76]. Auch die Degranulation und die IL-6-Produktion laufen unabhängig von der Aktivität der 

NFAT-Proteine ab [92]. In Abhängigkeit von NFAT kommt es in aktivierten Mastzellen jedoch 

zur Bildung des Faktors HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1α) [93] und der 

Transkriptionsfaktor NFATc2 zeigt sich verantwortlich für die Transkriptionskontrolle des 

antiapoptotischen Gens A1 in IgE-kreuzvernetzten Mastzellen [94]. 

 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 
 

Die Regulation der IL-9-Produktion in Mastzellen ist erst in ihren Grundlagen verstanden. 

Basierend auf der Beobachtung, dass Mastzellen des Stammes BALB/c nach Aktivierung 

über ihren IgE-Rezeptor in Gegenwart von LPS weitaus größere Mengen an IL-9 

produzieren können als Mastzellen des Inzuchtstammes C57BL/6, sollte ein direkter 

Vergleich beider Mastzelllinien helfen, zentrale Signalwege der IL-9-Produktion besser zu 

verstehen. 

Weiterhin sollte aus der Familie der NFATc-Faktoren gezielt die Bedeutung des 

Transkriptionsfaktors NFATc1 für die Expression des il-9-Gens in murinen Mastzellen 

untersucht werden. Vorraussetzung hierfür war zunächst die Generierung einer Mauslinie mit 

einer Mastzell-spezifischen NFATc1-Defizienz, da eine generelle NFATc1-Defizienz zum 

Absterben sich entwickelnder Embryonen in utero führt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Plastikwaren 
 

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen. 

 

2.2 Laborgeräte 
 

Die verwendeten Laborgeräte sind in Tab. 1 aufgeführt. 

 

Tab. 1: Bezugsquellen der Laborgeräte. 

Laborgeräte Hersteller 

BioMate3 UV-Vis-Spektrometer Thermo Fisher Scientific 

CO2-Inkubator Sanyo 

FACS LSR II BD Pharmingen 

Gene Pulser II BioRad 

GENios Tecan 

iCycler BioRad 

Kippschüttler Biometra 

Kühlzentrifuge GS-6R Centrifuge Beckman 

Mini-PROTEAN Tetra Cell System BioRad 

Pipetboy comfort Integra Biosciences GmbH 

Pipetten  Eppendorf 

Power Supply Apelex 

Schüttler KS 250 basic IKA Labortechnik 

Sterilbank Hera safe Heraeus 

Thermocycler Biometra 

Thermomixer HLC 

Tischzentrifuge Sigma 1-14K Sigma-Aldrich 

Trans-Blot Turbo Blotting System BioRad 

Wasserbad Labotec Wiesbaden 

Vortex Mixer Genie neoLab 
 

 

2.3 Chemikalien 
 

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen 

Invitrogen (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Steinheim) 

in pro analysis (p. a.)-Qualität bezogen (siehe Tab. 2). 
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Tab. 2: Bezugsquellen der Chemikalien. 

Chemikalien Bezugsquelle 

ABTS Sigma-Aldrich 

Anakinra (Kineret) Swedish Orphan Biovitrum AB 

Brefeldin A Sigma-Aldrich 

Albumin Fraktion V  Roth 

Chloroform Roth 

Clarity Western ECL Substrate BioRad 

DEPC Roth 

DMSO Roth 

Ethanol Roth 

Fötales Kälberserum Gibco 

Glutamin Roth 

Glycin Roth 

Glycogen Amersham Life Science 

5x Hot Start Taq EvaGreen qPCR Mix (no ROX) Axon 

Ionomycin-Calciumsalz Sigma-Aldrich 

Isopropanol Roth 

IT-603 Calbiochem über Merck Millipore 

Milchpulver Roth 

Natrium-Pyruvat Serva 

p-Nitrophenyl-N-Acetyl-β-D-Glucosamin Sigma-Aldrich 

R-Form LPS (Salmonella minnesota) Enzo Life Science 

RNA Tri-flüssig Bio & SELL 

S-Form LPS (Salmonella abortus equi) Enzo Life Science 

Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase Roche 

TMB LDN Labordiagnostik Nord GmbH & Co. KG 

Triton X-100 Roth 
 

 

2.4 Kulturmedien und Puffer 
 

Zur Herstellung aller Puffer und Medien wurde, wenn nicht anders angegeben, vollentsalztes 

(Millipore-Entmineralisierungsanlage, Millipore) und durch Aktivkohle gereinigtes Wasser 

(VE-Wasser) verwendet. Vor Gebrauch wurden diese sterilfiltriert (0,2µm Sterilfilter) bzw. 

autoklaviert und anschließend bei 4°C oder -20°C aufbewahrt. 

 

2.4.1   Puffer und Lösungen 
 

Gey´s Lysepuffer 

8,29g/l NH4Cl; 1,0g/l KHCO3; 0,037g/l EDTA; pH 7,29; sterilfiltriert (0,2µm) 
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Glutaminlösung 

in 1x PBS: 200mM Glutamin; bei -20°C weggefroren; sterilfiltriert (0,2µm) 

 

Glycinlösung 

0,2M Glycin; pH 10,7 

 

FACS-Puffer 

in 1x PBS: 0,5% BSA; 5mM EDTA; 0,1% NaN3 

 

Fötales Kälberserum (FCS) 

Das verwendete FCS (Gibco) wurde zur Inaktivierung der enthaltenen Komplementfaktoren 

45min bei 56°C im Wasserbad erhitzt. Anschließend wurde das FCS in 200ml Aliquoten bei 

4°C aufbewahrt. Vor dem Gebrauch wurden die Aliquote 15min bei 600xg abzentrifugiert. Für 

die Versuche wurden ausschließlich die Überstände eingesetzt. 

 

Natrium-Citratpuffer 

0,1M Natrium-Citrat, pH 4,5 

 

Natriumpyruvatlösung 

0,1M Natriumpyruvat; sterilfiltriert (0,2µm) 

 

Phosphate Buffered Saline (PBS)  

80,4g/l NaCl; 15,6g/l NaH2PO4; pH 7,2 

 

Physiologische Trypanblaulösung 

Der Vitalfarbstoff Trypanblau wurde zur Bestimmung der Lebendzellzahl in Zellsuspensionen 

eingesetzt. Für die Herstellung einer Trypanblaulösung wurden unten stehende Lösungen A 

und B im Verhältnis 1:5 gemischt: 

Lösung A: 0,2% Trypanblau 

Lösung B: 4,25% NaCl 

 

Rinderserumalbumin (BSA)  

in 1x PBS: 10% BSA 
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RNA-Aufbewahrungspuffer 

in DEPC-Wasser: 5mmol Tris; 1mM CaCl2; pH 7,5 

 

Triton X-100-Lösung 

0,5% Triton X-100 

 

Die folgenden Puffer wurden für die Durchführung von „Enzyme-linked 
immunosorbent assays“ (ELISA) verwendet: 

 

Blockpuffer  

in 1x PBS: 0,1% BSA 

 

Kopplungspuffer 

0,1M Na2HPO4; pH 9,2 

 

Substratpuffer 

40mM Citrat; 60mM Na2HPO4; pH 4,4 - 4,5 

 

Waschpuffer  

in 1x PBS: 0,1% Tween 20 

 

Die folgenden Puffer wurden für die Durchführung von „Western Blots“ verwendet: 

 

SDS-Lysepuffer 

50mM Tris; 4M Harnstoff; 1% SDS; 15% Glycerin; pH 6,8 

 

SDS-Ladepuffer (5x) 

8% TBS pH 7,5; 100mM Dithiothreitol; 20% SDS; 0,7% EDTA; 0,2% Bromphenolblau in 

Glycerin 

 

SDS-Laufpuffer 

0,25M Tris; 1,9M Glycin; 1% SDS; pH 8,3 
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Stripping-Puffer 

62,5mM Tris; 100mM β-Mercaptoethanol; 2% SDS; pH 6,8 

 

TBS 

10mM Tris; 150mM NaCl; pH 7,5 

 

TBST 

10mM Tris; 150mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,5 

 

Blotpuffer 

Teil des Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kits, Nitrocellulose von BioRad (siehe Tab. 5) 

 

Tab. 3: Bezugsquellen der Kulturmedien und Puffer. 

Puffer/Lösungen Bezugsquelle 

FCS Gibco 

IMDM Trockenpulver Pan-Biotech 

Iscove´s Modified Dulbeccos Medium (IMDM) Sigma-Aldrich 

Rinderserumalbumin PAA 

MEM Pan-Biotech 
 

 

2.4.2   Medien 
 

IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Medium, Eigenherstellung) 

17,67g/l IMDM Trockenpulver; 3,02g/l NaHCO3; 5x10-5M β-Mercaptoethanol; 100I. U./I 

Penicillin; 100µg/l Streptomycin; Phenolrot als Indikator; pH 7,2 

 

Kit-Ligand-Mastzellfutter (KL-MZF) 

in IMDM (Iscove´s modified Dulbecco´s medium, Sigma-Aldrich): 10% FCS; 1mM Natrium-

Pyruvat; 1mM Glutamin; 20U/ml IL-3; 50U/ml IL-4; 200ng/ml Kit-Ligand; 100I. U./I Penicillin; 

100µg/l Streptomycin 

 

MEM (Minimal Essential Medium) 

10,58g/l MEM Trockenpulver; 4,77g/l HEPES; 5x10-5M β-Mercaptoethanol 100I. U./I 

Penicillin; 100µg/l Streptomycin; sterilfiltriert (0,2µm) 
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Testmedium mit 5% FCS (TM5) 

in IMDM: 5% FCS; 1mM Natrium-Pyruvat; 1mM Glutamin  

 

2.5 Antikörper 
 

Antikörper zur Aktivierung von Mastzellen 

 

Anti-DNP-IgE:   Klon SPE-7; Sigma-Aldrich; monoklonaler Maus-Antikörper;

    Einsatz: 1µg/ml 

 

Anti-IgE:  Klon EM95.3; monoklonaler Ratte-Anti-Maus-Antikörper; 

Einsatz: 1µg/ml 

Der Antikörper wurde aus den Kulturüberständen der 

B-Zellhybridomlinie EM95.3 gewonnen und über eine 

Protein G-Säule gereinigt.  

 

Antikörper für die Durchflusszytometrie 

 

Tab. 4: Verwendete Antikörper für die Durchflusszytometrie. 

Antikörper Fluorochrom Klon Bezugsquelle 

Anti-CD107a eFluor 660 eBio1D4B eBiosciences 

Anti-CD117 (c-Kit) APC ACK2 eBiosciences 

Anti-FcεRI PE MAR-1 eBiosciences 

Anti-CD121a (IL-1RI) APC JAMA-147 BioLegend 

Anti-TLR-4/MD-2 PE MTS510 eBiosciences 
 

 

Antikörper zur Bestimmung von Cytokinkonzentrationen in „Enzyme-linked 
immunosorbent assays“ (ELISA) 

 

IL-1β-ELISA 

Primärantikörper: # 79110                

(Mouse IL-1β ELISA MAX Capture Antibody); BioLegend; 

Stammlösung: 0,4mg/ml; Einsatz: 2µg/ml 
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Sekundärantikörper: # 79111               

(Mouse IL-1β ELISA MAX Detection Antibody); BioLegend; 

Stammlösung: 0,4mg/ml; Einsatz: 2µg/ml 

 

IL-6-ELISA 

Primärantikörper: # 554400         

(Ratte Anti-Maus IL-6, Klon MP5-20F3); BD Pharmingen; 

Stammlösung: 0,5mg/ml; Einsatz: 0,5µg/ml 

Sekundärantikörper: # 554402         

(Ratte Anti-Maus IL-6, Klon MP5-32C11, biotinyliert) 

BD Pharmingen; Stammlösung: 0,5mg/ml; Einsatz: 0,5µg/ml 

 

IL-9-ELISA 

Primärantikörper: Ratte Anti-Maus IL-9; Klon 229.4             

Stammlösung: 3mg/ml; Einsatz: 3µg/ml                  

Der Klon 229.4 wurde durch die Fusion von Milzzellen mit 

RP-HPLC gereinigtem MIL-9 gewonnen. Der Antikörper wurde 

von Prof. Dr. E. Schmitt aufgereinigt. 

Sekundärantikörper: Hamster Anti-Maus IL-9, Klon C12; biotinyliert;            

Stammlösung: 1mg/ml; Einsatz: 3µg/ml                  

Der Klon C12 wurde von Dr. J. van Snick (Ludwig Institute for 

Cancer, Brüssel) zur Verfügung gestellt. 

 

Antikörper zur Detektion der Proteine mittels Western Blot 

Primärantikörper: 

Anti-IRF-4:  polyklonaler Goat Anti-IRF-4, Klon M-17, # sc-6059, Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-NFATc2:  monoklonaler Mouse Anti-NFATc2, Klon 4G6-G4, # sc-7296,          

   Santa Cruz Biotechnology 

Anti-β-Aktin:  monoklonaler Mouse Anti-β-Aktin-Peroxidase, Klon AC-15, # A3854, 

Sigma-Aldrich 

Anti-c-Rel:  Rabbit Anti-c-Rel, Klon D4Y6M, # 120707, Cell Signaling 

Anti-Lamin A/C: Rabbit Anti-Lamin A/C, # 2032, Cell Signaling 
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Sekundärantikörper: 

Anti-Rabbit IgG HRP-linked Antibody, # 7074, Cell Signaling 

Goat Anti-Mouse IgG, # 115-035-166, Jackson Immunoresearch 

Donkey Anti-Goat IgG-HRP, # sc-2020, Santa Cruz Biotechnology 

 

2.6 Cytokine 
 

Die aufgeführten Cytokine wurden als Standards in den ELISA eingesetzt, als Stimulanz 

genutzt oder für die Herstellung von Kulturmedien verwendet. Falls nicht anders angegeben, 

wurden die Cytokine im eigenen Labor hergestellt und affin aufgereinigt. 

 

Murin rekombinantes Interleukin 1β (mrIL-1β) 

IL-1β wurde als Standard in den IL-1β-ELISA eingesetzt und war Teil des Mouse IL-1β 

ELISA MAX Standard Kits, # 432602 von der Firma BioLegend (siehe Tab. 5). Für 

Stimulationen wurde IL-1β direkt von BioLegend (# 575102) bezogen. 

 

Murin rekombinantes Interleukin 3 (mrIL-3) 

Die Gewinnung von mrIL-3 erfolgte aus den Kulturüberständen der Tumorzelllinie X63/0 

mittels Zentrifugation. Eine Unit entspricht hierbei der Konzentration, bei welcher die 

Indikatorzelllinie DA-1 eine halbmaximale Proliferation aufzeigt. 

 

Murin rekombinantes Interleukin 4 (mrIL-4)  

Das murin rekombinante IL-4 wurde aus transformierten 3T3-IL-4-Zellen gewonnen. Mittels 

Affinitätschromatographie wurde das IL-4 gereinigt. Ein IL-4-ELISA diente zur 

Konzentrationsbestimmung. 

 

Murin rekombinantes Interleukin 6 (mrIL-6) 

mrIL-6 wurde als Standard für den IL-6-ELISA verwendet und wurde von der Firma 

BD Pharmingen (# 554582) bezogen. 

 

Murin rekombinantes Interleukin 9 (mrIL-9) 

Das murin rekombinante IL-9 wurde von Dr. J. van Snick (Ludwig Institute for Cancer, 

Brüssel) zur Verfügung gestellt. Die Stammlösung hatte eine Konzentration von 20ng/ml. 
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Murin rekombinanter Kit Ligand (mrKL) 

Die cDNA für den Kit-Liganden wurde von Dr. G. W. Bornkamm (GSF München) zur 

Verfügung gestellt. Der Kit-Ligand wurde in E. coli exprimiert und anschließend gereinigt. 

 

2.7 Verwendete Produktsets 
 

Die in Tab. 5 aufgeführten Sets wurden für die einzelnen Versuche in dieser Arbeit 

verwendet. 

 

Tab. 5: Liste der eingesetzten Produktpakete. 

Name des Sets Katalognummer Bezugsquelle 

Cell Fractionation Kit - Standard ab109719 Abcam 

DC Protein Assay 500-0116 BioRad 

Dual-Luciferase Reporter Assay System E1910 Promega 

Mouse IL-1β ELISA MAX Standard Set 432602 BioLegend 

Trilencer-27 Mouse siRNA für NFATc2 18019 OriGene 

Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Nitrocellulose 170-4270 BioRad 
 

 

2.8 Tiere 
 

Die eingesetzten Tiere entstammten dem Translational Animal Research Center (TARC) der 

Johannes Gutenberg-Universität in Mainz. Alle Mäuse wurden zuvor unter sterilen 

Bedingungen („SPF“, specific pathogen free) gehalten. Folgende Mausstämme wurden 

verwendet: 

 

C57BL/6                  
Wildtyp-Stamm, TARC Mainz. 

 

BALB/c                  
Wildtyp-Stamm, TARC Mainz. 

 

Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl              

Die Mäuse auf dem genetischen C57BL/6-Hintergrund wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. Tobias Bopp, Institut für Immunologie, Universitätsmedizin, Johannes Gutenberg-

Universität Mainz zur Verfügung gestellt. 
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Mcpt5-Cre- Nfatc1fl/fl                  

Wildtypstamm zu den Mcpt5-Cre+ Nfatc1∆/∆, TARC Mainz, auf dem genetischen Hintergrund 

von C57BL/6-Mäusen. 

 

Mcpt5-Cre+ Nfatc1∆/∆              

Die Mäuse mit einer Mastzell-spezifischen NFATc1-Defizienz auf dem genetischen 

C57BL/6-Hintergrund wurden im TARC Mainz gezüchtet. Mcpt5-Cre-Mäuse [95] wurden 

hierfür mit Nfatc1fl/fl-Mäusen [96] verpaart. Die Mcpt5-Cre-Mäuse wurden freundlicherweise 

von Professor Dr. Axel Roers, Institut für Immunologie, Technische Universität Dresden zur 

Verfügung gestellt. Herr Privat-Dozent Dr. Benno Weigmann, Medizinische Klinik 1, 

Universitätsklinikum Erlangen stellte freundlicherweise die Nfatc1fl/fl-Mäuse zur Verfügung. 

Die aus der Paarung (Mcpt5-Cre x Nfatc1fl/fl) resultierenden Nachkommen wurden ab der 

dritten Filialgeneration in die Experimente eingesetzt. 

 

NFATc2-/-               

Die Mäuse mit einer systemischen NFATc2-Defizienz [97] wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. Edgar Schmitt, Institut für Immunologie, Universitätsmedizin, Johannes Gutenberg-

Universität Mainz zur Verfügung gestellt. 

 

2.9 Methoden der Zellkultur 
 

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank („Laminarflow“) mit sterilen 

Glas- bzw. Plastikmaterialien und Geräten durchgeführt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte 

bei 37°C in einem CO2-Inkubator mit 5% CO2-Gehalt. 

 

2.9.1   Präparation von Knochenmarkszellen 
 

Die Mäuse wurden durch Inhalation von CO2 getötet. Das Fell wurde von den beiden 

Hinterläufen entfernt und die Beine vom Hüftgelenk abgetrennt. Tibia und Femur wurden 

präpariert. Zur Desinfektion wurden die Knochen mit Isopropanol abgespült und zweimal mit 

MEM gewaschen. Die Enden der Röhrenknochen wurden an beiden Enden mit einer Schere 

geöffnet und das Knochenmark wurde mit einer MEM gefüllten Spritze (Kanülengröße 

0,55 x 25mm) aus den Markhöhlen gespült. Zur Homogenisierung des gewonnenen 

Knochenmarkgewebes wurde eine sterile Glaspipette verwendet. Durch Filtration der 

Zellsuspension durch ein Zellsieb (Porengröße 70µm) wurden grobe Reste wie 
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Knochensplitter entfernt. Das Filtrat wurde anschließend zentrifugiert (500xg, 5min) und der 

Überstand verworfen. Die Zugabe von 2ml Gey´s Lysepuffer diente der Lyse der im Pellet 

enthaltenen Erythrozyten. Durch Zugabe von 8ml MEM wurde die Lyse der Erythrozyten 

abgebrochen. Es folgte die Bestimmung der Lebendzellzahl, gefolgt von einem weiteren 

Zentrifugationsschritt (500xg, 5min). Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet 

wurde in KL-MZF aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf eine 24-Loch-Kulturplatte 

pipettiert (Zellzahl 2 x 106Zellen/ml) und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 aufbewahrt. 

Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen mit frischem KL-MZF versorgt und je nach Bedarf 

auf neue Kulturplatten umgesetzt. Durch das Umsetzen wurden adhärente Zellen 

abgeschieden. Die generierten BMMC konnten nach drei bis vier Wochen bei einer Reinheit 

>95% (Daten nicht gezeigt) in Versuchen eingesetzt werden. 

 

2.9.2   Lebendzellzahlbestimmung 
 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit 

physiologischer Trypanblau-Lösung verdünnt. Trypanblau ist ein polyanionischer 

Diazofarbstoff, der in tote Zellen eindringen kann und somit zur Vitalfärbung von Zellen 

eingesetzt werden kann [98]. Diese Zellen erscheinen für den Beobachter als blaue Zellen. 

Lebende Zellen können den sauren Farbstoff aufgrund ihrer intakten Zellmembran 

ausschließen und erscheinen im Lichtmikroskop als ungefärbte Zellen. Die Lebendzellzahl 

wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Kammertiefe 0,1mm) ermittelt. Aus den 

Einzelergebnissen, die sich aus dem Auszählen der farblosen Zellen in den vier 

Großquadraten (Grundfläche je 1mm2) ergab, wurde ein Mittelwert (MW) gebildet. Durch 

Multiplikation des MW mit dem Verdünnungsfaktor (VF), dem Gesamtvolumen (GV, in ml) 

und dem Kammerfaktor (104) wurde die Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter mit unten 

stehender Formel (1.a) berechnet: 

 

Zellzahl/ml = MW x VF x GV (ml) x 104        (1.a) 

 

2.10   Stimulation der Mastzellen 
 

Alle Stimulationen wurden in KL-MZF bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank durchgeführt. 

Zuvor wurden die Mastzellen geerntet, abzentrifugiert und nach Bestimmung der 

Lebendzellzahl auf eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen/ml (ELISA) oder 2 x 106 Zellen/ml 

(Western Blot, qRT-PCR) eingestellt und auf eine 24-Loch-Kulturplatte pipettiert. Darauf 

erfolgte die Zugabe der Stimulanzien in den angegebenen Endkonzentrationen 
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(siehe Tab. 6). Die Dauer der Stimulation richtete sich nach der Art des Experimentes. Für 

die ELISA-Untersuchungen wurden Kulturüberstände nach 4h, 20h, 24h und 48h 

entnommen. Die Stimulationen zur Gewinnung von cDNA für die RT-PCR erfolgten für 4h, 

18h und 24h. Protein zur Analyse mittels Western Blot wurde nach 3h, 8h bzw. 18h 

präpariert. 

 

Tab. 6: Liste der eingesetzten Stimulanzien. 

Stimulanz Endkonzentration Bezugsquelle 

Anakinra (Kineret) 5ng/ml Swedish Orphan Biovitrum AB 

Anti-DNP-IgE Klon SPE-7 1µg/ml Sigma-Aldrich 

Anti-IgE Klon EM95.3 1µg/ml Eigenherstellung 

murin rekombinantes IL-1β 5ng/ml BioLegend 

Ionomycin 1µM Sigma-Aldrich 

IT-603 50µM Calbiochem 

R-LPS 200ng/ml Enzo Life Science 
 

 

2.10.1 Stimulation mit dem IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra 
 

Die Mastzellen in der 24-Loch-Kulturplatte wurden mit 5ng/ml Anakinra stimuliert. Anakinra 

ist ein rekombinanter humaner IL-1-Rezeptorantagonist, der von Swedish Orphan Biovitrum 

AB bezogen wurde. Die Stammlösung wurde frisch in 1x PBS verdünnt und anschließend 

verwendet. 

 

2.10.2 Stimulation mittels IgE-Kreuzvernetzung 
 

Vier Wochen alte Mastzellen (1 x 106 Zellen/ml) wurden zunächst für 48h in KL-MZF und 

1µg/ml Anti-DNP-IgE präinkubiert. Zur Aktivierung der Mastzellen wurden diese durch 

Kreuzvernetzung der gebundenen Immunglobuline mit 1µg/ml Anti-IgE stimuliert [99]. 

 

2.10.3 Stimulation mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin 
 

Die ausplattierten Mastzellen wurden mit 1µM Ionomycin stimuliert. Bei Ionomycin handelt es 

sich um ein Calciumsalz aus Streptomyces conglobatus, dass von der Firma Sigma-Aldrich 

(IO634) bezogen wurde. Das Pulver wurde in Ethanol gelöst und mit TM5 auf eine 
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Konzentration von 50µM eingestellt. Die Stammlösung wurde aliquotiert und bei -20°C 

gelagert. 

 

2.10.4 Stimulation mit den Kofaktoren R-LPS oder IL-1β 
 

Nach dem Ausplattieren der Mastzellen wurden diese mit dem Kofaktor R-LPS (200ng/ml) 

bzw. mit dem Kofaktor IL-1β (5ng/ml) stimuliert. Die Stammlösung von R-LPS wurde mit TM5 

auf eine Konzentration von 50µg/ml verdünnt und bei -20°C gelagert. IL-1β wurde mit TM5 

auf eine Konzentration von 5µg/ml verdünnt und ebenfalls bei -20°C bis zur Verwendung 

gelagert. 

 

2.10.5 Inhibition von c-Rel mittels des c-Rel-Inhibitors IT-603 
 

Die Mastzellen wurden mit dem c-Rel-Inhibitor IT-603 (50µM in DMSO gelöst) für 30min im 

Brutschrank vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Stimulation der Mastzellen. Als 

Lösungsmittelkontrolle wurde pro Testansatz die gleiche Menge an DMSO eingesetzt. 

IT-603 ist ein c-Rel-Inhibitor mit dem chemischen Namen [(5Z)-5-[(5-bromo-2-hydroxy-3-

methoxyphenyl) methylidene]-2-sulfanylideneimidazolidin-4-one (siehe Abb. 8). Der Inhibitor 

wurde von der Firma Calbiochem über Merck Millipore bezogen. 

 

              

Abb. 8: Struktur des c-Rel-Inhibitors IT-603.             
Die Darstellung zeigt die chemische Struktur des c-Rel-Inhibitors IT-603 [(5Z)-5-[(5-bromo-2-hydroxy-3-
methoxyphenyl) methylidene]-2-sulfanylideneimidazolidin-4-one mit einem Molekulargewicht von 329,1g/mol 
[100]. 

 

Der c-Rel-Inhibitor IT-603 bindet direkt aber reversibel an den Transkriptionsfaktor c-Rel. 

Durch die Bindung kommt es zu einer Konformationsänderung von c-Rel, die die 

DNA-Bindung und damit die Transkriptionsaktivität von c-Rel blockiert (Angabe gemäß den 

Herstellerangaben von Calbiochem). 
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2.11   Durchflusszytometrie 
 

Mit der Durchflusszytometrie können Zellen anhand ihrer Größe, Granularität und durch die 

Expression bestimmter Strukturen auf der Zelloberfläche und im Zellinneren differenziert 

werden [101]. Durch den Einsatz Fluorochrom-markierter Antikörper, die gegen bestimmte 

Merkmale gerichtet sind, können einzelne Zellen innerhalb einer Zellsuspension 

unterschieden werden. Durch Laser werden die Fluorochrome zur Emission von Licht 

angeregt. Das ausgesandte Licht wird von einem Detektor erfasst. 

Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten am LSR II der Firma BD. Für die 

Auswertung der erhaltenen Daten wurde die Software BD FACSDiva (BD) oder FlowJo 

(FlowJo Enterprise) verwendet. Alle Fluoreszenz-markierten Antikörper (siehe 2.5) wurden 

nach Herstellerangaben eingesetzt. 

 

2.11.1 Färbung der Zellen für die Durchflusszytometrie 
 

Die ausgewählten Antikörper wurden in einer Färbelösung aus GM-Puffer in einer den 

Herstellerangaben entsprechenden Konzentration eingesetzt. 50µl dieser Färbelösung 

wurden mit 1 x 106 Zellen bei 4°C für 15min im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen zweimal mit GM-Puffer gewaschen. Nach Aufnahme der Zellen in 250µl GM-Puffer 

erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der BMMC (CD117/FcεRI-doppeltpositive 

Zellen). Die untersuchten Zellen hatten eine Reinheit von >95% Mastzellen (Daten nicht 

gezeigt). 

 

2.12   Nachweis der Degranulation mit dem β-Hexosaminidase-Test 
 

Durch IgE-Kreuzvernetzung kommt es innerhalb kürzester Zeit zur Degranulation der 

Mastzellen. Dabei werden die Inhalte der Mastzell-eigenen Granula ausgeschüttet, u. a. das 

Enzym β-Hexosaminidase. Durch eine Farbreaktion kann die Aktivität dieses Enzyms 

photometrisch detektiert werden. 

Mastzellen wurden für 30min mittels IgE-Kreuzvernetzung aktiviert. Anschließend wurden die 

Zellen geerntet und zentrifugiert (500xg, 5min). Die Überstände wurden in ein separates 

Reaktionsgefäß überführt und die Zellpellets wurden in 500µl Triton X-100 lysiert. Es wurden 

jeweils 20µl der Zelllysate, der Überstände, des Triton X-100 und des KL-MZF auf eine 

96-Loch-Kulturplatte pipettiert. Die Proben wurden mit 50µl Substratlösung 
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(1,3mg p-Nitrophenyl-N-Acetyl-β-D-Glucosamin in Substratpuffer) pro Vertiefung für 90min 

bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Durch Zugabe von 150µl Glycinlösung wurde die 

Substratreaktion abgestoppt. Die photometrische Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge 

von 410nm am GENios (Tecan). 

Die Berechnung der Degranulation in Prozent erfolgte mit den unten stehenden Formeln 

(2.a, 2.b, 2.c): 

 

Extinktion Überstand (E Ü) =  Extinktion Überstand Probe – Extinktion KL-MZF   (2.a) 

Extinktion Lysat (E L) =   Extinktion Lysat Probe – Extinktion Triton X-100   (2.b) 

Degranulation [%] =   [E Ü / (E Ü + E L)] x 100      (2.c) 

 

2.13   Molekularbiologische Methoden 

2.13.1 RNA-Präparation aus murinen BMMC 
 

Zur Isolation der zellulären Gesamt-RNA wurden die Mastzellen geerntet und zentrifugiert 

(500xg, 5min). Das Zellpellet wurde in 1ml RNA Tri-flüssig resuspendiert, für 5sec auf dem 

Vortexer gemischt und anschließend für 5min lysiert. Danach wurden 200µl Chloroform 

hinzugegeben und für 15sec gründlich gevortext, bis sich die Lösung milchig rosa verfärbte. 

Es folgte eine Inkubation von 5min. Nach Zentrifugation (10000xg, 10min, 4°C) der Proben 

wurden 500µl der wässrigen RNA-haltigen Phase abgenommen, in ein neues 1,5ml 

Reaktionsgefäß überführt und mit 1,5µl Glykogen (20mg/ml) vermischt. Die Proben wurden 

invertiert und für 5min inkubiert. Danach wurden 500µl Isopropanol hinzugefügt und erneut 

invertiert. Die RNA wurde für 10min bei Raumtemperatur gefällt und darauf zentrifugiert 

(10000xg, 10min). Das RNA-Pellet wurde zweimal mit eiskaltem 75%-igem Ethanol 

gewaschen. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet. 

 

2.13.2 Lösen des RNA-Pellets 
 

Für die „Knockdown-Experimente“ wurde das RNA-Pellet in 12µl DEPC-Wasser 

aufgenommen und 5min bei 60°C gelöst. Nach 2min auf Eis wurden die Proben kurz 

anzentrifugiert. Die gelöste RNA wurde in die Reverse Transkription überführt. 
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RNA-Proben für die qRT-PCR wurden in 22,5µl RNA-Aufbewahrungspuffer für 5min bei 

60°C gelöst. Die Proben wurden nach 2min auf Eis anzentrifugiert und es folgte eine 

Konzentrationsbestimmung der RNA im Photometer. 

 

2.13.3 Konzentrationsbestimmung der RNA 
 

Die Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA wurde am BioMate3 UV-Vis-

Spektrometer (Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlänge von 260nm durchgeführt. Für 

die Reverse Transkription wurden 1500ng RNA eingesetzt. 

 

2.13.4 Reverse Transkription 
 

Im Anschluss an die Isolierung der RNA folgte die Reverse Transkription. Dabei wird die 

gewonnene RNA in cDNA umgeschrieben. Als Primer dienten sowohl Oligo-(dT)-Primer als 

auch Hexanukleotide (N6-Primer). Oligo-(dT)-Primer binden an den Poly-A-Schwanz der 

mRNA, sodass die Reverse Transkription am 3´-Ende beginnen kann. Ausgehend von 

diesen Primern synthetisiert die Reverse Transkriptase die cDNA. 

 

Folgender Ansatz wurde für die Reverse Transkription eingesetzt: 

zu 1500ng RNA (in 11µl) wurden 

 

5x M-MuLV-RT-Puffer (Fermentas)       4µl 

Oligo-(dT)-Primer (100ng/ml, Fermentas)      1µl 

dNTP-Mix (2´-Desoxynucleosid-5´-Triphosphat, 10mM, Thermo Fisher Scientific) 2µl 

N6-Primer (20ng/ml, Roche)       1µl 

M-MuLV-Reverse Transkriptase (200U, Fermentas)     1µl 
 

pipettiert. 

 

Die Reverse Transkription wurde in einem Gesamtvolumen von 20µl bei 42°C für 1h 

durchgeführt. Durch Zugabe von 80µl autoklaviertem Wasser wurde die Reaktion 

abgestoppt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C gelagert. 
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Für die Reverse Transkription der aus den „Knockdown-Versuchen“ isolierten RNA wurden 

nur Oligo-(dT)-Primer und keine N6-Primer eingesetzt. Um ein Gesamtvolumen von 20µl zu 

erhalten, wurde mit RNA-Aufbewahrungspuffer aufgefüllt. 

 

2.13.5 semiquantitative Realtime-PCR (qRT-PCR) 
 

Mit Hilfe der qRT-PCR ist es möglich, Nukleinsäuren nach Art einer Polymerase-

Kettenreaktion zu amplifizieren und dabei in Echtzeit durch Fluoreszenzmessungen eine 

Quantifizierung durchzuführen. Die entstehende Fluoreszenz ist dabei proportional zur 

Menge der gebildeten PCR-Produkte [102]. Zur Quantifizierung wurde das Haushaltsgen 

hgprt (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) verwendet.  

Die Proben wurden in Triplikaten unter Einsatz des 5x Hot Start Taq EvaGreen qPCR Mix 

von Axon untersucht. Der fertige Mix enthält bereits den Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen, 

Puffer, eine Hot Start Taq DNA-Polymerase und MgCl2. 

 

Die Ansätze für jede Probe wurden nach folgendem Schema pipettiert: 

 

5x EvaGreen qPCR Mix    4µl 

autoklaviertes H2O    12,5µl 

spez. Primerpaar (je 5pmol/µl)   1µl 

cDNA      2,5µl 

 

Die PCR-Ansätze wurden in spezielle 96-Loch-Platten (96-Well PCR-Platte mit halbem 

Rand, 4-fach segmentiert, Axon; je 20µl) pipettiert und mit Deckeln verschlossen (8er 

ultraklare Deckelstreifen, Axon). Das untenstehende Programm wurde mit dem Gerät iCycler 

von BioRad durchgeführt: 

Programm: 

Aufwärmschritt   50°C  2min 

Initiale Denaturierung  95°C   15min 

Denaturierung   95°C   30sec 

Annealing    57°C  30sec  50 Zyklen 

Elongation   72°C   1min 

Finale Denaturierung  95°C   1min 

Aufnahme der Schmelzkurven 95°C bis 60°C in je 0,5°C-Schritten 
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Die folgenden Primer wurden in der qRT-PCR eingesetzt: 
 

A20   forward:  5´-CAT CCA CAA AGC ACT TAT TGA CA-3´ 

reverse:  3´-GAG TGT CGT AGC AAA GTC CTG TT-5´ 

c-Rel   forward:  5´-CCA GGG CAA GCT GAA CCT TA-3´ 

reverse:  3´-GTG GGT GAT GTG GCA ATC C-5´ 

HGPRT  forward:  5´-GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT G-3´ 

reverse:  3´-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-5´ 

IL-1β   forward:  5´-CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G-3´ 

reverse:  3´-GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA-5´ 

IL-4   forward:  5´-GCA TGG TGG CTC AGT ACT ACG AGT A-3´ 

reverse:  3´-GAA TGT ACC AGG AGC CAT ATC CAC G-5´ 

IL-6   forward:  5´-GCC AGA GTC CTT CAG AGA GAT AC-3´ 

reverse:  3´-CCC AAC GAT TCA TAT TGT CAG-5´ 

IL-9   forward:  5´-CTG ATG ATT GTA CCA CAC CGT GC-3´ 

reverse:  3´-GCC TTT GCA TCT CTG TCT TCT GG-5´ 

IRF-4   forward:  5´-ACG CTG CCC TCT TCA AGG CTT-3´  

reverse:  3´-TGG CTC CTC TCG ACC AAT TCC-5´ 

MD-2   forward:  5´-GAG AAG CAA CAG TGG TTC TG-3´ 

reverse:  3´-CTC CTT TCA GAG CTC TGC AA-5´ 

MyD88   forward:  5´-CGA GTT TGT GCA GGA GAT GA-3´ 

reverse:  3´-GGA TAC TGG GAA AGT CCT TC-5´ 

NFATc1 Exon 3 forward:  5´-TGC CTT TTG CGA GCA GTA TCT-3´ 

reverse:  3´-CAG GCA AGG ATG GGC TCA TAT-5´ 

NFATc2  forward:  5´-ACT TCA CAG CGG AGT CCA AGG T-3´ 

reverse:  3´-GGA TGT GCT TGT TCC GAT ACT CG-5´ 

p50   forward:  5´-GGT ATG CAC CGT AAC AGC AG-3´ 

reverse:  3´-GCT TCC CTC TGT CAT CCG T-5´ 

p52   forward:  5´-CTG GGT GAC ACA TAC AGG AAG AC-3´ 

reverse:  3´-ATA GGC ACT GTC TTC TTT CAC CTC-5´ 

TLR-4   forward:  5´-CAG CTT CAATGG TGC CAT CA-3´ 

reverse:  3´-CTG CAA TCA AGA GTG CTG AG-5´ 

TRIF   forward:  5´-GTC TGT CAG GAG GTG CTC-3´ 

reverse:  3´-CGT TCC GGA CAT GCT CTT TCT C-5´ 
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TRAM    forward:  5´-ACT CTG TCA TGG GTG TTG GG-3´ 

reverse:  3´-CAC TGC TCT GCT CCA CAA AA-5´ 

 

2.13.6 Reportergenuntersuchungen  
 

Bei Reportergenuntersuchungen wird die Promotor-Aktivität eukaryotischer Gene analysiert. 

Dabei werden die zu untersuchenden aktiven Elemente eines Gens jeweils vor die 

kodierende Sequenz eines Reportergens kloniert. In diesem Fall wurden ein 

Minimalpromotor und die Sequenz von NFAT- bzw. von NF-κB-Bindestellen vor das Gen für 

die Luciferase aus dem Glühwürmchen Photinus pyralis eingefügt. Durch die Aktivität der 

NFAT- und NF-κB-Faktoren wird der Promotor aktiviert und das Gen für die Luciferase 

abgelesen. Anhand der Enzymaktivität im Zelllysat kann indirekt eine Aussage über die 

Aktivität der NFAT- bzw. der NF-κB-Promotoren getroffen werden. Durch eine Kotransfektion 

wurde ein weiteres Plasmid in die Zellen eingebracht. Dieses enthält das konstitutiv 

exprimierte luciferase-Gen aus der Weichkoralle Renilla reniformis unter der Kontrolle des 

thymidinkinase-Promoters (pRL-TK). 

Mittels Elektroporation wurden IgE-beladene BMMC transfiziert. Hierfür wurden 

3 x 106Zellen/100µl in ISCOVE mit 100µl Plasmidlösung (NFAT-Reporter: 5µg oder NF-κB-

Reporter: 5µg; pRL-TK: 150ng in 100µl ISCOVE) vermischt und in Elektroporationsküvetten 

(4mm, BioRad) überführt. Bei einer Spannung von 290V und einer Kapazität von 600µF 

wurde die Transfektion mit dem Gene Pulser II der Firma BioRad durchgeführt. Nach der 

Transfektion wurden die Zellen in 5ml warmes KL-MZF aufgenommen und für 2h bei 37°C im 

Brutschrank ruhen gelassen. Nach der Ruhephase wurden die Zellen mit KL-MZF 

gewaschen und anschließend mit Anti-IgE bzw. Ionomycin für 18h stimuliert. 

Zur Herstellung der Zellextrakte und zur Messung der Luciferaseaktivität wurde das 

Dual-Luciferase Reporter Assay System von Promega (siehe Tab. 5) verwendet. Die Zellen 

wurden mit 1ml 1x PBS gewaschen und in 50µl Passive Lysis Buffer (PLB) laut Protokoll 

lysiert. Die Messung der Lumineszenz wurde an einem Luminometer (TD-20/20, Promega) 

mit je 10µl Zellextrakt, 50µl LAR II und 50µl Stop & Glo für jeweils 10sec durchgeführt. Dabei 

wurde auf gleiche Zeitabstände zwischen den einzelnen Messungen der Photinus- und 

Renilla-Luciferase geachtet. Zur Normierung wurden die jeweiligen Messdaten über die 

Werte der Lumineszenz der Renilla-Luciferase abgeglichen. 
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Verwendete Reportergenkonstrukte: 

pNFAT-Luciferase (pNFAT-Luc): 

Stratagene; das Konstrukt enthält stromaufwärts vor dem Gen für die Luciferase aus 

Photinus pyralis eine TATA-Box und vier 30bp lange NFAT-Bindestellen aus dem antigen 

receptor response element 2 des humanen il-2-Promotors [103].    

            

  NFAT (4x):  (GGA GGA AAA ACT GTT TCA TAC AGA AGG CGT)4 

 

pNF-κB-Luciferase (pTATALuc+): 

Freundlicherweise von Ralf Marienfeld (Institut für Molekulare Pathologie, Würzburg) zur 

Verfügung gestellt. Stromaufwärts der TATA-Box befinden sich drei NF-κB-Bindestellen des 

murinen c-Myb intronic enhancers vor dem Luciferase-Gen aus Photinus pyralis [104]. 

NF-κB (3x): (GGC CTC TGG AAA GTA CCT TAA ACA TA)3 

 

2.14   “Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) 

2.14.1 ELISA zur Bestimmung der Cytokine Interleukin 9 und 6 
 

Die Bestimmung erfolgte mittels eines ELISA anhand der Sandwichmethode. Zunächst 

wurde eine 96-Loch-Kulturplatte (MaxiSorp, Nunc) mit dem unmarkierten Primärantiköper 

durch eine Inkubation bei 4°C über Nacht beschichtet. Der Primärantikörper wurde in 

Kopplungspuffer verdünnt (Endkonzentration: IL-9 3µg/ml; IL-6 0,5µg/ml) und jeweils 50µl 

davon wurden in jedes Loch pipettiert. Nachdem die Platte am nächsten Tag dreimal mit 

Waschpuffer gewaschen wurde, wurden freie Bindungsstellen der Platte durch eine 

Inkubation mit Blockpuffer abgesättigt. 50µl Blockpuffer wurden pro Vertiefung vorgelegt und 

für 30min bei 37°C inkubiert. Die Proben und eine definierte Positivkontrolle (jeweils 50µl) 

der entsprechenden Cytokine wurden in Blockpuffer 1:2 seriell verdünnt. Es folgte eine 

Inkubation für 1h bei 37°C. An die Waschschritte schloss sich eine einstündige Inkubation 

mit dem biotinylierten Sekundärantikörper an (50µl pro Loch; Endkonzentration: IL-9 3µg/ml; 

IL-6 0,5µg/ml). Überschüssiger Antikörper wurde durch erneute Waschschritte entfernt. 

Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (Roche) wurde in Blockpuffer verdünnt und in die 

Vertiefungen pipettiert (50µl pro Loch; 0,05U/ml). Nach einer Inkubation von 10min bei 37°C 

und drei weiteren Waschschritten wurde die Substratlösung (1mg/ml ABTS; 2,2-Azino-bis(3-

Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure; 50µl pro Loch) in Substratpuffer mit 0,0075% H2O2 
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zugegeben. Die photometrische Messung erfolgte am GENios der Firma Tecan bei einer 

Wellenlänge von 410nm. 

Die Auswertung der photometrischen Messung erfolgte im Tabellenkalkulationsprogramm 

Excel mit Hilfe eines Makros, das von S. Jin (ehemals Institut für Immunologie, 

Universitätsmedizin, Johannes Gutenberg-Universität Mainz) entwickelt wurde. 

 

2.14.2 ELISA zur Messung der IL-1β-Konzentration 
 

Zur Bestimmung der IL-1β-Konzentration in Zelllysaten wurde das Mouse IL-1β ELISA MAX 

Standard Set der Firma BioLegend verwendet (siehe Tab. 5). Die Reagenzien des Sets 

wurden nach Herstellerangaben verwendet. Es ergaben sich jedoch Änderungen bezüglich 

der Probenvorbereitung und der Handhabung des Probenauftrags. 

Probenvorbereitung:             

Die Bestimmung von IL-1β erfolgte in Zelllysaten stimulierter BMMC. Hierfür wurden die 

Mastzellen zusätzlich zur Stimulation jeweils für 4h mit Brefeldin A (1µg/ml) behandelt. 

Brefeldin A ist ein makrocyclisches Lacton, das den Abbau des Golgi-Komplexes induziert 

und einen retrograden Transport der Proteine vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen 

Retikulum bewirkt. Zudem blockiert Brefeldin A die Bildung von Vesikeln und damit die 

Proteinsekretion [105], wodurch es zur Anhäufung von Proteinen im Cytoplasma der 

Mastzellen kommt. Eine Behandlung der BMMC mit Brefeldin A war notwendig, da es in 

vorangegangenen Untersuchungen nicht möglich war, IL-1β in den Kulturüberständen 

nachzuweisen. Möglicherweise kam es durch freigesetzte Mastzell-Proteasen zu einem 

Abbau des sezernierten Cytokins IL-1β. Daher wurden für den Nachweis von IL-1β Zelllysate 

verwendet. Die stimulierten Zellen wurden mit 500µl 1x PBS gewaschen und in 100µl 

Triton X-100 lysiert. Nach 5min auf Eis wurden die Lysate zentrifugiert (500xg, 5min) und als 

Proben in den IL-1β-ELISA eingesetzt. 

Probenauftrag:                 

In jede Vertiefung der Kulturplatte wurden jeweils 50µl Blockpuffer pipettiert. Die 

vorbereiteten Zelllysate (50µl) und eine definierte Positivkontrolle wurden 1:2 seriell verdünnt 

und über Nacht bei 4°C auf dem Schüttler inkubiert. Alle weiteren Arbeiten erfolgten gemäß 

den Angaben des Herstellers. 

Die Auswertung der erhaltenen photometrischen Daten (GENios, Tecan) erfolgte im 

Tabellenkalkulationsprogramm Excel mittels eines Makros von S. Jin (ehemals Institut für 

Immunologie, Universitätsmedizin, Johannes Gutenberg-Universität Mainz). 
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2.15   Proteinanalyse 

2.15.1 Präparation von Gesamtprotein 
 

Die stimulierten Mastzellen wurden in ein Reaktionsgefäß geerntet und zentrifugiert (500xg, 

5min). Nach einmaligem Waschen mit 500µl 1x PBS wurden die Zellen erneut zentrifugiert 

(500xg, 5min). Das Zellpellet wurde in 70µl SDS-Lysepuffer lysiert und gevortext. Nach 3min 

bei 97°C wurden die Lysate mehrmals mit einer 1ml-Spritze durch eine Kanüle 

(Kanülengröße 0,4 x 12mm) gezogen. 

 

2.15.2 Präparation von nukleärem Protein 
 

Für die Präparation des nukleären Proteins wurde das Cell Fractionation Kit - Standard von 

Abcam (siehe Tab. 5) verwendet. Die stimulierten Zellen (insgesamt 1 x 107 Zellen pro 

Ansatz) wurden geerntet und zentrifugiert (500xg, 5min, 4°C). Nach einem Waschschritt mit 

1ml Puffer A wurden die Zellen in 100µl Puffer A aufgenommen, mit 100µl Puffer B 

homogenisiert und für 7min auf dem Schüttler inkubiert (Lyse der Zellen). Danach wurde die 

Probe zentrifugiert (5000xg, 1min, 4°C). Das Pellet (P1) wurde auf Eis gehalten, während der 

Überstand (Ü1) abgetrennt und zentrifugiert wurde (10000xg, 1min, 4°C). Der entstandene 

Überstand (Ü2) wurde mit Ü1 vereinigt und als cytoplasmatische Fraktion aufbewahrt. Das 

verbleibende Pellet P2 (enthielt Mitochondrien und Nuclei der Zellen) wurde mit 50µl Puffer A 

resuspendiert und mit P1 vereinigt. Es folgte die Zugabe von 50µl Puffer C. Die mittels einer 

Pipette homogenisierte Lösung wurde für 10min auf einem Schüttler inkubiert. Anschließend 

erfolgten zwei Zentrifugationsschritte (5000xg, 1min, 4°C; 10000xg, 1min, 4°C) und es 

wurden die Überstände Ü3 und Ü4 wie oben generiert und als mitochondriale Fraktion 

aufbewahrt. Das vereinigte Pellet aus Pellet P3 und P4 (Nuclei der Zellen) wurde in 

70µl SDS-Lysepuffer lysiert, gevortext und bei 97°C für 3min aufgekocht. Darauf wurde das 

Lysat mehrmals mit Hilfe einer 1ml-Spritze durch eine Kanüle (Kanülengröße 0,4 x 12mm) 

gezogen. Das Lysat aus Pellet P3 und P4 wurde als nukleäre Fraktion in den Western Blot 

überführt. 

 

2.15.3 Proteinbestimmung 
 

Die Proteinkonzentration wurde mittels des DC Protein Assay Kits der Firma BioRad, 

# 5000116 ermittelt. Es wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. 
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2.15.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Mit Hilfe der SDS-PAGE ist es möglich, ein komplexes Proteingemisch der Größe nach 

aufzutrennen. Hierfür wurde ein vertikales System nach Laemmli benutzt [106]. Es wurden 

Fertiggele verwendet, die einen Acrylamid-Gradienten von 4% bis 20% aufweisen. Dies 

erlaubt eine Auftrennung der Proteine mit hoher und niedriger Molekülmasse in einem 

einzigen Gel (Mini-PROTEAN TGX Gele von BioRad). Für die Gele wurde die gewünschte 

Proteinkonzentration (15µg für Gesamtprotein, 25µg für nukleäres Protein) mit 5x SDS-

Ladepuffer versetzt und bei 95°C für 5min denaturiert. Die vorbereiteten Gele wurden mit 

den Proben beladen. Zur Größenbestimmung wurden 5µl eines vorgefärbten 

Proteinstandards (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) 

mitgeführt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 30mA und 200V pro Gel. 

 

2.15.5 Western Blot 
 

Der Western Blot wurde eingesetzt, um quantitative Aussagen über die Expression von 

Proteinen zu machen [107]. Dabei werden die Proteinbanden des SDS-Gels auf eine 

Nitrocellulosemembran übertragen. Die SDS-Gele mit den aufgetrennten Proben wurden im 

Semi-Dry-Verfahren im "Trans-Blot Turbo Blotting System" von BioRad „geblottet“. Hierfür 

wurde das Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Nitrocellulose von BioRad verwendet 

(siehe Tab. 5) und es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Der Proteintransfer erfolgte 

bei 25V und 1A für 30min. Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Proteintransfer für 

30min zwischen zwei Filterpapieren getrocknet. Anschließend wurden die freien 

Bindungsstellen der Membran durch eine Inkubation für 1h in TBST mit 5% Milchpulver 

blockiert. Danach wurde die Membran dreimal für 5min in TBST gewaschen und mit dem 

Primärantikörper verdünnt in TBST und 1% BSA über Nacht bei 4°C inkubiert. Darauf wurde 

die Membran dreimal mit TBST für je 5min gewaschen und mit dem Sekundärantikörper 

verdünnt in TBST und 5% Milchpulver für 1h inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die 

Nitrocellulosemembran dreimal für 5min mit TBST gewaschen. Es folgte ein Waschschritt in 

TBS für 5min, um das Tween 20 zu entfernen. 

Alle durchgeführten Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten auf einem Kippschüttler der 

Firma Biometra. Die Primär- und Sekundärantikörper wurden nach den Angaben des 

Herstellers eingesetzt. 
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2.15.6 Immundetektion 
 

Mittels Chemilumineszenz wurden die an die Nitrocellulosemembran gebundenen Proteine 

sichtbar gemacht. Ein Sekundärantikörper, der mit einer Peroxidase gekoppelt ist, bindet an 

den am Protein gebundenen Primärantikörper. In Gegenwart eines Peroxid-haltigen Puffers 

setzt die Peroxidase Luminol um und es kommt zur Emission von Licht einer Wellenlänge 

von 425nm. Die Messung der Emission erfolgte am ChemiDoc-System von BioRad mit Hilfe 

des Clarity Western ECL Substrate von BioRad. 

 

2.16   RNA-Interferenz 
 

Durch Einsatz der RNA-Interferenz kann man ein bestimmtes Gen stilllegen (siehe Abb. 9). 

Um diese Stilllegung zu erreichen, wurde eine spezifische small interfering RNA (siRNA), die 

gegen eine bestimmte Ziel-mRNA gerichtet ist, mittels Transfektion in die Zellen eingebracht. 

In diesem Fall wurde eine spezifische IRF-4-siRNA bzw. eine NFATc2-siRNA eingesetzt. Als 

Negativkontrolle diente die Transfektion mit einer „scrambled negative control siRNA“. 

 

 

Abb. 9: Stilllegung eines Genes durch siRNA.         
siRNA können aus längeren doppelsträngigen RNA-Molekülen (dsRNA, ~21 Nukleotide lang) oder shRNA (small 
hairpin RNA) entstehen. dsRNA und shRNA werden im Cytoplasma durch die Endoribonuklease Dicer und das 
dsRNA-Bindeprotein R2D2 gespalten. Die resultierenden siRNA enthalten die charakteristische 19 Nukleotide 
lange Duplex-Region mit einem 3´-Überhang und einer N-terminalen Phosphatgruppe. Der RISC-Komplex (RNA-
induced silencing complex) bindet über das zentrale Ago2-Protein an die siRNA. Die siRNA wird entwunden und 
gespalten, so dass nur der Leitstrang im RISC-Komplex verbleibt. Eine Ziel-mRNA, die komplementär zur 
Sequenz des Leitstranges ist, wird durch die Endonuklease-Aktivität von Ago2 gespalten (modifiziert nach [108]). 
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Die BMMC wurden zweimal in ISCOVE gewaschen und auf 3 x 106Zellen/100µl eingestellt. 

Anschließend wurden sie mit 1µM siRNA (IRF-4-siRNA bzw. NFATc2-siRNA) in 100µl 

ISCOVE vermischt und in Elektroporationsküvetten (4mm, BioRad) überführt. Zur 

Negativkontrolle erfolgte eine Transfektion mit 0,5µM „ scrambled negative control siRNA“. 

Die Transfektion erfolgte bei einer Spannung von 290V und einer Kapazität von 600µF am 

Gene Pulser II von BioRad. Die transfizierten BMMC wurden in 5ml warmes KL-MZF 

aufgenommen und für 24h im Brutschrank ruhend belassen. Darauf wurden die Zellen 

einmal mit KL-MZF gewaschen und mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin stimuliert. Nach 

einer Stimulationsdauer von 18h wurden die Zellen geerntet und die Gesamt-RNA präpariert. 

Nach der Reversen Transkription wurde die generierte cDNA in der qRT-PCR analysiert. 

 

Verwendete siRNA: 

IRF-4-siRNA:  - Herstellung von Invitrogen 

- IRF-4-siRNA 1 aus [109] 

- Sequenz: UUG GGA AUU GUU UAA AGG CAA GU 
 

„scrambled negative control siRNA“:  

AllStars Negative Control siRNA (5nmol) # 1027280 von Qiagen 

 

NFATc2-siRNA: 

Trilencer-27 Mouse siRNA für NFATc2 # 18019 von OriGene (Set aus drei siRNA und einer 

„universal scrambled negative control siRNA“) 

 

2.16.1 Bestimmung der Transfektionseffizienz 
 

Um die Effizienz der Transfektion von Mastzellen bei einer Transfektion mit einer siRNA zu 

bestimmen, wurde eine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488-markierte siRNA 

eingesetzt. Die BMMC wurden in ISCOVE gewaschen und auf 3 x 106Zellen/100µl 

eingestellt. 100µl der Zellsuspension wurden mit 1µM Alexa Fluor 488-gefärbter siRNA 

(AllStars Negative siRNA AF 488 (5nmol) von Qiagen # 1027284) in einem Endvolumen von 

200µl ISCOVE vermischt. Nach Transfektion der Zellen mit dem Gene Pulser II (BioRad) bei 

einer Spannung von 290V und einer Kapazität von 600µF wurden die Zellen in 5ml warmes 

KL-MZF aufgenommen. Es folgte eine Ruhezeit von 2h im Brutschrank. Die Zellen wurden 

anschließend mit GM-Puffer gewaschen und in 250µl GM-Puffer aufgenommen. 
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Nachfolgend wurden die Proben durchflusszytometrisch analysiert. Als Negativkontrolle 

dienten Zellen, die mit der markierten siRNA versetzt, jedoch nicht transfiziert wurden. 

 

    

Abb. 10: Mastzellen zeigen eine gute Transfektionseffizienz.           
Mastzellen aus BALB/c wurden mittels Elektroporation mit einer Alexa Fluor 488-markierten siRNA transfiziert. 
Als Negativkontrolle dienten mit siRNA versetzte, nicht transfizierte BMMC. Zwei Stunden nach der Transfektion 
wurde die Transfektionseffizienz durchflusszytometrisch ermittelt. Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensität des 
Farbstoffs Alexa Fluor 488 im Verhältnis zur Zellgröße (forward scatter). Die Darstellung ist ein repräsentatives 
Ergebnis aus drei unabhängigen Experimenten. 

 

Die Abb. 10 zeigt beispielhaft einen Nachweis der Transfektionseffizienz in BMMC aus 

BALB/c. Mit 87% transfizierten Zellen (Alexa Fluor 488-positive Zellen) zeigen 

BALB/c-Mastzellen eine gute Transfektionseffizienz. Auch die Mausstämme C57BL/6, 

Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden auf diese Weise in ihrer Transfektionseffizienz überprüft und 

zeigen vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). 

 

2.17   Graphen und Statistik 
 

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe des t-Testes durch das 

Programm GraphPad Prism 5.0a. Wahrscheinlichkeiten (p-Werte) wurden als signifikant 

gewertet, wenn p ≤ 0,05 ergab. 
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3 Ergebnisse 
 

Die Resultate von Experimenten an Mäusen zeigen oft eine starke Abhängigkeit vom 

jeweiligen genetischen Hintergrund des Mausstammes. Die Mausstämme C57BL/6 und 

BALB/c zeigen Unterschiede hinsichtlich der Funktion der Mastzelle in der angeborenen und 

der adaptiven Immunantwort. Noguchi et al., 2005 konnten nachweisen, dass Mastzellen aus 

beiden Mausstämmen nach Stimulation der IgE-beladenen Zellen mit einem Antigen 

Unterschiede bezüglich der Freisetzung von Mediatoren wie z. B. von Interleukin 5 zeigen 

[110]. Die auftretenden Differenzen können sich auch in der Verteilung der Mastzellzahlen im 

Gewebe wiederspiegeln. So weisen BALB/c-Mäuse in einem Mausmodell für allergisches 

Asthma eine größere Anzahl an Lungenmastzellen im Gewebe auf, als die damit 

verglichenen C57BL/6-Mäuse [111]. Die Ergebnisse zeigen einen Stammunterschied der 

Mausstämme C57BL/6 und BALB/c hinsichtlich der Mastzellfunktion der Mäuse. Diese 

Differenzen können genutzt werden, um beispielsweise unterschiedliche Anfälligkeiten für 

allergische Reaktionen in den Mausstämmen zu induzieren. 

 

3.1 Verglichen mit BMMC aus C57BL/6-Mäusen zeigen BMMC aus  

BALB/c eine gesteigerte IL-9-Produktion 
 

Ausgangspunkt für die folgenden Untersuchungen war die Beobachtung, dass BMMC aus 

BALB/c-Mäusen nach Stimulation mit IgE/Anti-IgE in Kombination mit dem Koaktivator 

R-LPS im Vergleich mit C57BL/6-Mäusen eine vermehrte IL-9-Produktion aufweisen. Es 

wurden IgE-aktivierte Mastzellen der Mausstämme C57BL/6 und BALB/c in An- oder 

Abwesenheit von LPS inkubiert. Nach Beendigung der Stimulation wurde die Konzentration 

von IL-9 in den Kulturüberständen mittels des ELISA-Verfahrens bestimmt. Zur Analyse der 

relativen Expression von IL-9-mRNA nach Präparation der cDNA wurde die qRT-PCR 

verwendet. Als Kontrolle diente jeweils das Cytokin IL-6. 
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Abb. 11: BALB/c BMMC zeigen nach Stimulation mit IgE/Anti-IgE und R-LPS eine erhöhte IL-9-Produktion.             
BMMC aus Mäusen der Stämme C57BL/6 und BALB/c wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine stimuliert. In den 
Kulturüberständen wurden die Konzentrationen der Cytokine (A) IL-9 nach 48h und (B) IL-6 nach 4h mittels 
ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung in ng/ml (n = 15-42, *p = 0,0159).      
Nach Ende der Stimulationszeit wurde die cDNA generiert und die relative Expression von (C) IL-9-mRNA nach 
18h und (D) IL-6-mRNA nach 4h durch die qRT-PCR ermittelt. Als Referenzgen wurde das Haushaltsgen hgprt 
(Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 5-14, **p < 0,001). 

 

Die IgE-Kreuzvernetzung induziert die Produktion der Cytokine IL-9 (siehe Abb. 11A, C) und 

IL-6 (siehe Abb. 11B, D), die bei den Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c vergleichbar 

ausfällt. Das Lipopolysaccharid R-LPS wurde als Kostimulanz für die Cytokinproduktion in 

den Versuchen eingesetzt. R-LPS bewirkt bei C57BL/6 und BALB/c eine Erhöhung der IL-9- 

und IL-6-Cytokinproduktion. Die BMMC aus BALB/c zeigen bei Stimulation mit IgE/Anti-IgE 

in Kombination mit dem als Kofaktor dienenden R-LPS eine deutlich höhere Produktion von 

IL-9 als die ebenfalls untersuchten BMMC aus C57BL/6-Mäusen. Dies konnte sowohl auf 

Proteinebene als auch auf Ebene der cDNA nachgewiesen werden. Die alleinige Stimulation 

mit IgE/Anti-IgE zeigt jedoch keinen Unterschied. Da das Cytokin IL-6 keine 
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Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Stämmen aufzeigt, wurde es für die 

nachfolgenden Experimente als Kontrolle verwandt. 

 

3.1.1   Die Wirkung von Lipopolysaccharid auf murine BMMC 
 

Lipopolysaccharide (LPS) bilden einen wichtigen Bestandteil der äußeren Membran der 

meisten gramnegativen Bakterien. Sie bestehen aus dem Lipid A, einem Kern aus 

Oligosacchariden und der O-spezifischen Polysaccharid-Kette. Diese Polysaccharid-Kette 

besteht aus sich wiederholenden Polysacchariden und fungiert als O-Antigen der Bakterien, 

weshalb sie auch als O-Polysaccharid bezeichnet wird. 

Erkannt wird das LPS durch einen Rezeptorkomplex bestehend aus TLR-4 und MD-224 unter 

Zuhilfenahme des LPS-Bindeproteins und CD14 25  [37]. Nach Aktivierung der 

TLR-4-Signalkaskade kommt es zur NF-κB-abhängigen Produktion proinflammatorischer 

Cytokine [25]. 

Zur besseren Darstellung der Wirkung von LPS auf BMMC der Stämme C57BL/6 und 

BALB/c wurden mit Anti-IgE kreuzvernetzte BMMC mit verschieden hohen Dosen an LPS 

stimuliert. Anschließend erfolgte die Analyse der Kulturüberstände nach einer 

Stimulationszeit von 4h bzw. 48h mittels ELISA. 

 

      

Abb. 12: LPS zeigt als Kofaktor in BMMC aus BALB/c einen stärkeren Effekt auf die Synthese von IL-9 als 
in BMMC aus C57BL/6.                
Die generierten BMMC wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) beladen. Im Anschluss daran erfolgte eine Stimulation der 
Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± LPS oder LPS alleine in den angegebenen Konzentrationen. Mit Hilfe des ELISA 
wurden die Cytokinkonzentrationen in den Kulturüberständen ermittelt. Aufgetragen sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung in ng/ml von (A) IL-9 nach 48h und (B) IL-6 nach 4h (n = 3-6). 

                                                
24 MD-2:   myeloid differentiation protein 2 
25 CD14:   cluster of differentiation 14 
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Durch Zugabe des Koaktivators LPS zu IgE/Anti-IgE-stimulierten Proben ist eine Erhöhung 

der IL-9-Konzentration sichtbar. Jedoch reagieren BMMC aus BALB/c auf die Anwesenheit 

von LPS mit einer stärkeren Produktion von IL-9 als BMMC aus C57BL/6 es vermögen. Bei 

Abnahme der LPS-Menge von 400ng/ml auf 50ng/ml LPS ist eine verminderte 

IL-9-Produktion zu beobachten. Dieser Vorgang wird als Titrationseffekt bezeichnet 

(siehe Abb. 12A). 

Bei IL-6 zeigt sich zwar eine erhöhte Produktion nach Zugabe von LPS zu den IgE/Anti-IgE-

stimulierten Proben, jedoch ist dem verwendeten Konzentrationsbereich kein Titrationseffekt 

nachweisbar (siehe Abb. 12B). 

 

3.1.2   Die R-Form von LPS als potenter Koaktivator von BMMC 
 

Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien lassen sich in drei Formen unterteilen: die 

S-Form26, die R-Form27 und die SR-Form28. Die S-Form besteht aus dem Lipid A, einer 

Kernregion aus Oligosacchariden und einer Kette aus sich wiederholenden Polysacchariden 

(O-Polysaccharid-Kette, O-Antigen). Bei der R-Form des LPS fehlt die O-Polysaccharid-

Kette, während die SR-Form eine Kombination aus S- und R-Form darstellt (siehe Abb. 2) 

[24]. 

Das LPS-Bindeprotein interagiert mit LPS und transferiert dieses auf membrangebundenes 

oder freies CD14. Danach erfolgt der Transfer des LPS vom CD14 zum TLR-4/MD-2-

Rezeptorkomplex. Die Verbindung von MD-2 mit dem Rezeptor TLR-4 ist ein notwendiger 

Schritt für die folgende Aktivierung der TLR-4-Rezeptorkaskade. Es entsteht ein ternärer 

Komplex bestehend aus TLR-4-Heterodimeren, MD-2 und LPS. Durch die Dimerisierung des 

Rezeptors kommt es zur Rekrutierung von Adaptermolekülen, wodurch die intrazelluläre 

Signalkette in Gang gerät [112]. 

Bereits 2006 wurde publiziert, dass murine BMMC kein membrangebundenes CD14 

(mCD14) exprimieren. Zur effektiven Aktivierung der Zellen benötigt die S-Form jedoch die 

Wirkung von mCD14 und dem LPS-Bindeprotein zusammen. Im Gegensatz dazu kann 

R-LPS die Zellen auch ohne vorhandenes mCD14 stimulieren. Somit ist R-LPS fähig, die 

BMMC stärker zu aktivieren als es S-LPS vermag [36], [113]. 

IgE-beladene Mastzellen wurden mit Anti-IgE und den beiden LPS-Chemotypen S- und 

R-LPS aktiviert, um Unterschiede in der Aktivierbarkeit der Zellen zu überprüfen. Die 

                                                
26 S-Form:  smooth Form des LPS 
27 R-Form:   rough Form des LPS 
28 SR-Form:   semirough Form des LPS 
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Konzentrationen an IL-6 und IL-9 in den Überständen der Probenansätze wurden mittels 

ELISA analysiert. Für die in vitro-Stimulationen wurde gereinigtes S- und R-LPS aus 

Salmonella abortus equi oder aus Salmonella minnesota eingesetzt.  

 

 

Abb. 13: Mastzellen werden durch die R-Form des LPS stärker aktiviert.                
Die BMMC aus den Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. Danach 
wurden die Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (250ng/ml) oder S-LPS (250ng/ml) und mit R-LPS (1µg/ml) bzw. 
S-LPS (1µg/ml) alleine stimuliert. Nach der Stimulationsdauer wurde in den Kulturüberständen mittels ELISA die 
Konzentration von IL-9 nach 24h in ng/ml bestimmt. 

 

Bei Aktivierung IgE-beladener Zellen mittels Anti-IgE bzw. durch LPS allein besteht zwischen 

den Stämmen kein Unterschied in der Expression von IL-9. Eine verstärkte Produktion von 

IL-9 ist erst nach Zugabe von LPS zu den mit Anti-IgE kreuzvernetzten Proben zu 

verzeichnen. Dies spricht dafür, dass die Verstärkung der IL-9-Bildung durch das zweite 

Signal, ausgelöst durch die Anwesenheit des Koaktivators LPS, zustande kommt. Weiterhin 

ist zu erkennen, dass bei Verwendung der R-Form eine höhere Produktion an IL-9 resultiert 

als bei Gebrauch von S-LPS (siehe Abb. 13). Dieses Ergebnis stützt die bereits publizierten 

Daten, dass murine BMMC stärker auf R-LPS reagieren. 

 

3.1.3   Blockade des IL-1-Rezeptors durch den  

IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra hemmt  

den Effekt von R-LPS auf die Produktion von IL-9 
 

In vorangegangenen Publikationen konnte eine Abhängigkeit der IL-9-Produktion vom 

proinflammatorischen Cytokin IL-1 dokumentiert werden [48], [50], [51]. Bereits vor Jahren 

wurde IL-1 anhand seiner Eigenschaften als endogenes Pyrogen beschrieben [114]. IL-1 

wird als Antwort auf verschiedene Stimuli, dazu zählen Bakterien, Viren und Cytokine, 

gebildet [115]. Da aktivierte BMMC den Botenstoff IL-1 produzieren können [116], sollte im 
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Weiteren abgeklärt werden, inwieweit sich eine Blockade von endogen produziertem IL-1 auf 

die IL-9-Bildung auswirkt. 

Um eine Blockade der durch IL-1 ausgelösten Effekte herbeizuführen, gibt es verschiedene 

Möglichkeiten. Zum einen könnte ein monoklonaler IL-1-Antikörper verwendet werden, der 

de novo synthetisiertes IL-1 abfängt. Es besteht zudem die Möglichkeit, einen 

IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) einzusetzen. Dieser bindet an den IL-1-Rezeptor (IL-1R) 

und verursacht eine kompetitive Hemmung des Rezeptors. In den Experimenten dieser 

Arbeit kam der rekombinante humane IL-1Ra Anakinra zur Anwendung. Anakinra ist 

identisch mit der natürlich vorkommenden nicht-glykosylierten Form des IL-1Ra, außer dass 

Anakinra ein N-terminales Methionin fehlt. Im Handel wird Anakinra unter dem Namen 

Kineret vertrieben und hat seinen klinischen Einsatz in der Behandlung von rheumatoider 

Arthritis, einer IL-1-dominierten Erkrankung. In klinischen Studien verlangsamt Anakinra 

signifikant das Fortschreiten dieser Erkrankung und reduziert sowohl den 

Knochenverschleiss als auch die Zerstörung von Knorpelsubstanz [117], [118], [119], [120]. 

Für die Experimente wurden die BMMC aus den Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c in 

Gegenwart von Anakinra durch IgE-Kreuzvernetzung aktiviert. Als Kostimulator fungierte der 

bakterielle Zellwandbestandteil R-LPS. Nach der Stimulation wurden die Überstände mittels 

des ELISA-Verfahrens untersucht. Die gewonnene cDNA wurde in der qRT-PCR auf die 

mRNA-Expression von IL-9 und IL-6 analysiert. In Vorversuchen wurde eine Konzentration 

von 5ng/ml Anakinra als wirkungsvoll ermittelt (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 14: Der IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra vermindert die Bildung von IL-9.       
Nach 48-stündiger Präinkubation mit IgE (1µg/ml) erfolgte eine Stimulation der BMMC mit Anti-IgE (1µg/ml) 
± R-LPS (200ng/ml) ± Anakinra (5ng/ml) und R-LPS alleine. Mittels des ELISA-Verfahrens wurden die 
Konzentrationen von (A) IL-9 nach 48h oder (B) IL-6 nach 4h in den Kulturüberständen ermittelt. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung in ng/ml (n = 4-21, *p = 0,0159).            
Die cDNA der Stimulationsansätze wurde generiert und anschließend in der qRT-PCR auf die relative Expression 
von (C) IL-9-mRNA nach 18h und (D) IL-6-mRNA nach 4h hin untersucht. Das Haushaltsgen hgprt wurde als 
Referenz verwendet. Aufgetragen wurden die Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 3-14 (**p = < 0,001). 

 

Anhand der Ergebnisse in Abb. 14 lässt sich eine Abnahme der IL-9-Konzentrationen in den 

mit Anakinra behandelten Proben zeigen (siehe  Abb. 14A, C). Die Menge an IL-9 sinkt unter 

Einwirkung von Anakinra unter die durch Stimulation mit IgE/Anti-IgE provozierte 

Konzentration ab. Die IL-9-Produktion der zwei Mausstämme zeigt sich demzufolge sensitiv 

gegenüber der Wirkung von Anakinra. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass der IL-1Ra 

Anakinra die durch das Kostimulanz R-LPS ausgelöste Verstärkung der IL-9-Expression bei 

beiden Mausstämmen blockieren kann. Jedoch weisen BMMC aus BALB/c eine stärkere 
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Reduktion der IL-9-Produktion als C57BL/6 auf. Anakinra zeigt keinen Einfluss auf die 

Expression des Cytokins IL-6 (siehe Abb. 14B, D). 

 

3.1.4   BMMC aus BALB/c zeigen eine verstärkte IL-1β-Expression  
 

BMMC aus BALB/c-Mäusen zeigen eine gesteigerte IL-9-Expression bei Stimulation der 

IgE-kreuzvernetzten Zellen mit dem Kofaktor R-LPS. Die Zugabe des IL-1Ra Anakinra 

wiederum verringert die IL-9-Produktion, was für eine IL-9-Expression in Abhängigkeit von 

endogen produziertem IL-1 spricht und im Folgenden geklärt werden sollte. Hierfür wurde die 

IL-1β-Expression in aktivierten BMMC mit einem spezifischen IL-1β-ELISA und in der 

qRT-PCR analysiert. Die Bestimmung der Konzentration an IL-1β-Protein erfolgte in 

Brefeldin A-behandelten Zellen, die anschließend durch Zugabe von Triton X-100 lysiert 

wurden. Brefeldin A ist ein Makrolid-Antibiotikum aus dem Pilz Eupenicillium brefeldianum 

[121] und sorgt für eine reversible Unterbrechung des Proteintransportes vom 

Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat. In der Zelle kommt es zur Akkumulation 

von Proteinen - in diesem Fall von IL-1β [122]. Die Brefeldin A-Behandlung war vonnöten, da 

es möglicherweise durch freigesetzte Mastzell-Proteasen zu einem Abbau des sezernierten 

Cytokins IL-1β kommt, wodurch der Nachweis des Proteins im Kulturüberstand nicht mehr 

möglich ist.       

 

Abb. 15: In BMMC aus BALB/c zeigt sich eine gesteigerte IL-1β-Synthese.                 
Im Anschluss an die 48-stündige Präinkubation der Mastzellen mit IgE (1µg/ml) folgte die Stimulation der Zellen 
mittels der Stimulanzien Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) ± Anakinra (5ng/ml) oder R-LPS. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung der Proteinkonzentrationen von (A) IL-β nach 20h in ng/ml (n = 3-5). Die 
Stimulationsansätze wurden jeweils für 4h mit Brefeldin A (1µg/ml) behandelt. Nach der Stimulation wurden 
Zelllysate der Ansätze erstellt und als Proben in den ELISA eingesetzt.       
(B) Die cDNA der aktivierten BMMC wurde in der qRT-PCR auf die relative Expression der IL-β-mRNA nach einer 
Stimulationsdauer von 18h untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 4-9 
Experimenten, normiert auf das Haushaltsgen hgprt. 
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Die endogene Bildung des Cytokins IL-1β in BMMC aus Mäusen des BALB/c-Stammes ist 

gegenüber C57BL/6 auf Protein- (siehe Abb. 15A) und auf mRNA-Ebene (siehe Abb. 15B) 

verstärkt. Durch den Kofaktor R-LPS zeigt sich eine Induktion der IL-1β-Expression bei 

beiden Populationen. Wird der IL-1-Signalweg durch Zugabe des IL-1Ra Anakinra gehemmt, 

zeigen sich keine Auswirkungen auf die IL-1β-Produktion in den BMMC. Somit gibt es keine 

Anzeichen für eine positive Rückkopplung der IL-1β-Produktion. 

 

3.1.5   Exogenes IL-1β kann die IL-9-Bildung von BMMC aus 

C57BL/6 nicht steigern 
 

In BALB/c zeigt sich eine verstärkte IL-9-Expression, die mit einer ebenso gesteigerten 

endogenen IL-1β-Produktion einhergeht. Es stellte sich daher die Frage, ob es in C57BL/6 

durch Gabe von exogenem IL-1β zu einer Erhöhung der Expression von IL-9 kommen 

würde. Die BMMC wurden mit Anti-IgE kreuzvernetzt und mit IL-1β inkubiert. Anschließend 

erfolgte der Nachweis von IL-9 mittels ELISA. Das Cytokin IL-6 diente als Kontrolle. 

 

     

Abb. 16: Mastzellen aus BALB/c zeigen eine stärkere Reaktion auf exogen zugeführtes IL-1β verglichen 
mit C57BL/6.                   
Die mit IgE (1µg/ml) beladenen BMMC wurden mit Anti-IgE (1µg/ml) ± IL-1β (5ng/ml) und IL-1β aktiviert. Mit Hilfe 
des ELISA-Verfahrens wurden (A) die IL-9-Konzentrationen nach 48h und (B) die IL-6-Konzentrationen nach 4h 
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung in ng/ml (n = 3-27). 

 

In IgE/Anti-IgE-aktivierten BMMC kommt es zur Freisetzung der Cytokine IL-6 und IL-9. 

Dieser Effekt verstärkt sich durch exogen zugeführtes IL-1β. Bei BMMC aus BALB/c zeigt 

sich durch Zugabe von IL-1β eine gesteigerte Expression von IL-9. Exogenes IL-1β kann die 

IL-9-Produktion in BMMC aus C57BL/6 kaum verstärken (siehe Abb. 16A). Beide Stämme 

bilden vergleichbare Mengen an IL-6 (siehe Abb. 16B). 
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Durch Titrationsversuche sollte der unterschiedliche Einfluss von exogen verabreichtem 

IL-1β auf die Mastzellen beider Mausstämme genauer untersucht werden. Die Zellen wurden 

mit verschiedenen Konzentrationen an IL-1β aktiviert und der Gehalt an IL-9 bzw. IL-6 wurde 

in den Kulturüberständen durch das ELISA-Verfahren ermittelt. 

 

 

Abb. 17: In IgE/Anti-IgE-stimulierten BMMC kommt es durch IL-1β zu einer konzentrationsabhängigen 
Erhöhung der IL-9-Produktion.                 
Mit IgE (1µg/ml) beladene BMMC aus Mäusen der Stämme C57BL/6 und BALB/c wurden mit Anti-IgE (1µg/ml) 
± IL-1β und IL-1β in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Mittels ELISA wurden anschließend die 
Cytokine (A) IL-9 nach 48h und (B) IL-6 nach 24h Stimulation in den Kulturüberständen bestimmt. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± Standardabweichung in ng/ml (n = 3-7). 

 

Die Gabe des proinflammatorisch wirksamen Cytokins IL-1β bewirkt einen 

konzentrationsabhängigen Anstieg der IL-9-Proteinmenge. Vor allem BMMC aus dem 

Mausinzuchtstamm BALB/c zeigen sich sensibel gegenüber der Zufuhr von exogenem IL-1β 

(siehe Abb. 17A). Der Kofaktor IL-1β ruft bei C57BL/6 und BALB/c eine vergleichbare Menge 

an IL-6 hervor (siehe Abb. 17B). 
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Fazit: 

! BMMC aus BALB/c weisen nach Stimulation mit den Kofaktoren R-LPS oder IL-1β in 

IgE-kreuzvernetzten BMMC eine gesteigerte IL-9-Expression auf. 

! Nach Blockade des IL-1-Signalweges durch Anakinra sinkt die Expression von IL-9. 

! Die endogene IL-1β-Expression ist in BMMC aus BALB/c im Vergleich zu C57BL/6 erhöht. 

! Durch Zufuhr von exogenem IL-1β kann die IL-9-Produktion in C57BL/6 nicht kompensiert werden. 
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3.1.6   Vergleich der Expression von Oberflächenrezeptoren in  

der Durchflusszytometrie 
 

Um zu untersuchen, ob die unterschiedliche Responsibilität der Mastzellen aus den beiden 

Mausstämmen auf Unterschiede in der Expression der beteiligten Rezeptoren 

zurückzuführen ist, wurden durchflusszytometrische Analysen durchgeführt. 

Ruhende Mastzellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern angefärbt und in der 

Durchflusszytometrie betrachtet. Mittels der durchflusszytometrischen Untersuchung wurden 

BMMC auf die Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors untersucht. Weiterhin wurde 

CD117, der Rezeptor für den Kit-Liganden oder auch Stammzellfaktor, analysiert. Mit Hilfe 

der Antikörper konnten ebenfalls die Oberflächenrezeptoren für LPS und IL-1β, 

TLR-4/MD-229 und der IL-1-Rezeptor Typ I (IL-1RI) angefärbt werden. 

 

           

Abb. 18: C57BL/6 und BALB/c BMMC zeigen keine Unterschiede in der Expression wichtiger Rezeptoren.            
Nach vierwöchiger Kultur wurden ruhende BMMC der Stämme C57BL/6 und BALB/c durchflusszytometrisch auf 
die Expression von (A) CD117, (B) TLR-4/MD-2, (C) FcεRI und (D) des IL-1RI untersucht. Für die Versuche 
wurden spezifische Fluoreszenz-markierte Antikörper (Anti-CD117-APC, Anti-TLR-4/MD-2-PE, Anti-FcεRI-PE, 
Anti-IL-1RI-APC) verwendet. Gezeigt sind logarithmische Darstellungen der Fluoreszenzintensitäten im Verhältnis 
zu den aufgenommenen Zellzahlen (% des Maximums). 

 

                                                
29 MyD88:  myeloid differentiation primary response gene 88 
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In Abb. 18 sind die Daten der durchflusszytometrischen Analyse der Rezeptorexpression 

dargestellt. Es zeigen sich bei allen untersuchten Rezeptoren ähnliche Expressionsmuster. 

Folglich lassen sich keine Stamm-spezifischen Unterschiede zwischen C57BL/6 und BALB/c 

feststellen (siehe Abb. 18). Die  Erhöhung der IL-9-Produktion in BALB/c wird daher nicht 

durch ein verändertes Rezeptorvorkommen beeinflusst.  

 

3.1.7   Mastzellen aus beiden Mausstämmen zeigen keine  

  Unterschiede in ihrer Fähigkeit zur Degranulation 
 

Zur Kontrolle der Funktionalität der Mastzellen wurde im folgenden Schritt die Degranulation 

geprüft. Hierfür wurde das Ausmaß der Degranulation indirekt über die Messung einer 

Farbreaktion, katalysiert durch das bei der Degranulation freigesetzte Enzym 

β-Hexosaminidase, ermittelt. Die Zellen wurden nach einer Präinkubation mit IgE über eine 

Anti-IgE-vermittelte Kreuzvernetzung aktiviert. Anhand einer speziellen Formel (siehe 2.12) 

wurde die Degranulation in Prozent berechnet. Ein spezifischer Farbstoff-gekoppelter 

Antikörper gegen das Lysosomen-assoziierte Membranprotein 1 (LAMP-1, CD107a) wurde 

als unabhängiger Nachweis der Degranulation in der Durchflusszytometrie eingesetzt. 

LAMP-1 stellt neben LAMP-2 (CD107b) eine Hauptkomponente der lysosomalen 

Proteinmembran dar. In ruhenden Zellen befindet sich CD107a auf der Innenseite der 

Granula. Kommt es zur Aktivierung der Mastzellen und damit zur Degranulation, fusionieren 

die Membranen der Granula mit der Plasmamembran. CD107a wird auf die Aussenseite der 

Plasmamembran transportiert und kann durchflusszytometrisch nachgewiesen werden [123]. 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
   	
   Ergebnisse 

 

 52 

                  

Abb. 19: Die Mastzellen beider Mausstämme zeigen keine Unterschiede in ihrer Fähigkeit zur 
Degranulation.                  
Mit IgE (1µg/ml) beladene BMMC wurden für 30min mit Anti-IgE (1µg/ml) stimuliert. (A) Mittels einer Farbreaktion 
wurde die Aktivität des Enzyms β-Hexosaminidase in den Stimulationsansätzen gemessen. Das Ausmaß der 
Degranulation wurde mit einer speziellen Formel berechnet und als Mittelwert ± Standardabweichung in Prozent 
angegeben (n = 5). [Extinktion (Überstand) / [Extinktion (Überstand) + Extinktion (Lysat)] x 100%]   
(B) Die Zellen wurden mit Anti-CD107a-APC angefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die Graphik zeigt 
den prozentualen Anteil CD107a-positiver Zellen in den einzelnen Ansätzen. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung in Prozent (n = 5). 

 

Sowohl mittels der Farbreaktion (siehe Abb. 19A), als auch durch die Fluoreszenz-

Markierung (siehe Abb. 19B) konnten keine differierenden Werte der Degranulation zwischen 

den beiden BMMC-Populationen gemessen werden. 

 

3.1.8   Analyse der Expression einzelner Mitglieder der  

  IL-1R/TLR-4-Signalkaskade 
 

Durch Zugabe von IL-1β oder des TLR-4-Liganden R-LPS konnte ein Stamm-spezifischer 

Anstieg der IL-9-Produktion in BMMC aus BALB/c-Mäusen gezeigt werden. 

Durchflusszytometrisch stellten sich keine Unterschiede in der Expression des TLR-4/MD-2 

oder des IL-1RI dar. Infolgedessen wurden im nächsten Schritt die Expressionen einzelner 

Mitglieder der IL-1R/TLR-4-Signaltransduktion genauer betrachtet. 

Der TLR-4-Signalweg kann in zwei Wege unterteilt werden: der MyD88-abhängige30 und der 

MyD88-unabhängige Weg. Durch den MyD88-abhängigen Pfad kommt es zur Aktivierung 

der Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 31 , wodurch nachfolgend die Expression 

proinflammatorischer Cytokine induziert wird. Der MyD88-unabhängige Weg wird durch die 

                                                
30 MyD88:   myeloid differention primary response gene 88 
31 AP-1:   activator protein 1 

ß#Hex%
CD107a%

CD107a

un
sti

muli
ert

IgE
/A

nti
-Ig

E

un
sti

muli
ert

IgE
/A

nti
-Ig

E
0

20

40

60

80

C57BL/6

BALB/c 
C57BL/6 BALB/c

C
D

10
7a

-p
os

iti
ve

 Z
el

le
n 

[%
]

ß-Hexosaminidase

un
sti

muli
ert

IgE
/Anti

-Ig
E

un
sti

muli
ert

IgE
/Anti

-Ig
E

0

20

40

60

80

100

C57BL/6

BALB/c C57BL/6 BALB/c

D
eg

ra
nu

la
tio

n 
[%

]

A" B"β-Hexosaminidase CD107a 



	
   	
   Ergebnisse 

 

 53 

Adapterproteine TRIF32 und TRAM33 (TRIF/TRAM-Weg) vermittelt und führt zur Aktivierung 

von IRF-334, vermittelt durch die Typ I Interferone INF-α und INF-β [23]. Allerdings konnte in 

murinen Mastzellen lediglich der MyD88-abhängige Aktivierungsweg nachgewiesen werden 

[38]. 

Die cDNA von ruhenden bzw. aktivierten BMMC wurde in der qRT-PCR auf die 

mRNA-Expression der Signalmoleküle MD-2, TRIF, MyD88 und TRAM analysiert. Zudem 

wurde zusätzlich die Expression der TLR-4-mRNA bestimmt. 

 

 

Abb. 20: Zwischen den Mausstämmen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression 
wichtiger Signalmoleküle des IL-1R/TLR-4-Rezeptorsignalweges.          
Nach einer Präinkubation mit IgE (1µg/ml) für 48h wurden BMMC aus C57BL/6 und BALB/c mit Anti-IgE (1µg/ml) 
± R-LPS (200ng/ml) für 24h aktiviert oder ruhend belassen. Daraufhin wurde die cDNA präpariert und die 
Expression von (A) TLR-4-mRNA, (B) MD-2-mRNA, (C) TRIF-mRNA, (D) MyD88-mRNA und von 
(E) TRAM-mRNA in der qRT-PCR bestimmt. Zur Normierung wurde das Haushaltsgen hgprt eingesetzt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 2-4). 

 

                                                
32 TRIF:    TIR-domain containing adaptor-inducing interferon β 
33 TRAM:   TRIF-related adaptor molecule 
34 IRF-3:   interferon regulatory factor 3 
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Die Mastzellen aus C57BL/6 und BALB/c weisen eine vergleichbare Expression der 

einzelnen Signalmoleküle der MyD88-abhängigen TLR-4-Signalkaskade auf (siehe Abb. 20). 

Somit gibt es keine Hinweise für eine veränderte Signalweiterleitung in den beiden 

Populationen. 

 

 

 

 

3.1.9   Die differentielle Expression des Transkriptionsfaktors  

  interferon regulatory factor 4 beeinflusst die IL-9-Produktion 
 

Die Familie der interferon regulatory factors (IRF) besteht aus neun Mitgliedern, IRF-1 bis 

IRF-9. Funktionell handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle in der 

Regulation der angeborenen und adaptiven Immunantwort einnehmen [124]. Die Expression 

der IRF ist dabei auf Zellen des Immunsystems wie Lymphozyten, Dendritische Zellen und 

Makrophagen beschränkt [125]. 

In einer bereits publizierten Studie konnte gezeigt werden, dass IRF-4 an den il-9-Promotor 

in CD4+ Th9-Zellen bindet und wichtig für die IL-9-Produktion dieser Zellen ist [126]. Deshalb 

sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob IRF-4 auch an der 

Expression von IL-9 in Mastzellen beteiligt ist. Zunächst wurde die mRNA-Expression von 

IRF-4 in IgE-aktivierten Mastzellen der Stämme C57BL/6 und BALB/c verglichen. 

 

Fazit: 

! Beide Mausstämme zeigen keine Unterschiede bezüglich der Rezeptorexpression von CD117, 

TLR-4/MD-2, FcεRI und IL-1RI. 

! Die Degranulation zeigt keine Beeinträchtigung. 

! Die Analyse der IL-1R/TLR-4-Signalkaskade ergab keine Unterschiede in der Expression der 

Signalmoleküle TLR-4, MD-2, TRIF, MyD88 und TRAM. 

" Variierende Expressionsniveaus von Rezeptoren oder Signalmolekülen des IL-1R/TLR-4-Signalweges 

sind ursächlich nicht an der verstärkten IL-9-Expression beteiligt. Daher wurde auf Ebene der 

Transkriptionsfaktoren nach einem Unterschied zwischen Mastzellen aus C57BL/6- und BALB/c-Mäusen 

gesucht. 
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Abb. 21: Die Expression der IRF-4-mRNA ist abhängig von endogenem IL-1β und verstärkt in Mastzellen 
aus BALB/c-Mäusen.                  
An die 48-stündige Beladung der Mastzellen mit IgE (1µg/ml) schloss sich eine Stimulation der Zellen mit Anti-IgE 
(1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) ± Anakinra (5ng/ml) und R-LPS alleine an. Nach Synthese der cDNA erfolgte die 
Bestimmung der Expression von IRF-4-mRNA mittels qRT-PCR, normiert auf die Expression des Gens hgprt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung nach einer Stimulationsdauer von 18h (n = 3-6). 

 

In BALB/c-Mastzellen zeigt sich eine höhere Expression von IRF-4-mRNA nach Aktivierung 

der Zellen mit IgE/Anti-IgE und dem Kofaktor R-LPS im Vergleich zu Mastzellen aus 

C57BL/6-Mäusen. Es fällt auf, dass sich durch Verwendung des IL-1Ra Anakinra die 

IRF-4-mRNA-Produktion bei beiden Stämmen reduziert (siehe Abb. 21). Die erhaltenen 

Ergebnisse legen eine Abhängigkeit der IRF-4-Regulation durch endogenes IL-1β nahe. 

 

Im nächsten Schritt wurde die Bildung von IRF-4 auf Proteinebene untersucht. Nach 

Stimulation der BMMC folgte die Protein-Präparation. 15µg des gewonnenen 

Gesamtproteins wurden im Western Blot eingesetzt. Der chemilumineszente Nachweis fand 

mittels eines spezifischen Anti-IRF-4-Antikörpers statt. Das Strukturprotein β-Aktin wurde als 

interne Referenz der aufgetragenen Proteinmengen angefärbt. 

 

 

 

IRF#4%RT%

IRF-4 RT IgE 18h

un
sti

muli
ert

R-LP
S

IgE
/A

nti
-Ig

E

+ R
-LP

S

+ R
-LP

S + 
Ana

kin
ra

un
sti

muli
ert

R-LP
S

IgE
/A

nti
-Ig

E

+ R
-LP

S

+ R
-LP

S + 
Ana

kin
ra

0

10

20

30

C57BL/6
BALB/c

C57BL/6 BALB/c

re
la

tiv
e 

E
xp

re
ss

io
n 

vo
n 

IR
F-

4-
m

R
N

A



	
   	
   Ergebnisse 

 

 56 

 

Abb. 22: Verstärkte Expression von IRF-4 in BMMC aus BALB/c.                 
Auf die Präinkubation der BMMC aus Mäusen der Stämme C57BL/6 und BALB/c mit IgE (1µg/ml, 48h) folgte eine 
Stimulation der Zellen für 18h. Als Stimulanzien wurden Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine 
verwendet. Aus den Zellen wurde Gesamtprotein gewonnen und mittels Western Blot (15µg Protein) analysiert. 
Die Anfärbung von IRF-4 erfolgte mit einem spezifischen Anti-IRF-4-Antikörper durch Chemilumineszenz. Als 
Beladungskontrolle diente β-Aktin. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von zwei unabhängigen 
Experimenten. 

 

Die Daten des Western Blots spiegeln die Ergebnisse der qRT-PCR wider (siehe Abb. 22). 

IgE-kreuzvernetzte Mastzellen aus dem Mausstamm BALB/c bilden nach Stimulation mit R-

LPS mehr IRF-4 als C57BL/6. In ruhenden bzw. ausschließlich mit R-LPS aktivierten BMMC 

ist hingegen nur eine sehr geringe Proteinproduktion nachweisbar. 

Somit konnte für die Mastzellen aus BALB/c eine mit der gesteigerten IL-9-Produktion 

einhergehende Überexpression von IRF-4 gezeigt werden. Diese gesteigerte IRF-4-Bildung 

scheint eine Abhängigkeit von IL-1β zu besitzen, da es in Gegenwart des IL-1Ra Anakinra zu 

einer verminderten Expression von IRF-4 kommt. Im Folgenden wurde untersucht, ob die 

IRF-4-Expression in BMMC Einfluss auf die Produktion von IL-9 hat. Als Methode der Wahl 

wurde der „Knockdown“ der mRNA durch den Einsatz von siRNA35 gewählt. 

 

3.1.10 Der siRNA-vermittelte „Knockdown“ von IRF-4  

beeinträchtigt die Produktion von IL-9 
 

Im Folgenden wurde die Genexpression von irf-4 auf Ebene der RNA durch die Verwendung 

von RNA-Interferenz vorrübergehend unterbunden. Dabei wird eine siRNA in die Zellen 

eingeschleust und es kommt zur Sequenz-spezifischen Stilllegung (posttranskriptionelles 

Gen-Silencing) eines Gens auf mRNA-Ebene [108]. 

                                                
35 siRNA:   small interfering RNA 
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Ruhende Mastzellen wurden mit einer spezifischen IRF-4-siRNA (siRNA 1 aus [109]) 

transfiziert. Zur Kontrolle fand eine Transfektion mit „scrambled negative control siRNA“ statt. 

Nach 24h Ruhezeit wurden die transfizierten BMMC mit Ionomycin aktiviert. Die Analyse der 

cDNA erfolgte mittels qRT-PCR. Die RNA des Haushaltsgens hgprt 36  wurde zur 

Normalisierung herangezogen. Die Effizienz der Transfektion wurde durch eine 

Fluoreszenz-markierte siRNA überprüft (siehe 2.16.1). 

 

 

 

Abb. 23: Der „Knockdown“ von IRF-4 bewirkt eine Verminderung der IL-9-mRNA-Expression.             
BMMC aus BALB/c wurden mit einer spezifischen IRF-4-siRNA oder „scrambled negative control siRNA“ 
transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen mit Ionomycin (1µM) für 18h stimuliert. Die cDNA wurde auf die relative 
Expression von (A) IRF-4-mRNA, (B) IL-9-mRNA und (C) IL-1β-mRNA mittels qRT-PCR analysiert. Die 
Expressionsdaten wurden mit Hilfe der RNA des Haushaltsgens hgprt normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 8-18, *p < 0,001). 

 

Der transiente „Knockdown“ von IRF-4 (siehe Abb. 23A) hat eine signifikante Reduktion der 

relativen Expression von IL-9-mRNA bei BALB/c BMMC zur Folge (siehe Abb. 23B). Die 

ebenfalls untersuchte mRNA des il-1β-Gens zeigt keine Veränderungen (siehe Abb. 23C). 

Mit Hilfe der „Knockdown-Versuche“ konnte eine Abhängigkeit der IL-9-Produktion von dem 

Transkriptionsfaktor IRF-4 in Mastzellen beschrieben werden. Jedoch kommt es nach 

„IRF-4-Knockdown“ nicht zu einer verringerten Expression von IL-1β, was für eine direkte 

Wirkung von IRF-4 auf die IL-9-Produktion spricht. 

 

 

 

                                                
36 hgprt:    Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
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3.1.11 Die Mastzell-spezifische Defizienz des 

Transkriptionsfaktors IRF-4. 
 

Die Resultate der vorangegangenen Versuche dokumentieren eine IRF-4-Überexpression in 

Mastzellen aus BALB/c, die zu einer gesteigerten IL-9-Produktion nach Stimulation mit 

R-LPS in aktivierten BMMC führt. Im Laufe der vorliegenden Arbeit ergab sich die 

Möglichkeit, die durch Einsatz von siRNA erhaltenen Resultate mit Hilfe gentechnisch 

veränderter Mäuse zu überprüfen. Hierfür konnten Mäuse mit einer Mastzell-spezifischen 

IRF-4-Defizienz verwendet werden. Zur Generierung dieser Mäuse wurde der Mausstamm 

Mcpt5-Cre auf C57BL/6-Hintergund mit Irf-4fl/fl-Mäusen verpaart. Die Mcpt5-Cre-Mäuse 

besitzen ein Gen für die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Mastzellprotease (Mcpt) 5-

Promotors [95]. Mcpt5 wird vorwiegend in Bindegewebsmastzellen exprimiert, konnte jedoch 

auch in BMMC nachgewiesen werden. Bei den Irf-4fl/fl-Mäusen wurde das irf-4-Gen 

stromaufwärts der Promotorregion und stromabwärts des Transkriptionsstartpunktes im 

zweiten Exon mit loxP-Erkennungssequenzen markiert. Durch gezieltes Herausschneiden 

der loxP-Signalsequenzen durch die Cre-Rekombinase kann anschließend in den 

Bindegewebsmastzellen kein funktionales IRF-4 mehr gebildet werden [127]. Die aus der 

Verpaarung erhaltenen Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl-Mäuse haben daher eine IRF-4-Defizienz in den 

generierten BMMC.          
  

              

Abb. 24: BMMC aus Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl-Mäusen weisen eine Defizienz des Transkriptionsfaktors IRF-4 auf. 
Auf eine Präinkubation der Mastzellen mit IgE (1µg/ml) folgte eine Stimulation der Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) 
und R-LPS (200ng/ml). An die Stimulation schloss sich die Synthese der cDNA an. Die generierte cDNA wurde in 
der qRT-PCR auf die relative Expression von IRF-4-mRNA nach einer Stimulationsdauer von 18h untersucht. Als 
Referenzgen wurde das Haushaltsgen hgprt verwendet. 

 

Abb. 24 zeigt den vollständigen Verlust des Transkriptionsfaktors IRF-4 in aktivierten 

Mastzellen, ermittelt anhand der relativen Expression von IRF-4-mRNA in aktivierten BMMC 

durch die qRT-PCR. 
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3.1.12 Die Defizienz des Transkriptionsfaktors IRF-4 wirkt sich  

nicht auf die Fähigkeit zur Degranulation aus. 
 

Durch die eingebrachten loxP-Sequenzen kommt es nach Expression der Cre-Rekombinase 

zu einer Defizienz des Transkriptionsfaktors IRF-4 in Mastzellen (siehe Abb. 24). Um zu 

überprüfen, ob sich der Verlust von IRF-4 negativ auf die Degranulation der Mastzellen 

auswirkt, wurden diese für 30min mit IgE/Anti-IgE stimuliert. 

 

 

 

Abb. 25: Die Mastzell-spezifische IRF-4-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Degranulation.       
Präinkubierte BMMC (IgE 1µg/ml, 48h) wurden für 30min mit Anti-IgE (1µg/ml) stimuliert. Anschließend wurde in 
den Stimulationsansätzen mittels Farbreaktion die Aktivität des Enzyms β-Hexosaminidase gemessen. Die 
Graphik zeigt die Anzahl an degranulierten Zellen in Prozent. Das Ausmaß der Degranulation wurde mit folgender 
Formel berechnet: (Extinktion (Überstand) / [Extinktion (Überstand) + Extinktion (Lysat)] x 100%). 

 

Es können keine Unterschiede in der Degranulation ausgemacht werden (siehe Abb. 25). 

Die Mastzellen aus den Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl-Mäusen zeigen somit keine Mängel in ihrer 

Fähigkeit zu degranulieren. 

 

3.1.13 Durch die Defizienz von IRF-4 verringert sich die  

IL-9-Produktion 
 

Als nächstes wurde die Auswirkung der genetischen IRF-4-Defizienz auf die IL-9-Expression 

bestimmt. Kulturüberstände bzw. cDNA stimulierter Mastzellen wurden hierfür sowohl mittels 

ELISA als auch in der qRT-PCR untersucht. 
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Abb. 26: Der Transkriptionsfaktor IRF-4 ist wichtig für die IL-9-Produktion.               
Mastzellen aus Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl und aus dem Wildtyp wurden mit Ionomycin (1µM) ± R-LPS (200ng/ml) und 
R-LPS alleine aktiviert. In den Kulturüberständen der Stimulationsansätze wurden die Konzentrationen der 
Cytokine (A) IL-9 nach 48h und (B) IL-6 nach 4h mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung in ng/ml (n = 2-3).                     
Die Mastzellen wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert und danach mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) 
oder R-LPS stimuliert. Nach der cDNA-Präparation erfolgte die Bestimmung der relativen Expression von 
(C) IL-9-mRNA nach 18h und (D) IL-6-mRNA nach 4h in der qRT-PCR. Die Normierung der Daten erfolgte 
anhand des Haushaltsgens hgprt. Die Graphik zeigt die Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 2-3 
Experimenten. 

 

Die Ergebnisse in Abb. 26A und C zeigen eine Verminderung der IL-9-Expression in 

IRF-4-defizienten BMMC. Im ELISA kann nur nach Kostimulation mit R-LPS noch eine 

geringe IL-9-Bildung nachgewiesen werden (siehe Abb. 26A), während die IL-6-Produktion 

sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene nicht beeinflusst wird (siehe Abb. 26B, D). 
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3.1.14 Die Mastzell-spezifische IRF-4-Defizienz zeigt keinen  

Einfluss auf die Bildung von IL-1β-mRNA 
 

Abschließend erfolgte die Analyse der IL-1β-mRNA in den verwendeten IRF-4-defizienten 

Mastzellen nach Aktivierung mit IgE/Anti-IgE in Verbindung mit dem Kostimulanz R-LPS 

mittels qRT-PCR. 

 

Abb. 27: Die Defizienz des Transkriptionsfaktors IRF-4 wirkt sich nicht auf die Expression von IL-1β aus. 
Die BMMC wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. Hiernach schloss sich eine Aktivierung der Mastzellen 
mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) an. Nach Ende der Stimulationszeit wurde die cDNA generiert und die 
relative Expression von IL-1β-mRNA nach 18h per qRT-PCR ermittelt. Als Referenzgen wurde das Haushaltsgen 
hgprt verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 2-4). 

 

Die ermittelten relativen Expressionen der IL-1β-mRNA sind zwischen Wildtyp und 

Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl vergleichbar (siehe Abb. 27). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Mastzell-spezifische IRF-4-Defizienz 

nachweislich zu einer verminderten IL-9-Expression in den BMMC führt. Jedoch bleibt die 

Produktion der Cytokine IL-6 und IL-1β sowie die Degranulation unbeeinflusst. Die durch 

Einsatz der IRF-4-defizienten BMMC erhaltenen Ergebnisse untermauern damit die bereits in 

BALB/c ermittelte Rolle des Transkriptionsfaktors IRF-4 bezüglich der Regulation des 

Cytokins IL-9. Eine verstärkte Expression von IRF-4 zieht eine gesteigerte IL-9-Expression in 

Mastzellen aus BALB/c nach sich. 

 

3.1.15 Der Transkriptionsfaktor IRF-1 wird in BALB/c 

verstärkt gebildet 
 

In den vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich eine höhere Expression des 

Transkriptionsfaktors IRF-4 in BALB/c, die sich positiv auf die IL-9-Produktion auswirkt. 
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Neben IRF-4 wurde auch der Faktor IRF-1 überprüft. In Th9-Zellen konnte gezeigt werden, 

dass IRF-1 Teil eines Signalweges ist, der letztlich zur Expression des Cytokins IL-9 führt. 

Bei Stimulation der Th9-Zellen mit dem proinflammatorischen Cytokin IL-1β wird die 

Phosphorylierung von STAT1 (Signal Transducers and Activators of Transcription 1) 

induziert, wodurch sich die Expression von IRF-1 erhöht. IRF-1 wiederum bindet an drei 

IRF-1-Bindestellen im il-9-Promotorbereich, was eine Erhöhung der IL-9-Expression bewirkt 

[128]. Im Folgenden wurde die relative Expression von IRF-1-mRNA in stimulierten BMMC 

beider Mausstämme mittels qRT-PCR analysiert. 

 

     

Abb. 28: Der Transkriptionsfaktor IRF-1 wird in BMMC aus BALB/c vermehrt exprimiert.         
Die BMMC wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) 
± IL-1β (5ng/ml) oder ± R-LPS (200ng/ml) und mit IL-1β oder R-LPS alleine aktiviert. Die relative Expression von 
(A) IRF-1-mRNA mit dem Koaktivator IL-1β und (B) IRF-1-mRNA mit dem Koaktivator R-LPS wurde nach einer 
Stimulationszeit von 18h mittels qRT-PCR untersucht. Die dargestellten Mittelwerte ± Standardabweichung von 
n = 3 Experimenten wurden durch Einsatz des Referenzgens hgprt normiert. 

 

Nach Stimulation der BMMC aus BALB/c mit IgE/Anti-IgE und IL-1β kommt es in diesen 

Zellen zu einer verstärkten Expression von IRF-1-mRNA im Gegensatz zu BMMC aus 

C57BL/6 (siehe Abb. 28A). Gleiches zeigt sich bei Stimulation der Zellen mit dem Koaktivator 

R-LPS. BALB/c bilden gegenüber C57BL/6 vermehrt IRF-1-mRNA (siehe Abb. 28B). 
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3.1.16 Aktivierung des NF-κB-Signalweges 
 

Aus den bisher gezeigten Daten lässt sich ableiten, dass eine erhöhte Expression des 

Transkriptionsfaktors IRF-4 in BMMC aus BALB/c-Mäusen eine Ursache für die gesteigerte 

Produktion von IL-9 in diesen Zellen ist. Die Expression von IRF-4 wird von NF-κB-Faktoren 

kontrolliert, welche auch direkten Einfluss auf die Produktion von IL-9 nehmen [129], [51], 

[130]. Aus diesem Grund wurde im Folgenden die Aktivität und Expression der 

NF-κB-Faktoren in Mastzellen aus beiden Mausinzuchtstämmen miteinander verglichen. 

BMMC aus C57BL/6 und BALB/c wurden mit einem NF-κB-Reportergenkonstrukt 

(pTATALuc+ (3x NF-κB), [104]) transfiziert, welches eine TATA-Box vor dem luciferase-Gen 

aus Photinus pyralis enthält. Stromaufwärts der TATA-Box befinden sich drei 

NF-κB-Bindungsstellen. Bindet NF-κB an diese κB-Bindestellen wird der Promotor aktiviert 

und das Gen für die Luciferase wird abgelesen. Dies ermöglicht es, die Aktivität der 

NF-κB-Faktoren nachzuweisen. Ein anderes Plasmid (pRL-TK), das ein zweites, konstitutiv 

exprimiertes luciferase-Gen (aus Renilla reniformis) enthält, wurde zum Ausgleich 

unterschiedlicher Transfektionseffizienzen mit in die Zellen eingebracht. 

 

Fazit: 

! BMMC aus BALB/c weisen eine höhere Expression des Transkriptionsfaktors IRF-4 auf. 

! Der „Knockdown“ von IRF-4 in BALB/c verringert die IL-9-Expression, während die IL-1β-Expression 

unbeeinträchtigt bleibt. 

! Mittels der Mastzell-spezifischen IRF-4-Defizienz konnte gezeigt werden, dass es bei Wegfall von 

IRF-4 zu einer Verringerung der IL-9-Expression kommt. 

! Die Expression von IL-6 und IL-1β wird durch die IRF-4-Defizienz nicht beeinflusst, ebenso die 

Degranulation. 

! BALB/c zeigen eine vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors IRF-1, wodurch die 

IL-9-Expression ebenfalls positiv beeinflusst werden könnte. 

" Der Transkriptionsfaktor IRF-4 zeigt eine positive Wirkung auf die Expression von IL-9, jedoch nicht auf 

die Expression von IL-1β. 
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Abb. 29: In BALB/c-Mastzellen ist eine höhere NF-κB-Aktivität nachweisbar.               
Mit IgE (1µg/ml, 48h) beladene BMMC wurden mittels Elektroporation mit einem NF-κB-Reportergenkonstrukt 
(pTATALuc+, 5µg) und einem konstitutiv aktiven Kontrollplasmid (pRL-TK, 150ng) transfiziert. Anschließend 
wurden die Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine über Nacht stimuliert. Nach Lyse 
der Zellen wurden die NF-κB-abhängigen und die konstitutiven Luciferase-Aktivitäten gemessen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung der relativen normierten NF-κB-Reportergenaktivität. Die Werte der 
unstimulierten Proben wurden jeweils auf eins gesetzt und alle Werte der anderen Ansätze wurden darauf 
bezogen (n = 4-8, *p = 0,0211). 

 

Werden BMMC aus C57BL/6 und BALB/c durch IgE-Kreuzvernetzung oder durch den 

Kostimulator R-LPS aktiviert, zeigen die Zellen eine vergleichbare Aktivität der 

NF-κB-Faktoren untereinander. Eine Stimulation mit einer Kombination aus IgE/Anti-IgE und 

R-LPS lässt jedoch eine überschießende Verstärkung der NF-κB-Aktivität in BALB/c 

erkennen (siehe Abb. 29). Somit reagieren BALB/c-Mastzellen auf den Einfluss des 

Koaktivators R-LPS empfindlicher als BMMC aus C57BL/6. Da das Reportergenkonstrukt 

nicht spezifisch für eines der fünf Proteine der NF-κB-Familie ist, kann nur eine generell 

höhere Aktivität nachgewiesen werden. Folgend wurde daher die Expression einzelner 

NF-κB-Faktoren mittels qRT-PCR bestimmt. 

 

3.1.16.1 Expression einzelner NF-κB-Faktoren 
 

Die NF-κB-Proteine p50 und p52 haben keine Transaktivierungsdomäne und fungieren 

daher primär als nicht-transaktivierende Untereinheiten bei der Bindung an die DNA der 

Zielsequenzen [61]. Im Folgenden sollte überprüft werden, ob der Mausstamm C57BL/6 eine 

veränderte Expression der NF-κB-Faktoren p50 und p52 aufweist. Durch Stimulation der 

Mastzellen aus den Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c mittels Anti-IgE-vermittelter 

Kreuzvernetzung in Verbindung mit R-LPS und anschließender cDNA-Präparation wurden 

die Expressionen der mRNA für p50 und p52 in der qRT-PCR untersucht. 
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Abb. 30: Die Transkriptionsfaktoren p50 und p52 zeigen bei C57BL/6 nach 18h eine leichte Erhöhung ihrer 
Expression.                       
Im Anschluss an die Präinkubation der Mastzellen mit IgE (1µg/ml) für 48h erfolgte eine Stimulation der Zellen mit 
Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine. Nach einer Stimulationsdauer von 18h wurde die cDNA 
präpariert. Die relative Expression von (A) p50-mRNA und (B) p52-mRNA nach 18h wurde mit Hilfe der qRT-PCR 
analysiert. Das Gen hgprt diente hierbei als Referenzgen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung 
(n = 3-5). 

 

Die nicht-transaktivierenden NF-κB-Faktoren p50 und p52 weisen nach 18h Stimulation 

verglichen mit BALB/c eine höhere Expression in C57BL/6 auf (siehe Abb. 30). 

 

In den folgenden Experimenten wurden die Funktionen des Transkriptionsfaktors c-Rel 

hinsichtlich der IL-9-Regulation bestimmt. Der Faktor c-Rel ist ebenfalls Teil der 

NF-κB-Familie und wurde zuerst als Onkogen beschrieben [131]. Durch die vorhandene 

Transaktivierungsdomäne wirkt c-Rel aktivierend auf die Expression NF-κB-regulierter Gene 

[59], [60]. Hinzu kommt, dass c-Rel in seiner Expression selbst durch im Promotorbereich 

vorhandene NF-κB-Bindestellen reguliert wird [132]. In murinen B-Zellen zeigte sich zudem, 

dass c-Rel durch Autoregulation seinen eigenen Promotor aktiviert [133], [134]. Für die 

Untersuchung der relativen mRNA-Expression wurden die BMMC mit IgE/Anti-IgE und 

R-LPS aktiviert und danach die cDNA analysiert. 
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Abb. 31: Der Transkriptionsfaktor c-Rel wird in Mastzellen aus BALB/c verstärkt gebildet.         
Die aus den Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c generierten BMMC wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) beladen. 
Darauf wurde eine Stimulation der Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml), R-LPS (200ng/ml) oder mit einer Kombination der 
beiden Stimulanzien durchgeführt. In der qRT-PCR wurden die relativen Expressionswerte der c-Rel-mRNA nach 
4h ermittelt, indem die Daten auf das Referenzgen hgprt normiert wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 3-4, *p = 0,0407). 

 

BALB/c zeigen nach 4h eine höhere c-Rel-Expression als C57BL/6 (siehe Abb. 31). Für die 

anderen Faktoren der Rel-Unterfamilie, RelA und RelB, ergaben sich keine Unterschiede der 

Expression zwischen den Mausstämmen (Daten nicht gezeigt). 

 

Anschließend folgte die Untersuchung der c-Rel-Bildung auf Proteinebene. Hierfür wurde 

Gesamtprotein und nukleäres Protein aus den Stimulationsansätzen der untersuchten 

BMMC gewonnen und mittels Western Blot analysiert. Als Beladungskontrolle wurde das 

Strukturprotein β-Aktin verwendet, das sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus zu finden 

ist [135]. Zudem wurde das im Nukleus vorkommende Protein Lamin A/C als 

Ladungskontrolle der nukleären Proteine eingesetzt. 
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Abb. 32: Im Nukleus von BALB/c BMMC wird im Vergleich zu C57BL/6 der Transkriptionsfaktor c-Rel 
stärker exprimiert.                     
Mastzellen aus C57BL/6 und BALB/c inkubierten in Gegenwart von IgE (1µg/ml) für 48h. Im Anschluss wurden 
die Zellen mit den Stimulanzien Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine für 8h aktiviert. 
(A) Nach der Stimulation wurde das Gesamtprotein isoliert und 15µg Protein im Western Blot aufgetragen. Die 
Detektion erfolgte mit einem Anti-c-Rel-Antikörper mittels Chemilumineszenz. Als Beladungskontrolle fungierte 
β-Aktin. (B) An die Stimulation der BMMC schloss sich die Präparation der nukleären Proteine an. 25µg der 
nukleären Proteine wurden mittels Western Blot aufgetragen und mit einem spezifischen Antikörper gegen c-Rel 
detektiert. Zur internen Kontrolle dienten Antikörper gegen Lamin A/C und β-Aktin. Dargestellt sind repräsentative 
Western Blots aus neun bzw. sechs unabhängigen Experimenten. 

 

Im Western Blot ist in zellulären Lysaten von BMMC aus BALB/c nach Stimulation der Zellen 

mit IgE/Anti-IgE allein und in Kombination mit dem Koaktivator R-LPS eine höhere Menge an 

c-Rel nachweisbar (siehe Abb. 32A). Dies geht einher mit einem Anstieg der c-Rel-Menge im 

Nukleus von BALB/c-Mastzellen (siehe Abb. 32B). Das Strukturprotein Lamin A/C erwies 

sich hierbei als ungeeignete Ladungskontrolle, weshalb parallel das Strukturprotein β-Aktin 

nachgewiesen wurde. 

 

Die verstärkte Expression von c-Rel in BMMC aus BALB/c legt die Vermutung nahe, dass es 

zu einer gesteigerten Expression NF-κB-abhängiger Gene kommt. Zu diesen Genen zählen 

IRF-4, c-Rel und IL-1β. 
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3.1.17 Die Inhibition von c-Rel hemmt die Produktion von IL-9,  

IL-1β und IRF-4 und weiterer NF-κB-Zielgene 
 

Durch die vorangegangenen Versuche konnte eine verstärkte Expression des 

Transkriptionsfaktors und NF-κB-Familienmitglieds c-Rel gezeigt werden. Folgend wurde 

daher die Auswirkung der Inhibition des Faktors c-Rel analysiert. Zu diesem Zweck wurde 

ein neuartiger c-Rel-Inhibitor, IT-60337, verwendet. IT-603 bindet direkt aber reversibel an 

den Transkriptionsfaktor c-Rel, wodurch eine Konformationsänderung bewirkt wird, die die 

DNA-Bindung und die Transkriptionsaktivität von c-Rel blockiert 38. Mit Hilfe des Inhibitors 

gelang es, die c-Rel-Aktivität in T-Zellen zu hemmen [100]. 

Da bereits 2001 eine Bindung von c-Rel an die drei im murinen il-9-Promotor lokalisierten 

NF-κB-Bindestellen (NF-κB1 - 3) dokumentiert werden konnte [51], wurde zunächst der 

Einfluss der c-Rel-Inhibition auf die IL-9-Expression untersucht. BMMC des Mausstammes 

BALB/c wurden mit dem c-Rel-Inhibitor IT-603 für eine halbe Stunde vorinkubiert und 

anschließend mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin und dem Kofaktor R-LPS aktiviert. Mit 

der qRT-PCR wurde die Expression von IL-9 verfolgt. Als Kontrolle wurde das 

NF-κB-unabhängige Cytokin IL-4 nachgewiesen. 

 

 

Abb. 33: Die Hemmung des Transkriptionsfaktors c-Rel durch den c-Rel-Inhibitor IT-603 geht mit einer 
Verminderung der IL-9-Expression einher.              
Die Mastzellen wurden mit dem c-Rel-Inhibitor IT-603 (50µM) für 30min vorinkubiert. Danach folgte eine 
Aktivierung der Zellen mit Ionomycin (1µM) ± R-LPS oder R-LPS ausschließlich. Mit Hilfe der qRT-PCR wurde die 
aus den Stimulationsansätzen gewonnene cDNA auf die Anwesenheit der (A) IL-9-mRNA nach 18h und der 
(B) IL-4-mRNA nach 4h untersucht. Eine Normierung der Daten erfolgte mit Hilfe des Haushaltsgens hgprt. 
Aufgezeigt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der relativen Expressionswerte (n = 3-7). 

                                                
37 IT-603: [(5Z)-5-[(5-bromo-2-hydroxy-3-methoxyphenyl)methylidene]-2-sulfanylidene-imidazoli-

din-4-one 
38 Angabe gemäß den Herstellerangaben von Calbiochem 
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BALB/c zeigen eine verstärkte IL-9-mRNA-Expression in Ionomycin-stimulierten BMMC. Die 

Anwesenheit von R-LPS, das als Kostimulanz fungiert, ruft eine Verstärkung der bereits 

erhöhten mRNA-Expression hervor. Eine Blockade des NF-κB-Faktors c-Rel durch Einsatz 

des c-Rel-Inhibitors IT-603 reduziert die gesteigerte IL-9-Expression (siehe Abb. 33A). Die 

IL-4-Produktion wird durch die Inhibition von c-Rel nicht beeinflusst (siehe Abb. 33B). 

 

Zusätzlich wurden auch die mRNA-Expressionen der anderen in BALB/c erhöhten Gene, 

IL-1β und IRF-4, unter der c-Rel-Inhibition bestimmt. In der qRT-PCR wurde die cDNA der 

Stimulationsansätze eingehender betrachtet. 

 

           

Abb. 34: Die Inhibition von c-Rel hat auch eine Abnahme der IL-1β- und IRF-4-mRNA-Expression zur 
Folge.                   
Der 30-minütigen Präinkubation der BMMC aus dem Mausstamm BALB/c mit dem c-Rel-Inhibitor IT-603 (50µM) 
folgte die Aktivierung der BMMC mit Ionomycin (1µM) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS für 18h. Die cDNA wurde 
präpariert und auf die relative Expression der (A) IL-1β-mRNA und der (B) IRF-4-mRNA in der qRT-PCR 
untersucht. Zur Normierung wurde das Gen hgprt eingesetzt. Es wurden die Mittelwerte ± Standardabweichung 
dargestellt (n = 3-6). 

 

In BMMC aus BALB/c sind erhöhte Expressionen von IL-1β- und IRF-4-mRNA nachweisbar 

(siehe Abb. 34). Die Inhibition des NF-κB-Proteins c-Rel beeinflusst die Genexpression von 

IL-1β und IRF-4. Nach Einwirkung von IT-603 weist BALB/c ein geringeres 

Expressionsmuster auf, wobei die Reduktion bei IL-1β (siehe Abb. 34A) stärker ausfällt als 

bei IRF-4 (siehe Abb. 34B). Dies verdeutlicht die wegfallende Wirkung von c-Rel auf die 

beiden c-Rel-Zielgene IL-1β und IRF-4. 
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Abschließend lässt sich sagen, dass sich die bei BALB/c beobachtete IL-9-Überexpression 

durch eine direkte Wirkung des in BALB/c erhöhten NF-κB-Proteins c-Rel erklären lässt. 

Dieser Faktor ist in der Lage, durch eine indirekte Wirkung über das Cytokin IL-1β und den 

Transkriptionsfaktor IRF-4 zusätzlich auf die IL-9-Expresssion einzuwirken. Eine Blockade 

von c-Rel durch den c-Rel-Inhibitor IT-603 ruft daher eine Abnahme von IL-9, IL-1β und 

IRF-4 hervor. 

 

Neben IRF-4 und c-Rel wurden auch andere NF-κB-abhängige Gene auf ihre Expression 

untersucht. Darunter das proinflammatorische Cytokin Tumornekrosefaktor (TNF) und das 

Gen für die miRNA39 miR-146a, die beide in BMMC aus BALB/c, verglichen mit den BMMC 

aus C57BL/6, eine verstärkte Expression aufweisen (Daten nicht gezeigt). 

Das cytoplasmatische Zinkfinger-Protein A20 (TNFAIP3 40 ) wurde ebenfalls untersucht. 

Hierfür wurde präparierte cDNA stimulierter BMMC beider Mausstämme in der qRT-PCR 

analysiert. 

 

Abb. 35: Das durch NF-κB-regulierte Gen A20 zeigt in BALB/c eine Überexpression.               
Die aus C57BL/6 und BALB/c generierten BMMC präinkubierten für 48h mit IgE (1µg/ml). Hiernach wurde eine 
Stimulation der Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS durchgeführt. Nach einer 
Stimulationsdauer von 18h wurde die cDNA der einzelnen Ansätze präpariert und als Probe in die qRT-PCR 
eingesetzt. Aufgezeigt ist die relative Expression der A20-mRNA, ermittelt anhand des Referenzgens hgprt. 

 

Mastzellen aus BALB/c-Mäusen weisen eine Expressionserhöhung der A20-mRNA auf. In 

IgE-kreuzvernetzten BMMC kommt es zu einer verstärkten Bildung der A20-mRNA, die 

durch den Koaktivator R-LPS noch gesteigert wird (siehe Abb. 35). 

 

                                                
39 miRNA:  microRNA 
40 TNFAIP3:  Tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 
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3.2   Untersuchungen zur Bedeutung des Transkriptionsfaktors  

  NFATc1 für die IL-9-Produktion 
 

Die NFAT-Familie41 ist eine Familie von Transkriptionsfaktoren und besteht aus den fünf 

Mitgliedern NFATc1, NFATc2, NFATc3, NFATc4 und dem entfernter verwandten NFAT5 [90]. 

Untersuchungen an den einzelnen Genen für die NFAT-Faktoren haben gezeigt, dass 

Verluste dieser Gene in Mäusen zu unterschiedlichen Phänotypen führen können. Im 

Folgenden sollten die Funktionen des Faktors NFATc1 in Mastzellen untersucht werden. Ein 

systemischer „Knockout“ von NFATc1 ist jedoch embryonal letal. Infolgedessen wurden 

Mäuse auf dem genetischen C57BL/6-Hintergrund mit einer Mastzell-spezifischen Defizienz 

des Transkriptionsfaktors NFATc1 eingesetzt. 

 

3.2.1   Generierung der Mastzell-spezifischen NFATc1-Defizienz 
 

Um Mäuse mit einer Mastzell-spezifischen Defizienz des Transkriptionsfaktors NFATc1 zu 

generieren, wurde das Cre/loxP-System verwendet. Hierfür wurden Mcpt5-Cre-Mäuse 

eingesetzt, die eine Cre-Rekombinase unter Kontrolle des mcpt5-Promotors exprimieren 

[95]. Mcpt5-Cre-Mäuse wurden mit Nfatc1fl/fl-Mäusen verpaart, welche flankierende 

loxP-Signalsequenzen um das Exon 3 von NFATc1 aufweisen. Das Exon 3 kodiert für die 

DNA-Bindedomäne des Transkriptionsfaktors NFATc1 [96]. Die aus dieser Mauszucht 

(Mcpt5-Cre x Nfatc1fl/fl) resultierenden Nachkommen mit dem Genotyp Mcpt5-Creneg Nfatc1fl/fl 

wurden als Wildtyp verwendet und werden fortan Nfatc1fl/fl bezeichnet. Cre-positive 

Nachkommen (Mcpt5-Crepos Nfatc1∆/∆) exprimieren in Mastzellen die Rekombinase Cre, die 

                                                
41 NFAT:   nuclear factor of activated T cells 

Fazit: 

! BMMC aus BALB/c besitzen eine höhere NF-κB-Aktivität nach Stimulation der IgE-kreuzvernetzten 

Zellen mit dem Kofaktor R-LPS. 

! In C57BL/6 ist eine leichte Erhöhung der Expression der nicht-transaktivierenden NF-κB-Faktoren 

p50 und p52 zu erkennen. 

! Das Protein c-Rel zeigt in BMMC aus BALB/c-Mäusen eine gesteigerte Expression. 

! Durch Inhibition von c-Rel sinken die Expressionen der IL-9-, IL-1β- und IRF-4-mRNA ab. 

! Das NF-κB-regulierte Gen für A20 ist in BALB/c ebenfalls erhöht. 

" Der NF-κB-Faktor c-Rel wirkt direkt auf die IL-9-Expression in BALB/c. Vermittelt durch eine indirekte 

Wirkung von c-Rel auf IRF-4 und IL-1β kommt es zu einer zusätzlichen Verstärkung der IL-9-Produktion. 
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eine Deletion der loxP-flankierten Gensequenz des Exons 3 hervorruft. Das Enzym Mcpt5 

wird auch in BMMC exprimiert, daher konnte davon ausgegangen werde, dass auch in 

diesen Zellen eine Deletion des Zielgens stattfindet. Der Nachweis der Mastzell-spezifischen 

Deletion erfolgte in ruhenden BMMC mittels qRT-PCR. 

 

 

Abb. 36: Nfatc1∆/∆ zeigen eine Mastzell-spezifische Deletion des Transkriptionsfaktors NFATc1.        
Nach vierwöchiger Kultur wurden ruhende Mastzellen von Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ mit spezifischen Antikörpern 
gegen die Oberflächenmoleküle CD117 und FcεRI angefärbt. Die doppeltpositiven Zellen (CD117+, FcεRI+) 
wurden daraufhin mittels Fluorescence activated cell sorting (FACS) isoliert. Nach der cDNA-Präparation wurde 
diese auf die Expression von NFATc1 Exon 3-mRNA untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 3, *p = 0,004) bezogen auf das Haushaltsgen hgprt. 

 

Die generierten BMMC wurden mittels FACS42 isoliert. Anschließend wurde die gewonnene 

cDNA auf die relative Expression des Exons 3 von Nfatc1 analysiert. Abb. 36 zeigt einen 

signifikanten Rückgang der mRNA-Expression von Exon 3. Im Vergleich zum Wildtyp kommt 

es zu einer Verminderung von 83%. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die 

Cre-Rekombinase in fast allen Zellen das Exon 3 deletiert hat und somit der Genort 

funktionsunfähig wurde. Dementsprechend werden die Cre-positiven Mäuse nachfolgend als 

Nfatc1∆/∆ bezeichnet. 

 

3.2.2   Die NFATc1-defizienten BMMC exprimieren mehr IL-9 
 

Anhand vorangegangener Untersuchungen war bereits bekannt, dass die NFAT-Faktoren 

NFATc1 und NFATc2 an der Regulation von TNF, IL-9 und IL-13 beteiligt sind. Der 

IL-6-Expression konnte keine Abhängigkeit in Bezug auf die NFAT-Aktivität nachgewiesen 

werden [136]. Daher wurde zunächst die Expression von IL-6 bestimmt. Zusätzlich erfolgte 

eine Analyse der IL-9-Produktion. Für den Proteinnachweis mittels ELISA erfolgte eine 

Stimulation der Zellen mittels des Calcium-Ionophors Ionomycin in Kombination mit dem 

                                                
42 FACS:  Fluorescence activated cell sorting 
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Koaktivator R-LPS. Weiterhin wurde aus IgE-beladenen und mit Anti-IgE kreuzvernetzten 

BMMC, nach Kostimulation mit R-LPS, cDNA präpariert. Die cDNA wurde in der qRT-PCR 

eingesetzt. 

 

Abb. 37: Nach Stimulation mit IgE/Anti-IgE und R-LPS zeigen NFATc1-defiziente Mastzellen eine 
gesteigerte IL-9-Bildung.                      
BMMC aus Mäusen der Stämme Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden mit Ionomycin (1µM) ± R-LPS (200ng/ml) und 
R-LPS aktiviert. In den Kulturüberständen wurden die Konzentrationen der Cytokine (A) IL-9 nach 48h und 
(B) IL-6 nach 4h mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung in ng/ml 
(n = 6-23).                      
Mastzellen wurden für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. Anschließend erfolgte eine Stimulation der Zellen mit 
Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS. Nach Ende der Stimulationszeit wurde die cDNA präpariert 
und auf die relative Expression von (C) IL-9-mRNA nach 18h und (D) IL-6-mRNA nach 4h per qRT-PCR 
untersucht. Für die Normalisierung wurde das Haushaltsgen hgprt herangezogen. Die Graphiken zeigen die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 3-12 Experimenten.  

 

NFATc1-defiziente Mastzellen weisen eine erhöhte IL-9-Expression bei Stimulation mit 

IgE/Anti-IgE und R-LPS auf. Findet lediglich eine Kreuzvernetzung der BMMC statt, bilden 

beide Stämme eine vergleichbare Menge an IL-9 (siehe Abb. 37A, C). Diese Tatsache 

spricht dafür, dass die Erhöhung der Konzentration an IL-9, ähnlich wie bei den Stämmen 

C57BL/6 und BALB/c, durch die Kostimulation mit R-LPS verursacht wird. Die Expression 
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von IL-6 ist, entsprechend früherer Daten, durch die NFATc1-Defizienz nicht beeinflusst 

(siehe Abb. 37B, D). 

 

Zur Kontrolle wurde die Expression relevanter Rezeptoren für die Erkennung von LPS 

(TLR-4/MD-2) und dem Cytokin IL-1β (IL-1-Rezeptor Typ I, IL-1RI) untersucht, um 

auszuschließen, dass die erhöhte IL-9-Expression NFATc1-defizienter Mastzellen durch eine 

veränderte Rezeptorexpression hervorgerufen wird. Ruhende Zellen wurden mit 

Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gegen die Rezeptoren TLR-4 (Anti-TLR-4/MD-2) und 

IL-1RI (Anti-IL-1RI) angefärbt und in der Durchflusszytometrie untersucht. 

 

  

Abb. 38: Die Mastzell-spezifische NFATc1-Deletion zeigt keinen Einfluss auf die Rezeptorexpression von 
TLR-4/MD-2 und IL-1RI.                   
Ruhende Mastzellen der Stämme Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden mit spezifischen Fluoreszenz-markierten 
Antikörpern gegen die Oberflächenmoleküle TLR-4/MD-2 und IL-1RI (IL-1-Rezeptor Typ I) angefärbt. In der 
Durchflusszytometrie erfolgte die Bestimmung der Expression von (A) TLR-4/MD-2 und (B) IL-1RI. Die Graphik 
zeigt eine logarithmische Darstellung der Fluoreszenzintensität der jeweiligen Oberflächenmoleküle im Verhältnis 
zur aufgenommenen Zellzahl (% des Maximums). 

 

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigen keine Unterschiede in der Expression der 

Oberflächenmoleküle TLR-4/MD-2 (siehe Abb. 38A) und des IL-1RI (siehe Abb. 38B). Somit 

sind keine Stamm-spezifischen Veränderungen der Rezeptorexpression bei den beiden 

Mausstämmen vorhanden. 
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Fazit: 

! NFATc1-defiziente BMMC exprimieren nach IgE-Kreuzvernetzung und Stimulation mit R-LPS mehr 

IL-9 als der Wildtyp. 

! Das Cytokin IL-6 wird von der Mastzell-spezifischen NFATc1-Defizienz nicht beeinträchtigt. 

! Es zeigen sich keine Unterschiede in der Expression der Oberflächenrezeptoren TLR-4/MD-2 und 

IL-1RI. 
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3.2.3   NFATc1-defiziente BMMC zeigen eine erhöhte  

  NFAT-Transkriptionsaktivität  
 

Für die IL-9-Produktion muriner Mastzellen ist u. a. die Präsenz der Transkriptionsfaktoren 

NFATc1 und NFATc2 wichtig. Auf Grund dessen und der in Nfatc1∆/∆ beobachteten 

verstärkten IL-9-Expression wurde eine Aktivitätsuntersuchung der NFAT-Faktoren 

durchgeführt. Hierfür wurde ein NFAT-Reportergenkonstrukt (pNFAT-Luc) durch 

Transfektion in die Zellen von Nfatc1∆/∆ und dem Wildtyp eingebracht. Nach Stimulation der 

Zellen wurde die Aktivität der NFAT-Faktoren indirekt über die Messung der Lumineszenz 

ermittelt. Das hierfür eingesetzte pNFAT-Luc-Plasmid enthält stromaufwärts vor dem 

luciferase-Gen (aus Photinus pyralis) einen Minimalpromotor bestehend aus einer 

TATA-Box. Zusätzlich wurden vier NFAT-Bindestellen aus dem ARRE-243 des humanen 

il-2-Promotors einbracht [103]. Zum Ausgleich unterschiedlicher Transfektionseffizienzen 

wurde bei der Transfektion ein zusätzliches Plasmid mit einem anderen luciferase-Gen 

(aus Renilla reniformis) unter dem konstitutiv aktiven Promotor der Tymidin-Kinase (pRL-TK) 

eingebracht und zur Normierung der Ergebnisse verwendet. Zudem ist zu beachten, dass an 

die NFAT-Bindestellen des Plasmids pNFAT-Luc sowohl NFATc1 als auch NFATc2 

andocken und damit die Transkription forcieren können. Zur Kontrolle wurde zusätzlich die 

NF-κB-Reportergenaktivität (pTATALuc+) untersucht.     
  

           

Abb. 39: Trotz der NFATc1-Defizienz ist in Nfatc1∆/∆ eine gesteigerte NFAT-Aktivität messbar.     
Unter Verwendung der Elektroporation wurden IgE-beladene Mastzellen mit einem NFAT- (pNFAT-Luc, 5µg) oder 
einem NF-κB-Reportergenkonstrukt (pTATALuc+) transfiziert. Zur Quantifizierung wurde das konstitutiv aktive 
Kontrollplasmid pRL-TK (150ng) mitgeführt. Nach einer Ruhephase erfolgte eine Aktivierung der transfizierten 
BMMC mit Anti-IgE (1µg/ml) und Ionomycin (1µM) über Nacht. In den erstellten Zelllysaten wurde anschließend 
die Luciferase-Aktivität bestimmt. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte ± Standardabweichung der (A) relativen 
NFAT- und (B) NF-κB-Reportergenaktivität bezogen auf die unstimulierten Proben (n = 6-8). 

                                                
43 ARRE-2:   antigen receptor response element 2 
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In ruhenden Mastzellen ist nur eine minimale NFAT-Aktivität erkennbar. Nach Stimulation der 

Zellen mit IgE/Anti-IgE oder Ionomycin kommt es durch den ausgelösten Calcium-Einstrom 

zur Aktivierung der NFAT-Proteine. Die Aktivität in NFATc1-defizienten BMMC ist bei beiden 

Stimulanzien stets höher als die vom Wildtyp gezeigte NFAT-Aktivität (siehe Abb. 39A). Die 

Ergebnisse des NF-κB-Reporters zeigen, dass sich die NFATc1-Defizienz nicht auf die 

Aktivität der NF-κB-Faktoren auswirkt, beide Mausstämme weisen eine vergleichbare 

Reportergenaktivität auf (siehe Abb. 39B). 

 

Da das NFAT-Reporterplasmid von NFATc1 und NFATc2 gleichermaßen aktiviert werden 

kann, deuten die erhaltenen Resultate darauf hin, dass die NFATc1-Defizienz eine 

Auswirkung auf die Expression des Faktors NFATc2 oder anderer NFAT-Faktoren haben 

könnte. 

 

Da sich bereits bei BALB/c eine Abhängigkeit der IL-9-Produktion von dem NF-κB-Faktor 

c-Rel gezeigt hatte, wurde die Expression von c-Rel auch in den NFATc1-defizienten BMMC 

mittels qRT-PCR bestimmt. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der relativen 

Expression der c-Rel-mRNA verglichen mit den Wildtypzellen (Daten nicht gezeigt). 

 

3.2.4   Die Mastzell-spezifische NFATc1-Deletion bewirkt eine  

Überexpression von NFATc2 
 

Die Ergebnisse des NFAT-Reporters lassen auf eine veränderte NFAT-Aktivität in den 

NFATc1-defizienten Mastzellen schließen. Der eingesetzte NFAT-Reporter kann sowohl den 

Faktor NFATc1 als auch NFATc2 binden. Eine Bindung von NFATc3 ist ebenfalls denkbar. 

Da sich jedoch gezeigt hatte, dass der Transkriptionsfaktor NFATc3 keine Rolle bei der 

Produktion von TNF, IL-6 und IL-13 spielt und wohl auch nicht bei der Expression von IL-9 

[136], wurde das Augenmerk auf den NFAT-Faktor NFATc2 gerichtet. 

Aus diesem Grund wurde die Expression von NFATc2 in ruhenden BMMC auf Ebene der 

mRNA analysiert. Zur Kontrolle der qRT-PCR-Daten wurden Proteindaten erhoben. Das 

Gesamtprotein aktivierter Mastzellen wurde im Western Blot mit einem spezifischen 

NFATc2-Antikörper angefärbt. Das Strukturprotein β-Aktin diente in diesem Fall als 

Beladungskontrolle. 
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Abb. 40: In den NFATc1-defizienten BMMC kommt es zu einer NFATc2-Überexpression.         
(A) cDNA ruhender BMMC wurde präpariert und in der qRT-PCR analysiert. Die Abbildung zeigt die relative 
Expression von NFATc2-mRNA, normiert auf das Referenzgen hgprt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 15, *p = 0,0117).              
(B) Mastzellen aus Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden nach der Präinkubation mit IgE (1µg/ml, 48h) für 3h aktiviert. 
Für die Aktivierung wurden die Stimulanzien Anti-IgE (1µg/ml) und R-LPS (200ng/ml) verwendet. Das 
Gesamtprotein der Stimulationsansätze wurde gewonnen und mittels Western Blot wurden 15µg Protein 
aufgetrennt. Der Nachweis von NFATc2 erfolgte mittels Chemilumineszenz unter Verwendung eines spezifischen 
Anti-NFATc2-Antikörpers nach einer Stimulationsdauer von 3h. Eine Anfärbung von β-Aktin 
(Anti-β-Aktin-Antikörper) diente der Beladungskontrolle. Der gezeigte Western Blot stellt ein repräsentatives 
Ergebnis aus vier unabhängigen Experimenten dar. 

 

Die NFATc2-mRNA-Expression ruhender BMMC aus Nfatc1∆/∆ ist im Vergleich zum Wildtyp 

signifikant erhöht (siehe Abb. 40A). Im Western Blot zeigen sich beim Nachweis von NFATc2 

zwei voneinander abgrenzbare Banden. Die obere Bande entspricht der phosphorylierten, 

inaktiven Form von NFATc2 (pNFATc2), während die untere die nicht phosphorylierte, aktive 

Form (NFATc2) darstellt [137]. NFATc1-defiziente BMMC weisen im Gegensatz zum Wildtyp 

einen höheren Gehalt der aktiven und inaktiven Form von NFATc2 auf (siehe Abb. 40B). 
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3.2.5  Die Überexpression von NFATc2 ist Ursache für die  

verstärkte Produktion von IL-9, IRF-4 und IL-1β 
 

Die Mastzell-spezifische NFATc1-Defizienz löst durch einen unbekannten Mechanismus eine 

Überexpression von NFATc2 aus. Durch eine Stilllegung von NFATc2 sollte geklärt werden, 

ob die verstärkte IL-9-Expression auf eine Überexpression von NFATc2 zurückzuführen ist. 

Da sich in dieser Dissertation bei BMMC aus BALB/c bereits eine Abhängigkeit der 

IL-9-Produktion von den Faktoren IRF-4 und IL-1β nachweisen ließ, wurde zusätzlich deren 

mRNA-Expression untersucht. Mittels Transfektion wurde eine spezifische NFATc2-siRNA 

(siRNA 2, siRNA-Kit von OriGene) in die BMMC eingebracht. Die transfizierten Zellen 

wurden mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin aktiviert und die generierte cDNA wurde in der 

qRT-PCR untersucht. Als Kontrolle diente die Transfektion der Mastzellen mit einer 

„universal scrambled negative control siRNA“. Durch die Verwendung einer 

Fluoreszenz-markierten siRNA konnte gezeigt werden, dass sich Mastzellen gut transfizieren 

lassen (siehe 2.16.1). 

 

Fazit: 

! BMMC aus NFATc1-defizienten Mäusen zeigen eine höhere Aktivität der NFAT-Faktoren. 

! Die Aktivität der NF-κB-Proteine ist bei Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ vergleichbar. 

! NFATc1-defiziente Mastzellen weisen eine gesteigerte NFATc2-Expression auf. 
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Abb. 41: Durch einen spezifischen „NFATc2-Knockdown“ kommt es zur verringerten Expression von IL-9, 
IRF-4 und IL-1β.                      
Mastzellen aus Mäusen der Stämme Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden mittels Elektroporation mit einer spezifischen 
NFATc2-siRNA oder mit einer „universal scrambled negative control siRNA“ transfiziert. Es folgte eine 
Ruhephase von 24h. Daraufhin wurden die Zellen für eine Dauer von 18h mit Ionomycin (1µM) aktiviert. An die 
Präparation der cDNA schloss sich die Analyse der relativen Expressionen der (A) NFATc2-mRNA, 
(B) IL-9-mRNA, (C) IRF-4-mRNA und (D) IL-1β-mRNA per qRT-PCR an. Unter Verwendung des Haushaltsgens 
hgprt erfolgte eine Normierung der Ergebnisse, die als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt sind 
(n = 7-9, *p ≤ 0,0363, **p ≤ 0,0069, ***p ≤ 0,0005). 

 

Ein „Knockdown“ von NFATc2 hat ein signifikantes Abfallen der IL-9-mRNA-Produktion in 

beiden Mausstämmen zur Folge (siehe Abb. 41B). Bei IRF-4 und IL-1β kommt es nach dem 

Verlust der NFATc2-Funktion ebenfalls zu einem Absinken der mRNA-Expression 

(siehe Abb. 41C, D). 
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Das verwendete siRNA-Kit von OriGene enthielt noch zwei andere siRNA. Mit diesen siRNA 

konnten die Ergebnisse der Transfektion mit siRNA 2 in gleicherweise reproduziert werden 

(Daten nicht gezeigt). 

 

Zusammenfassend lässt sich erkennen, dass eine Mastzell-spezifische Defizienz des 

NFAT-Faktors NFATc1 in murinen BMMC eine Kompensationsreaktion durch den 

Transkriptionsfaktor NFATc2 nach sich zieht. Die dadurch entstandene 

NFATc2-Überexpression geht mit einer gesteigerten IL-9-Expression einher. 

„Knockdown-Versuche“ verdeutlichen die von NFATc2 verursachte positive Wirkung auf die 

Produktion von IL-9, da bei Verlust von NFATc2 eine erniedrigte IL-9-Expression resultiert. 

Zudem zeigt das Experiment eine verminderte Expression des Transkriptionsfaktors IRF-4 

und des Cytokins IL-1β. 

 

3.2.5.1   Die NFATc2-Überexpression bewirkt eine gesteigerte  

IRF-4-Produktion 
 

Da der Transkriptionsfaktor IRF-4 bereits bei BALB/c eine entscheidende Rolle bezüglich der 

IL-9-Expression gespielt hatte, sollte geprüft werden, ob NFATc1-defiziente BMMC ebenfalls 

eine gesteigerte IRF-4-Expression besitzen. Mastzellen wurden hierfür durch 

Kreuzvernetzung aktiviert. Anschließend wurde die Expression von IRF-4 in der qRT-PCR 

bzw. im Western Blot analysiert. 
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Abb. 42: Der Transkriptionsfaktor IRF-4 ist in Nfatc1∆/∆ verstärkt exprimiert.         
Nach einer 48-stündigen Beladung der Mastzellen mit IgE (1µg/ml) erfolgte die Stimulation der BMMC mit 
Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine. Nach Präparation der cDNA wurde die Expression von 
(A) IRF-4-mRNA mittels qRT-PCR nach einer Stimulationsdauer von 18h ermittelt. Zur Normierung wurde die 
Expression des Gens hgprt herangezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3-6).     
(B) Nach Stimulationsende wurde das Gesamtprotein der Stimulationsansätze isoliert. 15µg des gewonnenen 
Gesamtproteins wurden als Probenauftrag in den Western Blot überführt. Die Detektion von IRF-4 nach 18h 
geschah unter Verwendung eines spezifischen Anti-IRF-4-Antikörpers mittels Chemilumineszenz. Eine Anfärbung 
mit Anti-β-Aktin diente als Beladungskontrolle. Der dargestellte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis aus vier 
unabhängigen Experimenten dar. 

 

Bei alleiniger Stimulation mittels IgE/Anti-IgE kommt es in beiden Mastzell-Populationen zu 

einer vergleichbaren Bildung des Transkriptionsfaktors IRF-4. NFATc1-defiziente BMMC 

weisen jedoch nach Kostimulation mit R-LPS in IgE-kreuzvernetzten BMMC eine 

IRF-4-Überexpression auf. Dies zeigt sich sowohl auf mRNA- (siehe Abb. 42A) als auch auf 

Protein-Ebene (siehe Abb. 42B). 
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3.2.5.2   Durch einen „Knockdown“ von IRF-4 reduziert sich die  

IL-9-Expression 
 

Mit Hilfe der Sequenz-spezifischen RNA-Interferenz, katalysiert durch eine IRF-4-siRNA 

(siRNA 1 aus [109]), sollte der transiente „Knockdown“ von IRF-4 provoziert werden. Dabei 

kommt es durch Transfektion der Zellen mit einer spezifischen IRF-4-siRNA zur Degradation 

der Ziel-mRNA. Daraufhin kann kein funktionales IRF-4-Protein gebildet werden. Die 

Transfektion der Zellen diente zur Überprüfung der Auswirkungen einer IRF-4-Blockade auf 

die IL-9-Expression. Zur Kontrolle wurden die BMMC mit einer „scrambled negative control 

siRNA“ transfiziert. An die Ruhezeit schloss sich eine Aktivierung der transfizierten 

Mastzellen mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin an. Die Expression der mRNA für IRF-4 

und IL-9 wurde in der qRT-PCR ermittelt. Zusätzlich wurde auch die IL-1β- und 

NFATc2-mRNA-Expression analysiert Durch vorangegangene Versuche mittels einer 

Fluoreszenz-markierten siRNA konnte eine gute Transfektionsrate der BMMC nachgewiesen 

werden (siehe 2.16.1). 
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Abb. 43: Der „Knockdown“ von IRF-4 hat eine Verminderung der IL-9-mRNA-Expression zur Folge.       
Mastzellen aus den Mausstämmen Nfatc1fl/fl und Nfatc1∆/∆ wurden mit einer spezifischen IRF-4-siRNA transfiziert. 
Als Kontrolle wurde eine Transfektion der Zellen mit einer „scrambled negative control siRNA“ durchgeführt. An 
eine 24-stündige Ruhephase schloss sich eine Stimulation der transfizierten BMMC mit Ionomycin (1µM) an. 
Nach Präparation der cDNA wurde in der qRT-PCR die relative Expression von (A) IRF-4-mRNA, (B) IL-9-mRNA, 
(C) IL-1β-mRNA und (D) NFATc2-mRNA nach einer Stimulationszeit von 18h analysiert. Mit Hilfe des 
Haushaltsgens hgprt wurden die Ergebnisse normiert und als Mittelwerte ± Standardabweichung aufgetragen 
(n = 10-25, *p < 0,001). 

 

Die im „Knockdown“ eingesetzte spezifische IRF-4-siRNA bewirkt ein signifikantes Abfallen 

der IRF-4-mRNA-Expression (siehe Abb. 43A). Infolgedessen kann von einem Erfolg des 

Experiments ausgegangen werden. Durch den „IRF-4-Knockdown“ kommt es zu einer 

Reduktion der IL-9-mRNA-Produktion (siehe Abb. 43B). Die IL-1β-Expression zeigt sich 

unbeeinflusst (siehe Abb. 43C). Demzufolge verdeutlicht der Verlust der IRF-4-Funktion eine 

Abhängigkeit der IL-9-Produktion von der Wirkung des Transkriptionsfaktors IRF-4. Ein 

Zusammenhang zwischen IL-1β und IRF-4 konnte nicht gezeigt werden, da es im Hinblick 
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auf den Verlust von IRF-4 zu keiner Veränderung der IL-1β-mRNA kommt. Dies gilt auch für 

den Transkriptionsfaktor NFATc2. Ein „Knockdown“ von IRF-4 hat keinen Einfluss auf die 

Expression von NFATc2 (siehe Abb. 43D). 

 

3.2.5.3   Verstärkte IL-1β-Expression durch die kompensatorische  

Wirkung von NFATc2 
 

BMMC aus BALB/c-Mäusen zeigen eine gesteigerte IL-1β-Konzentration, die sich positiv auf 

die IL-9-Produktion der Mastzellen auswirkt. Es lag daher die Vermutung nahe, dass 

NFATc1-defiziente Mastzellen ebenfalls mehr IL-1β bilden können. Um dies zu überprüfen, 

wurde die IL-1β-Expression aktivierter Mastzellen auf Protein- und mRNA-Ebene bestimmt. 

 

     

Abb. 44: Die IL-1β-Expression NFATc1-defizienter BMMC ist erhöht.           
Nach der IgE-Beladung (1µg/ml, 48h) erfolgte die Stimulation der Zellen mit den Stimulanzien Anti-IgE (1µg/ml) 
± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS alleine. (A) Nach einer Stimulationszeit von 20h wurde in 
Brefeldin A-behandelten ZelIlysaten (4h, 1µg/ml) die Konzentration von IL-1β in ng/ml mittels ELISA bestimmt. 
Aufgezeigt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 6-7).            
(B) Aus den aktivierten BMMC wurde cDNA generiert und in der qRT-PCR auf die relative Expression von 
IL-1β-mRNA nach 18h überprüft. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 3-6 
Experimenten. 

 

BMMC NFATc1-defizienter Mäuse zeigen bei IgE-Kreuzvernetzung eine höhere 

IL-1β-Produktion als der Wildtyp. Durch Zugabe des Kostimulators R-LPS erhöht sich die 

IL-1β-Expression nochmals (siehe Abb. 44A). Gleiches zeigt sich auf Ebene der mRNA. Die 

Menge der IL-1β-mRNA ist in BMMC mit einer Mastzell-spezifischen Defizienz des 

Transkriptionsfaktors NFATc1 höher als im ebenfalls untersuchten Wildtyp (siehe Abb. 44B). 
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3.2.5.4  Gesteigerte IRF-1-Expression durch die Wirkung von 

NFATc2 und IL-1β 
 

In NFATc1-defizienten BMMC zeigte sich ein verstärktes Expressionsmuster von IL-9, IRF-4 

und IL-1β, induziert durch eine gesteigerte NFATc2-Wirkung. Da es bereits in BALB/c zu 

einer verstärkten Expression des auf das Cytokin IL-9 einwirkenden Transkriptionsfaktors 

IRF-1 kommt, sollte überprüft werden, ob dies auch auf die NFATc1-defizienten Mastzellen 

zutrifft. Daher wurden BMMC beider Stämme mit IgE/Anti-IgE und IL-1β bzw. R-LPS 

stimuliert. Die aus den Zellen generierte cDNA wurde in der qRT-PCR auf die Expression 

von IRF-1-mRNA untersucht. 

 

         

Abb. 45: Der Transkriptionsfaktor IRF-1 wird in NFATc1-defizienten BMMC vermehrt exprimiert.        
Mit IgE (1µg/ml, 48h) beladene BMMC wurden mit Anti-IgE (1µg/ml) ± IL-1β (5ng/ml) bzw. ± R-LPS (200ng/ml) 
oder IL-1β bzw. R-LPS alleine aktiviert. Anschließend wurde die RNA präpariert und durch Reverse Transkription 
in cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe der qRT-PCR wurden die relativen Expressionen der (A) IRF-1-mRNA bei 
Stimulation mit dem Koaktivator IL-1β und der (B) IRF-1-mRNA mit dem Koaktivator R-LPS nach 18h bestimmt. 

 

In NFATc1-defizienten BMMC kommt es bei Stimulation mit IgE/Anti-IgE in Kombination mit 

dem Koaktivator IL-1β (siehe Abb. 45A) bzw. mit dem Kofaktor R-LPS (siehe Abb. 45B) im 

Gegensatz zu C57BL/6 zu einer gesteigerten Expression von IRF-1-mRNA. 
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3.2.6   Die systemische Defizienz des Faktors NFATc2 bewirkt  

  eine Verringerung der Expressionen von IL-9, IRF-4 und IL-1β 
 

Zur weiteren Abklärung der Funktion des Transkriptionsfaktors NFATc2 wurden 

NFATc2-defiziente Mäuse auf dem genetischen BALB/c-Hintergrund eingesetzt. Diese 

NFATc2-/--Mäuse haben eine Null-Mutation von NFATc2, d. h. die Mäuse können kein 

funktionstüchtiges NFATc2 produzieren. Um die Null-Mutation von NFATc2 zu generieren, 

wurde ein 47 Aminosäuren großer Bereich eines Exons ausgewählt, der für eine 

Protein-Domäne von NFATc2, die hochkonservierte Rel-Homologiedomäne, codiert. Dieser 

Bereich wurde durch Insertion einer Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt [97]. 

 

Aus den bisherigen Daten ist eine Induktion der IL-9-Produktion durch eine 

kompensatorische Wirkung des Transkriptionsfaktors NFATc2 in NFATc1-defizienten BMMC 

deutlich geworden. Nun stellte sich die Frage, welche Auswirkungen ein systemischer 

Verlust von NFATc2 auf die Regulation des Cytokins IL-9 haben würde. Ein hohes Niveau an 

NFATc2 führt zu gesteigerten IL-9-Spiegeln, daher sollte ein Mangel des 

Transkriptionsfaktors NFATc2 eine Verminderung der IL-9-Expression nach sich ziehen. Zur 

Überprüfung dessen wurden BMMC von NFATc2-/- in der qRT-PCR untersucht. Die 

Expression des Cytokins IL-6 wurde als Kontrolle eingesetzt. 

 

Fazit: 

! Durch den „Knockdown“ des Faktors NFATc2 kommt es in NFATc1-defizienten BMMC zu einer 

verringerten Expression von IL-9, IRF-4 und IL-1β. 

! Die NFATc2-Überexpression bewirkt eine erhöhte Bildung des Transkriptionsfaktors IRF-4. 

! Der „Knockdown“ von IRF-4 bewirkt eine verminderte IL-9-Expression, während IL-1β und NFATc2 

nicht beeinflusst werden. 

! Durch die NFATc2-Wirkung kommt es auch zu einer Erhöhung der IL-1β-Produktion in den 

NFATc1-defizienten Mastzellen. 

! NFATc1-defiziente BMMC exprimieren verstärkt den Transkriptionsfaktor IRF-1. 

" Die NFATc1-Defizienz ruft durch eine kompensatorische Wirkung durch NFATc2 die erhöhte 

Expression von IL-9, IRF-4, IL-1β und IRF-1 hervor. 
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Abb. 46: BMMC aus NFATc2-/--Mäusen zeigen eine verminderte Expression von IL-9-mRNA.        
IgE-beladene Mastzellen (1µg/ml, 48h) wurden mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) oder R-LPS stimuliert. 
Die generierte cDNA wurde in der qRT-PCR auf die relativen Expressionen von (A) IL-9-mRNA nach 18h und 
(B) IL-6-mRNA nach 4h untersucht. Die Graphik zeigt die Mittelwerte ± Standardabweichung normiert auf das 
Haushaltsgen hgprt (n = 3-6). 

 

Die vorangegangene Vermutung bestätigend, kommt es durch die Defizienz von NFATc2 zu 

einer Verringerung der IL-9-Expression in NFATc2-/- verglichen mit dem Wildtypstamm. 

Letzterer zeigt bei Stimulation mit dem Koaktivator R-LPS in IgE-kreuzvernetzten BMMC 

eine IL-9-mRNA-Expression, deren Niveau vom NFATc2-defizienten Stamm nicht erreicht 

werden kann (siehe Abb. 46A). Die IL-6-Produktion wird durch den Verlust des 

Transkriptionsfaktors NFATc2 nicht beeinflusst. Beide Mausstämme zeigen eine 

vergleichbare Expression von IL-6-mRNA (siehe Abb. 46B). 

 

In den NFATc1-defizienten Mäusen kam es durch die gesteigerte Expression von NFATc2 

zu einer Erhöhung der Produktion des Transkriptionsfaktors IRF-4 und des 

proinflammatorischen Cytokins IL-1β. Daher sollte hier ebenfalls geprüft werden, ob sich aus 

dem Verlust von NFATc2 ein Rückgang der Produktion besagter Mediatoren ergab. BMMC 

aus NFATc2-/- und dem Wildtyp wurden nach Kreuzvernetzung durch Anti-IgE-Antikörper mit 

R-LPS stimuliert. Eine Analyse der cDNA erfolgte mittels der qRT-PCR nach einer 

Stimulationszeit von 18h. 
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Abb. 47: Verminderung der IRF-4- und IL-1β-Expression als Folge des „Knockouts“ von NFATc2.      
Nach vierwöchiger Kultur wurden die Mastzellen für 48h mit IgE (1µg/ml) präinkubiert. Hiernach folgte eine 
Stimulation der Zellen mit Anti-IgE (1µg/ml) ± R-LPS (200ng/ml) und R-LPS für 18h. Die generierte cDNA wurde 
als Probe in der qRT-PCR eingesetzt. Die Graphik verdeutlicht die Mittelwerte ± Standardabweichung der 
(A) IRF-4-mRNA- und (B) IL-1β-mRNA-Expression normiert auf die relative Expression des Haushaltsgens hgprt 
(n = 3-5). 

 

Fehlt der Transkriptionsfaktor NFATc2, kommt es in den murinen Mastzellen zu einer 

Veränderung der Expressionen von IRF-4 und IL-1β. BMMC aus NFATc2-/- bilden verglichen 

mit dem Wildtyp geringere Mengen des Transkriptionsfaktors IRF-4 (siehe Abb. 47A). Die 

IL-1β-mRNA-Expression reduziert sich in den NFATc2-defizienten Mastzellen ebenfalls 

(siehe Abb. 47B). 

 

 

Abschließend zeigen NFATc1-defiziente BMMC eine NFATc2-Überexpression bei 

Stimulation der Anti-IgE-kreuzvernetzten Mastzellen mit dem Koaktivator R-LPS. Der 

Transkriptionsfaktor NFATc2 wirkt direkt auf die Expression des Cytokins IL-9 und verstärkt 

diese. Durch eine indirekte Wirkung von NFATc2 auf die Expression der 

Transkriptionsfaktoren IRF-4 und IRF-1 und des proinflammatorischen Cytokins IL-1β kommt 

es zusätzlich zur Steigerung der IL-9-Produktion. „Knockdown“-Experimente verdeutlichen 

die positive Wirkung von NFATc2 und IRF-4 auf die IL-9-Produktion in NFATc1-defizienten 

BMMC. Die Produktion von IL-6 ist indessen von der NFATc1-Defizienz unbeeinflusst. 
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Fazit: 

! Ein systemischer Verlust von NFATc2 sorgt für eine verringerte IL-9-, IRF-4- und IL-1β-Expression. 

! NFATc2 zeigt Interaktionen mit IRF-4 und IL-1β. 

" Die durch den Einsatz der NFATc2-/--Mäuse gewonnenen Ergebnisse untermauern die durch 

Untersuchung der NFATc1-defizienten Mastzellen erhaltenen Resultate. 
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4 Diskussion 

4.1 Mausstamm-spezifische Effekte der Regulation der 
IL-9-Expression in Mastzellen 

 

Die Regulation der Expression des Cytokins IL-9 in murinen Mastzellen ist bislang 

ungenügend verstanden. Ziel dieser Dissertation war es, die zu Grunde liegenden 

Mechanismen in BMMC genauer zu beleuchten. IL-9 wurde ursprünglich als Cytokin 

identifiziert, das in der Hauptsache von Th2-Lymphozyten gebildet wird [138]. Im Jahr 2008 

wurde eine neue Subpopulation der T-Helferzellen beschrieben [139], [140] die aus naiven 

CD4+ T-Zellen in Gegenwart von IL-4 und des transforming growth factor β (TGF β) 

entstehen. Vermittelt durch die Transkriptionsfaktoren IRF-4 und PU.1 bilden diese Zellen 

vorzugsweise das Cytokin IL-9 [141]. Da diese IL-9-produzierenden Zellen neben IL-9 und 

IL-10 keine weiteren Th2-Cytokine produzieren [142], können sie von den Th2-Zellen als 

eigene Zellpopulation abgegrenzt werden und wurden dementsprechend als Th9-Zellen 

benannt [143]. Seit Entdeckung der Th9-Zellen zählt IL-9 nicht mehr zu den Th2-Cytokinen 

im klassischen Sinne. 

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass aus BALB/c generierte BMMC 

nach Stimulation größere Mengen an IL-9 produzieren, als solche des Mausstammes 

C57BL/6 (siehe Abb. 11A, C). Werden BMMC durch eine Antigen-vermittelte 

Kreuzvernetzung (Signal 1) der mastzelleigenen FcεRI-Rezeptoren aktiviert, zeigen beide 

Mausstämme eine vergleichbare IL-9-Expression. Auf alleinige Stimulation der Zellen mit 

dem Koaktivator R-LPS (Signal 2) wird kein IL-9 gebildet. Kommt es jedoch zu einer 

Kombination von Signal 1 und Signal 2, exprimieren BMMC aus BALB/c deutlich mehr IL-9 

als die gleichbehandelten BMMC aus C57BL/6. Das Cytokin IL-6 zeigt keine 

Expressionsunterscheide zwischen den Mausstämmen, weshalb es als Kontrolle eingesetzt 

wurde (siehe Abb. 11B, D). Ziel war es, die molekularen Ursachen der in BALB/c verstärkten 

IL-9-Expression aufzuklären. 

Über die Transkriptionskontrolle von IL-9 war seit längerem bekannt, dass das 

proinflammatorische Cytokin IL-1 eine positive Wirkung auf die Expression des Cytokins IL-9 

in aktivierten Mastzellen aus BALB/c-Mäusen besitzt [48]. Dies konnte auch in der 

vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Nach Stimulation IgE-beladener Zellen mit dem 

Koaktivator R-LPS bilden BMMC aus BALB/c verglichen mit C57BL/6 sowohl auf Protein- als 

auch auf mRNA-Ebene mehr IL-1β (siehe Abb. 15). Das von Mastzellen sezernierte IL-1 

bindet auf autokrinem Wege an den zugehörigen IL-1-Rezeptor (IL-1R) auf der 

Zelloberfläche. Der IL-1R ist - wie der LPS-Rezeptor TLR-4 auch - Teil der IL-1R/Toll-like 
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Rezeptor-Superfamilie und kann in zwei Typen unterschieden werden: Typ I und Typ II 

(IL-1RI, IL-1RII) [144]. Die beiden Rezeptoren binden mit unterschiedlicher Affinität die 

Cytokine IL-1α und IL-1β und darüberhinaus den IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1Ra). IL-1RII 

bindet zwar IL-1, jedoch kommt es nicht zu einer Signalweiterleitung, da der Rezeptor die 

Aktivität seiner Liganden inhibiert und damit die Formation des IL-1-Rezeptorkomplexes 

negativ beeinflusst [145]. Durch Bindung von IL-1 an den IL-1RI kommt es hingegen zu einer 

Konformationsänderung des IL-1RI, wodurch das IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP) 

an den IL-1RI bindet. Dadurch formiert sich der als Heterodimer vorliegende 

IL-1-Rezeptorkomplex. Als zentrales Element der Signalweiterleitung steht am Ende die 

Aktivierung von NF-κB [146]. 

Anakinra ist ein Antagonist der IL-1-Aktivität. Durch Bindung von Anakinra an den IL-1RI 

unterbleibt die Bindung des IL-1RAcP [147], [148]. Durch den Einsatz des IL-1Ra Anakinra 

konnte die positive Wirkung von endogenem IL-1β auf die IL-9-Expression verdeutlicht 

werden. Werden BMMC aus BALB/c mit Anakinra behandelt, erfolgt eine Drosselung der 

IL-9-Produktion in IgE/Antigen-aktivierten Mastzellen nach Stimulation mit R-LPS 

(siehe Abb. 14A, C). Da sich für das endogene IL-1β eine wichtige Rolle für die 

IL-9-Regulation herauskristallisiert hatte, sollte sich durch Zugabe von exogenem IL-1β eine 

Steigerung der IL-9-Produktion ergeben. Die Zugabe von exogenem IL-1β zeigte jedoch bei 

C57BL/6 wenig Einfluss auf die IL-9-Produktion (siehe Abb. 16A). IgE-kreuzvernetzte BMMC 

aus C57BL/6-Mäusen bilden im Vergleich zu BMMC aus BALB/c nach Gabe von IL-1β kaum 

IL-9. Somit lässt sich die IL-9-Produktion durch exogenes IL-1β in C57BL/6 nicht steigern, 

weshalb es einen weiteren limitierenden Faktor der IL-9-Expression in C57BL/6 geben muss. 

Im Folgenden wurde die Expression einzelner Mitglieder der IL-1/TLR-4-Signalkaskade 

untersucht. Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen wurden die Rezeptoren für 

IL-1β (IL-1RI) und LPS (TLR-4/MD-2) auf der Zelloberfläche analysiert. Es konnten keine 

Expressionsunterschiede der Oberflächenrezeptoren IL-1RI und TLR-4/MD-2 zwischen den 

beiden Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c ermittelt werden (siehe Abb. 18B, D). Die in der 

Durchflusszytometrie erhaltenen Ergebnisse bestätigen bereits publizierte Daten, nach 

denen BMMC aus C57BL/6 und BALB/c ein vergleichbares Expressionsmuster des TLR-4 

auf der Zelloberfläche aufweisen [149]. Gleiches ergab sich für die Expression von CD117 

und des hochaffinen IgE-Rezeptors FcεRI. C57BL/6 und BALB/c weisen keine Unterschiede 

in der Expression von CD117 und FcεRI auf der Zelloberfläche auf (siehe Abb. 18A, C). 

Zusätzlich wurde die Expression der Adaptermoleküle MD-2, TRIF, MyD88 und TRAM in der 

qRT-PCR analysiert. Auch hier zeigen sich vergleichbare Expressionsmuster zwischen 

C57BL/6 und BALB/c (siehe Abb. 20). Somit können weder Expressionsunterschiede der 

Oberflächenrezeptoren noch einzelner Adaptermoleküle des IL-1R/TLR-4-Signalweges für 
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die gesteigerte IL-9-Produktion von BMMC aus BALB/c verantwortlich gemacht werden. 

Neben den an der Signalweiterleitung beteiligten Adaptermolekülen wurde auch das 

transmembrane regulatorische Protein SIGIRR (Single Ig IL-1-related receptor) näher 

betrachtet, das ebenfalls der Familie der IL-1R/Toll-like Rezeptoren zugehörig ist [145]. 

SIGIRR fungiert als negativer Regulator des IL-1R/TLR-4-Signalweges, indem SIGIRR die 

Heterodimerisierung des IL-1-Rezeptorkomplexes unterbindet. Zusätzlich konkurriert SIGIRR 

mit MyD88 und IRAK um die Bindung an die TIR-Domänen, was eine Minderung der 

Signalweiterleitung und damit eine reduzierte NF-κB-Bildung zur Folge hat [150]. Eine hohe 

Expression des Proteins SIGIRR könnte daher die Signalweiterleitung stark inhibieren, 

wodurch die verminderten IL-9-Werte in C57BL/6 zu erklären wären. Entgegen den 

Erwartungen zeigen C57BL/6 gegenüber BALB/c jedoch keine erhöhte SIGIRR-Expression. 

Stattdessen ist die Expression der SIGIRR-mRNA in BMMC aus BALB/c deutlich erhöht 

(Daten nicht gezeigt), weshalb eine negative Regulation der IL-9-Expression durch SIGIRR 

in C57BL/6 ausgeschlossen werden kann. 

Frühere Arbeiten an Th9-Zellen verdeutlichen eine entscheidende Rolle des 

Transkriptionsfaktors IRF-4 an der Entwicklung und Funktion dieser IL-9-produzierenden 

T-Zellen [126], [151]. Der Faktor IRF-4 ist Teil der interferon regulatory factor (IRF)-Familie 

und wird maßgeblich von Immunzellen exprimiert [125]. Allen Mitgliedern der IRF-Familie ist 

eine hochkonservierte N-terminale DNA-Bindedomäne gemeinsam, die eine Helix-Turn-

Helix-Struktur aus fünf Tryptophan-Resten aufweist. Am C-Terminus besitzen die IRF 

(außer IRF-1 und IRF-2 [152]) eine regulatorische Domäne, die für die Transaktivierung und 

Bindung von Transkriptionsfaktoren oder anderen Faktoren der IRF-Familie verantwortlich ist 

[153]. Die Bildung von IRF-4 wird nicht wie bei den anderen IRF durch Interferone gesteuert, 

sondern durch diverse mitogene Stimuli, wie z. B. LPS, oder durch die Aktivierung von 

Antigenrezeptoren angeregt. Diese Stimuli schalten den NF-κB-Signalweg an, der den 

irf-4-Promotor durch NF-κB-Heterodimere aktiviert [125]. Der irf-4-Promotor enthält neben 

NF-κB-Bindestellen [154], [155] auch Bindestellen für den Transkriptionsfaktor PU.1 [156], 

[157] und für IRF-4 selbst. Dies deutet darauf hin, dass das IRF-4-Protein ein positives 

Rückkopplungssignal für die eigene Genexpression darstellen könnte [158]. 

Neu gebildetes IRF-4 bindet - vermittelt durch die DNA-Bindedomäne - an sogenannte 

Interferon-stimulated Response Elements (ISRE) im Promotorbereich IRF-regulierter Gene 

(Konsensussequenz: 5`-AANNGAAA-3´) [159]. Anhand von Realtime- und Western Blot-

Daten konnte eine gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors IRF-4 in BALB/c nach 

Stimulation der IgE-kreuzvernetzten BMMC mit dem Kofaktor R-LPS nachgewiesen werden 

(siehe Abb. 21, Abb. 22), die zur erhöhten IL-9-Produktion der BMMC beiträgt. Die 

gesteigerte IRF-4-Produktion weist eine Abhängigkeit vom proinflammatorischen Cytokin 
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IL-1β auf, da durch die Wirkung des IL-1Ra Anakinra eine verminderte IRF-4-Expression 

resultiert (siehe Abb. 21). Mittels einer spezifischen IRF-4-siRNA konnte eine transiente 

Stilllegung des irf-4-Gens erreicht werden. Durch den Verlust der IRF-4-Proteinfunktion 

kommt es in BMMC aus BALB/c zu einer Reduktion der IL-9-Expression (siehe Abb. 23B), 

was eine Abhängigkeit der IL-9-Regulation vom Transkriptionsfaktor IRF-4 verdeutlicht. Die 

IL-1β-Expression indessen zeigt sich von dem „IRF-4-Knockdown“ unbeeinflusst 

(siehe Abb. 23C). Somit konnte anhand der Versuche mit dem IL-1Ra Anakinra zwar eine 

Beeinflussung des Transkriptionsfaktors IRF-4 durch das Cytokin IL-1β aufgezeigt werden, 

eine Wirkung von IRF-4 auf IL-1β konnte jedoch nicht festgestellt werden. Die Vermutung 

liegt nahe, dass durch Bindung des vermehrt exprimierten Transkriptionsfaktors IRF-4 an 

den il-9-Promotor eine Transaktivierung des Promotors mit einer gesteigerten Expression 

von IL-9 einhergeht. Kürzlich publizierte Daten, die eine Bindung von IRF-4 an den murinen 

il-9-Promotor in BMMC nachweisen konnten [160], bestätigen diese These. 

Durch die Verwendung eines Mausstammes mit einer Mastzell-spezifischen 

IRF-4-Defizienz (Mcpt5-Cre+ Irf-4fl/fl, siehe Abb. 24) konnte die essentielle Rolle des 

Transkriptionsfaktors IRF-4 an der IL-9-Regulation validiert werden. In IRF-4-defizienten 

BMMC kommt es nach Stimulation der Zellen, verglichen mit dem Wildtyp, zu einer 

reduzierten IL-9-Expression (siehe Abb. 26A, C). Währenddessen wird die Produktion von 

IL-6 und IL-1β von der IRF-4-Defizienz nicht beeinträchtigt (siehe Abb. 26B, D; Abb. 27). 

Eine mögliche Erklärung für die verminderte Produktion von IRF-4 in C57BL/6 könnte die 

Variation der Expression der microRNA miR-125b liefern. MicroRNAs sind kleine 

nicht-kodierende RNA-Moleküle mit einer Länge von 19-25 Nukleotiden, die die 

Genexpression durch Degradation oder eine inhibierte Translation der Ziel-mRNA regulieren 

[161]. Durch funktionelle und genetische Analysen konnte gezeigt werden, dass miR-125b 

durch Repression auf mRNA- und Protein-Ebene den Transkriptionsfaktor IRF-4 inhibiert 

[162]. Durch Reportergenuntersuchungen konnte eine Bindung der miR-125b an den 

3´ UTR44 von IRF-4 nachgewiesen werden [163]. Weitere Untersuchungen in Bezug auf die 

Expression dieser microRNA könnten klären, ob miR-125b in C57BL/6 verstärkt gebildet wird 

und eine Repression von IRF-4 bewirkt, wodurch sich die in C57BL/6 beobachtete 

verminderte IL-9-Produktion ergibt.  

IRF-4 kann mit verschiedenen anderen Transkriptionsfaktoren interagieren, darunter der 

ETS-Faktor45 PU.1. Der Transkriptionsfaktor PU.1 ist ein richtungsweisender Regulator der 

Myelopoese und wird vorherrschend in Zellen der hämatopoetischen Linie exprimiert. PU.1 

bindet an das DNA-Motif 5´-GGAA-3´ und rekrutiert anschließend den Faktor IRF-4. Die 
                                                
44 UTR:   untranslated region, Randbereiche der mRNA, welche nicht für Proteine codieren 
45 ETS-Faktor:   E-twenty six-Faktor 
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Bindung von PU.1 an die DNA ist hierbei abhängig von der spezifischen Phosphorylierung 

eines Serins (Ser148) in der PEST-Region46 von PU.1 [164], [165]. Durch Protein-Protein-

Interaktionen zwischen den DNA-Bindedomänen von IRF-4 und PU.1 und durch Interaktion 

der phosphorylierten PEST-Region von PU.1 mit der regulatorischen Domäne von IRF-4 

kommt es zur Bildung eines stabilen ternären Komplexes zusammen mit der DNA [125], 

[166], [124]. Eine vermehrte Expression von PU.1 in BMMC aus BALB/c könnte die Wirkung 

von IRF-4 verstärken, konnte jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet 

werden (Daten nicht gezeigt). 

Der Transkriptionsfaktor IRF-4 interagiert durch seinen C-Terminus auch mit dem 

NFAT-Faktor NFATc2. IRF-4 und NFATc2 binden beispielsweise an IRF-Bindestellen im 

il-4-Promotor, die mit NFAT-Bindestellen überlappen und es kommt zusammen mit dem 

Transkriptionsfaktor c-maf zu einer synergistischen Transaktivierung des il-4-Promotors 

[159]. Auch in BMMC aus BALB/c konnte eine signifikant erhöhte NFATc2-Expression 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Weiterführende Experimente könnten 

überprüfen, ob der oben beschriebene Synergismus zwischen IRF-4 und NFATc2 auch in 

BMMC vorliegt und zur erhöhten IL-9-Expression beiträgt. Zusätzlich zu NFATc2 wurde auch 

der Faktor NFATc1 überprüft. Die NFATc1-Expression wird von zwei verschiedenen 

Promotoren reguliert: a) dem induzierbaren P1-Promotor und b) dem konstitutiv aktiven 

P2-Promotor. Es wurde die Expression ausgehend von beiden Promotoren analysiert und es 

fanden sich vergleichbare Expressionmuster der beiden Isoformen in C57BL/6 und BALB/c 

(Daten nicht gezeigt). 

Neben IRF-4 wurde auch der Transkriptionsfaktor IRF-1, ein weiteres Mitglied der 

IRF-Familie, untersucht. Typische Auslöser der IRF-1-Expression sind Interferone, das 

proinflammatorische Cytokin IL-1, Viren oder doppelsträngige RNA [167], [168]. Laut einer 

Publikation aus dem Jahr 2014 soll IRF-1 zusammen mit IL-1 und STAT1 Teil einer 

Signalkette sein, die zur Expressionserhöhung von IL-9 in Th9-Zellen führt. IL-1 bedingt 

dabei die Phosphorylierung des Faktors STAT1, der darauf an den irf-1-Promotor bindet und 

die IRF-1-Expression begünstigt. IRF-1 wiederum reguliert die Expression von IL-9 durch 

Bindung an IRF-1-Bindestellen im il-9-Promotor [128]. Diese auch als IRF-E bezeichneten 

Bindestellen mit der Konsensussequenz 5´-G(A)AAAG/CT/CGAAAG/CT/C-3´ ermöglichen 

die Regulation der Genaktivität [169]. Entsprechend der erhöhten IL-1β-Werte wird in BMMC 

aus BALB/c die IRF-1-Expression durch Zugabe des Kofaktors IL-1β bzw. R-LPS in BALB 

überexprimiert (siehe Abb. 28), was eine Beteiligung von IRF-1 an der gesteigerten 

IL-9-Expression nahe legt. Die Expression von STAT1 ist indessen bei beiden 

Mausstämmen vergleichbar (Daten nicht gezeigt). In humanen Zellen konnten bereits 

                                                
46 PEST-Region:  Prolin-Glutamat-Serin-Threonin-reiche Region 
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NF-κB-Bindestellen im irf-1-Promotor nachgewiesen werden [170], [171], [172], was auf eine 

Regulation der IRF-1-Expression durch NF-κB-Faktoren schließen lässt. Zudem ist IRF-1 

nachweislich in der Lage, mit den NF-κB-Faktoren p50, p65 und c-Rel zu interagieren [173], 

[174], [175]. Einen Aspekt für weitere Arbeiten über die Funktion von IRF-1 könnte die 

Analyse der Gegenregulation von IRF-1 und dem Transkriptionsfaktor IRF-4 liefern. 

Unveröffentliche Arbeiten am Institut für Immunologie der Universitätsmedizin Mainz haben 

gezeigt, dass die IL-9-Expression in BMMC aus dem Inzuchtstamm C57BL/6, die mit einem 

den IL-9-Promotor-tragenden Plasmid transfiziert wurden, durch Zugabe von IRF-1 

vermindert wurde. Das Gegenteil trat durch Gabe des Faktors IRF-4 auf, hier kam es zu 

einer Erhöhung der IL-9-Produktion (persönliche Mitteilung von Dr. M. Klein). 

Da es sich bei IL-1 und LPS um starke Aktivatoren des NF-κB-Weges handelt und es in 

BALB/c zu einer vermehrten Expression diverser NF-κB-Zielgene kommt, wurde die Aktivität 

der NF-κB-Faktoren mittels Reportergenuntersuchungen ermittelt. Zudem konnte die 

Bindung der Faktoren p50, p65 und c-Rel an den il-9-Promotor mittels EMSA47 bereits für 

Mastzellen beschrieben werden [51]. Die Reportergenuntersuchungen weisen eine erhöhte 

Aktivität der NF-κB-Faktoren in BMMC aus BALB/c auf (siehe Abb. 29). Dies deckt sich mit 

bereits publizierten Daten, aus denen hervorgeht, dass Makrophagen aus BALB/c eine 

prominentere NF-κB-Aktivität besitzen, die über einen längeren Zeitraum aktiv ist verglichen 

mit C57BL/6 [176]. Um auszuschließen, dass es bei C57BL/6 bedingt durch eine verstärkte 

negative Regulation zu einer verminderten NF-κB-Aktivität kommt, wurde die Expression 

verschiedener regulatorischer Moleküle, die den NF-κB-Weg negativ beeinflussen wie 

CYLD48, A20, COMMD149 und die microRNAs miR-155 und miR146a analysiert. Allein bei 

A20 und miR-146a zeigten sich Unterschiede zwischen C57BL/6 und BALB/c. Entgegen der 

Erwartung, BMMC aus C57BL/6 würden eine höhere Expression an regulatorischen 

Molekülen aufweisen, sind die Expression von A20 (siehe Abb. 35) und miR-146a (Daten 

nicht gezeigt) jedoch in BMMC aus BALB/c erhöht, was einer vermehrten negativen 

Regulation in C57BL/6 widerspricht. 

Da das eingesetzte NF-κB-Reportergen nur eine generelle Aussage über die 

NF-κB-Faktoren erlaubt, wurde die Expression einzelner Mitglieder der NF-κB-Familie in der 

qRT-PCR untersucht. Allen voran das Protein c-Rel, das als Teil der NF-κB-Familie in fast 

allen Zellen gebildet wird [177]. Die Transkriptionsfaktoren der NF-κB-Familie spielen eine 

wichtige Rolle bei der Regulation von Immunantworten, Entzündungen, Wachstum und 

Apoptose. Charakteristisch für diese Proteine ist eine N-terminale Rel-Homologie-Domäne, 

die für die DNA-Bindung, die Dimerisierung und die Bindung von IκB verantwortlich ist. 
                                                
47 EMSA:   Electrophoretic Mobility Shift Assay 
48 CYLD:   Cylindromatosis 
49 COMMD1:  copper metabolism (Murr1) domain containing 1 
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Zudem enthält diese Domäne das Signal für die nukleäre Translokation. Im Falle von c-Rel 

kommt ferner eine Transaktivierungsdomäne hinzu, deren Aktivität durch eine Stimulations-

induzierte Phosphorylierung noch gesteigert werden kann [59]. Die Expression von c-Rel 

wird durch NF-κB-Bindestellen im Promotorbereich von NF-κB-Faktoren und durch 

Autoregulation von c-Rel selbst reguliert [133], [134], [132]. 

Ursprünglich wurde c-Rel als zelluläres Homolog des Onkogens v-rel, einem Retrovirus bei 

Vögeln, identifiziert [178]. Im inaktiven Zustand liegt c-Rel, wie alle NF-κB-Faktoren, als 

Dimer gebunden an spezifische Inhibitoren (IκBα) im Cytoplasma vor. Durch diverse Stimuli 

wird IκBα, vermittelt durch den IKK-Komplex 50 , phosphoryliert, ubiquitinyliert und 

anschließend Proteasomen-vermittelt degradiert [177]. Durch den Abbau von IκBα wird das 

nukleäre Translokationssignal frei, das NF-κB-Dimer kann in den Nukleus translozieren und 

dort die Genaktivität von NF-κB-Zielgenen beeinflussen [59]. Im Nukleus bindet c-Rel an eine 

Zielsequenz (5´-NGGRN(A/T)TTCC-3′), die von der Konsensus-NF-κB-Bindestelle etwas 

differiert [179]. 

Mastzellen aus Mäusen des BALB/c-Stammes weisen eine verstärkte Expression von c-Rel 

auf (siehe Abb. 31). Mittels Western Blot-Daten konnte zudem im Nukleus von BMMC aus 

BALB/c eine erhöhte c-Rel-Menge ausgemacht werden (siehe Abb. 32). Die mit der 

gesteigerten IL-9-Produktion einhergehende erhöhte c-Rel-Expression legt einen 

Zusammenhang zwischen der Menge an IL-9 und c-Rel nahe, da im murinen il-9-Promotor 

drei Bindestellen für c-Rel nachgewiesen werden konnten [51]. Zur Überprüfung der Rolle 

von c-Rel an der Regulation des Interleukins IL-9 wurde ein c-Rel-Inhibitor verwendet. Der 

Inhibitor IT-603 bedingt eine Konformationsänderung von c-Rel und führt damit zu einer 

Blockade der Transaktivierung [100]. Durch Blockade von c-Rel mittels IT-603 konnte 

gezeigt werden, dass der Faktor c-Rel maßgeblich an der Regulation von IL-9 beteiligt ist. 

Wird die Aktivität von c-Rel blockiert, kommt es zu einer verminderten IL-9-Expression 

(siehe Abb. 33A). Auch die Expression des proinflammatorischen Cytokins IL-1β und die des 

Transkriptionsfaktors IRF-4 - einem c-Rel-Zielgen [129] - sinkt durch die Inhibition von c-Rel 

ab (siehe Abb. 34). 

 

                                                
50 IKK-Komplex:  IkappaB Kinase-Komplex, der IκB phosphoryliert 
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Abb. 48: Mechanismus der IL-9-Regulation in BMMC aus BALB/c.              
In IgE-kreuzvernetzten BMMC aus BALB/c kommt es nach Stimulation mit dem Koaktivator R-LPS zur 
vermehrten Expression des Transkriptionsfaktors c-Rel. Der NF-κB-Faktor c-Rel wiederum steigert die 
Expression des Cytokins IL-1β und des Transkriptionsfaktors IRF-4. Über STAT1 kommt es vermittelt durch IL-1β 
zur Produktion des Transkriptionsfaktors IRF-1. Die gebildeten Faktoren c-Rel, IRF-4 und IRF-1 binden an den 
il-9-Promotor und sind positiv an der Regulation der IL-9-Expression beteiligt. 

 

Zusammenfassend konnte die positive Wirkung von c-Rel auf die Produktion von IL-9, IL-1β 

und IRF-4 nachgewiesen werden (siehe Abb. 48). Durch verstärkte Expression des 

NF-κB-Faktors c-Rel kommt es nachfolgend zu erhöhten IL-1β- und IRF-4-Werten, die 

wiederum auf die IL-9-Expression einwirken. Dabei ist zu beachten, dass die 

IRF-4-Expression von IL-1β abhängig ist. Durch welche Faktoren die gesteigerte 

c-Rel-Expression letztendlich ausgelöst wird, bleibt jedoch bis jetzt unklar und könnte der 

Anstoss für weitere Untersuchungen bezüglich der Regulation der IL-9-Expression in BMMC 

des Maustammes BALB/c sein. 
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4.2 Die Bedeutung der Transkriptionsfaktoren NFATc1 und NFATc2 
für die Expression von IL-9 in Mastzellen 

 

Die Faktoren der NFAT-Familie wurden als Transkriptionsfaktoren beschrieben, die die 

T-Zell-Antwort nach Antigenrezeptorbindung regulieren [180]. Murine Mastzellen exprimieren 

die Transkriptionsfaktoren NFATc1, NFATc2 und NFATc3 [70], [71], [72]. Anhand von 

Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass der NFAT-Faktor NFATc3 in Bezug auf 

die Produktion der Cytokine TNF und IL-13 in Mastzellen entbehrlich ist. Die Faktoren 

NFATc1 und NFATc2 hingegen spielen eine essentielle Rolle bei der Kontrolle dieser gerade 

genannten Cytokine [92]. Die Regulation der NFAT-Faktoren - allen voran NFATc1 in 

Mastzellen - ist bislang wenig erforscht. Durch die Koexistenz unterschiedlich regulierter 

Isoformen, die teils verschiedene Zielgene transaktivieren, wird die Untersuchung der 

Funktionen dieser NFAT-Faktoren an der Genregulation erschwert. Zudem können einige 

NFAT-Faktoren in ihrer Funktion durch andere NFAT-Faktoren ersetzt werden, so dass ihre 

Funktion kompensiert wird [181]. 

Zur weiteren Aufklärung der NFAT-Funktionen in Mastzellen sollte daher in der vorliegenden 

Arbeit die Rolle und Funktion des NFAT-Faktors NFATc1 in BMMC durch den Wegfall der 

NFATc1-Funktion untersucht werden. Da ein systemischer Verlust der Genfunktion von 

NFATc1 durch Defekte in der kardialen Morphogenese ein Fehlen der Aorten- und 

Pulmonalklappen bedingt, sterben die NFATc1-defizienten Embryonen in utero [182]. Daher 

wurden zur Untersuchung der NFATc1-Funktion in Mastzellen Mäuse mit einem gefloxten 

nfatc1-Gen [96] mit Mcpt5-Cre+-Mäusen gekreuzt, die eine Cre-Rekombinase in Mastzellen 

exprimieren. Die aus der Kreuzung entstammenden Nachkommen (Mcpt5-Cre+ Nfatc1∆/∆) 

weisen eine Mastzell-spezifische NFATc1-Defizienz auf (siehe Abb. 36). Da die 

Beteiligung von NFATc1 an der Regulation von TNF, IL-9 und IL-13 bereits vermutet wurde 

[136], wurde die Produktion von IL-9 und des NFAT-unabhängigen Cytokins IL-6 analysiert. 

Die NFATc1-defizienten BMMC zeigen eine durch den Einfluss des als Koaktivators 

fungierenden R-LPS bedingte Erhöhung der Expression von IL-9, die in diesem Maße auch 

in BMMC aus BALB/c beobachtet werden konnte. Eine Kombination von Signal 1 

(IgE/Anti-IgE) und Signal 2 (R-LPS) weist eine Steigerung der IL-9-Expression in aktivierten 

NFATc1-defizienten BMMC verglichen mit dem Wildtyp auf. Werden die Zellen jedoch durch 

Signal 1 oder durch Signal 2 alleine stimuliert, bilden die Mastzellen aus dem Wildtyp und 

den NFATc1-defizienten Mäusen eine vergleichbare Menge an IL-9 (siehe Abb. 37A, C). Das 

Cytokin IL-6 ist von der NFATc1-Defizienz unbeeinflusst (siehe Abb. 37B, D). Ebenso 

konnten mittels Durchflusszytometrie keine Unterschiede in der Rezeptorexpression von 
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TLR-4/MD-2 und IL-1RI auf der Zelloberfläche der BMMC ausgemacht werden 

(siehe Abb. 38). 

Da durch siRNA-vermittelte „Knockdown“-Versuche gezeigt werden konnte, dass NFATc1 an 

der Regulation der IL-9-Expression beteiligt ist [136], wurde die Aktivität der 

NFAT-Faktoren mittels Reportergenuntersuchungen ermittelt. Die NFATc1-Defizienz bewirkt 

eine erhöhte Aktivität der NFAT-Faktoren, gezeigt durch gesteigerte Aktivitäten eines 

NFAT-Reporters in NFATc1-defizienten BMMC (siehe Abb. 39A). Die Aktivität der ebenfalls 

untersuchten NF-κB-Faktoren zeigt keinen Unterschied zwischen dem Wildtyp und den 

NFATc1-defizienten Mastzellen (siehe Abb. 39B). Somit ist die Aktivität der NF-κB-Proteine 

nicht beeinträchtigt, was durch eine vergleichbare Expression des NF-κB-Faktors c-Rel in 

den BMMC beider Mausstämme verdeutlicht wird (Daten nicht gezeigt). 

Ursache der erhöhten NFAT-Aktivität in der Reportergenanalyse ist eine vermehrte 

Expression des Faktors NFATc2 in NFATc1-defizienten BMMC (siehe Abb. 40). NFATc2 

kompensiert vermutlich, zumindest teilweise, die Funktionen des Faktors NFATc1 in 

Mastzellen. Die kompensatorische Wirkung von NFATc2 könnte durch im C-Terminus von 

NFATc2 vorhandene Sumoylierungsstellen51 [183] und durch Sequenzhomologien der für die 

DNA-Bindung von Zielsequenzen verantwortlichen Rel-Homologie-Domäne zwischen 

NFATc1 und NFATc2 von 72% ermöglicht werden [184], wodurch NFATc2 als 

Transkriptionsfaktor für die NFATc1-Zielgene fungieren kann. Weiterhin verdeutlicht die 

Tatsache, dass NFATc1 und NFATc2 beide in der Lage sind, die IL-4-Expression in 

Th2-Zellen zu regulieren [185], dass die Proteine die Funktionen des jeweils anderen 

NFAT-Faktors übernehmen können. Diese Tatsache wird durch Experimente an 

NFAT-defizienten Mäusen weiter untermauert, bei denen durch Gabe von MOG 

(Myelin-Oligodendrocyten-Glycoprotein) eine EAE 52  induziert wird. Die NFAT-Faktoren 

NFATc1 und NFATc2 sind an der Induktion einer EAE im Mausmodell beteiligt und können 

ihre Funktionen gegenseitig übernehmen. Daher überrascht es nicht, dass eine Defizienz 

von NFATc1 oder NFATc2 den Verlauf der EAE bei den Mäusen verbessert, während bei 

einer Doppel-Defizienz von NFATc1 und NFATc2 in den Mäusen überhaupt keine EAE mehr 

ausgelöst werden kann [186]. 

NFATc2 wird in Effektorlymphocyten konstitutiv exprimiert [187] und kann hierbei sowohl als 

Monomer als auch als Dimer mit anderen Transkriptionsfaktoren an die DNA binden. Durch 

                                                
51 Sumoylierungsstellen: Lysine an Position 684 und 897 im C-Terminus von NFATc2, an denen das 

 SUMO (small ubiquitin-like modifier)-Protein ähnlich der Ubiquitinylierung, vermittelt 
durch SUMO-aktivierende E1-Enzyme, SUMO-konjugierende E2-Enzyme und durch 
SUMO-E3-Ligasen, gebunden wird. Diese Form der posttranslationalen Modifikation 
kann die Aktivität der NFAT-Faktoren, z. B. von NFATc1 (Lysine an Position 702 und 
914) und NFATc2 positiv oder negativ beeinflussen [183], [194], [195]. 

52 EAE:   experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, murines Modell für Multiple Sklerose 
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Bindung an NFAT-Bindestellen, die keine Kooperation mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 

benötigen, kommt es durch NFATc2 als Monomer beispielsweise zur Expression von Genen, 

die bei der Anergie und der Erschöpfung53 („Exhaustion“) von T-Zellen involviert sind [188], 

[189]. Zudem kann NFATc2 in T-Zellen nachweislich die Expression von NFATc1 steigern, 

indem NFATc2 an die NFAT-Bindestelle im P1-Promotor des nfatc1-Gens bindet [190]. Die 

Expression von NFATc2 kann auf Ebene der Transkription durch einen 

Transkriptionsrepresser, dem IRF-2-Bindeprotein 2 (IRF-2BP2), gehemmt werden. IRF-2BP2 

interagiert mit dem C-Terminus von NFATc2 und verhindert dadurch die Transaktivierung 

von NFAT-abhängigen Genen wie z. B. il-4 und il-2 in CD4+ T-Zellen [191]. 

Durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Sequenz-spezifische 

RNA-Interferenz mit Hilfe einer NFATc2-siRNA konnte gezeigt werden, dass die vermehrte 

Expression des Transkriptionsfaktors NFATc2 die Ursache für die erhöhte IL-9-Expression in 

den NFATc1-defizienten Mastzellen ist. Der Verlust von NFATc2 führt zu einer reduzierten 

IL-9-Produktion (siehe Abb. 41B). Die beobachtete gesteigerte Expression von NFATc2 kann 

durch einen bereits für CD4+ T-Zellen beschriebenen Synergismus zwischen NFATc2 und 

NF-κB zur Verstärkung der IL-9-Expression erklärt werden. Die Transkriptionsfaktoren 

NFATc2 und NF-κB kooperieren hierbei miteinander, indem NFATc2 an den il-9-Promotor 

bindet und eine transkriptionell aktive Chromatinstruktur am Locus des il-9-Promotors 

induziert. Diese durch NFATc2 ausgelöste Chromatin-Modifikation erleichtert 

NF-κB-Faktoren den Zugang zum Promotor, um diesen nach Bindung zu transaktivieren 

[192]. Dieser Mechanismus könnte auch erklären, weshalb NFATc2 zwar wichtig für die 

IL-9-Produktion in Mastzellen ist, eine direkte Bindung von NFATc2 an mögliche Bindestellen 

des etwa 600bp umfassenden Promotorbereichs nicht nachgewiesen werden konnte 

(persönliche Mitteilung von Priv.-Doz. Dr. M. Stassen). Durch einfache 

Reportergenuntersuchungen nach Transfektion mit Plasmiden, wie im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit durchgeführt, lassen sich solche Phänomene jedoch nicht untersuchen. 

Die Kooperation zwischen NFATc2 und NF-κB könnte erklären, weshalb es nach Signal 1 

(IgE-Rezeptor) keine Unterschiede in der IL-9-Produktion zwischen Wildtyp und NFATc2-/- 

gibt, sondern sich erst bei der Kombination von Signal 1 und Signal 2 (TLR-4) Unterschiede 

ergeben (siehe Abb. 46A). Köck et al., 2014 konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass 

NFATc2 am il-4-Promotor mit dem NF-κB-Faktor p65 zusammenarbeitet. In Th2-Zellen ist 

NFATc2 für die Rekrutierung von p65 und anderen Transkriptionsfaktoren am il-4-Promotor 

verantwortlich und trägt zur Bildung eines Komplexes aus Transkriptionsfaktoren bei, die den 

Promotor transaktivieren [193]. 

                                                
53 Erschöpfung:   Funktionsverlust der aktivierten, Antigen-spezifischen T-Zellen mit anschließender 

Deletion 
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Anhand von Mäusen, die eine systemische NFATc2-Defizienz (NFATc2-/-) aufweisen, 

konnte die essentielle Rolle, die NFATc2 in Bezug auf die IL-9-Regulation einnimmt, weiter 

analysiert werden. Durch die systemische Defizienz des NFAT-Faktors NFATc2 kommt es zu 

einem Absinken der Expression für IL-9, während sich die IL-6-Produktion in diesen 

Mastzellen normal verhält (siehe Abb. 46). Eine Erklärung für die niedrigen IL-9-Werte nach 

Stimulation der IgE-kreuzvernetzten Zellen mit R-LPS kann der oben beschriebene 

Synergismus zwischen NFATc2 und dem NF-κB-Protein p65 liefern [192]. Da NFATc2 fehlt, 

bindet nur noch p65 an den il-9-Promotor und transaktiviert diesen weit weniger erfolgreich 

als es durch den Synergismus zusammen mit NFATc2 der Fall wäre. Auch die Expressionen 

von IRF-4 und IL-1β werden durch die NFATc2-Defizienz beeinflusst. So kommt es 

verglichen mit dem Wildtyp in NFATc2-/- zu verringerten Expressionen von IRF-4 und IL-1β 

(siehe Abb. 47). Dies verdeutlicht zusätzlich die essentielle Funktion von NFATc2 an der 

Regulation der beiden Faktoren IRF-4 und IL-1β. 

Von der gesteigerten NFATc2-Expression in Abwesenheit von NFATc1 ist auch der 

Transkriptionsfaktor IRF-4 betroffen, ein bekannter Interaktionspartner von NFATc2 [159]. 

Durch den „NFATc2-Knockdown“ kommt es zur Drosselung der IRF-4-Produktion. Somit 

lässt sich eine positive Abhängigkeit der IRF-4-Expression vom Faktor NFATc2 nachweisen 

(siehe Abb. 41C). Dies erklärt auch die höhere Expression von IRF-4 in den 

NFATc1-defizienten BMMC (siehe Abb. 42). Wie bereits bei BALB/c nachgewiesen, 

beeinflusst IRF-4 die IL-9-Expression im positiven Sinne, so auch in Mastzellen mit einer 

NFATc1-Defizienz. Durch den Einsatz einer spezifischen IRF-4-siRNA konnte gezeigt 

werden, dass der Verlust von IRF-4 eine reduzierte IL-9-Expression zur Folge hat 

(siehe Abb. 43B). Zwar wird die IRF-4-Expression von NFATc2 beeinflusst (siehe Abb. 41), 

eine gegenseitige Einflussnahme von IRF-4 und NFATc2 konnte jedoch nicht beobachtet 

werden, da ein Verlust von IRF-4 keine Veränderung der NFATc2-Expression nach sich zieht 

(siehe Abb. 43D). 

Neben IRF-4 wird auch das proinflammatorische Cytokin IL-1β in den NFATc1-defizienten 

BMMC verstärkt produziert. Diese höhere IL-1β-Expression zeigt sich abhängig von der 

Expression von NFATc2, da es durch Verlust von NFATc2 zu einer Reduktion der 

IL-1β-Expression kommt (siehe Abb. 41D). Eine Abhängigkeit vom Faktor IRF-4 konnte für 

IL-1β jedoch nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 43C). 

Da sich in BMMC aus BALB/c gezeigt hatte, dass IL-1β über STAT1 und IRF-1 eine positive 

Wirkung auf die IL-9-Produktion ausübt, wurde die Expression dieser Faktoren auch in 

NFATc1-defizienten BMMC untersucht. Es zeigt sich, dass es in den IgE-kreuzvernetzten 

Mastzellen durch den Kofaktor IL-1β bzw. R-LPS ebenfalls zu einer vermehrten Expression 
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von IRF-1 kommt (siehe Abb. 45). Die STAT1-Expression ist indessen nicht beeinflusst 

(Daten nicht gezeigt). 

 

 

Abb. 49: Kompensatorische Wirkung von NFATc2 auf die IL-9-Produktion NFATc1-defizienter Mastzellen. 
Nach der Kreuzvernetzung der FcεRI-Rezeptoren (Signal 1) auf der Zelloberfläche der BMMC und Stimulation mit 
dem Kofaktor R-LPS (Signal 2) kommt es vermittelt durch eine kompensatorische Wirkung des NFAT-Faktors 
NFATc2 zu einer Steigerung der Expression des Cytokins IL-1β und des Transkriptionsfaktors IRF-4. IL-1β 
wiederum vermittelt über STAT1 die Bildung des Transkriptionsfaktors IRF-1. Zusammen binden NFATc2, IRF-4 
und IRF-1 an den il-9-Promotor und transaktivieren diesen. Dabei kommt es zu einer möglichen Kooperation von 
NFATc2 und NF-κB. NFATc2 bindet an den il-9-Promotor und induziert durch eine Chromatin-Modifikation eine 
aktive Chromatinstruktur, die es NF-κB erleichtert den Promotor zu transaktivieren [CRAC (calcium release-
activated channel), ER (Endoplasmatisches Retikulum)]. 

 

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Mcpt5-Cre+ Nfatc1∆/∆-Modell erlaubt abschließend 

keine Aussage über die Funktion von NFATc1 in murinen Mastzellen. Der NFAT-Faktor 

NFATc2 übernimmt in diesem Mausmodell durch eine kompensatorische Wirkung die 

Funktion von NFATc1, wodurch eine Aussage über die Funktion von NFATc1 innerhalb der 

Mastzelle nicht möglich ist. Stattdessen kommt es in Folge der erhöhten NFATc2-Expression 

zu einer verstärkten Produktion von IL-9. Weiterhin zeigt sich in Abhängigkeit von NFATc2 
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eine gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors IRF-4 und des Cytokins IL-1β, die 

wiederum eine positive Wirkung auf die IL-9-Expression ausüben (siehe Abb. 49). Durch 

welche Ursachen die erhöhte NFATc2-Expression in Abwesenheit des Transkriptionsfaktors 

NFATc1 ausgelöst wird, ist weiterhin unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. 
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5 Zusammenfassung 
 

Interleukin 9 ist ein Cytokin mit pleiotropen Aufgaben innerhalb des Immunsystems. Neben 

seiner protektiven Rolle in Hinblick auf die Tumorimmunologie und die Immunität gegen 

intestinale Parasiten, wie z. B. Nematoden, wird IL-9 auch eine proinflammatorische Funktion 

bei verschiedenen Krankheiten zuteil. Zu den IL-9-abhängigen Erkrankungen zählen u. a. 

allergisches Asthma, entzündliche Darmerkrankungen und Infektionen mit dem 

Respiratorischen Synzytial-Virus. Außer Mastzellen bilden auch Th9-Zellen das Cytokin IL-9. 

Auf zellulärer Ebene fungiert IL-9 als Wachstumsfaktor für Mastzellen und kann in aktivierten 

Mastzellen die Produktion verschiedener Cytokine induzieren. 

Vergleichende Untersuchungen über die Aktivierung von Mastzellen verschiedener 

Mausstämme durch proinflammatorische Signale, wie das Lipopolysaccharid R-LPS, zeigen 

eine erhöhte IL-9-Expression in Mastzellen aus BALB/c-Mäusen, verglichen mit Mäusen des 

genetischen C57BL/6-Hintergrundes. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass die Ursache für die gesteigerte Expression des Cytokins IL-9 eine verstärkte 

Expression des NF-κB-Proteins c-Rel ist, das als Transkriptionsfaktor die IL-9-Produktion 

direkt verstärkt. Die höhere c-Rel-Aktivität bedingt außerdem eine Steigerung der Expression 

der Transkriptionsfaktoren IRF-4 und IRF-1 und des proinflammatorischen Cytokins IL-1β, 

die wiederum positiv auf die Transkription von IL-9 einwirken. Somit liegt in BMMC aus 

BALB/c-Mäusen ein Netzwerk aus Signalwegen vor, die, in Abhängigkeit von der Aktivität 

des NF-κB-Faktors c-Rel, eine positive Verstärkung der Expression des Cytokins IL-9 

bewirken. 

Verschiedene Vorarbeiten an murinen Mastzellen konnten Transkriptionsfaktoren der 

NFAT-Familie bereits als wichtige Faktoren für die Produktion von IL-9 identifizieren. Durch 

den Einsatz eines Mausmodells mit einer Mastzell-spezifischen NFATc1-Defizienz sollte die 

Funktion des Faktors NFATc1 in Mastzellen analysiert werden. Durch einen 

kompensatorischen Effekt von NFATc2 kommt es nach Stimulation mit dem Kofaktor R-LPS 

zu erhöhten IL-9-Werten in den IgE-kreuzvernetzten Mastzellen. Von der gesteigerten 

NFATc2-Wirkung sind auch die Transkriptionsfaktoren IRF-4 und IRF-1 betroffen, sowie das 

proinflammatorische Cytokin IL-1β. Die erhaltenen Resultate zeigen, dass das gewählte 

Mausmodell zur Untersuchung der Funktion des NFAT-Faktors NFATc1 in Mastzellen nicht 

geeignet ist, da es zu einer kompensatorischen Übernahme der Aufgaben von NFATc1 

durch den Transkriptionsfaktor NFATc2 kommt. 
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