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Zusammenfassung  
 
Glukokortikoide sind für ihre starken entzündungshemmenden und anti-allergischen 

Eigenschaften bekannt. In Mastzellen hemmen sie die Mediatorfreisetzung und die 

Expression von Entzündungsgenen. Diese Prozesse werden durch die antigenvermittelte 

Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors FcεRI ausgelöst und zeichnen sich durch eine erhöhte 

Aktivität der MAP Kinasen ERK1/2, JNK und p38 MAPK aus. Die FcεRI-

Oberflächenexpression sowie die antigeninduzierte Phosphorylierung von MAP Kinasen 

werden durch Glukokortikoide gehemmt. In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der 

Glukokortikoid-vermittelten negativen Regulation der FcεRI-Expression und p38 MAPK- 

und ERK1/2-Aktivität in Mastzellen (bone marrow derived mast cells, BMMC) analysiert. 

Die Herabsetzung der FcεRI-Expression ist eine späte Glukokortikoid-Wirkung, die erst nach 

16 Stunden Dexamethason-Behandlung von BMMC festgestellt werden konnte. 

Dexamethason hatte keine Auswirkung auf die mRNA-Menge der einzelnen IgE-Rezeptor-

Untereinheiten, setzte jedoch die Proteinmenge der FcεRI β-Kette herab. Durch Verwendung 

von Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der FcεRI β-Untereinheit den 

Glukokortikoidrezeptor, eine de novo Proteinsynthese sowie die Aktivität des proteasomalen 

Proteinabbauweges benötigt. BMMC, die zwei bis 24 Stunden in Gegenwart von 

Dexamethason kultiviert wurden, zeigten eine erhöhte Expression der MAP Kinase-

Phosphatasen MKP-1 und MKP-2 und der Phosphatase PEP. Mit Hilfe von BMMC von PEP- 

und MKP-1-Knockout (KO)-Mäusen konnte gezeigt werden, dass die negative Regulation 

von ERK1/2 durch Dexamethason PEP- und MKP-1-unabhängig ist. Ebenso war die p38 

MAPK-Phosphorylierung in Glukokortikoid-behandelten PEP KO-BMMC herabgesetzt, 

wohingegen MKP-1-defiziente BMMC keine Hemmung der p38 MAPK-Phosphorylierung 

zeigten. Die Aufhebung dieser Glukokortikoid-Wirkung in MKP-1 KO-BMMC konnte nur 

nach 4 und 8 Stunden Dexamethason-Behandlung beobachtet werden, während eine länger 

anhaltende Behandlung von MKP-1 KO-BMMC mit Dexamethason zu einer Repression der 

p38 MAPK-Aktivität führte. Dies zeigt, dass die Fähigkeit von MKP-1, diese Glukokortikoid-

Wirkung zu vermitteln, auf einen relativ kurzen Zeitraum beschränkt ist. Eine Reduktion der 

MKP-2-Proteinmenge mittels siRNA hatte keine Auswirkung auf die Glukokortikoid-

abhängige Regulation von ERK1/2 und p38 MAPK. In ähnlicher Weise war die negative 

Regulation der Expression der pro-inflammatorischen Gene TNF-α, IL-6, MCP-1 und 

MMP13 durch Dexamethason in MKP-1 KO-BMMC und in BMMC, die mit MKP-2-siRNA 

transfiziert wurden, unverändert. MKP-1 KO-Mäuse erwiesen sich jedoch hoch empfindlich 

gegenüber einer systemischen Anaphylaxie. Aber trotzdem war Dexamethason in der Lage, 

diese IgE/Antigen-induzierte anaphylaktische Reaktion zu inhibieren. 

Die Befunde dieser Arbeit demonstrieren somit, dass die Induktion von MKP-1 für die 

Glukokortikoid-abhängige Hemmung der p38 MAPK-Phosphorylierung benötigt wird, aber 

nicht ausreicht, um die inhibitorischen Wirkungen der Glukokortikoide in BMMC zu 

vermitteln.
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Abstract 
 
Molecular mechanisms of glucocorticoid-dependent inhibition of IgE receptor 

signalling in mast cells  

 
Glucocorticoids are well known for their potent anti-inflammatory and anti-allergic 
properties. In mast cells, glucocorticoids inhibit the release of inflammatory mediators and the 
expression of pro-inflammatory genes. These processes are triggered by antigenic 

crosslinking of the high affinity receptor for IgE FcεRI and are associated with an activation 

of the MAP kinases ERK1/2, JNK and p38 MAPK. FcεRI surface expression and antigen-

induced phosphorylation of MAP kinases are inhibited by glucocorticoids. In the work 
presented here, the mechanisms of glucocorticoid-dependent down-regulation of IgE receptor 
surface expression and negative regulation of p38 MAP kinase and ERK1/2 activity in bone 
marrow derived mast cells (BMMC) were analysed. 

Down-regulation of FcεRI surface expression is a relatively late effect of glucocorticoids 
which occurred after 16 hours treatment of BMMC with dexamethasone. Dexamethasone did 

not affect the mRNA levels of the FcεRI subunits FcεRIα, β and γ, but decreased the β 

subunit at the protein level. Using different inhibitors it was shown, that reduction of FcεRIβ 

requires the glucocorticoid receptor, de novo protein synthesis and the activity of the 
proteasome pathway. BMMC, treated for 2-24 hours with dexamethasone, showed an 
enhanced expression of the MAP kinase phosphatases MKP-1 and MKP-2 and the protein 
tyrosine phosphatase PEP. By analyzing BMMC derived from PEP and MKP-1 knockout 
(KO) mice it was shown that the repression of phosphorylation of ERK1/2 by dexamethasone 
is independent of PEP and MKP-1. Moreover PEP KO BMMC treated with glucocorticoid 
also showed a decreased phosphorylation of p38 MAPK compared to the control, whereas in 
MKP-1 deficient BMMC dexamethasone failed to repress the activity of this kinase. This 
MKP-1-mediated inhibition of p38 MAPK phosphorylation was only observed four and eight 
hours after glucocorticoid treatment. MKP-1 KO BMMC cultured for a longer time in the 
presence of dexamethsone showed a decrease in p38 MAPK phosphorylation similar to the 
wild-type cells, indicating that the contribution of MKP-1 to the mediation of glucocorticoid 
action is only restricted to a relatively short time after glucocorticoid treatment. A reduction 
of MKP-2 expression in wild-type BMMC by MKP-2 siRNA did not abolish the repression of 
p38 MAPK and ERK1/2 phosphorylation by dexamethasone. Similarly the glucocorticoid-

mediated down-regulation of expression of the pro-inflammatory genes TNF-α, IL-6, MCP-1 
and MMP13 was not altered in MKP-1 KO BMMC and BMMC transfected with MKP-2 
siRNA. MKP-1 knockout mice were however highly susceptible to systemic anaphylaxis. 
Nevertheless dexamethasone was able to suppress the IgE/antigen-induced anaphylactic 
reaction. 
Taken together, the findings of these studies demonstrate that inhibition of IgE receptor-
dependent p38 MAPK-phosphorylation by dexamethasone is mediated by induction of MKP-
1. However MKP-1 does not suffice for the mediation of the negative regulatory actions of 
glucocorticoids in BMMC.  
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1. Einleitung 
 

Seit der Entdeckung der antirheumatischen Wirkung des Kortisons Ende der vierziger 

Jahre (Hench et al, 1949) gehören Glukokortikoide zu den wirksamsten 

Medikamenten bei der Behandlung von allergisch entzündlichen Erkrankungen. Sie 

sind wichtiger Bestandteil der Therapie bei zahlreichen Krankheiten wie zum Beispiel 

Asthma bronchiale, rheumatoide Arthritis, chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

und Allergien. Dabei stehen ihre entzündungshemmenden, immunsuppressiven und 

antiallergischen Eigenschaften im Vordergrund. Wegen ihrer vielseitigen Effekte auf 

den Knochen- und Calciumstoffwechsel, den Elektrolythaushalt, das Herz-

Kreislaufsystem und den Stoffwechsel kommt es jedoch im Rahmen einer 

längerfristigen Therapie auch zu unerwünschten Nebenwirkungen. Diese negativen 

Wirkungen stellen in ihrer vollen Ausprägung das iatrogene Cushing-Syndrom dar, 

und können zu schwerwiegenden, teilweise irreparablen Schäden, wie z.B. einer 

Osteoporose oder Diabetes mellitus führen (Lukert und Raisz, 1990; Biering et al, 

2000) (s. Tab.1). 

 
Schon seit Beginn der klinischen Verwendung der Glukokortikoide bemüht sich die 

pharmazeutische Chemie um die Entwicklung synthetischer Glukokortikoid-Derivate, 

welche adäquate antiphlogistische und verminderte unerwünschte Wirkungen 

besitzen. Versuche zur Vermeidung von Nebenwirkungen durch alleinige 

Strukturveränderungen am Molekül sind aufgrund der komplexen Wirkungsweise der 

Glukokortikoide  bisher relativ erfolglos geblieben (Schäcke et al, 2002a). Um 

potente, selektiv wirkende Glukokortikoidanaloga entwickeln zu können, ist es daher 

unerlässlich aufzuschlüsseln, welche molekularen und zellulären Mechanismen für die 

therapeutischen Wirkungen von Glukokortikoiden verantwortlich sind. 
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System 

 

 
Unerwünschte Wirkungen 

 
Endokrines System/Stoffwechsel 

 
Nebenniereninsuffizienz 

 Hypogonadismus 
 Diabetes mellitus 
 Gewichtszunahme 
  
Knochenstoffwechsel Osteoporose 
 Knochennekrose 
  
Muskulatur Myopathie 
  
Haut/Bindegewebe Wundheilungsstörungen 
 Atrophien, Akne 
  
Augen Katarakt (grauer Star) 
 Glaukom (grüner Star) 
  
Magen-Darmsystem Ulzera, Pankreatitis 
  
Kardiovaskuläres/renales System Bluthochdruck, Ödeme 
  

 
Tab.1 Unerwünschte Wirkungen und Symptome einer Langzeittherapie mit Glukokortikoiden (nach 
Schäcke et al, 2002b)  
 

 

1.1 Glukokortikoidhormone    

 
Glukokortikoide sind Steroidhormone, die neben den Mineralokortikoiden und 

Androgenen in der Nebennierenrinde gebildet werden.  Ausgangsprodukt der 

Glukokortikoide ist das Cholesterin, welches in den Mitochondrien und im 

endoplasmatischen Retikulum durch eine Folge von enzymatischen Modifikationen 

zu Kortikosteron und Kortisol, dem physiologisch wichtigsten Glukokortikoid des 

Menschen umgewandelt wird. Die Biosynthese der Glukokortikoide steht unter 

regulatorischer Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysenvorderlappen-Nebennieren-

rinden-Achse (HPA). Das im Hypothalamus gebildete Corticotropin-Releasing 

Hormon (CRF) regt über das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) die Synthese der 

Glukokortikoidhormone in der inneren Zone der Nebennierenrinde an (Chrousos, 

1995). Bei erhöhten Kortikoidspiegel im Blut kommt es aufgrund eines negativen 

Rückkopplungsmechanismus zu einer Hemmung der CRF- und ACTH-Freisetzung 

(Baxter und Rousseau, 1979). Des weiteren liegt der größte Anteil der sezernierten 
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Glukokortikoide an Plasmaproteine, wie  das Corticosteroid-bindende Globulin und 

Albumin gebunden vor, was neben der Feedback-Hemmung zur Aufrechterhaltung 

gleichmäßiger Plasmakonzentrationen beiträgt (Breuner und Orchnik, 2002).  

 
Glukokortikoide sind pleiotrop wirkende Hormone, die an der Regulation zahlreicher 

Prozesse im Körper beteiligt sind (Baxter und Rousseau, 1979; Schäcke et al, 2002b). 

Ihre Effekte auf den Stoffwechsel dienen alle der Energiebereitstellung. Sie 

induzieren die Glukoneogenese und den Glykogen-Abbau in der Leber und hemmen 

die Glukoseaufnahme in Muskel und Fettgewebe. Ihre katabole Wirkung auf den 

Lipid- und Proteinstoffwechsel setzt Glycerol, Fettsäuren und Aminosäuren frei. 

Letztere werden wieder zur Glukoneogenese verwendet. Die daraus resultierende 

Erhöhung des Plasmaglukosespiegels ist insbesondere für die Anpassung an 

Stresssituationen von Bedeutung (Munck et al, 1984). Unter diesen Bedingungen sind 

Glukokortikoide auch wichtig für die Vasokonstriktion und Kontraktilität des 

Herzmuskels.  

 
Neben dem Erhalt der Glukose-Homöostase sind Glukokortikoide auch an der 

Regulation des Bindegewebe-, Calcium-, und Knochen-Stoffwechsels beteiligt (Grose 

et al, 2002; Reichardt und Schütz, 1998). Darüber hinaus besitzen sie auch 

entwicklungsbiologische Relevanz. Bei der Reifung von Leber, Pankreas, Magen-

Darm-Trakt und Lunge während der Embryonalentwicklung sind sie von essentieller 

Bedeutung (Baxter und Rousseau, 1979; Cole et al, 1995). Über ihre zentrale Wirkung 

können Glukokortikoide Einfluss auf das Gehirn, Gedächtnisleistungen und 

Verhaltensmuster nehmen (Flanagan-Cato und Fluharty, 1997; De Quervain et al, 

1998, Tronche et al, 1999). 

Die Wirkungen der Glukokortikoidhormone auf die Immunantwort sind vielfältig und 

in der Regel supprimierend. In Lymphozyten hemmen Glukokortikoide die 

Proliferation und die Freisetzung von Zytokinen und induzieren darüber hinaus 

Apoptose (Lanza et al, 1996; Guizani et al, 1996; Distelhorst 2002). In Mastzellen, 

Makrophagen und Granulozyten ist die Produktion von pro-inflammatorischen 

Zytokinen und Entzündungsmediatoren herabgesetzt (Kassel und Cato, 2002; Belvisi, 

2004; Valledor und Ricote, 2004). Ebenso wird die Migration und Adhäsion von 

Mastzellen und anderen Leukozyten durch Glukokortikoide gehemmt (Yamaguchi et 

al, 1994; Zhang und Thorlacius, 2000; Jeong et al, 2003). Einige der im Rahmen von 
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Entzündungsreaktionen vermehrt gebildeten Zytokine induzieren die ACTH-

abhängige Sekretion von Cortisol durch Aktivierung des HPA-Systems 

(Auernhammer und Melmed, 1999). Aufgrund ihrer hemmenden Wirkungen auf die 

Immunantwort, stellen Glukokortikoide demnach ein wichtiges Kontrollsystem der 

Homöostase dar, indem sie übermäßige Entzündungsprozesse oder allergische 

Reaktionen unterdrücken und damit verbundene gewebsschädigende Folgen für den 

Organismus verhindern. 

 

1.2 Wirkungsweise der Glukokortikoide 

 

Nahezu alle Wirkungen der Glukokortikoidhormone werden durch die Bindung des 

Hormons an ein im Zytoplasma lokalisiertes Rezeptorprotein, den 

Glukokortikoidrezeptor (GR) vermittelt (Hollenberg et al, 1985). Der GR gehört zur 

Klasse der Steroidhormonrezeptoren, einer Untergruppe der Proteinfamilie der 

nukleären Rezeptoren (Mangelsdorf et al, 1995). Im Zytoplasma liegt der GR in 

inaktiver Form als Bestandteil eines großen Proteinkomplexes zusammen mit 

verschiedenen Chaperon- und Cochaperon-Molekülen wie z.B. Hsp90, Hsp70 und 

Immunophilline vor (Dittmar und Pratt, 1997; DeFranco, 2002). Die Bindung des 

Glukokortikoids an seinen Rezeptor führt zu Konformationsänderungen innerhalb des 

Komplexes. Protein-Protein-Wechselwirkungen werden geschwächt, der Komplex 

dissoziiert und der Liganden-gebundene Rezeptor transloziert in den Kern, wo er auf 

unterschiedliche Weise die Expression von Genen beeinflussen kann (zur Übersicht 

siehe Beato, 1989; Cato et al, 1992). 

Drei grundsätzlich verschiedene Mechanismen sind für die Regulation der 

Genexpression durch den GR beschrieben worden (Abb.1). Zum einen agiert der GR 

als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor und kann durch Bindung an spezifische 

Bereiche innerhalb der Promotorstruktur bestimmter Gene, so genannte 

„glucocorticoid response elements“ (GRE) und negative GRE (nGRE), die 

Transkription des Zielgens aktivieren (Transaktiverung) oder reprimieren 

(Transrepression)  (Beato et al, 1989; Cato et al, 1992). Das zweite, auch als „Cross-

Talk“ bezeichnete Wirkungsprinzip, ist in der Regel GRE-unabhängig und basiert auf 

der Modulation der transkriptionellen Aktivität von anderen Transkriptionsfaktoren 

durch Protein-Protein-Wechselwirkungen (Herrlich, 2001). Der dritte Mechanismus 
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der Regulation der Genexpression durch den GR beruht auf der Interferenz von 

Glukokortikoiden mit Signaltransduktionswegen, welche die Expression Gluko-

kortikoid-regulierter Gene kontrollieren (Kassel und Cato, 2002; Swantek et al, 1997; 

Clark und Lasa, 2003).  

 
Die Expression von Genen, die für wichtige Enzyme bei der Glukoneogenese 

kodieren, werden durch die GRE-mediierte Transaktivierung durch Glukokortikoide 

induziert (Jantzen et al, 1987; Danesch et al, 1987; Imai et al, 1993; Reichardt et al, 

1998). Man vermutet daher, dass die bei der Glukokortikoid-Therapie auftretenden 

unerwünschten metabolischen Effekte hauptsächlich durch die DNA-bindende 

Eigenschaft des GR und dessen Transaktivierungsfunktion vermittelt werden. Die 

Expression von Glukokortikoid-regulierten Genen, die eine Schlüsselrolle bei anderen 

Nebenwirkungen spielen, wie zum Beispiel bei der kortikoid-induzierten 

Osteoporose, wird nicht ausschließlich durch Transaktivierung  reguliert (Schäcke et 

al, 2002). Dennoch deuten bisherige Studien auf eine zentrale Rolle dieses 

Mechanismus bei der Regulation von Genen hin, die bei der Vermittlung einiger 

unerwünschter Wirkungen der Glukokortikoide beteiligt sind (Reichhardt et al, 2001).  

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Abb.1 Allgemeine Wirkungsmechanismen der Glukokortikoide. Glukokortikoide (GC) 
diffundieren ins Zytoplasma ihrer Zielzellen und binden an den Glukokortikoidrezeptor (GR). Dieser 
transloziert daraufhin in den Zellkern und kann durch Bindung an bestimmte Promotorbereiche (1) 
oder durch Protein-Protein-Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsfaktoren (2) die 
Transkription des Zielgens aktivieren oder reprimieren. Die Beeinflussung von 
Signaltransduktionswegen durch den GR führt ebenfalls zur Modulation der Aktivität von 
Transkriptionsfaktoren und somit zur Regulation bestimmter Zielgene (3). 

       Zellkern 
 
           (1) 
 
          (2) 
 
          (3) 
 
 
 

 
GR 

GC 

 GC 
 

• Aktivierung oder Repression  
der Transkription 

 
• Modulation der Aktivität von 

Transkriptionsfaktoren 
 
 

• Beeinflussung der Aktivität von 
Signalweg-Komponenten 

Zytoplasma 
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Die Eigenschaft des GR, die Aktivität von Transkriptionsfaktoren und 

Signalwegkomponenten zu reprimieren, wird dagegen als Grundlage der 

entzündungshemmenden und anti-allergischen Wirkungen der Glukokortikoide 

angesehen. Diese Hypothese basiert auf der Tatsache, dass viele Gene, die bei der 

Entstehung von Entzündungsprozessen beteiligt sind, wie Zytokine, Zytokin-

rezeptoren, chemotaktisch wirkende Proteine und Adhäsionsmoleküle, unter positiver 

Kontrolle von Transkriptionsfaktoren stehen, deren Aktivität durch den negativen 

„Cross-Talk“ mit dem GR inhibiert wird, wie z.B, dem Aktivator Protein 1 (AP-1) 

und NF-κB (Jonat et al, 1990; Heck et al, 1997). Die negative Beeinflussung von 

Signaltransduktionswegen durch Glukokortikoide kann ebenfalls zur Repression der 

Aktivität pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren führen (Swantek et al, 1997; 

Gonzalez et al, 2000). Einen zentralen Stellenwert nehmen dabei die mitogen 

aktiverten Proteinkinasen (MAP Kinasen) ein, da sie Komponenten von 

Signalkaskaden sind, die durch zahlreiche pro-inflammatorische und Stress-

auslösende Stimuli (Zytokine, Wachstumsfaktoren, Allergene, Tumorpromotoren) 

initiiert werden und die Differenzierung und biologischen Funktionen von 

Entzündungszellen kontrollieren (Chang und Karin, 2001; Dong et al, 2002).  

 
MAP Kinasen werden durch duale Phosphorylierung von konservierten Tyrosin- und 

Threonin-Resten durch sogenannte MAP Kinase-Kinasen aktiviert, woraufhin sie über 

Phosphorylierung anderer Proteinkinasen oder Transkriptionsfaktoren die Expression 

pro-inflammatorischer Gene aktivieren können (Chang und Karin, 2001). Die 

Hemmung von MAP Kinase-abhängigen Signalwegen durch Glukokortikoide wurde 

für die MAP Kinasen p38 MAP Kinase, Jun N-terminale Kinasen (JNK) und ERK 1 

und 2 (extracellular signal-regulated kinases 1 und 2) beschrieben (Lasa et al, 2002; 

Swantek et al, 1997; Rider et al, 1996). Während die molekularen Mechanismen des 

„Cross-Talks“ zwischen dem GR und pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren, 

wie AP-1 und NF-κB in der Vergangenheit sehr intensiv untersucht wurden (De 

Bosscher, 2003), ist über die genaue mechanistische Grundlage der Repression von 

MAPK-Signalwegen durch Glukokortikoide bislang zum Teil nur wenig bekannt.  

 
Studien mit Endothelzellen deuten darauf hin, dass die die Glukokortikoid-vermittelte 

Hemmung der JNK-Phosporylierung auf einem Transkriptions-unabhängigen 

Mechanismus basiert (Caelles et, 1997; Conzalez et al, 2000), der die Interaktion des 
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GR mit dieser MAP Kinase involviert (Bruna et al, 2003). Die Bindung von JNK 

durch den GR hemmt den Transfer der Kinase in den Zellkern und könnte somit die 

JNK-abhängige Phosphorylierung von c-Jun, einer Komponente des dimeren 

Transkriptionsfaktors AP-1 verhindern. Die GR-mediierte Regulation der JNK-

Aktivität wird daher auch als alternativer Mechanismus zur Repression AP-1-

regulierter Entzündungsgene, wie z.B. Tumor Nekrosis Faktor alpha (TNF-α), 

angesehen (Swantek et al, 1997; Bruna et al, 2003). Auch in Mastzellen findet die 

negative Regulation der JNK-Aktivität durch Glukokortikoide unabhängig von einer 

de novo Proteinsynthese statt (Kassel und Cato, 2001). Im Gegensatz dazu, benötigt 

die Glukokortikoid-vermittelte Hemmung der MAP Kinasen ERK 1 und 2 und der 

p38 MAP Kinase die Neusynthese eines oder mehrerer Proteine. Ebenso wurde 

nachgewiesen, dass die Aktivtät einer Proteintyrosinphosphatase an der negativen 

Regulation dieser Kinasen beteiligt ist, was auf eine Glukokortikoid-induzierte 

Dephosphorylierung von ERK1/2 und der p38 MAP Kinasen indeutet (Kassel et al, 

2001; Lasa et al, 2002).  

 
Die p38 MAP Kinase- und ERK1/2-abhängigen Signalwege sind nicht allein für die 

Regulation der Expression von pro-inflammatorischen Genen von Bedeutung. In 

basophilen Granulozyten und Mastzellen sind sie darüber hinaus an der Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren, wie anaphylaktisch wirkende Aminen und Eikosanoiden 

beteiligt (Hirasawa et al, 1995; Zhang et al, 1997, Gibbs, 2002). Diese Prozesse 

werden ebenfalls durch Glukokortikoide gehemmt (Daeron et al, 1982; Rider et al, 

1996; Ecklund et al, 1997; Sewell et al, 1998; Kassel und Cato, 2001). Die negative 

Regulation der Aktivität dieser MAP Kinasen wird auch deshalb als eine wichtige 

Grundlage der entzündungshemmenden und anti-allergischen Wirkungen der  

Glukokortikoide angesehen. Es ist daher von besonderem Interesse, die molekularen 

Mechanismen der Glukokortikoid-vermittelten Hemmung der p38 MAP Kinase- und 

ERK1/2-Phosphorylierung zu entschlüsseln, um so die Relevanz dieses 

Wirkungsprinzip für die therapeutischen Effekte der Glukokortikoide beurteilen zu 

können. 

 

 

 



Einleitung 

 

14 

1.3 Bone marrow derived Mouse Mast cells als Modell zur 
Untersuchung der Glukokortikoid-vermittelten Hem-
mung von MAP Kinase-Signalwegen 

 

Mastzellen eignen sich sehr gut als System, um die Regulation von MAP Kinase-

Signalwegen durch Glukokortikoide im Zusammenhang mit der Hemmung von 

allergisch entzündlichen Prozessen zu untersuchen. Mastzellen sind Effektorzellen der 

spezifischen und unspezifischen Immunantwort. Sie übernehmen wichtige Funktionen 

bei der frühen und späten Phase von Allergien und bei der Abwehr mikrobieller 

Pathogene (Wedemeyer et al, 2000; Galli et al, 2005). Zahlreiche Entzündungs-

erkrankungen zeichnen sich durch eine verstärkte Beteiligung von Mastzellen aus. 

Beispiele dafür sind die Atopische Dermatitis, das allergische Asthma bronchiale, 

Rheumatoide Arthritis und Multiple Sklerose (Chiaparra et al, 2001; Bradding und 

Holgate, 1999; Kruger, 2001).  

 
Mastzellen sind ubiquitär vorkommende Bindegewebszellen, die aus 

hämatopoietischen (CD34 positiven) Stammzellen des Knochenmarks entstehen und 

als unreife Vorläuferzellen im peripheren Blut zirkulieren (Metcalfe et al, 1997). Von 

dort aus wandern sie ins Gewebe der meisten Organe ein und reifen unter Einfluss 

von Wachstumsfaktoren zu Mastzellen aus. Erhöhte Mastzellzahlen findet man in 

Geweben, welche in direktem Kontakt mit der Umwelt stehen, wie in der Haut und in 

den Schleimhäuten von Auge, Nase, Gastrointestinal- und Respirationstrakt.  

 
Die wichtigsten Wachstumsfaktoren für Mastzellen sind der Stem Cell Factor (SCF 

oder c-Kit ligand) und das Interleukin 3 (IL-3) (Metcalfe et al, 1997; Kitamura et al, 

1993; Kirshenbaum et al, 1992). Die Effekte des SCF werden über einen 

membranständigen Tyrosinkinaserezeptor (c-Kit oder CD117) vermittelt und sind 

sowohl für die Proliferation von c-Kit positiven Stammzellen im Knochenmark, als 

auch für die Einwanderung der Mastzellvorläufer aus dem Blut ins Gewebe von 

Bedeutung (Ashman, 1999; Tsuji et al, 1992; Dastych und Metcalfe, 1994). Den c-

Kit-Rezeptor exprimieren neben hämatopoetischen Stammzellen und Mastzellen nur 

noch wenige andere Zellen (Besmer et al, 1993). SCF wird von Stromazellen des 

Knochenmarks, von Fibroblasten, Melanozyten und Endothelzellen und von 

Mastzellen selbst produziert (Denburg, 1995; Galli et al, 1994; Heinrich et al, 1993, 
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Welker et al, 1999). Das in den Geweben synthetisierte SCF wirkt auf die 

Mastzellvorläuferzelle chemotaktisch (Sundstrom et al, 2001). Die Zellen wandern in 

die Gewebe ein und weitere Chemokinrezeptoren und Mastzell-spezifische Proteine 

werden exprimiert (Oliveira und Lukacs, 2001). Schließlich verbleiben die 

ausgereiften Vorläufer als residente Mastzellen in Bindegewebe und können dort 

mehrere Monate überleben. IL-3 hat ähnliche Effekte auf CD34 positive Zellen wie 

SCF (Lantz und Huff, 1995). Bei Mäusen und Ratten ist es ebenfalls ein 

Überlebensfaktor für ausdifferenzierte Mastzellen, während reife humane Mastzellen 

keine IL-3-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche exprimieren.  

 
Primäre Mastzellen lassen sich in vitro durch 4- bis 5-wöchige Kultivierung von 

murinen Knochenmarkszellen in Gegenwart von SCF, IL-3 und fetalem Kälberserum 

gewinnen (Tsuji et al, 1991; Gurish et al, 1992; Rottem et al, 1993; Haig et al, 1994; 

Rottem et al, 1994). Die als Bone marrow derived Mouse Mast cells (BMMC) 

bezeichneten Zellen sind CD34 und c-Kit positive Zellen mit mastzellspezifischen 

Markern, wie Mastzellproteasen und der hoch affine IgE-Rezeptor FcεRI (Razin et al, 

1982; Razin et al, 1983; Broide et al, 1988). BMMC werden häufig als System 

verwendet, um die zellulären Prozesse der c-Kit- oder FcεRI-abhängigen 

Mastzellaktivierung zu studieren.  

 
Die Stimulierung des hoch affinen IgE-Rezeptors FcεRI stellt die immunologische 

Aktivierung der Mastzelle dar. Der FcεRI-Rezeptor wird bei Mäusen und Ratten 

neben Mastzellen auch auf der Oberfläche von basophilen Granulozyten exprimiert 

(Blank et al, 1989; Ra et al, 1989). Er gehört zur Proteinfamilie der Immunglobulin 

Fc-Rezeptoren und besteht aus einer IgE-bindenden α-Kette, einer tetra-

transmembranen β-Untereinheit und zwei γ-Ketten, welche über eine Disulfidbrücke 

miteinander verbunden sind (Ra et al, 1989; Ravetch und Kinet, 1991). Die 

multimeren FcεRI-Rezeptoren sind in vivo immer mit IgE-Molekülen beladen, die bei 

Kontakt mit einem Allergen (Antigen) von B-Lymphozyten produziert werden. Beim 

erneuten Kontakt mit dem selben Antigen werden die IgE-Rezeptoren durch das 

spezifische Antigen gebunden und kreuzvernetzt, wodurch neben Calcium-

abhängigen auch MAP Kinase-vermittelte Signalkaskaden aktiviert werden (Turner 

und Kinet, 1999). Diese antigeninduzierten Ereignisse initiieren schließlich drei 
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unterschiedliche zelluläre Prozesse, die in der Freisetzung von pro-inflammatorischen 

Molekülen resultieren: Die Mastzelldegranulation, den Arachidonsäure-Metabolismus 

und die Expression von Entzündungsgenen (Abb.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb.2 IgE/Antigen-induzierte Prozesse in Mastzellen. Die Aktivierung des hoch affinen IgE-
Rezeptor FcεRI induziert zelluläre Ereignisse, die in der exozytotischen Freisetzung von präformierten 
Entzündungsmediatoren aus Granula (Degranulation), der Produktion von Lipid-Mediatoren aus 
Arachidonsäure und der Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen resultieren. 
 

 

Bei der Degranulation werden präformierte, in Granula gespeicherte 

Entzündungsmediatoren, wie anaphylaktisch wirkende Amine (z.B. Histamin und 

Serotonin) und proteolytische Enzyme durch Exozytose, in die Umgebung der 

Mastzelle sezerniert (Schneider et al, 1992; Ishizaka et al, 1984; Stevens und Austen, 

1989). Diese Substanzen wirken auf glatte Muskelzellen, wie sie in der Bronchien- 

und Alveolarwand vorkommen, kontraktil. Sie führen zu Vasodilatation und erhöhen 

die Kapillarpermeabilität und Rekrutierung von anderen Zellen zum Entzündungsort. 

Die IgE-vermittelte Mastzelldegranulation geschieht innerhalb von wenigen Minuten 

und korreliert mit den akuten allergischen Reaktionen von Typ-I-Allergien, wie sie 
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beim Asthma bronchiale und bei Heuschnupfen anzutreffen sind (Hart, 2001; 

Bingham und Austen, 2000).  

Der zweite Prozess bei der IgE-Rezeptor-abhängigen Mastzellstimulierung ist die 

Aktivierung des Arachidonsäure-Metabolismus in der Zellmembran (Ishizaka und 

Ishizaka, 1984; Zhang et al, 1997). Durch den oxidativen Abbau von Arachidonsäure 

entstehen wichtige Lipid-Mediatoren (Eikosanoide), hauptsächlich Prostaglandine und 

Leukotriene, deren Freisetzung ebenfalls zur Erhöhung der Gefäßpermeabilität, 

Bronchiokontraktion, Vasodilatation und Chemokinese beiträgt.  

Schließlich wird auch die Expression von zahlreichen Entzündungsgenen induziert. 

Pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine, wie z.B. Tumor Necrosis Faktor 

(TNF)-α (Gordon und Galli, 1991), GM-CSF (Wodnar-Filipowicz et al, 1989) und 

IL-13 (Plaut et al, 1989) werden verstärkt synthetisiert und gelangen in die 

extrazelluläre Umgebung der Mastzelle, wo sie zur Stimulierung von Granulozyten 

und Lymphozyten beitragen (Wang und Thorlacius, 2005; Maezewa et al, 2003). 

 
Die p38 MAP Kinase und ERK1/2 sind in Mastzellen sowohl an der 

Mediatorfreisetzung als auch an der Regulation der Expression einiger 

Entzündungsgene beteiligt (Gibbs et al, 2002; Kimata et al, 2000; Kassel und Cato, 

2002; Hirasawa et al, 2000; Masuda et al, 2002). Von einer Glukokortikoid-

abhängigen Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung in Mastzellen wurde bereits 

berichtet (Rider et al, 1996). Untersuchungen zum Mechanismus der negativen 

Regulation der Aktivität dieser Kinasen durch Glukokortikoide haben jedoch zu 

unterschiedlichen Hypothesen geführt.  

 
Beaven und Mitarbeiter postulieren, dass Glukokortikoide die Expression der 

inhibitorischen Adaptormoleküle Dok-1 und SLAP-1, die im FcεRI-Signal-

transduktionsweg proximal von ERK1 und ERK2 liegen, induzieren und so die 

antigeninduzierte Phosphorylierung dieser MAP Kinasen hemmen  (Hiragun et al, 

2005; Hiragun et al, 2006). Im Gegensatz dazu existieren Hinweise für eine 

Beteiligung der MAP Kinase Phosphatase (MKP) 1 an der Glukokortikoid-

abhängigen Regulation von ERK1/2 in Mastzellen (Kassel et al, 2001).  MKP-1 ist 

eine Tyrosin/Threonin-Phosphatase, deren Expression in verschiedenen Zelltypen 

durch Glukokortikoide induziert wird (Kassel et al, 2001; Lasa et al, 2002; Jeong et al, 

2002).  
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Ein MKP-1-abhängiger Mechanismus wurde auch im Fall der Glukokortikoid-

vermittelten negativen Regulation der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung in 

humanen Cervix-Karzinomzellen vermutet (Lasa et al, 2002). Darüber hinaus deuten 

Ergebnisse verschiedener Studien mit Makrophagen von MKP-1 Knockout-Mäusen 

auf eine Beteiligung von MKP-1 bei der Kontrolle der Endotoxin-induzierten p38 

MAP Kinase-Phosphorylierung hin, weshalb MKP-1 als ein wichtiger negativer 

Regulator von p38 MAP Kinase-regulierten Entzündungsprozessen angesehen wird 

(Hammer et al, 2006; Zhao et al, 2006; Salojin et al, 2006; Chi et al, 2006).  

 
Diese Befunde weisen auf eine Beteiligung der Phoshatase MKP-1 bei der negativen 

Regulation der p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Aktivität durch Glukokortikoide hin. 

Die Bedeutung der MKP-1-Induktion für die IgE-Rezeptor-abhängige p38 MAP 

Kinase-Phosphorylierung in Mastzellen wurde jedoch bislang nicht untersucht. 

Ebenso ist noch unklar, welchen Stellenwert MKP-1 bei der Hemmung der 

antigeninduzierten ERK1/2-Phosphorylierung einnimmt und welche Rolle weitere 

Glukokortikoid-Effekte dabei spielen. Folglich bedarf es noch weiterer Analysen, die 

zur Klärung der mechanistischen Grundlage der Glukokortikoid-abhängigen 

Regulation der p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung in IgE/Antigen-

stimulierten Mastzellen beitragen könnten. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die molekularen Mechanismen der 

Glukokortikoid-abhängigen negativen Regulation der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-

Phosphorylierung in BMMC zu entschlüsseln. Weiterhin soll geklärt werden, ob diese 

Wirkungsprinzipien verantwortlich sind für die Fähigkeit der Glukokortikoide, die 

IgE/Antigen-induzierten Funktionen der Mastzelle zu inhibieren. 
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2. Material  

2.1 Chemikalien  

 

Chemikalien Bezugsquelle 
Acrylamid/Bis-Acrylamid (30/0,8) Roth, Karlsruhe 
Agaraose peqLab, Erlangen 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe 
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma, Taufkirchen 
ALLN Calbiochem, Darmstadt 
Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe 
Bacto-Agar Otto Nordwald KG, Hamburg 
Bafilomycin A1 Sigma, Taufkirchen 
�-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 
Borsäure, kristallin Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen 
BSA (Rinderserum-Albumin)  PAA Laboratories, Cölbe 
Coelenterazin Byosinth, Gstaat, Schweiz 
Dexamethason Sigma, Taufkirchen 
Dexamethason, water soluble Sigma, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Neu-Ulm 
Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 
EDTA Roth, Karlsruhe 
Epoxomicin Biomol, Hamburg 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen 
Formaldehyd Merck, Darmstadt 
Formamid, deionisiert Roth, Karlsruhe 
Glucose Roth, Karlsruhe 
Glycerol Roth, Karlsruhe 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Glycylglycin Sigma, Taufkirchen 
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe 
HEPES Roth, Karlsruhe 
Isopropanaol Merck, Darmstadt 
Leupeptin Sigma, Taufkirchen 
Luziferin Roche, Mannheim 
MG132 Sigma, Taufkirchen 
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat Roth, Karlsruhe 
Methanol Roth, Karlsruhe 
4-Morpholinpropansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe 
Natriumorthovanadat Sigma, Taufkirchen 
Nonidet P-40 (NP40) Sigma, Taufkirchen 
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PMSF Sigma, Taufkirchen 
Protease-Inhibitor-Coktail (PIC) Sigma, Taufkirchen 
Protein-G-Agarose Upstate, Hamburg 
RU486 Sigma, Taufkirchen 
N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) Sigma, Taufkirchen 
Trypanblau Sigma, Taufkirchen 
Trypton Roth, Karlsruhe 
Tris base Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen 
Tween20 Roth, Karlsruhe 

 

2.2 Zellkulturchemikalien und Zytokine 

 
Chemikalie Bezugsquelle 
Dinitrophenyl-HSA (DNP-HSA) Sigma, Taufkirchen 
Fötales Rinderserum (FBS) Biowhittaker, Belgien 
L-Glutamin Gibco, Karlsruhe 
murines anti-DNP IgE (Klon SPE-7) Sigma, Taufkirchen 
murines Interleukin-3 (IL-3), rekombinant Peprotech, London 
Iscove´s Modified Dulbecco´s Medium IMDM Gibco, Karlsruhe 
PBS Gibco, Karlsruhe 
Pyruvat Gibco, Karlsruhe 
murines SCF, rekombinant Peprotech, London und 

freundlicherweise von Michael 
Stassen zur Verfügung gestellt 
(Stassen et al, 2006). 

 

2.3 Antikörper 

 
Antikörper Bezugsquelle 
Primärantikörper  
Anti-ERK2 (D2) Santa Cruz, Heidelberg 

Anti-FcεRI β (monoklonal) Zur Verfügung gestellt von R. P. 
Siraganian 

Anti-MKP-1 (M-18) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-MKP-2 (S-18) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-IgE, Klon R35-72 Pharmingen, Heidelberg 
normales IgG (Ratte) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-PEP Zur Verfügung gestellt von A. 

Chan (Hasegawa et al, 2004) 
Anti-p38 MAPK (C-20) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-phospho-p38 MAPK  (Thr180/Tyr182) Cell Signalling, Frankfurt 
Anti-phospho-p44/p42 MAPK (Thr202/Tyr204) Cell Signalling, Frankfurt 
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Sekundärantikörper  
Anti-Kaninchen, HRP-konjugiert Dako, Hamburg 
Anti-Maus, HRP-konjugiert Dako, Hamburg 

Anti-armenischer Hamster, FITC-konjugiert Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, UK  

Antikörper für die Durchflusszytometrie  
Anti-c-Kit (CD117), PE-konjugiert Pharmingen, Hamburg 
Anti-FcεRI α, Klon MAR-1 eBioscience, San Diego 
Anti-IgE, FITC-konjugiert Pharmingen, Hamburg 
 

2.4 siRNA 

 
Die siRNA-Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg 
bezogen. 
 
MKP-2-siRNA (Dusp4_2254)                     5’-CCAGAUCACUGAAGAUAA(dTdT)-3’ 

Kontroll-siRNA (DsRed/drFP583)              5’-UUGGAGCCGUACUGGAACU(dTdT)-3’ 

  

2.5 Oligonukleotidprimer  

 
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, und Metabion, 
Martinsried,  bezogen. 

 

 

Primer für die Real-time PCR-Analyse  
β-Actin (Actb)               

For   5’-TGGCCATCTCTTGCTCGAA-3’  
Rev  5’-TCACCCACACTGTGCCCAT-3’ 

36B4 (Arbp)           
For   5’-GGACCCGAGAAGACCTCCTT-3’ 
Rev  5’-GCACATCACTCAGAATTTCAATGG-3’ 

Primer für die Genotypisierung von Knockout-Mäusen 
MKP-1 (Dusp1) 

erpIIfw    5’-CAGGTACTGTGTGTCGGTGGTGCTAATG-3’ 
erpIIrev   5’-CTATATCCTCCTGGCACAATCCTCCTAG-3’ 

neo-Cassette                    
HHneo    5’-AAATGTGTCAGTTTCATAGCCTGAAGAACG-3’ 

PEP (Ptpn22)        
KH-1      5’-AATGCCCGCTTGATGAGCAGAGGTCTG-3’ 
KH-2      5’-GGCTTCTTTCAGTAGTTGCTGCAGAAT-3’ 

neo-Cassette                  
KH-4      5’-TGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTGC-3’ 
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2.6 Plasmidkonstrukte 

 
Plasmid Bezugsquelle 
pGL3 PEP Kodiert das Photinus-Luiziferase-Gen unter der Kontrolle 

der 5’-upstream Promotorregion (1,7 Kb upstream vom 
ATG) des murinen pep-Gens, die als Acc651/XhoI-
Fragment in den pGL3 Basisvektor kloniert wurde 
(Hergestellt von A. Moorthy). 

 

Primer für die Real-time PCR-Analyse  
FcεRIα (Fcer1a) 

For   5’-GCAAGGGCTATCTTAGGCAGG-3’ 
Rev  5’-TTGAGAGCAATAACCCCGTGT-3’ 

FcεRIβ (Ms4a2) 
For   5’-GGCCTTTTGCAGTGCTGTG-3’ 
Rev  5’-TGTTTCCCCTTTGTCTCCCAA-3’ 

FcεRIγ (Fcer1g) 
For   5’-GCCGTGAGAAAGCAGATGC-3’ 
Rev  5’-CAAGAGGGCTCGGAGAGAATT-3’ 

MKP-1 (Dusp1) 
For   5’-GGATATGAAGCGTTTTCGGCT-3’ 
Rev  5’-GGATTCTGCACTGTCAGGCA-3’ 

MKP-2 (Dusp4) 
For   5’-CCTGCTTAAAGGTGGCTATGAGA-3’ 
Rev  5’-GGTGCTGGGAGGTACAGGG-3’ 

MKP-3 (Dusp6) 
For   5’-TTTTCCCTGAGGCCATTTCTT-3’ 
Rev  5’-GGCTGATACCTGCCAAGCAA-3’ 

PEP (Ptpn22) 
For   5’-CAGCTTTTCCCCACCGTTAAA-3’ 
Rev  5’-AGACTCGGGTGTCCGTTCAG-3’ 

Ccl2 (MCP-1) 
For   5’-GTCCCTGTCATGCTTCTGGG-3’ 
Rev  5’-GGCGTTAACTGCATCTGGCT-3’ 

IL-6 (IL6) 
For   5’-TTGGGACTGATGCTGGTGAC-3’ 
Rev  5’-TGGGAGTGGTATCCTCTGTGAAGT-3’ 

Mmp13 (Clg) 
For   5’-CTATGCGTGGCTGGAACCA-3’ 
Rev  5’-AGCACGCAAGAATCAGGTGA-3’ 

TNF-α (TNF) 
For   5’-AGTTCTATGGCCCAGACCCTC-3’ 
Rev  5’-GTTTGCTACGACGTGGGCTAC-3’ 
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Plasmid Bezugsquelle 
pTK Renilla Luc Promega, Mannheim 
pGL3 Basisvektor Promega, Mannheim 
pGL3 MMTV Kodiert das Photinus-Luiziferase-Gen unter der Kontrolle 

der long terminal repeat-Region (-241 bis -137) des mouse 
mammary tumor virus (MMTV), die als BamHI/BglIII-
Fragment in den pGL3 Basisvektor kloniert wurde 
(Schneikert et al, 1999). 

 

2.7 Enzyme und sonstige Reagenzien 

 
Alle verwendeten Restriktionsenzyme, Taq-Polymerase und reverse Transkriptase 

wurden von der Firma Promega, Mannheim, bezogen. Protein- und DNA-

Längenstandards und dNTP wurden von der peqlab, Erlangen, bezogen. Die ECL 

Lösungen wurden von der Firma Amersham Biosciences, Freiburg, bezogen (ECL 

Detection Kit). Die Bradford-Reagenz (BioRad Protein Assay Dye) wurde von der 

Firma Biorad, München bezogen. 

 

2.8 Mausstämme  

 
Adulte Mäuse des Stammes C57BL/6J wurden von Harlan Winkelmann, Borchen, 

bezogen und werden seit 1995 im Tier-Labor des ITG gezüchtet. 

 
C57BL/6 MKP-1+/- Blastozysten von Mäusen, bei denen das endogene erp/mkp-1-

Gen durch homologe Rekombination inaktiviert wurde (Insertionsmutation in Exon 

2), wurden im Rodrigo Bravo Labor am Brystol-Myers Squibb Pharmaceutical 

Research Institute generiert (Dorfman et al, 1996) und vom Jackson Laboratory, USA, 

bezogen. MKP-1-Knock-out (KO)-Mäuse wurden mittels Blastozystentransfer 

generiert und die Nachkommen wurden auf verschiedene genetische Hintergründe 

gekreuzt. Die für die Zellkultur-Experimente (s. Kapitel 3.4) verwendeten MKP-1-

Knock-out-Mauslinie (interne Bezeichnung: B6, MKP-1 (erp)) befand sich in einem 

gemischten Stammhintergrund von 129 Sv und C57BL/6. Die MKP-1-Knock-out-

Mauslinie, die im Anaphylaxie-Modell (s. Kapitel 3.5) verwendet wurde befand sich 

in einem reinen C3H/He-Stammhintergrund (interne Bezeichnung: C3H/He, MKP-1 

(erp)). 
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PEP-Knock-out-Mäuse, bei denen das endogene pep/ptpn22-Gen durch homologe 

Rekombination inaktiviert wurde, wurden am Andrew Chan Labor generiert 

(Hasegawa et al, 2004) und über die Firma Genentech Inc., South San Franciso, 

bezogen und befanden sich in einem reinen C57BL/6-Stammhintergrund (interne 

Bezeichnung: PEP KO). 

 
Alle Mäuse wurden im Tierlabor des ITG (Sicherheitsstufe S1, GenTG) unter 

konventionellen (PEP KO) oder SPF-(specific pathogen free)-Bedingungen (B6, 

MKP-1 (erp), C3H/He, MKP-1 (erp) und C57BL/6J) in einem 12 stündlichen 

Lichtzyklus gehalten. Die Aufzucht, Haltung und Tötung der Mäuse sowie die 

tierexperimentellen Studien wurden unter Einhaltung des Tierschutzgesetztes 

(TierSchG) durchgeführt. 
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3. Methoden  

3.1 Methoden zur Analyse von Nukleinsäuren 

 
3.1.1 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien 

Zur Transformation von Bakterien wurden 100 µl einer Suspension von chemisch 

kompetenten Bakterien (DH5a in 10 mM MOPS pH7, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 

15% Glycerin) auf Eis aufgetaut und mit 1-10 ng Plasmid-DNA gemischt und 30 

Minuten auf Eis inkubiert. Nach 90 Sekunden Schütteln im Heizblock bei 42°C und 2 

Minuten auf Eis wurden 450 µl SOC-Medium (2% Bacto-Trypton, 0,5% Bacto-

Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM 

Glukose) zugegeben und eine Stunde bei 37°C geschüttelt. Anschließend wurden 200 

µl der Bakteriensuspension auf eine Selektiv-Agarplatten (1% Bacto-Trypton, 0,5% 

Hefeextrakt, 1% NaCl, 100 µg/ml Ampicillin) ausgestrichen und über Nacht im 

Bakterienbrutschrank bei 37°C inkubiert.  

 
3.1.2 Präparation von kleinen Mengen Plasmid-DNA 

Zur Überprüfung einer vorangegangenen Transformation wurden einzelne 

Bakterienkolonien gepickt und in 5 ml LB-Medium (1% Bacto-Trypton, 0,5% 

Hefeextrakt, 1% NaCl, 100 µg/ml Ampicillin) über Nacht bei 37°C geschüttelt. 

Anschließend wurden 1,5 ml Zellsuspension in ein Eppendorf-Röhrchen überführt 

und bei 6 000 U/min in einer Tisch-Kühlzentrifuge (Hermle) zentrifugiert. Sowohl die 

alkalische Lyse der Zellen, als auch die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit 

Puffern des „Qiagen Plasmid Purification Maxi Kits“ der Firma Qiagen. Dabei 

wurden die Bakterien in 150 µl Puffer P1 (10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 

400 µg/ml RNAse A) resuspendiert und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Zell-Lyse erfolgte durch Zugabe von 300 µl Puffer 2 und bei 5-minütiger 

Inkubation auf Eis. Nach Applikation von 225 µl Puffer P3 wurde das Lysat gemischt 

und erneut für 5 Minuten bei 4°C inkubiert. Membranbestandteile und genomische 

Bakterien-DNA wurden sedimentiert (12 000 U/min, 10 Minuten, 4°C) und 400 µl des 

Überstandes wurden in ein neues Eppendorf-Röhrchen transferiert und mit 1 ml 

eiskaltem Ethanol vermengt. Durch Abkühlung auf –80°C (mindestens 30 Minuten 

lang) wurde die Plasmid-DNA präzipitiert, anschließend für 10 Minuten bei 4°C und 
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12000 U/min zentrifugiert und in 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Das gereinigte 

Präzipitat wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in 50 µl TE-Puffer (10 mM Tris-

HCl, 1 mM EDTA pH 8,0) resuspendiert.  

 
3.1.3 Präparation von großen Mengen Plasmid-DNA 

Um größere Mengen Plasmid-DNA zu gewinnen, wurden neben den Puffern auch die 

Chromatographie-Säulen des Qiagen Plasmid Maxi Kit verwendet. Hierfür wurden 

250 ml LB-Medium inklusive 100 µg/ml Ampicillin mit 200 µl Bakterien-Suspension 

angeimpft und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Die Bakterien wurden 10 Minuten bei 

6 000 U/min zentrifugiert, in 10 ml Puffer P1 (10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8, 

400 µg/ml RNAse A) resuspendiert und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 (200 mM NaOH und 1% SDS) und 

nach sorgfältigem Mischen wurden die Bakterienzellen lysiert. Nach 5 Minuten wurde 

die alkalische Lyse durch Zugabe von 10 ml Puffer 3 (3 M Natriumacetat pH 4,9) 

gestoppt und das Lysat wurde für 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Die denaturierten 

Proteine und genomische DNA wurden dann 20 Minuten bei 7500 U/min und 4°C 

abzentrifugiert und der die Plasmid-DNA enthaltende Überstand wurde auf eine 

Qiagen-Säule (Qiagen-tip AX-500) transferiert, die zuvor mit 10 ml QBT Puffer (750 

mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15% Isopropanol, 0,15% Triton X-100) equibrilliert 

wurde. Die Säule wurde zweimal mit 30 ml QC Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 

7, 15% Isopropanol) gewaschen und anschließend mit 15 ml QF Puffer (1,25 mM 

NaCl, 50 mM TrisCl pH 8,5, 15% Isopropanol) eluiert. Die gereinigte DNA wurde 

dann durch Zugabe von 11 ml Isopropanol präzipitiert, zentrifugiert (30 Minuten, 7 

500 U/min, 4°C) und zweimal mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Nach dem 

Trocknen wurde die DNA in 250 µl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 

8,0) resuspendiert. Ein Aliquot von 1,5 µl wurde für die Extinktionsmessung zur 

Bestimmung der DNA-Konzentration verwendet (s. Kapitel 3.1.4). 

 
3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von Nukleinsäuren in wässrigen Lösungen wurde 

spektralphotometrisch durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm 

bestimmt. Eine OD260 von eins entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml 

doppelsträngiger DNA oder 40 µg/ml RNA. Durch Messung der OD bei einer 
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Wellenlänge von 280 nm können Kontaminationen durch Proteine oder Phenol 

wahrgenommen werden. Bewegt sich der Wert des Verhältnisses von OD260 zu OD280 

zwischen 1,8 bis 2,0, liegt der Reinheitsgrad der Lösung in einem annehmbaren 

Bereich. Die Messung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte mit dem UV/Vis-

Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 (peqlab, Erlangen). 

 
3.1.5 Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA 

Zur qualitativen Überprüfung der isolierten Plasmid-DNA wurden 1 µg DNA 

zusammen mit 10 U des entsprechenden Restriktionsenzyms und in Gegenwart der 

vom Hersteller angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen für 3 Stunden oder 

über Nacht inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das 10-fache 

des Volumens der zugesetzten glyzerinhaltigen  Enzymlösung. Die Inkubation 

erfolgte für 3 Stunden oder über Nacht in Gegenwart der vom Hersteller angegebenen 

Puffer- und Temperaturbedingungen. Zur Größenbestimmung und Reinigung der 

Fragmente wurde die DNA anschließend in einem Agarosegel elektrophoretisch 

aufgetrennt. 

 
3.1.6 Agarose-Gelelektrophorese  

Je nach Fragmentgröße erfolgte die Separation von DNA-Fragmenten in Gelen mit 

einer Agarosekonzentration von 0,8 bis 2%.  Hierzu wurde die entsprechende Menge 

Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris pH 7,2, 2mM Natriumazetat, 1mM EDTA pH 

8) oder 1x TBE-Puffer (90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsäure, 2,5 mM EDTA pH 8) 

durch Erhitzen gelöst. Nach Abkühlen der Agarose-Lösung auf ca. 60°C wurde 

Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,3 µg/ml zugegeben und die Agarose 

wurde in eine horizontale Elektrophoresekammer gegossen. Das polymerisierte Gel 

wurde mit 1x TAE- bzw. 1x TBE-Puffer überschichtet und die mit DNA-

Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 0,1% SDS, 50% Glycerol, 0,03% 

Bromphenolblau) versetzten Proben wurden in die ausgesparten Taschen pipettiert. 

Die Auftrennung erfolgte bei 50-100 V. Unter Verwendung eines Transilluminators 

(IL-350, Bachofer, Reutlingen) wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (256 nm) 

sichtbar gemacht und anschließend photographiert. 

 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von 0,5 µg Gesamt-RNA in einem 

denaturierenden Agarose-Gel wurde 1 g Agarose in 100 ml MOPS-Puffer, pH 7 (20 
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mM 4-Morpholinpropansulfonsäure, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA pH 8) gelöst 

und autoklaviert. Das Gel wurde durch Erhitzen verflüssigt und mit 3 ml 37% 

Formaldehyd-Lösung versehen, in eine RNAse-freie Gelelektrophorese-Kammer 

gegossen und nach dem Polymerisieren mit MOPS-Puffer beschichtet. Unmittelbar 

vor dem Auftragen der Proben auf das Gel, wurde die RNA-Proben mit dem 3-fachen 

Volumen RNA-Probenpuffer (1x MOPS, 17,6% Formaldehyd, 50% deionisiertes 

Formamid, 3,3 mg/ml Ethidiumbromid, 5% Glycerol, 1 mM EDTA, 0,03% 

Bromphenolblau) versetzt und für 15 Minuten bei 56°C denaturiert. Die Auftrennung 

erfolgte bei 90 V. Das Gel wurde anschließend unter UV-Licht (256 nm) 

photographiert. Die Integrität sowie das mengenmäßige Verhältnis der 28S und 18S 

rRNA-Bande (1,5-2) wurden als Parameter für die Unversehrtheit der isolierten 

Gesamt-RNA herangezogen. Ein 28S/18S-Verhältnis kleiner 1,5 ist ein Hinweis für 

RNA-Degradationen. 

 
3.1.7 Isolation von Gesamt-RNA 

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus BMMC wurde der „NucleoSpin RNA II Kit“ 

der Firma Macherey-Nagel, Düren, verwendet. Die Zellsuspension wurde zunächst 5 

min bei  2000 U/min zentrifugiert und das Medium wurde verworfen. 2-3x106 Zellen 

wurden durch Zugabe von 350 µl RA1 Puffer + 3,5 µl β-Mercaptoethanol lysiert. Das 

Lysat wurde 5 mal durch eine Injektionskanüle (20 Gauche, Becton Dickinson, 

Heidelberg) gesaugt und auf eine NucleoSpin Filtriersäule transferiert und für 1 min 

bei 13 000 U/min zentrifugiert. Anschließend wurde das homogenisierte Lysat mit 

350 µl 70% Ethanol vermischt und auf eine NucleoSpin RNA II Säule pipettiert und 

für 30 s bei 13 000 U/min zentrifugiert. Durch Zugabe von 350 µl Membrane 

Desalting Buffer und anschließender Zentrifugation für 1 min bei 13 000 U/min 

wurde das an die Siliziumdioxid-Matrix gebundene RNA-Präzipitat gewaschen. Zur 

Entfernung von genomischer DNA wurden 90 µl eines DNase-Reaktionsansatzes 

appliziert und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Waschen der Säule 

erfolgte mit 200 µl RA2 Puffer, 600 µl und 250 µl RA3 Puffer + 80% Ethanol, wobei 

jeweils für 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert wurde. Die gefällte RNA wurde 

schließlich in 55 µl RNase-freiem Wasser eluiert und für 1 min bei 13 000 U/min 

zentrifugiert. Ein Aliquot von 1,5 µl wurde für die Extinktionsmessung zur 

Bestimmung der RNA-Konzentration verwendet (s. Kapitel 3.1.4). 
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3.1.8 cDNA-Synthese und RT-PCR 

Jeweils 0,25-0,5 µg Gesamt-RNA wurde in einem Volumen von 14 µl mit 250 ng 

Random Oligonukleotidprimern für 5 min bei 70°C und anschließend für 1 min bei 

4°C inkubiert. Die Transkription erfolgte in Anwesenheit von 0,5 mM 

Desoxynukleotidtriphosphat (dNTPs), 200 U Moloney Murine Leukemia Virus-

Reverse Transkriptase (M-MLV-RT) und 5 µl 5x Reaktionspuffer in einem Volumen 

von 25 µl. Zum Nachweis von Rückständen genomischer DNA wurde die gleiche 

Reaktion in einem 12,5 µl Volumen ohne M-MLV-RT angesetzt („minus RT-

Kontrolle“). Beide Ansätze wurden zunächst für 10 min bei 20°C und anschließend 

für 60 min bei 42°C inkubiert. Die Enzym-Inaktivierung wurde durch 15-minütiges 

Erhitzen auf 70°C erreicht. Nach 5 min bei 4°C wurden 75 µl Wasser zugegeben. Die 

daran anschließende Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) diente der qualtitativen 

Kontrolle der synthetisierten cDNA und der Detektion von genomischer DNA. 

Hierfür wurden 5 µl cDNA-Syntheseansatz mit je 0,5 µM b-Actin-

sequenzspezifischen Oligonukleotiden (forward und reverse Primer), 200 nM dNTP-

Lösung (je 200 nM dATP; dCTP; dGTP; dTTP; pH 7,0) und 1,25 U Taq-Polymerase 

und 4 µl 5x PCR-Puffer (Promega, Mannheim) in einem Gesamtvolumen von 20 µl 

angesetzt. Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 94°C für 1 min, die 

Hybridisierung der Primer bei 60°C für 1 min und die DNA-Synthese bei 72°C für 1 

min. Die Amplifikationsprodukte wurden nach 30 Zyklen durch gelelektrophoretische 

Auftrennung in einem 2% TBE-Agaraose-Gel überprüft (s. Kapitel 3.1.6). 

 
3.1.9 quantitative Real time-PCR-Analyse 

Bei der quantitativen Analyse der cDNA-Menge ausgewählter Gene mittels Real 

time-PCR wurden zwei mal 5 µl cDNA-Syntheseansatz mit je 0,5 µM 

sequenzspezifischen Oligonukleotiden (forward und reverse Primer) und 10 µl 2x 

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix der Firma Qiagen, Hilden, in einem 

Volumen von 20 µl angesetzt. Der verwendete Master Mix enthielt dabei neben dem 

Farbstoff SYBR Green I, der doppelsträngige DNA bindet, auch den Referenz-

Farbstoff ROX sowie dNTPs, die thermostabile Taq-DNA-Polymerase und die für die 

Enzymaktivität notwendigen Salzkonzentrationen (SYBR Green PCR Puffer). Die 

Reaktion erfolgte unter folgenden Bedingungen in einem ABI Prism Sequence 

Detection System 7000 (Applied Biosystems, Darmstadt): Inkubation bei 50°C für 2 
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min und 95°C für 15 min, gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus der Denaturierung bei 

95°C für 15 s und der Hybridisierung bei 60°C für 1 min. Nach Ablauf der PCR-

Reaktion wurden die generierten Amplifikationsprodukte in einem so genannten 

Dissoziationsprotokoll 5 min bei 95°C denaturiert und langsam auf 60°C abgekühlt. 

Hierbei wurde die Kinetik der Renaturierung der komplementären Stränge analysiert 

und in einer Schmelzkurve dargestellt. Anhand der für jedes Amplikon 

charakteristischen Schmelzkurve kann überprüft werden, ob unspezifische Primer-

DNA-Hybridisierungen zu unerwünschten Nebenprodukten geführt haben.  

 

3.2 Methoden zur Analyse von Proteinen 

 
3.2.1 Herstellung von Gesamtzell-Lysaten 

Zur Gewinnung von Gesamtzell-Lysaten, die für die Immunoblot-Analyse des 

Membranrezeptors FcεRI eingesetzt wurden, wurde NP40 Lyse-Puffer verwendet. 

Hierbei wurden ca. 2x106 BMMC in ein Eppendorf-Gefäß überführt und 5 min bei RT 

und 1 500 U/min zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und die Zellen wurden 

einmal mit 1 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 55 

µl NP40 Lyse-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8, 5 mM EDTA, pH 8, 1% 

NP40, 1% Protease Inhibitor Coktail (PIC) Sigma, Taufkirchen) resuspendiert und für 

20 min auf Eis gestellt. Anschließend wurde für 15 min bei 4°C und 12 000 U/min 

zentrifugiert und das Lysat wurde in ein neues Gefäß überführt. Ein Aliquot von 2 µl 

wurde zur Bestimmung der Protein-Konzentration verwendet (s. Kapitel 3.2.2).  

Um die Phosphatasen MKP-1 und MKP-2 im Immunoblot-Verfahren detektieren zu 

können, wurde ein SDS-Probenpuffer zum Lysieren der Zellen verwendet. Ca. 2x106 

BMMC wurden einmal mit PBS gewaschen und  5 min bei RT und 1 500 U/min 

zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und die Zellen wurden in 50-100 µl PBS 

resuspendiert und gegebenenfalls stimuliert (s. Kapitel 3.4.4). Danach wurde das 

gleiche Volumen 2x SDS-Probenpuffer (160 mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS, 20% 

Glyzerin, 0,02% Bromphenolblau, 4% β-Mercaptoethanol) zugegeben, gemischt 

(Vortex) und sofort für mindestens 5 min bei 95°C im Heizblock inkubiert. Das Lysat 

wurde kurz bei 12 000 U/min abzentrifugiert und anschließend mit 5 Impulsen im 

Ultraschall-Desintegrator sonifiziert (Stufe 2-3; Branson Sonifier, G. Heinemann, 

Schwäbisch Gmünd). 
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3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration von Gesamtzell-Lysaten (NP40-Lysate) 

wurden jeweils 2 µl Lysat zu 1 ml 1x Bradford Protein Assay Dye (Biorad, München) 

gegeben und gevortext. Parallel dazu wurden 2 µl NP40-Lysis Puffer alleine sowie 1, 

2, 4 und 6 µl BSA (1 mg/ml) ebenfalls mit 1 ml 1x Bradford Protein Assay Dye 

gemischt. Aus jedem Ansatz wurden 200 µl in ein Well einer Mikrotiter-Platte 

pipettiert und die Extinktion bei 595 nm gegen den Leerwert (Bradford Protein Assay 

Dye mit bzw. ohne NP40-Lysepuffer) in einem ELISA-Lesegerät 

spektralphotometrisch gemessen. Nach Berechnung der Steigung der BSA-Eichkurve 

(m = Extinktion959 [BSA] / Konzentration [BSA]) wurde die Proteinkonzentration der 

Lysate anhand deren Extinktionswert bestimmt (Konzentration [Lysat] = Extinktion959 

[Lysat] / 2m). 

 

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Analyse von Proteinen mittels SDS-PAGE wurde ein 12% Trenngel und ein 5% 

Sammelgel verwendet. Hierzu wurden zuerst 20-25 ml Trenngel (375 mM Tris, pH 

8,8, 12%  Acrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,05 % TEMED) zwischen zwei 

fixierte Glasplatten (20x20 cm, 1,5 mm Abstand) gegossen und mit 70% Rotisol 

überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Rotisol mit deionisiertem Wasser 

abgewaschen und 5-10 ml Sammelgel (125 mM Tris-HCl pH 6,8, 5% Acrylamid, 0,1 

% SDS,  0,1 % APS, 0,1 % TEMED) wurden auf das Trenngel gegossen und mit 

einem Kamm (15 Taschen) bestückt. Nach dem Auspolymerisieren wurde der Kamm 

entfernt und das Gel in eine vertikale Laufapparatur (PerfectBlue Doppelsystem Twin 

L, Peqlab, Erlangen) eingespannt und mit Laemmli-Puffer (25 mM Tris, 200 mM 

Glycin, 0,1% SDS) bedeckt. Vor dem Auftragen der Proben wurden die Lysate 5-10 

min bei 95°C inkubiert und anschließend kurz bei 13 000 U/min abzentrifugiert. Die 

Gelelektrophorese erfolgte zunächst bei 90 V. Nachdem die Bromphenolblau-Front 

das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 150-160 V erhöht.  

 
3.2.4 Western blot-Analyse  

Proteine in SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer 

Nasstransferkammer (Trans-Blot, Bio Rad laboratories GmbH, München) auf eine 

PVDF-Membran (Immobilon, Millipore) übertragen. Zuvor wurde die Membran für 
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ca. 2 Minuten in Methanol inkubiert und anschließend 1 mal mit Transferpuffer (25 

mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 20% Methanol) gewaschen. Membran und Proteingel 

wurden dann luftblasenfrei zwischen je drei Lagen 3MM Whatman-Papier platziert, 

mit Hilfe einer Kasette fixiert und in eine mit Transferpuffer gefüllte 

Elelktrophoresekammer eingesetzt, so dass die Membran zur Anode hin orientiert 

war. Der Transfer erfolgte über Nacht bei 4°C und 300-350 mA. Nach beendetem 

Transfer wurde die Membran kurz in PBS gewaschen und zur Absättigung 

unspezifischer Bindungsstellen für eine Stunde bei Raumtemperatur in 

Blockierlösung (TBST (10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) mit 5% 

Magermilch) inkubiert. Anschließend wurde die Membran in TBST/5% Milch oder 

TBST/5% BSA (bei phosphospezifischen Antikörpern) mit dem entsprechenden 

Primärantikörper (Verdünnung je Antikörper 1:250-1:2000) für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C unter ständigem Rotieren inkubiert. Die 

Membran wurde dann 3 mal 10 min mit TBST gewaschen und mit dem jeweiligen 

Meerettich-Peroxidase konjugierten Sekundärantikörper (1:2000) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für jeweils mindestens 10 

min in TBST wurde der Sekundärantikörper und damit auch das Zielprotein mit Hilfe 

von Chemilumineszenz detektiert. Diese Licht-freisetzende Reaktion basiert auf der 

Oxidation eines Substrates, welche durch die Meerettich-Peroxidase katalysiert wird. 

Hierzu wurde die Membran 1 min mit ECL Western blot Reagenzien der Firma 

Amersham, Braunschweig benetzt, danach mit einer Folie bedeckt und einem 

Röntgenfilm (ECL oder MP Hyperfilm, Amersha, Braunschweig) exponiert, der 

anschließend entwickelt wurde. 

 
3.2.5 Strippen von Western blot-Membranen 

Um eine Western blot-Membran insgesamt 3 mal mit verschiedenen Antikörpern 

analysieren zu können, wurde die Membran nach der ECL-Analyse für 10 min mit 

PBS gewaschen und dann in vorgewärmter „Stripping“-Lösung (62,5 mM Tris pH 

6,8, 2% SDS, 0,75% β-Mercaptoethanol) für 30 min bei 55-60°C unter Schütteln 

inkubiert. Zur Entfernung des β-Mercaptoethanols und SDS wurde anschließend 5 

mal für 15 min mit PBS gewaschen.  
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3.2.6 Co-Immunpräzipitationsanalyse 

Zur Immunopräzipitation der FcεRIβ-Rezeptorkette mit Hilfe eines anti-IgE 

Antikörpers wurden 10x106 BMMC für 2 Stunden in Gegenwart von IgE (0,5 µg/ml) 

kultiviert. Die Zellen wurden geerntet und 5 min bei 4°C und 1 500 U/min 

zentrifugiert und 2 mal mit eiskaltem PBS + 1 mM PMSF + 1 mM Natrium-

orthovanadat + 1% PIC gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 0,5 ml Lyse-

Puffer (0.5 % Triton-X-100, 200 mM Borsäure, 160 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM 

PMSF, 1 mM Natriumorthovanadat , 1% PIC) resuspendiert und für 20 min auf Eis 

gestellt. Die Lysate wurden 20 min bei 4°C und 12 000 U/min zentrifugiert und der 

Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Ein Aliquot von je 4 µl 

wurde zur Bestimmung der Protein-Konzentration verwendet (s. Kapitel 3.2.2). Von 

jeder Probe wurde die maximale Menge an Protein entnommen und mit Lyse-Puffer 

auf 1 ml aufgefüllt, wobei die verwendete Proteinmenge sich nach dem am 

niedrigsten konzentrierten Lysat richtete. Jedem Lysat wurden 50 µl 50% Protein-G-

Agarose-beads zugegeben und für 1 Stunde bei 4°C rotierend inkubiert (Pre-clearing). 

Parallel dazu wurden 50 µl 50% Protein-G-Agarose-beads („Beads“) zusammen mit 5 

µg anti-IgE Antikörper oder 5 µg IgG-Kontroll-Antikörper 30 min bei 4°C inkubiert. 

Nach dem Pre-clearing wurde das Lysat für 30 Sekunden bei 12 000 U/min und 4°C 

abzentrifugiert, die Beads wurden verworfen und der Überstand wurde zu dem mit 

Protein-G-Agarose-beads vorinkubiertem Antikörper pipettiert, wobei zuvor 20 µl als 

Input-Kontrolle entnommen und bei -20 °C gelagert wurden. Nach einer 

Inkubationszeit von 4 Stunden bei 4°C (rotierend) wurden die Protein-G-Agarose-

beads 5 mal mit eiskaltem 1 ml Lyse-Puffer gewaschen, wobei nach jedem 

Waschschritt 30 Sekunden bei 12 000 U/min und 4°C zentrifugiert wurde und der 

Überstand mit einer Kanule (0,40 x 20 mm) entfernt wurde. Anschließend wurden die 

Beads in 90 µl SDS-Probenpuffer für 10 min bei 95°C inkubiert und zusammen mit 

der Input-Kontrolle wie in Kapitel 3.2.3 und 3.2.4 beschrieben auf die Menge an 

immunopräzipitierter FcεRIβ-Rezeptorkette hin analysiert. 
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3.2.7 Detektion von Oberflächenproteinen mittels Durchfluss-
zytometrie 

Die Detektion des hoch affinen IgE-Rezeptors (FcεRI) und des SCF-Rezeptors (c-Kit) 

auf der Oberfläche von BMMC erfolgte durch Verwendung von Fluorochrom-

konjugierten Antikörpern und anschließender Analyse der Zellen im Fluorescence 

activated cell sorter (FACS)-Gerät. Hierzu wurden je 1x106 Zellen in ein Eppendorf-

Gefäß überführt und 1-mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 100 µl FACS-

Puffer (PBS mit 2% FCS) + 2 µl anti-FcεRIα Antikörper resuspendiert und für 20 min 

bei 37°C und ca. 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 2-mal mit 1 ml 

FACS-Puffer gewaschen und in 100 µl FACS-Puffer mit einem 

Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-konjugierten Sekundär-Antikörper (Verdünnung 

1:50) aufgenommen und 20 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Alternativ dazu 

wurden unbehandelte Zellen direkt mit 100 µl FACS-Puffer + 2 µl eines Phycoery-

thrin (PE)-konjugierten anti-c-Kit Antikörpers behandelt. Nach 2-mal Waschen 

wurden die Zellen in 200 µl FACS-Puffer resuspendiert. 100 µl der Zellsuspension 

wurden mit 200 µl PBS gemischt und im Durchflusszytometer (FACScan, Becton 

Dickinson) gemessen. Dabei wurden die Zellen nach Lichtstreuung und 

Fluoreszenzintensität analysiert. Die an die Antikörper gekoppelten 

Fluoreszenzfarbstoffe werden hierbei von einem Argon-Laser zur Emission von 

Lichtimpulsen angeregt, welche von einem Detektor registriert werden und durch 

einen Photomultiplier an den Computer übermittelt werden. Die Auswertung der 

Daten erfolgte mit Hilfe der BD Cellquest Pro Software (Becton Dickinson). 

 
3.2.8 Luziferase-Reportergen-Analyse 

BMMC, die mit einem Renilla-Luziferase-Expressionsvektor (2,5 µg pTK Renilla 

Luc) und dem entsprechenden Photinus-Luziferase-Reportergenplasmid (6 µg pGL3, 

pGL3 MMTV bzw. pGL3 PEP) transfiziert worden waren (s. Kap. 3.4.5), wurden 4 

Stunden nach der Transfektion für 16 Stunden mit Ethanol (0,001%) oder 

Dexamethason (100 nM) behandelt und geerntet, 2 mal mit 1 ml eiskaltem PBS 

gewaschen und in 100 µl 1x Passive Lysis Buffer (Promega, Mannheim) 

resuspendiert. Nach 30 min auf Eis wurde das Lysat 5 min bei 9 500 U/min 

zentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Die 

Bestimmung der Photinus-Luziferase-Aktivität erfolgte mit Hilfe eines (ELX808; 
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Bio-Tek Instruments), wobei 20 µl Lysat mit 70 µl Reaktionspuffer (25 mM 

Glycylglycin, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, pH 7,8 mit 1 mM DTT und 2 mM ATP) 

und 30 µl D-(-)-Luziferin-Lösung (0,28 mg/ml 0,5 M Tris, pH 7,5) gemischt und 

sofort gemessen wurden. Zur Bestimmung der Renilla-Luziferase-Aktivität wurden 20 

µl Lysat zusammen mit 100 µl Coelenterazin-Puffer (0,2 M KH2PO4, 0,2 M K2HPO4, 

pH 7,6) und 0,2 µM Coelenterazin analysiert. Die bei der Luziferin- und 

Coelenterazin-Oxidation freiwerdende Lumineszenz wurde gemessen (relative 

Lichteinheiten, RUL), der Quozient aus RUL [Luziferin] / RUL [Coelenterazin] 

wurde gebildet und alle Daten wurden mit dem Wert von pGL3 Basisvektor 

transfizierten, Ethanol-behandelten Zellen normalisiert. 

 

3.3 Genotypisierung von Knockout-Mäusen 

 
3.3.1 Isolation von genomischer DNA 

Zur Bestimmung des Genotyps der Nachkommen der PEP-Knockout- und MKP-1-

Knockout-Mauslinie wurden Schwanzbiopsien von neugeborenen oder von adulten 

Mäusen in je 200 µl Lysis-Puffer (100 mM Tris pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS, 

200 mM NaCl, Proteinase K 100 µg/ml) gegeben und 4 Stunden oder über Nacht bei 

55°C verdaut. Anschließend wurde nach sorgfältigem Mischen (Vortex) 5 min bei 12 

000 U/min zentrifugiert. Aus dem Überstand wurde die genomische DNA durch 

Zugabe von 200 µl kaltem Isopropanol präzipitiert. Die DNA wurde 10 min bei 12 

000 U/min zentrifugiert und im Heizblock bei 37°C getrocknet und anschließend in 

100 µl TE-Puffer (10 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA pH 8,0) aufgenommen. Durch 

Inkubation bei 37°C für mindestens 2 Stunden und unter Schütteln wurde das 

Präzipitat wieder in Lösung gebracht. 

 
3.3.2 Bestimmung des Genotyps mittels PCR mit Genlocus-

spezifischen Primern 

Die isolierte DNA wurde anschließend für eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

verwendet, in der mit Hilfe von zwei sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer, 

s. 2.1.4) DNA-Fragmente des zu untersuchenden Gen-Locus mit einer 

temperaturbeständigen Taq-Polymerase amplifiziert wurden. Die Reaktion (30 

Zyklen) erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 20 µl in einem Thermocycler 
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(Peltier Thermal Cycler, PTC-200, Perkin Elmer), wobei 3 µl DNA, 200 nM dNTP-

Lösung (je 200 nM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, pH 7,0), je 0,5 µM Primer,1,25 U 

Taq-Polymerase und 4 µl 5x PCR-Puffer (Promega, Mannheim) eingesetzt wurden. 

Bei der Verwendung von MKP-1-spezifischen Primern enthielt die PCR-Reaktion 

außerdem noch 3 µl 86%iges Glycerin (13%). Die Denaturierung der DNA erfolgte 

bei 94°C für 1 Minute, die Hybridisierung bei 55°C für 1 Minute und die DNA-

Synthese bei 72°C für 1 Minute. Die Amplifikationsprodukte wurden anschließend in 

einem 2% TAE- oder TBE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die PCR-

Reaktion mit den Oligonukleotidprimern für die MKP-1 Knockout-Mauslinie lieferte 

beim Wildtyp-Allel ein 288 bp großes Fragment und beim mutierten Allel ein 230 bp 

großes Fragment. Bei Verwendung der Primer für die PEP Knockout-Mauslinie 

wurde beim Wildtyp-Allel ein 550 bp großes Fragment und beim mutierten Allel ein 

470 bp großes Fragment amplifiziert. 

 

3.4 Zellkultur-Experimente 

 
3.4.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen 

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe S2 an einer 

Sicherheitswerkbank (Klasse II; Thermo Elektron, Dreieich) durchgeführt. Die Zellen 

wurden bei 37°C, 5-6% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert (Labotec, 

Göttingen). Zum Waschen von Zellen wurde steriles Magnesium- und Calcium-freies 

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) verwendet. 

 
3.4.2 Generierung von bone marrow derived mouse mast cells  

Zur Generierung von bone marrow derived mouse mast cells (BMMC) wurden Mäuse 

vom Stamm C57BL/6J oder B6, MKP-1 (erp) (s. Kapitel 2.8)  im Alter von 6 bis 10 

Wochen durch zervikale Dislokation getötet. Bei Verwendung von genetisch 

veränderten Mäusen wurde ein kleines Stück des Schwanzes abgeschnitten und für 

eine spätere Genotypisierung bei -20°C aufbewahrt (s. Kapitel 3.3.2). Die Mäuse 

wurden mit 75% Rotisol desinfiziert und mit Hilfe von Nadeln auf einem 

Präparierbrett fixiert. Bauch- und Beckenhöhle wurden geöffnet und die Hinter- und 

Vorderextremitäten  abgetrennt. Femora, Tibiae und Humeri wurden von der 

umgebenen Haut und Muskulatur freipräpariert und in serumfreiem IMDM bis zur 
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Weiterverarbeitung bei 4°C aufbewahrt. Im Zell-Labor wurden die Knochen einmal 

mit 75% Rotisol und dreimal mit PBS gewaschen. Nach dem Abschneiden der 

Epiphysen wurden die Knochen unter sterilen Bedingungen mit kaltem IMDM mittels 

einer 10 ml-Spritze (0.45 x 25 mm-Kanüle) mehrmals durchgespült, bis die 

Markhöhle möglichst frei von Blut war. Das auf diese Weise gewonnene 

Knochenmark von jeweils drei bis vier Mäusen (des gleichen Geschlechts) wurde in 

50ml-Röhrchen vereint und für 5 min bei 1500 U/min und RT zentrifugiert. Der 

Überstand wurde mit Hilfe einer Pumpe abgezogen und die Zellen wurden in 10 ml 

Medium resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Zur Lyse von Erythrozyten wurden 

die Zellen in 2 ml ACK-Lysispuffer (150 mM NH4Cl, 1 mM KHCO3, 1 mM EDTA, 

pH 7.3, steril filtriert) resuspendiert und 2 min bei RT inkubiert und anschließend mit 

10 ml IMDM verdünnt. Zur Entfernung von Knochensplittern wurde die 

Zellsuspension über ein 70 µm-Zellsieb (cell strainer, Dickonson) dekantiert, erneut 

zentrifugiert und in 20 ml Wachstumsmedium (IMDM mit 10% hitzeinaktiviertem 

FBS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat, 5 ng/ml IL-3 und 100 ng/ml SCF)  

resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in einer Dichte von 

2x106 Zellen/ml Wachstumsmedium in 24-Wellplatten (Greiner) ausgesät (1 ml/Well) 

und für 4 bis 5 Wochen kultiviert. Dabei wurde alle 2-3 Tage die Hälfte des Mediums 

vorsichtig entfernt und die nicht-adhärenten Zellen wurden mit Hilfe einer 1 ml-

Pipette nach mehrmaligem Spülen in eine neue  24-Wellplatte überführt und mit 

frischem Medium versorgt. Die adhärenten Zellen wurden verworfen. Die Expression 

des hoch affinen IgE-Rezeptors FcεRI und des SCF-Rezeptors c-Kit (CD117) auf der 

Oberfläche der so gewonnen BMMC wurde mit Hilfe von Fluorochrom-markierten 

Antikörpern im Durchflußzytometer (Fluorescence activated cell sorter, FACS) 

bestimmt (s. Kapitel 3.2.7).  

 
3.4.3 Bestimmung der Zellzahl 

Das Zählen von Zellen erfolgte unter dem Lichtmikroskop mit Hilfe einer Neubauer-

Zählkammer. Hierfür wurden 10 µl der Zellsuspension 1:10 mit einer 0,25% 

Trypanblau-Lösung verdünnt und in die Zählkammer überführt.  Anschließend 

wurden alle 4 großen Eckquadrate ausgezählt und der Mittelwert wurde gebildet. Die 

Umrechnung auf Zellen/ml Suspension erfolgte durch Multiplikation des Mittelwertes 

mit 104 und dem Verdünnungsfaktor 10. 
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3.4.4 Stimulierung von BMMC 

Zur Stimulierung der p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung mittels 

Antigen und IgE wurden BMMC in der Regel in Wachstumsmedium (IMDM mit 

10% hitzeinaktiviertem FBS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat, 5 ng/ml IL-3 und 

100 ng/ml SCF) in einer Zelldichte von 1,5-2x106 Zellen/ml kultiviert und für die 

entsprechenden Zeiträume mit Dexamethason (100 nM) oder dem Lösungsmittel 

Ethanol (0,01%) behandelt. Zwei Stunden vor dem Ernten der Zellen wurde dem 

Medium anti-DNP IgE in einer Endkonzentration von 1 µg/ml zugegeben, um eine 

vollständige Beladung der FcεRI-Rezeptoren mit IgE-Molekülen zu erreichen. 

Schließlich wurden die Zellen in ein 1-ml-Eppendorf-Röhrchen überführt und 5 min 

bei 1 500 U/min zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge). Das Medium wurde 

verworfen und die Zellen wurden einmal mit 37°C-warmen PBS gewaschen, erneut 

abzentrifugiert und in 50 µl PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 50 µl DNP-HSA-

Lösung (1 µg/ml PBS) wurden die Zellen 0,5 bis 30 min (in der Regel 5 min) im 

Heizblock bei 37°C inkubiert.  Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µl SDS-

Probenpuffer (s. Kapitel 3.2.1) und durch sofortiges Erhitzen des Lysats auf 95°C 

gestoppt.  

Für die Stimulierung von BMMC mittels 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-actetat 

(TPA) und Stem Cell Factor (SCF) wurden die Zellen zunächst einmal mit IMDM 

gewaschen und anschließend für 12 Stunden in Gegenwart von Dexamethason (100 

nM) in Wachstumsmedium ohne IL-3 und SCF kultiviert. Anschließend wurden die 

Zellen wie oben beschrieben für 10 min mit TPA (80 ng/ml) und SCF (100 ng/ml) 

stimuliert und geerntet. 

In einigen Experimenten wurden BMMC parallel zur Dexamethason-Behandlung für 

16 Stunden mit dem GR-Antagonisten RU486 (1 µM, gelöst in Ethanol) inkubiert 

oder für 10 Stunden mit dem Translationshemmer Cycloheximid (5 ng/ml) bzw. den 

Proteasominhibitoren Epoxomicin (10 µM), MG132 (Carbobenzoxy-leucyl-leucyl-

leucinal, Z-LLL-CHO) (10 µM), ALLN (N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal) (30 µM) 

oder den Lysomeninhibitoren Bafilomycin A1 (200 nM) und Leupetin (2 µM) 

behandelt. Alle verwendeten Inhibitoren wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst, 

aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
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3.4.5 Transiente Transfektion 

Die Transfektion von BMMC mit siRNA bzw. Plasmid-DNA erfolgte durch 

Elektroporation mit Hilfe des Nucleofector II (Amaxa) unter Verwendung des 

Programms T-023. Hierfür wurden BMMC zunächst zweimal mit IMDM gewaschen 

und 5 min bei 1 500 U/min zentrifugiert. Jeweils 4-6x106 Zellen wurden in 100 µl 

37°C-warmen IMDM resuspendiert. 2 µl siRNA (100 µM) oder insgesamt 8,5 µg 

Plasmid-DNA (Vgl. Kapitel 3.2.8) wurden mit IMDM auf 100 µl aufgefüllt und mit 

den Zellen gemischt. Die 200 µl Zellsuspension wurden in eine Küvette (Amaxa) 

transferiert und im Nucleofector-Elektroporationsgerät behandelt. Danach wurden 

sofort 800 µl vorgewärmtes Wachstumsmedium in die Küvette gegeben und die 

Zellen wurden mit einer Plastikpipette in eine vorbereitete 6-Wellplatte mit 2 ml 

vorgewärmten Medium überführt. Nach 2-4 Stunden Inkubation bei 37°C und 5-6% 

CO2 wurde das Medium gewechselt, wobei Zellen, die in mehreren Küvetten mit den 

gleichen Nukleinsäuren transfiziert worden waren, vereint wurden und der (nach ca. 

16 Stunden) folgenden Behandlung mit Dexamethason und Ethanol entsprechend 

ausgesät wurden. 

 

3.5 Passive systemische Anaphylaxie 

16 Wochen alten weiblichen Mäusen vom Stamm C3H/He, MKP-1 (erp) wurden pro 

20 g Körpergewicht 100 µl einer anti-DNP IgE-Lösung (0,2 mg/ml PBS) in die 

Bauchhöhle injiziert. Nach einer Inkubationszeit von ca. 21 Stunden bekamen die 

Mäuse 100 µl Dexamethason (wasserlöslich; 0,2 mg/ml PBS) oder 100 µl PBS pro 20 

g Körpergewicht ebenfalls per intraperitoneale Injektion verabreicht. Drei Stunden 

später wurde die Körpertemperatur der Mäuse rektal mit einem Veterinär-

Fieberthermometer (Microlife VT 1831 Vet-Temp; Tiershop, Linden) gemessen. 

Anschließend wurden 200 µg DNP-HSA (in 200 µl PBS gelöst) oder 200 µl PBS in 

die dorsale Schwanzvene (Vena coccygealis dorsalis) injiziert und die 

Körpertemperatur wurde in 5-Minuten-Intervallen über einen Zeitraum von 1 Stunde 

gemessen. Jede der vier Behandlungsgruppen bestand aus vier Tieren. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Selektive Hemmung der IgE-Rezeptor-vermittelten Phosphory-
lierung von ERK1/2 und MAP Kinase p38 in Glukokortikoid-
behandelten Mastzellen 

 

Die mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1/2 und MAP Kinase p38 sind für die 

biologischen Funktionen von Mastzellen und somit bei der Entstehung allergisch 

entzündlicher Prozesse von zentraler Bedeutung (Gibbs et al, 2002; Kimata et al, 

2000; Kassel und Cato, 2002; Hirasawa et al, 2000; Masuda et al, 2002). Die negative 

Regulation der Aktivität dieser Kinasen wird als eine Grundlage für die 

entzündungshemmenden und anti-allergischen Wirkungen von Glukokortikoiden 

vermutet. Der genaue Mechanismus der Glukokortikoid-abhängigen Repression der 

ERK1/2 und p38 MAP Kinase-Aktivität bei Mastzellen ist jedoch bislang unbekannt. 

 
Sowohl der ERK1/2- als auch der p38 MAP Kinase-Signalweg werden in Mastzellen 

durch die antigen-vermittelte Quervernetzung von IgE-Rezeptormolekülen (FcεRI) 

und infolge der Aktivierung des c-Kit-Rezeptors durch seinen Liganden SCF initiiert 

(Ishizuka et al, 1999). Neben diesen mastzellspezifischen Stimuli, führt auch die 

Behandlung mit dem Tumorpromotor TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-actetat) 

zu einer Phosphorylierung dieser Kinasen (Gewert et al, 2000). Im ersten Schritt der 

Untersuchung der Glukokortikoid-abhängigen Repression der MAP Kinase p38- und 

ERK1/2-Aktivität wurde zunächst überprüft, ob Glukokortikoide den gleichen Effekt 

auf die IgE/Antigen-, SCF- und TPA-induzierte Phosphorylierung dieser Kinasen 

haben. Zu diesem Zweck wurden BMMC (bone marrow derived mast cells), generiert 

und für 12 Stunden mit dem synthetischen Glukokortikoid Dexamethason oder dem 

verwendeten Lösungsmittel Ethanol als Kontrolle behandelt und anschließend mit den 

verschiedenen Substanzen stimuliert. Für die antigen-abhängige Aktivierung des IgE-

Rezeptors wurden die Zellen vor der Stimulierung für 2 Stunden in Gegenwart eines 

monoklonalen anti-Dinitrophenyl IgE Antikörpers (IgE) kultiviert, um so eine 

Beladung der Rezeptoren mit IgE zu erreichen. Danach wurden die IgE-

Rezeptormoleküle durch Inkubation der Zellen mit dem multivalenten Antigen 

Dinitrophenyl-HSA (Dinitrophenyl-Humanes Serum Albumin, DNP) kreuzvernetzt 

und somit aktiviert. Parallel dazu wurden IgE-unbehandelte BMMC mit TPA oder 
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SCF stimuliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Lyse-Puffers gestoppt und die 

Aktivität von ERK1/2 und MAP Kinase p38 wurde mit Hilfe des Immunoblot-

Verfahrens unter Verwendung phospho-spezifischer Antikörper ermittelt. Ein 

Antikörper gegen nicht-phosphoryliertes ERK2 wurde zur Bestimmung der 

eingesetzten Gesamtproteinmenge verwendet.  

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Abb.4.1 Dexamethason hemmt die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase und ERK1/2 in 
IgE/Antigen-stimulierten, aber nicht in SCF- oder TPA-aktivierten BMMC. 2x106 BMMC wurden 
für 12 Stunden in Kulturmedium ohne IL-3 und SCF kultiviert und gleichzeitig mit Dexamethason (100 
nM) oder nur dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt. Ein Teil der Zellen wurde dabei für die 
letzten 2 Stunden der Behandlungzeit mit anti-DNP IgE (1 µg/ml) kultiviert und anschließend für 5 min 
mit DNP-HSA (500 ng/ml) stimuliert. IgE-unbehandelte Zellen wurden 10 min mit TPA (80 ng/ml) 
oder SCF (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die Gesamtzell-Lysate mittels Western 
blot-Verfahren analysiert, wobei phospho-spezifische Antikörper gegen p38 MAP Kinase und ERK1/2 
verwendet wurden. Ein anti-ERK2-Antikörper wurde verwendet, um die eingesetzte Proteinmenge zu 
bestimmen. 
 
 

Die Western blot-Analyse zeigt, dass die Behandlung von BMMC mit Dexamethason 

in einer Reduktion der IgE/DNP-abhängigen p38 MAP Kinase- und ERK1/2-

Phosphorylierung resultiert (Abb.4.1, vgl. Spur 2 mit 3), jedoch keine hemmende 

Wirkung auf die SCF- und TPA-induzierte Phosphorylierung der Kinasen hat 

(Abb.4.1, vgl. Spur 5 mit 6 und Spur 8 mit 9). Dieses Experiment demonstriert somit, 

dass Glukokortikoide die p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Aktivität in Mastzellen 

herabsetzen, wobei der Hormoneffekt spezifisch für die IgE-Rezeptor-vermittelte 

Mastzell-Aktivierung ist.  
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4.2 Negative Regulation der IgE-Rezeptor-Expression durch 
Glukokortikoide 

 

4.2.1 Glukokortikoide reprimieren die Oberflächenexpression des IgE-

Rezeptors FcεRI 

 
Da der hoch affine IgE-Rezeptor FcεRI der wichtigste Vermittler IgE-abhängiger 

allergischer Reaktionen ist (Dombrowicz et al, 1993; Dombrowicz et al, 1996), wurde 

der Effekt von Dexamethason auf die Oberflächenexpression dieses Rezeptors 

untersucht. 

 
Die Detektion von IgE-Rezeptormolekülen in der Membran von BMMC erfolgte 

durch Inkubation der Zellen mit einem Antikörper, welcher die extrazelluläre Domäne 

der a-Untereinheit des multimeren FcεRI-Rezeptors erkennt. Die Verwendung eines 

Fluorochrom-konjugierten Sekundärantikörpers ermöglichte die durchfluss-

zytometrische Analyse der behandelten Zellen im FACS (Fluorescence activated cell 

sorter)-Gerät. Abbildung 4.2A zeigt die Fluoreszenzkurven von BMMC, die 8 und 16 

Stunden nach der Zugabe von Dexamethason mit den genannten Antikörpern 

behandelt wurden, wobei die Zellzahl in Abhängigkeit von der Fluoreszenzintensität 

dargestellt ist. Vergleicht man die Kurven von Dexamethason-behandelten (rote 

Kurve) und unbehandelten Zellen (blaue Kurve), sind zum Zeitpunkt 0 sowie nach 8 

Stunden Hormonbehandlung noch keine Unterschiede in der Fluoreszenzintensität 

vorhanden, während nach 16 Stunden eine deutliche Abnahme der Signalstärke zu 

erkennen ist (Linksverschiebung der roten Kurve). Folglich führt eine 16-stündige 

Behandlung mit Dexamethason zu einer Reduktion der Zahl an IgE-

Rezeptormolekülen an der Oberfläche von BMMC. Als Kontrolle wurde die 

Oberflächenexpression des SCF-Rezeptors c-Kit in BMMC, die 24 Stunden mit 

Dexamethason behandelt wurden, bestimmt. Die FACS-Analyse zeigt, dass selbst 

diese lang anhaltende Glukokortikoid-Behandlung keinen wesentlichen Einfluss auf 

die Expression dieses Rezeptors hat (Abb.4.2B).  

Diese Ergebnisse demonstrieren somit, dass Glukokortikoide die 

Oberflächenexpression des IgE-Rezeptors und nicht des SCF-Rezeptors in BMMC 

herabsetzen. Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass Dexamethason die 
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IgE/DNP-abhängige, jedoch nicht die SCF-vermittelte Aktivierung der p38 MAP 

Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung herabsetzt. 

 

 
   A 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
          B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.4.2 Glukokortikoide reduzieren die Oberflächenexpression des FcεRI-Rezeptors in BMMC. 
Je 0,5x106 Zellen wurden für die angegebenen Zeiträume mit Dexamethason (100 nM) oder nur dem 
Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt und anschließend gewaschen. Die Zellen wurden mit einem 

anti-FcεRIα Antikörper und einem Fluoreszeinisothiozyanat-konjugierten Sekundärantikörper (A) bzw. 
Phycoerytrin-konjugierten anti-c-Kit Antikörper (B) gefärbt und durchflußzytometrisch mit Hilfe eines 
FACScan-Gerätes analysiert. Gezeigt sind die jeweiligen Fluoreszenzkurven von zehntausend 
gezählten Zellen (Counts), wobei die blaue Kurve unbehandelte und die rote Kurve Dexamethason-
behandelte Zellen darstellt. Die grüne Kurve stammt von Zellen, die nur mit dem Sekundärantikörper 
inkubiert wurden. Die gelbe Kurve repräsentiert ungefärbte Zellen. 
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4.2.2 Dexamethason reduziert die Proteinmenge der β-Untereinheit des 
IgE-Rezeptors 

 

FcεRI-Rezeptormoleküle werden auf der Oberfläche von murinen Mastzellen 

ausschließlich in heterotetramerer Form bestehend aus der IgE-bindenden α-

Untereinheit, einer β- und zwei γ-Ketten exprimiert (Blank et al, 1989; Ra et al, 

1989). Als Konsequenz könnte eine Reduktion der Synthese von nur einer der drei 

FcεRI-Rezeptor-Untereinheiten in einer herabgesetzten Oberflächenexpression des 

Rezeptors resultieren. Um den Mechanismus der Glukokortoid-vermittelten 

Hemmung der FcεRI-Expression zu analysieren, wurde der Effekt von Dexamethason 

auf die mRNA-Menge der einzelnen Rezeptor-Ketten mit Hilfe des quantitativen Real 

time-PCR-Verfahrens untersucht. Diese Analyse zeigte jedoch, dass eine 

Glukokortikoid-Behandlung von BMMC für 24 Stunden keine Reduktion der mRNA-

Menge der α-, β- und γ-Rezeptor-Untereinheit hervorruft (Abb.4.3). Zusammen mit 

den Ergebnissen der FACS-Analyse, lassen die Daten der mRNA-Analyse die 

Schlussfolgerung zu, dass Glukokortikoide die FcεRI-Expression auf post-

transkriptioneller Ebene regulieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb.4.3 Glukokortikoide haben keinen Einfluss auf die mRNA-Menge der IgE-

Rezeptoruntereinheiten FcεRIα, -β und -γ von BMMC. 2x106 Zellen wurden für 24 Stunden mit 
Dexamethason (100 nM) oder dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt und lysiert. Die Gesamt-
RNA wurde isoliert, mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und im quantitativen Real 

time-PCR-Verfahren analysiert, wobei Oligonukleotidprimer für FcεRIα, -β, –γ und β-Actin verwendet 

wurden. Die Bestimmung der β-Actin-mRNA-Menge diente als interne Kontrolle und wurde zur 
Normalisierung herangezogen. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte und Standardabweichungen 
aus 3 voneinander unabhängigen Experimenten. 
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Nachdem Dexamethason keine Wirkung auf die mRNA-Menge der IgE-

Rezeptorkomponenten zeigte, wurde untersucht, ob die Proteinmenge von einer der 

Untereinheiten des FcεRI-Rezeptorkomplexes im Gesamtzell-Lysat von Gluko-

kortikoid-behandelten Mastzellen reduziert ist. Hierfür wurden BMMC für 8, 16 und 

24 Stunden in Gegenwart von Dexamethason kultiviert und anschließend geerntet und 

lysiert. Die Zellextrakte wurden mit Hilfe eines anti-FcεRIβ Antikörpers durch 

Anwendung des Western blot-Verfahrens analysiert. Die Proteinmenge der α- und γ-

Kette konnte mit Hilfe dieser Methode nicht ermittelt werden, da die erhältlichen 

Antikörper nur ungenügend funktionierten. Die Immunoblot-Analyse zeigte, dass eine 

Kultivierung der Zellen mit Dexamethason für 16 und 24 Stunden zu einer deutlichen 

Reduktion des FcεRIβ-Peptids führt (Abb.4.4A, Vgl. Spuren 5 und 6 und Spuren 7 

und 8), wobei eine relativ schwache Abnahme dieses Proteins auch nach 8 Stunden 

der Behandlung festgestellt werden kann (Abb.4.4, Vgl. Spuren 4 und 3). Dieses 

Ergebnis demonstriert, dass Dexamethason die Proteinmenge der β-Untereinheit des 

IgE-Rezeptors reduziert.  

 
Um zu zeigen, dass die Menge der FcεRIβ-Untereinheit auch in der Zellmembran 

durch Glukokortikoide herabgesetzt wird, wurden die membranständigen FcεRI-

Rezeptormoleküle an der Oberfläche von BMMC zunächst mit IgE beladen und die 

Zellen wurden geerntet und lysiert. Anschließend wurden die IgE-FcεRI-Komplexe  

mit Hilfe eines anti-IgE-Antikörpers immunopräzipitiert. Die Menge der β-Rezeptor-

kette im Präzipitat wurde schließlich mittels Western blot-Analyse durch Verwendung 

eines anti- FcεRIβ Antikörpers analysiert. Auf diese Weise war es möglich, nur die 

FcεRIβ-Moleküle zu detektieren, die sich an der Oberfläche der Zellen befinden. 

Das Ergebnis dieses Experiments zeigt, dass die Menge der mebranständigen FcεRIβ-

Untereinheit von BMMC, die 16 Stunden in Gegenwart von Dexamethason kultiviert 

wurden, geringer ist als bei den unbehandelten Zellen (Abb.4.4B, Vgl. Spuren 5 und 

6). Dieser Befund bestätigt somit die vorherigen Ergebnisse der FACS-Analyse, 

welche ebenfalls demonstrieren, dass Dexamethason die Oberflächenexpression des 

IgE-Rezeptors herabsetzt. 
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Abb.4.4 Glukokortikoide reduzieren die Proteinmenge der FcεRIβ-Untereinheit. (A) 2x106 

BMMC wurden für die angegebenen Zeiträume mit Dexamethason (100 nM, DEX) oder nur dem 
Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt und lysiert. Die Gesamtzell-Lysate wurden durch 

Anwendung des Immunoblot-Verfahrens analysiert, wobei ein anti-FcεRIβ Antikörper und ein ERK2 
Antikörper als Kontrolle verwendet wurden. (B) 10x106 BMMC wurden für 14 Stunden (h) mit 
Dexamethason (100 nM, DEX) vorbehandelt und anschließend für weitere 2 Stunden in Gegenwart von 
IgE (0,5 µg/ml) kultiviert, anschließend lysiert und mit einem anti-IgE Antikörper oder IgG-Kontroll-
Antikörper (Spur 1 und 4) für 6 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Immunopräzipitate wurden mit Hilfe 
von Protein-G-Agararose extrahiert (IP-anti-IgE) und parallel zu den verwendeten Zell-Lysaten (Lysat) 
mittels Immunoblot-Analyse wie oben beschrieben analysiert.  

 
 

4.2.3 Die negative Regulation der β-Untereinheit des IgE-Rezeptors 
benötigt den Glukokortikoidrezeptor und eine de novo Protein-
synthese 

 
Die β-Untereinheit des hoch affinen IgE-Rezeptors hat eine wichtige Funktion bei der 

Regulation der FcεRI-Oberflächenexpression, da sie durch frühe Assoziation mit der 

α-Kette im endoplasmatischen Retikulum den Abbau neu synthetisierter IgE-

Rezeptorkomplexe verhindert (Donnadieu et al, 2000). Aufgrund dieser FcεRI-

Rezeptor-stabilisierenden Eigenschaft der β-Kette wurde der Mechanismus der 

Glukokortikoid-vermittelten Reduktion der FcεRIβ-Untereinheit analysiert. 
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Zunächst wurde mit Hilfe des Glukokortikoidrezeptor (GR)-Antagonisten RU486 

überprüft, ob die negative Regulation der β-Kette durch den GR vermittelt wird. 

Hierfür wurden BMMC in Gegenwart von RU486 für 16 Stunden mit Dexamethason 

behandelt und anschließend lysiert. Der Effekt des Glukokortikoids auf die Menge des 

β-Proteins wurde mittels Immunoblot-Analyse bestimmt. Das Ergebnis der Analyse 

zeigt, dass eine Behandlung der Zellen mit RU486 die Dexamethason-abhängige 

Reduktion der FcεRIβ-Proteinmenge verhindert (Abb.4.5A, Vgl. Spur 3 mit 4 und 

Spur 1 mit 2) und demonstriert somit,  dass der Glukokortikoidrezeptor für diese 

Glukokortikoid-Wirkung benötigt wird. 

 
Durch Hemmung der Translation sollte ferner geklärt werden, ob die de novo 

Synthese eines Proteins für die Dexamethason-vermittelte negative Regulation der 

FcεRIβ-Untereinheit erforderlich ist. Zu diesem Zweck wurden BMMC 12 Stunden 

mit Dexamethason behandelt. Um nun eine Neusynthese von Proteinen zu 

unterbinden, wurde 2 Stunden nach Applikation des Glukokortikoids der 

Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid (CHX) der Kultur zugegeben. Falls es nun 

durch die Glukokortikoid-Behandlung zu Veränderungen in der Proteinmenge der 

FcεRIβ-Kette kommt, können diese nur auf der Aktivität von bereits synthetisierten 

Proteinen basieren. 

Die Immunoblot-Analyse der von diesen Zellen präparierten Lysate mit dem anti-

FcεRIβ Antikörper zeigt, dass es, im Gegensatz zu unbehandelten Zellen, im Fall der 

mit CHX kultivierten BMMC zu keiner Herabsetzung der Proteinmenge der β-Kette 

durch Dexamethason kommt (Abb.4.5B, Vgl. Spur 4 und 3 mit Spur 2 und 1). Die 

relativ geringe Proteinmenge der FcεRIβ-Kette in den CHX-behandelten BMMC ist 

dabei wahrscheinlich auf die kurze Halbwertszeit des Proteins von ungefähr 4 

Stunden zurückzuführen (Gomez et al, 2005).  

Dieses Experiment zeigt, dass eine andauernde de novo Proteinsynthese für die 

Herabsetzung der FcεRIβ-Untereinheit durch Dexamethason benötigt wird. Dieses 

Resultat demonstriert, dass die Glukokortikoid-Wirkung durch die Synthese von 

anderen Proteinen vermittelt wird. Eine Möglichkeit ist, dass Dexamethason die 

Expression von bestimmten Proteasen verstärkt, welche für den Abbau dieser 

Rezeptorkette verantwortlich sind. 
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Abb.4.5 Für die Glukokortikoid-abhängige Reduktion der FcεRIβ-Untereinheit werden sowohl 

der GR als auch eine de novo Proteinsynthese benötigt.  2x106 BMMC wurden 16 (A) bzw. 12 (B) 
Stunden in Gegenwart von Dexamethason (100 nM, DEX) oder dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) 
kultiviert. Dabei wurden die Zellen mit RU486 (RU; 1 µM) (A) oder Cycloheximid (CHX; 5 µg/ml) 
(B) behandelt.  Die Cycloheximid-Behandlung erfolgte dabei 2 Stunden nach Zugabe von 
Dexamethason. Die Zellen wurden lysiert und die Gesamtzell-Lysate wurden mittels Western blot-

Verfahren analysiert, wobei ein anti-FcεRIβ Antikörper und ein ERK2 Antikörper als Kontrolle 

verwendet wurden.  
 
 

4.2.4 Die Hemmung des proteasomalen Protein-Abbauweges verhindert 

die Glukokortikoid-abhängige Reduktion der β-Untereinheit des 
IgE-Rezeptors 

 
Viele verschiedene Proteasen sind am intrazellulären Abbau von Proteinen beteiligt. 

Die Proteasomen und Lysosomen stellen jedoch die zwei wichtigsten Protein-

Abbauwege in eukaryotischen Zellen dar (Hilt und Wolf, 2000; Pillay et al, 2002). 

Um Hinweise zu erhalten, ob Glukokortikoide die Degradation der FcεRIβ-Kette 

beeinflussen, wurde sowohl der proteasomale als auch der lysosomale Protein-

Abbauweg mit Hilfe von verschiedenen Enzym-Inhibitoren blockiert und der Effekt 

von Dexamethason auf die Proteinmenge der FcεRIβ-Untereinheit wurde unter diesen 

Bedingungen analysiert. Zur Hemmung der Lysosomen-Aktivität wurden die 

Substanzen Bafilomycin A1, welches spezifisch die vakuoläre V-ATPase hemmt, und 

Leupeptin, ein Inhibitor lysosomaler Serin-Cystein-Proteinasen, verwendet (Seglen, 

1983). Außerdem wurden die Substanzen Epoxomicin, MG132 und ALLN eingesetzt. 

Die beiden letzteren können sowohl die lysosomale als auch proteasomale 

Degradation von Proteinen hemmen (Rock et al, 1994; Fuertes et al, 2003). 

Epoxomicin inhibiert weitgehend selektiv die Aktivtät ders Proteasoms (Meng et al, 

1999; Lee und Goldberg, 2000). Die Immunoblot-Analyse der Zell-Extrakte von 

BMMC, welche in Anwesenheit von Bafilomycin A1 (Baf) oder Leupeptin (Leup) 
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mit Dexamethason behandelt wurden, zeigt, dass diese Lysosomen-Inhibitoren keine 

Auswirkung auf die Glukokortikoid-vermittelte Reduktion der β-Kette haben 

(Abb.4.6A, Vgl. die Spuren 3-6 mit Spur 1 und 2). Nach Kultivierung der Zellen mit 

Epoxomicin (Epoxo), MG123 (MG) und ALLN konnte hingegen keine Abnahme der 

FcεRIβ-Untereinheit in den Dexamethason-behandelten BMMC mehr festgestellt 

werden (Abb.4.6B, Vgl. Spuren 3-8 mit Spur 1 und 2). Demnach blockieren sowohl 

der spezifische (Epoxomicin) als auch die unspezifischen (MG123, ALLN) 

Proteasomen-Inhibitoren die Glukokortikoid-abhängige Reduktion von FcεRIβ.  

Die Ergebnisse der Protease-Inhibitor-Experimente zeigen, dass die negative 

Regulation der FcεRIβ-Untereinheit durch Dexamethason die enzymatische Aktivität 

des Proteasomen-abhängigen Proteinabbauweges erfordert und weist somit auf einen 

Glukokortikoid-induzierten proteasomalen Abbau dieser IgE-Rezeptorkette hin.  

 

A        B 
 

 
 
 
 

 

 
 
Abb.4.6 Inhibitoren des Proteasom-abhängigen Proteinabbauweges blockieren die 

Dexamethason-abhängige Reduktion des FcεRIβ-Proteins. 2x106 BMMCs wurden für 12 Stunden 

mit Dexamethason (100 nM) oder nur dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt, wobei 2 Stunden 
nach Hormonzugabe Bafilomycin A1 (BAF, 200 nM), Leupeptin (Leup, 2 µM), Epoxomicin (Epoxo, 
10 µM), MG132 (MG, 10 µM) bzw. ALLN (30 µM) dem Kulturmedium zugegeben wurden. Die Zellen 
wurden anschließend lysiert. Die Gesamtzell-Lysate wurden mittels Western blot-Verfahren analysiert, 

wobei ein anti-FcεRIβ Antikörper und ein ERK2 Antikörper als Kontrolle verwendet wurden. 
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4.3 Glukokortikoide erhöhen die mRNA-Menge der Phosphatasen 
PEP, MKP-1 und MKP-2 in BMMC 

 
Die vorherigen Resultate zeigen, dass eine deutliche Reduktion der Expression des 

IgE-Rezeptors durch Dexamethason erst nach 16 Stunden zur Ausprägung kommt. 

Um zu überprüfen, ob diese Abnahme an FcεRI-Molekülen die Ursache für die 

negative Regulation von ERK1 und ERK2 und die Hemmung der Phosphorylierung 

der p38 MAP Kinase ist, wurden Kinetik-Experimente durchgeführt, die zeigen 

sollten, ob die Hemmung des IgE-Rezeptors mit der Repression der ERK1/2- und p38 

MAP Kinase-Phosphorylierung korreliert. 

 
Hierfür wurden BMMC 6, 8 und 12 Stunden in Gegenwart von Dexamethason 

kultiviert, mittels IgE und DNP stimuliert und anschließend lysiert. Die Immunoblot-

Analyse der phosphorylierten ERK1/2 und p38 MAP Kinase-Proteine zeigt, dass 

bereits eine 6-stündige Dexamethason-Behandlung ausreicht, um die 

Phosphorylierung der p38 MAP Kinase zu inhibieren (Abb.4.7, Vgl. Spuren 2 und 3). 

Dieser Glukokortikoid-Effekt tritt nach 8 und 12 Stunden mit einer ähnlichen Stärke 

auf (Abb.4.7, Spuren 4 bis 7). Die antigen-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung ist 

ebenfalls 6, 8 und 12 Stunden nach der Dexamethason-Behandlung reduziert. Hier ist 

die Glukokortikoid-vermittelte Repression nach 6 Stunden jedoch nur schwach 

ausgeprägt (Abb.4.7, Vgl. Spuren 2 und 3) und nimmt nach 8 und 12 Stunden zu 

(Abb.4.7, Spuren 4 bis 7).  

 
Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die negative Regulation der antigen-abhängigen 

Aktivität von ERK1/2 und der p38 MAP Kinase durch Dexamethason innerhalb einer 

6- bis 12-stündigen Glukokortikoid-Behandlung stattfinden kann.  Da die 

Oberflächenexpression des IgE-Rezeptors erst nach 16 Stunden deutlich herabgesetzt 

ist, müssen noch andere, frühe Glukokortikoid-Effekte für die Hemmung der 

Phosphorylierung dieser MAP Kinasen durch Dexamethason verantwortlich sein. 
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Abb.4.7 Die FcεRI-abhängige Phosphorylierung der MAP Kinasen p38 MAPK, ERK1 und 

ERK2 ist nach 6 bis 12 Stunden Dexamethason-Behandlung herabgesetzt. Je 2x106 BMMC 
wurden für die in der Abbildung genannten Zeiträume mit Dexamethason (100 nM, DEX) oder nur 
dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) behandelt und für die letzten 2 Stunden der Behandlung mit anti-
DNP IgE (1 µg/ml) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 5 min mit DNP-HSA (500 ng/ml, DNP) 
stimuliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Lyse-Puffers gestoppt und die Gesamtzell-Lysate 
wurden mittels Immunoblot-Verfahren analysiert, wobei phospho-ERK1/2-, phospho-p38 MAPK- 
sowie ein p38 Antikörper als Kontrolle verwendet wurden. 
 
  
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine GR-vermittelte Induktion von 

Tyrosinproteinphosphatasen für die Repression der MAP Kinase p38- und ERK1/2-

Phosphorylierung benötigt wird (Gewert et al, 2000; Lasa et al, 2001; Kassel et al, 

2001). Zur Identifizierung glukokortikoid-regulierter Phosphatase-Gene, die als 

Vermittler dieser MAP Kinase-Hemmung in Frage kommen könnten, wurde die 

DNA-Microarray-Technologie genutzt. Als mRNA-Quelle für die Analyse diente 

hierbei Gesamt-RNA von BMMC, die 8 oder 16 Stunden in Gegenwart von 

Dexamethason kultiviert worden waren. Die Hybridisierung der mRNA mit den 

cDNA-Sonden sowie die Fluoreszenzmarkierung und Auswertung der Daten erfolgte 

mit DNA-Mikrochips der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) und wurde am 

Biochip-Labor des Instituts für Zellbiologie der Universität Duisburg-Essen 

durchgeführt.  

 
Unter den identifizierten Genen, deren Expression negativ durch Dexamethason  

reguliert war, waren zahlreiche pro-inflammatorische Gene, die z.T. bereits als 

Glukokortikoid-reprimierte Gene beschrieben wurden. Beispiele dafür sind 
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Matrixmetalloproteinasen (MMP12 und MMP13, Nenan et al, 2005), 

Mastzellproteasen (MCPT9), Eklund et al, 1997) oder Zytokine, wie TNF-α (Swantek 

et al, 1997) und verschiedene Chemokine und deren Rezeptoren (Pype et al, 1999). 

Ferner waren auch die Transkripte bekannter Glukokortikoid-induzierter Gene, wie 

Metallothionein 1 und 2 (Karin et al, 1979; Richards et al, 1984) und der Inhibitor des 

Transkriptionsfaktors NF-κB, IκBα (Auphan et al, 1995) sowie verschiedene 

Phosphatasen durch Dexamethason positiv reguliert. Die mRNA-Menge des 

konstitutiv exprimierten α-Tubulins wurde wie erwartet nicht durch Dexamethason 

beeinflusst. Einige dieser Gene sind in der Tabelle 2 aufgelistet. Die Expression dieser 

bekannten Glukokortikoid-regulierten Gene  kann als Parameter für die 

Hormonwirkung angesehen werden und lässt demnach die Schlussfolgerung zu, dass 

Veränderungen im Expressionsmuster auf die Dexamethason-Behandlung 

zurückzuführen sind.  

 
Zu den Glukokortikoid-induzierten Phosphatase-Genen gehörte zum einen die 

Proteintyrosinphosphatase PEP (auch bekannt als PTPN22). PEP ist eine so genannte 

Nicht-Rezeptor-Tyrosinphosphatase (PTPN), die Mitglieder der src-Kinase-Familie 

dephosphoryliert und bislang als negativer Regulator des T-Zell-Rezeptor-

Signalweges beschrieben wurde (Wu et al, 2006; Hasegawa et al, 2004).  

 
Neben PEP waren außerdem die Serin/Threonin-Phosphatase PP1γ (PPP1CC) und 

drei Tyrosin/Threonin-Phosphatasen der Familie der dual spezifischen Phosphatasen 

(DUSP) in den Dexamethason-behandelten BMMC überexprimiert: DUSP1/MKP-1, 

DUSP4/MKP-2 und DUSP6/MKP-3. Diese Phosphatasen sind auch als MAP Kinase-

Phosphatasen (MKP) bekannt und können die Aktivität von MAP Kinasen durch 

Dephosphorylierung von Tyrosin- und Threonin-Resten negativ regulieren (Alessi et 

al, 1993; Sun et al, 1993; Chu et al, 1996; Groom et al, 1996). Demnach sind sie 

besonders interessante Kandidaten für die Hemmung der MAP Kinase p38- und 

ERK1/2-Phosphorylierung.  
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Gen (Symbol) 

 
Synonyme, Bezeichnungen 

 
Expression relativ zur Kontrolle 

8 h DEX         16 h DEX 

 TUBA1 α Tubulin  -1,14 -1,05 
 MT1 MT-I 1,5 1,41 
 MT2 MT-II 2,56 2,18 
 IκBα Nfκbiα 2,38 1,55 
 MMP12 Makrophagen Elastase - -2,57 
 MMP13 Kollagenase 3 -1,75 -3,91 
Mastzellproteasen: 
 MCPT9 Mast cell chymase 1 -1,6 -2,48 
Zytokine: 
 TNF-α TNF -1,82 - 
Chemokine:  
 MIP-1α Ccl3 -1,72 -1,72 
 MIP-1β Ccl4 -1,83 -2,24 
 MCP-1 Ccl2 - -1.42 
 MCP-3 Ccl7 -2,19 -2.18 
 MCP-5 Ccl12 -1,99 -2,49 
Chemokin-Rezeptoren: 
 CCR2 MIP-1α receptor - -1,52 
 CCR7 MIP-3β receptor - -2,77 
Tyrosinphosphatasen: 
 PTPN22 PEP, PTPN8, Lyp 2,14 - 
Serin/Threonin-Phosphatasen: 
 PPP1CC PP1γ 1,85 1,8 
Tyrosin/Threonin-Phosphatasen: 
 DUSP1 MKP-1,CL-100, Erp 2,36 1,54 
 DUSP4 MKP-2, hVH2, TYP 4,51 4,49 
 DUSP6 MKP-3, PYST1 - 1,44 

 
 
Tab.2 Glukokortikoid-abhängige Regulation verschiedener Gene in Dexamethason-behandelten 
Mastzellen. 4x106 BMMC wurden für 8 oder 16 Stunden (h) mit Dexamethason (DEX; 100 nM) oder 
nur dem Lösungsmittel Ethanol (0,01%) als Kontrolle behandelt und anschließend lysiert. Die Gesamt-
RNA wurde isoliert. Mögliche Verunreinigungen mit genomischer DNA wurden mittels Dnase 
entfernt. Die mRNA wurde mit Hilfe der DNA-Mikroarray (Affymetrix)-Technologie analysiert. 
 

Da die Glukokortikoid-vermittelte Hemmung der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-

Phosphoylierung die Aktivität einer Proteintyrosinphosphatase benötigt (Lasa et al, 

2002; Kassel et al, 2001), kamen sowohl die Tyrosin/Threonin-Phosphatasen MKP-1, 

MKP-2 und MKP-3 als auch die Tyrosinphosphatase PEP als möglicher Vermittler 

für diese Hormonwirkung in Frage.  

Die Ergebnisse der DNA-Microarray-Analyse dieser Phosphatasen wurden zunächst 

mittels RT-PCR-Analyse überprüft. Hierfür wurden BMMC für unterschiedliche 

Zeiträume (2-24 Stunden) in Gegenwart von Dexamethason kultiviert und 

anschließend geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und 

durch Anwendung der quantitativen Real-time PCR analysiert. Die Auswertung der 
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Analyse zeigte im Fall der PEP-, MKP-1- und MKP-2-Transkripte Glukokortikoid-

abhängige Regulationen, die den Affymetrix-Ergebnissen sehr ähnlich waren 

(Abb.4.8A-C, 8 und 16 Stunden).  

 

A           B 

 

  

  

 

 

 

 

C            D 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
Abb.4.8 Glukokortikoide erhöhen die mRNA-Menge der Phosphatasen PEP, MKP-1 und MKP-
2. Jeweils 2x106 BMMC wurden für 2, 4, 8, 16 und 24 Stunden (h) mit Dexamethason (100 nM) oder 
Ethanol (0,01%) behandelt und anschließend geerntet und lysiert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, 
mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und im quantitativen Real time-PCR-Verfahren 
analysiert, wobei spezifische Oligonukleotidprimer für PEP, DUSP1/MKP-1, DUSP4/MKP-2, 
DUSP6/MKP-3 und 36B4 verwendet wurden. Die Bestimmung der mRNA-Menge des 36B4-Gens 
diente als interne Kontrolle und wurde zur Normalisierung herangezogen. Die dargestellten Daten sind 

Mittelwerte ± Standardabweichung von drei Experimenten. , Ethanol; , Dexamethason. 

 
Darüber hinaus war die mRNA-Menge dieser Phosphatasen bereits 2 und 4 Stunden 

nach Zugabe des Glukokortikoids deutlich erhöht im Vergleich zur Kontrolle. Auch 

nach 24 Stunden der Dexamethason-Behandlung war noch ein Anstieg in der 

Transkript-Menge festzustellen, wenn auch etwas schwächer im Fall von PEP und 

MKP-1. Die ohnehin relativ schwache Glukokortikoid-Regulation der MKP-3-
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mRNA-Menge (Tab.2) hatte sich nicht bestätigt (Abb.4.8D). Als Konsequenz wurde 

diese Phosphatase als möglicher Kandidat für die Glukokortikoid-abhängige 

Hemmung der MAP Kinase-Phosphorylierung ausgeschlossen.  

 

Um zu überprüfen, ob PEP, MKP-1 und MKP-2 auch unter den Bedingungen durch 

Dexamethason induziert werden, bei denen die ERK1 und ERK2 sowie die p38 MAP 

Kinase nach IgE-Rezeptor-Aktivierung phosphoryliert werden, wurde die mRNA-

Menge dieser Phosphatasen in antigenstimulierten BMMC analysiert. 

Zu diesem Zweck wurden BMMC für 6 Stunden in Gegenwart von Dexamethason 

behandelt, mit anti-DNP IgE sensibilisiert und anschließend mittels DNP für 5 min 

stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und lysiert und die Menge der isolierten PEP-, 

MKP-1- und MKP-2-mRNA wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time PCR-

Analyse bestimmt.  

 
 

A          B          C  

 

 

 

 
 

 

 
 
Abb.4.9 Der Effekt von Dexamethason auf die MKP-1-, MKP-2- und PEP-mRNA-Menge in 
unbehandelten, IgE- und IgE/Antigen-behandelten BMMC. Jeweils 2x106 BMMC wurden 6 
Stunden mit Dexamethason (DEX, 100 nM) oder dem Lösungsmittel Ethanol (EtOH, 0,01%) 
behandelt. Die Sensitivierung mit anti-DNP IgE (IgE, 1 µg/ml) erfolgte für 2 Stunden vor der 
Stimulierung mit DNP-HSA (500 ng/ml) für 5 min. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, mittels reverser 
Transkription in cDNA umgeschrieben und im quantitativen Real-time PCR-Verfahren analysiert, 
wobei spezifische Oligonukleotidprimer für MKP-1 (A), MKP-2 (B), PEP (C) sowie 36B4 als interne 

Kontrolle verwendet wurden. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung von drei 
Experimenten.  

 

Das Ergebnis dieser Analyse zeigt, dass die PEP- und MKP-1-mRNA-Menge sowohl 

in unbehandelten als auch in IgE- und IgE/DNP-stimulierten BMMC ähnlich stark 

durch Dexamethason erhöht wird (Abb.4.9A,C Vgl. Spur 1 mit 2, Spur 3 mit 4 und 

Spur 5 mit 6). Die MKP-2-mRNA-Menge ist unter diesen Bedingungen ebenfalls in 

den Dexamethason-behandelten BMMC erhöht im Vergleich zu den unbehandelten 

Zellen (Abb.4.9B, Vgl. Spur 1 mit 2, Spur 3 mit 4 und Spur 5 mit 6), wobei die 
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Transkript-Menge auch sehr stark durch die IgE-Behandlung erhöht wird (Abb.4.9B, 

Vgl. Spur 1 mit 3). Die 5-minütige Stimulierung der IgE-behandelten Zellen mit DNP 

hat keinen Einfluss auf die Menge der PEP-, MKP-1- und MKP-2-mRNA (Abb.4.9A-

C, Vgl. Spuren 3 und 4 mit 5 und 6). 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression von MKP-1, MKP-2 und PEP nicht nur 

in unstimulierten sondern auch in IgE- und IgE/Antigen-behandelten BMMC durch 

Dexamethason erhöht wird. Aufgrund der Korrelation dieses Glukokortikoid-Effekts 

mit der Herabsetzung der antigeninduzierten ERK1/2- und p38 MAP Kinase-

Phosphorylierung könnte die Induktion einer dieser Phosphatasen die Grundlage für 

die negative Regulation der Aktivität von ERK1/2- und p38 MAP Kinase durch 

Dexamethason sein. 

  
 
4.4 Effekt von Dexamethason auf die IgE-Rezeptor-abhängige p38 

MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung in BMMC von 
PEP Knockout-Mäusen 

 
Die Expression des PEP-Gens ist auf hämatopoietische Zellen beschränkt (Cloutier 

und Veillette, 1996). Die Rolle dieser Tyrosinphosphatase bei der Regulation der 

Mastzell-Aktivierung ist bislang nicht bekannt. Für T-Lymphozyten wurde hingegen 

gezeigt, dass die Abwesenheit von PEP in einer verstärkten Phosphorylierung der 

MAP Kinasen ERK1/2 und p38 MAPK nach T-Zell-Rezeptor-Stimulierung resultiert 

und eine gesteigerte Proliferation zur Folge hat (Hasegawa et al, 2004). Mit Hilfe von 

BMMC sollte zunächst untersucht werden, welches Wirkungsprinzip der 

beobachteten Glukokortikoid-Regulation der PEP-mRNA-Menge zugrunde liegt.  

 

4.4.1 Glukokortikoide regulieren die PEP-Expression auf Promotorebene 
 
Um zu überprüfen, ob die Glukokortikoid-vermittelte Erhöhung der PEP-mRNA-

Menge auf einer gesteigerten Transkription des PEP-Gens beruht, wurde die Aktivität 

des PEP-Promotors in Dexamethason-behandelten BMMC mit Hilfe der Luziferase-

Reportergen-Anallyse bestimmt. Dabei wurden BMMC mit einem Reporterkonstrukt 

transfiziert, bei dem die Transktiption der kodierenden Sequenz der Photinus-

Luziferase durch die 5`-Promotor-Region des murinen PEP-Gens kontrolliert wird 

(pGL3 PEP). Als Kontrolle für die Glukokortikoid-Wirkung wurden parallel dazu 
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Zellen mit einem Reporterkonstrukt transfiziert, welches den Promotorbereich des 

Glukokortikoid-regulierten mouse mammary tumor virus (MMTV)-Gens enthält 

(pGL3 MMTV). Als Negativkontrolle wurde das promotorlose Luziferase-

Reporterkonstrukt verwendet (pGL3). Um mögliche Unterschiede in der 

Transfektionseffizienz berücksichtigen zu können, wurden ein Expressionsvektor co-

transfiziert, der die Renilla-Luziferase konstitutiv exprimiert. Vier Stunden nach der 

Transfektion wurden die Zellen für 20 Stunden mit Dexamethason oder Ethanol 

behandelt, anschließend lysiert und die Luziferase-Aktivität, welche proportional zur 

Promotor-Aktivierung ist, wurde durch Messung der Lumineszenz bestimmt. In 

Abb.4.10 ist das Ergebnis der Reportergen-Analyse dargestellt. 

 

        A            B 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
Abb.4.10 Dexamethason erhöht die Promotoraktivität des murinen PEP-Gens in BMMC. Zur 
Bestimmung der PEP-Promotor-Aktivität in BMMC wurden 3x106 Zellen mit 2,5 µg eines Renilla-
Luziferase-Expressionsvektors und 6 µg eines PEP-Promotor (pGL3 PEP)-, MMTV-Promotor (pGL3 
MMTV)- oder promotorlosen (pGL3) Luziferase-Reporterkonstrukts mittels Elektroporation in einem 
Volumen von 200 µl co-transfiziert. Nach 4 Stunden wurden die Zellen für 20 Stunden mit 
Dexamethason (100 nM, DEX) oder nur dem Vehikel Ethanol (0,01%, EtOH) behandelt, geerntet und 
lysiert. Anschließend wurde die Photinus-Luziferase-Aktivität gemessen und zur Renilla-Luziferase-

Aktivtät normalisiert. Abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der relativen Aktivität 
der Photinus-Luziferase von zwei voneinander unabhängigen Experimenten. Die dargestellten Werte 
beziehen sich auf die Aktivität von Ethanol-behandelten Zellen, die mit dem promotorlosen Konstrukt 
transfiziert wurden (Spur 1). 

 

Vergleicht man die Luziferase-Aktivität von unbehandelten Zellen, die mit dem PEP-

Promotorkonstrukt transfiziert wurden mit der Aktivität des promotorlosen 

Konstrukts, ist bereits eine Aktivierung des PEP-Promotors feststellbar (Abb.4.10A, 

Vgl. Spuren 1 und 3). Diese Aktivität ist in Dexamethason-behandelten Zellen um das 
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4-fache erhöht (Abb.4.10A, Vgl. Spuren 3 und 4). Die Aktivität des MMTV-

Promotors ist ebenfalls in Glukokortikoid-abhängiger Weise induziert (Abb.4.10B, 

Vgl. Spuren 1 und 2). Demnach kann die PEP-Promotor-Aktivierung in den 

Dexamethason-behandelten Zellen auf die Glukokortikoid-Wirkung zurückgeführt 

werden. Dieses Experiment weist somit darauf hin, dass Glukokortikoide die 

Expression des PEP-Gens auf der Ebene des Promotors regulieren. 

 

4.4.2 Die Repression der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-
Phosphorylierung in Dexamethason-behandelten BMMC erfolgt 
unabhängig von PEP 

 
Die Bedeutung der Proteintyrosinphosphatase PEP für die Glukokortikoid-vermittelte 

Hemmung der ERK1/2- und p38-Phosphorylierung in Mastzellen wurde mit Hilfe von 

BMMC untersucht, welche von genetisch veränderten Mäusen stammten, denen das 

PEP-Protein fehlt. Zu diesem Zweck wurden BMMC von Wildtyp- und PEP-

Knockout Mäusen generiert, deren Genotyp mittels PCR-Analyse bestimmt worden 

war. Die Zellen wurden für 16 Stunden mit Dexamethason oder Ethanol behandelt, 

mit anti-DNP IgE inkubiert und mittels DNP stimuliert und nach unterschiedlichen 

Zeitpunkten (0,5-30 Minuten) lysiert. Die DNP-induzierte Phosphorylierung der p38 

MAP Kinase und ERK1/2 wurde mittels Immunoblot-Analyse bestimmt.  

 
Das Ergebnis der Analyse ist in Abb.4.11 dargestellt. Vergleicht man zunächst die 

Phosphorylierung von ERK1/2 und der p38 MAP Kinase in unbehandelten Wildtyp 

(PEP WT)- und PEP-defizienten (PEP KO) BMMC, sind keine wesentlichen 

Unterschiede erkennbar (Abb.4.11, Vgl. Spuren 1-6 mit 13-18). Die DNP-abhängige 

Phosphorylierung beider Kinasen ist nach 1 Minute maximal (s. Spuren 3 und 15) und 

nimmt nach zunehmender DNP-Inkubation wieder ab, wobei ERK1 und ERK2 nach 

10 und 30 Minuten wieder in dephosphorylierter Form vorliegen, während die 

Phosphorylierung der p38 MAP Kinase noch anhält (s. Spuren 5, 6, 17 und 18).  

Ein Vergleich von unbehandelten mit Dexamethason-behandelten Wildtyp-Zellen 

zeigt, dass die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase wie erwartet durch 

Dexamethason gehemmt wurde (Vgl. Spuren 2-6 mit 8-12). Die Glukokortikoid-

abhängige Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung in diesen BMMC ist nur nach 5-

minütiger Inkubation der Zellen mit dem Antigen zu erkennen (Vgl. Spur 4 und 10), 
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da das Signal der Phosphorylierung nach kürzeren Stimulierungszeiten zu stark ist, 

um bestehende Unterschiede detektieren zu können (Vgl. Spur 2 und 3 mit Spur 8 und 

9).  

Die Analyse der ERK1/2- und p38 MAPK-Phosphorylierung in den PEP-Knockout-

BMMC zeigt, dass die Dexamethason-Behandlung ebenfalls in einer Hemmung der 

DNP-induzierten Aktivität dieser MAP Kinasen resultiert (Vgl. Spuren 14-18 mit 20-

24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.11 Glukokortikoide hemmen die FcεRI-abhängige Phosphorylierung der p38 MAP 

Kinase und ERK1/2 in BMMC von Wildtyp- und PEP Knockout-Mäusen. Je 2x106 BMMC von 
Wildtyp- (PEP WT) und PEP Knockout (PEP KO)-Mäusen wurden für 16 Stunden mit Dexamethason 
(DEX, 100 nM) oder dem Lösungsmittel Ethanol (EtOH, 0,01%) behandelt und für die letzten 2 
Stunden der Behandlung in Gegenwart von anti-DNP IgE (1 µg/ml) kultiviert. Anschließend wurden 
die Zellen 0,5-30 min mit DNP-HSA (500 ng/ml, DNP) stimuliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
des Lyse-Puffers gestoppt und die Gesamtzell-Lysate wurden mittels Immunoblot-Verfahren analysiert, 
wobei phospho-ERK1/2-, phospho-p38 MAPK- sowie ein ERK2 Antikörper als Kontrolle verwendet 
wurden. 

 

Die Analyse der PEP-defizienten BMMC hat somit gezeigt, dass die Glukokortikoid-

abhängige Repression der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-Phosphorylierung in 

Dexamethason-behandelten BMMC auch in Abwesenheit von PEP stattfinden kann. 

Da auch noch kürzeren Glukokortikoid-Behandlungszeiten (4, 6, 8 und 12 Stunden) 

keine Hemmung der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-Phosphorylierung in BMMC von 

PEP Knockout-Mäusen festgestellt wurden (nicht gezeigte Daten), kann die Induktion 

der Phosphatase PEP nicht die Ursache für die negative Regulation dieser MAP 

Kinasen sein.  
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4.5 Die Glukokortikoid-vermittelte Repression der p38 MAP 
Kinase-Phosphorylierung ist in MKP-1-defizienten BMMC 
beeinträchtigt 

 
Die Befunde der vorherigen Experimente zeigen, dass neben PEP auch die mRNA-

Menge von MKP-1 und MKP-2 in IgE/DNP-stimulierten Mastzellen durch 

Dexamethason erhöht wird. Um zunächst eine mögliche Funktion von MKP-1 bei der 

Glukokortikoid-abhängigen Repression der p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Aktivität 

zu ermitteln, wurden BMMC von MKP-1 Wildtyp- und MKP-1 Knockout-Mäusen für 

4, 8 und 12 Stunden mit Dexamethason behandelt, mit anti-DNP IgE inkubiert und für 

5 und 10 min mit DNP stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und der Effekt von 

Dexamethason auf die MKP-1- und MKP-2-Proteinmenge sowie die 

Phosphorylierung der p38 MAPK und ERK1/2 wurde im Western blot-Verfahren 

analysiert. 

 
Das Resultat der Analyse zeigt, dass die MKP-1-Menge sowohl in IgE- als auch in 

DNP-behandelten Wildtyp-Zellen, die in Gegenwart von Dexamethason kultiviert 

wurden, erhöht ist (Abb.4.12 Vgl. Spur 2-7, 16-21 und 30-35). BMMC von MKP-1 

Kockout-Mäusen zeigten erwartungsgemäß keine Zunahme der MKP-1-Proteinmenge 

(Abb.4.12 Spuren 8-14, 22-28 und 36-42).  

Die Analyse des MKP-2-Western blots zeigte ebenfalls einen Anstieg in der MKP-2-

Proteinmenge in Dexamethason behandelten BMMC, wobei die MKP-2-Menge in für 

5 Minuten DNP-stimulierten Zellen allgemein höher ist als in unstimulierten Zellen 

(Abb.4.12 Vgl. z.B. Spur 2 und 3 mit den Spuren 4-7). Die geringere Migrations-

geschwindigkeit des MKP-2-Proteins während der Gelelektrophorese in DNP-

stimulierten Zellen (Shift der MKP-2-Bande nach oben) weist auf eine 

antigeninduzierte Phosphorylierung des Proteins hin (Abb.4.12 Vgl. z.B. Spur 3 und 

5). Unterschiede in der MKP-2-Expression in Wildtyp- und MKP-1 knockout-BMMC 

sind darüber hinaus nicht vorhanden (Abb.4.13 Vgl. MKP-1 WT mit MKP-1 KO). 

 
Die Analyse der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung ergab, dass in MKP-1-

defizienten BMMC, die für 4 und 8 Stunden in Gegewart von Dexamethason 

kultiviert wurden, die DNP-induzierte Phosphorylierung von p38 MAPK nicht durch 

Dexamethason herabgesetzt werden konnte (Abb.4.12 Vgl. Spuren 11-14 und Spuren 
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25-28), während die p38 MAPK-Phosphorylierung in Dexamethason-behandelten 

Wildtyp-BMMC gehemmt wurde (Abb.4.12 Vgl. Spuren 4-7 und Spuren 18-21). In 

BMMC von MKP-1 Knockout-BMMC, die 12 Stunden mit Dexamethason behandelt 

wurden, konnte die Glukokortikoid-Behandlung die p38 MAPK-Phosphorylierung 

jedoch inhibieren (Abb.4.12 Vgl. Spuren 39-42). 

 
Die Untersuchung der Dexamethason-Wirkung auf die Phosphorylierung von ERK1/2 

in MKP-1 Knockout-BMMC ergab darüber hinaus, dass die Hemmung dieser Kinasen 

durch Dexamethason, welche nach 8 und 16 Stunden erkennbar war, sowohl in den 

Wildtyp- als auch in den MKP-1-defizienten Mastzellen stattfindet (Abb.4.12 Vgl. 

Spuren 18-21 und 32-35 und die Spuren 25-28 und 39-42). 

 
Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren, dass die Hemmung der IgE/DNP-

induzierten p38 MAP Kinase-Phosphorylierung durch Dexamethason im Fall einer 4- 

und 8-stündigen Glukokortikoid-Behandlung die Induktion der Phosphatase MKP-1 

benötigt, wohingegen die Wirkung von Dexamethason nach einer längeren 

Behandlung von 12 Stunden unabhängig von MKP-1 erfolgt.  Darüber hinaus findet 

die negative Regulation der ERK1/2-Aktivität gänzlich in Abwesenheit von MKP-1 

statt und benötigt demnach keine Induktion von MKP-1. 
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Abb.4.12 Effekt von Dexamethason 
auf die p38 MAP Kinase- und 
ERK1/2-Phosphorylierung in 
BMMC von MKP-1 Wildtyp- und 
MKP-1 Knockout-BMMC.  
 
Je 2x106 BMMC von Wildtyp- (WT) 
und MKP-1 Knockout (KO)-Mäusen 
wurden für die angegebenen Zeiträume 
mit Dexamethason (DEX, 100 nM) 
oder nur dem Vehikel Ethanol (0,01%) 
behandelt und für 2 Stunden mit anti-
DNP IgE (1 µg/ml, IgE) inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen 5  
und 10 min mit DNP-HSA (500 ng/ml, 
DNP) stimuliert. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe des Lyse-Puffers 
gestoppt und die Gesamtzell-Lysate 
wurden mittels Immunoblot-Verfahren 
analysiert, wobei phospho-ERK1/2-, 
phospho-p38 MAPK-, MKP-1-, MKP-
2-, sowie p38 MAPK- und ein 
ERK1/2-Antikörper als Kontrolle 
verwendet wurden. 
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4.6 Eine Reduktion der MKP-2-Expression mittels siRNA hat 
keinen Einfluss auf die Hemmung der ERK1/2- und p38 MAP 
Kinase-Phosphorylierung durch Dexamethason 

 

Die vorherigen Experimente zeigen, dass die Glukokortikoid-abhängige Regulation 

der p38 MAP Kinase durch die Induktion von MKP-1 vermittelt werden kann, die 

Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung jedoch nicht. Da die Phosphatase MKP-2 

ebenfalls in Glukokortikoid-behandelten BMMC hochreguliert wird, wurde nun 

überprüft, ob womöglich MKP-2 in der Lage ist, die negative Regulation von ERK1/2 

zu vermitteln. Leider bestand kein Zugang zu der existierenden MKP-2 Knockout-

Mauslinie. Um trotzdem die Rolle der MKP-2-Induktion bei der Vermittlung der 

Glukokortikoid-Wirkung in Mastzellen untersuchen zu können, wurde die MKP-2-

Proteinmenge durch Transfektion von Wildtyp-BMMC mit MKP-2-siRNA reduziert 

(sog. MKP-2-Knockdown). Anschließend wurde die Fähigkeit von Dexamethason, 

die antigeninduzierte Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 in diesen Zellen 

herabszusetzen, mit Hilfe des Western blot-Verfahrens analysiert. Um feststellen zu 

können, ob die Reduktion der MKP-2-Menge möglicherweise auch Auswirkungen auf 

die p38 MAP Kinase-Aktivität hat, wurde neben der Phosphorylierung von ERK1/2 

auch die der p38 MAP Kinase bestimmt. Als Kontrolle wurde die Proteinmenge von 

MKP-2 und MKP-1 sowie der p38 MAP Kinase bestimmt. 

 
Das Ergebnis der Immunoblot-Analyse zeigt, dass die MKP-2-Menge in BMMC, die 

mit einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, infolge der Dexamethason-Behandlung 

erhöht ist, wobei die MKP-2-Induktion in IgE/DNP-behandelten Zellen deutlich 

stärker ist als in unstimulierte Zellen (Abb.4.13 Vgl. Spur 2 mit 3 und Spur 4 mit 5). 

BMMC, die mit der MKP-2-siRNA transfiziert wurden, hatten drastisch geringere 

Mengen an MKP-2 als die Kontrollzellen (Abb.4.13 Vgl. Spuren 7-10 mit den Spuren 

2-5). Beide Zellpopulationen zeigen darüber hinaus sowohl eine DNP-abhängige 

Aktivierung von ERK1/2 als auch eine Hemmung dieser Phosphorylierung durch 

Dexamethason (Abb.4.13 Vgl. Spuren 4-5 und 9-10). Die relativ schwache ERK1/2-

Phosphorylierung in den mit MKP-2-siRNA transfizierten BMMC ist auf die 

geringere Menge an eingesetztem Zell-Lysat zurückzuführen (Vgl. p38 MAPK-

Western blot Spuren 4-5 mit 9-10). Neben der ERK1/2-Phosphorylierung ist auch die 

Phosphorylierung der p38 MAP Kinase in den in Gegenwart von Dexamethason 
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kultivierten MKP-2 Knockdown-BMMC reduziert (Abb.4.13 Vgl. Spuren 2-5 und 7-

8). Die Analyse des MKP-1-Western blots beweist, dass die Menge an MKP-1 in 

diesen Zellen durch die Dexamethason-Behandlung erhöht wurde (Abb.4.13 Vgl. 

Spuren 2-5 und 7-8). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb.4.13 Effekt von Dexamethason auf die p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung in 
MKP-2-siRNA transfizieren BMMC. Je 4x106 BMMC wurden mit 1 µM Kontroll- oder MKP-2-
siRNA mittels Elektroporation transfiziert. 20 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 4 
Stunden mit Dexamethason (100 nM, DEX) oder dem Vehikel Ethanol (0,01%) behandelt und für die 
letzten 2 Stunden der behandlung in Gegenwart von anti-DNP IgE (1 µg/ml) kultiviert. Anschließend 
wurden die Zellen 5 min mit DNP-BSA (500 ng/ml) stimuliert und geerntet. Die Gesamtzell-Lysate 
wurden präpariert und mittels Western blot-Verfahren analysiert, wobei phospho-ERK1/2-, phospho-
p38 MAPK-, MKP-1-, MKP-2- und ein p38 MAPK Antikörper als Kontrolle verwendet wurden. 
 
 
Dieses Ergebnis demonstriert, dass die Glukokortikoid-abhängige negative Regulation 

der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-Phosphorylierung unter MKP-2-reduzierten 

Bedingungen stattfindet. Folglich ist die Induktion von MKP-2 nicht ausreichend, um 

die Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung durch Dexamethason zu vermitteln. 

Darüber hinaus ist MKP-2 nicht in der Lage, eine Repression der p38 MAP Kinase-

Phosphorylierung hervorzurufen. 
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4.7 Die Wirkung von Dexamethason auf die Expression von pro-
inflammatorischen Genen in MKP-1 Knockout- und MKP-2 
Knockdown-BMMC 

 
Nachdem gezeigt wurde, dass eine relativ kurzfristige Dexamethason-Behandlung von 

MKP-1-defzienten BMMC keine Hemmung der IgE/Antigen-induzierten p38 MAP 

Kinase-Phosphorylierung herbeiführen konnte, wurde nun überprüft, ob die 

Glukokortikoid-abhängige Repression von einigen Entzündungsgenen in MKP-1 

Knockout-BMMC beeinträchtigt ist. Dabei wurde der Effekt von Dexamethason auf 

die antigeninduzierte Erhöhung der mRNA-Menge der pro-inflammatorischen 

Zytokine TNF-α und IL-6, der Matrixmetalloproteinase MMP13 (auch bekannt als 

Kollagenase 1) und des Chemokin (CXC) Liganden (Ccl)-2 (MCP-1) analysiert. Um 

herauszufinden, ob  die MKP-2-Induktion möglicherweise an der negativen 

Regulation der Expression dieser Gene beteiligt ist, wurden auch Wildtyp- und MKP-

1 Knockout-BMMC analysiert, deren MKP-2-Expression mittels siRNA herabgesetzt 

wurde. 

 
Zu diesem Zweck wurden BMMC von Wildtyp- und MKP-1 Knockout-Mäusen mit 

Kontroll- oder MKP-2-siRNA transfiziert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurden 

die Zellen für 4 Stunden mit Dexamethason behandelt und mit anti-DNP IgE 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 30 min mit DNP stimuliert und 

geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und im 

quantitativen Real time-PCR-Verfahren mit Oligonukleotid-Primern für TNF-α, IL-6, 

Ccl-2 und MMP13 analysiert.  

Die Auswertung der PCR-Analyse zeigt, dass die mRNA-Menge von TNF-α, IL-6 

und Ccl2 in IgE/DNP-stimulierten Wildtyp-BMMC (WT) deutlich höher ist als in 

unstimulierten Zellen (Abb.4.14 A-C, Vgl. Spur 1 und 2). Vergleicht man die 

Glukokortikoid (DEX)- und Vehikel (EtOH)-behandelte Zellen, zeigt sich, dass die 

Behandlung der Zellen mit Dexamethason in einer Reduktion der mRNA-Menge 

dieser Gene resultierte (Abb.4.14 A-C, Vgl. EtOH und DEX der Spuren 1 und 2). Die 

IgE/DNP-abhängige Induktion der mRNAs sowie deren Repression durch 

Dexamethason ist in den MKP-1 Knockout-BMMC (KO) in gleichem Außmaß 

erkennbar (Abb.4.14 A-C, Vgl. Spuren 3 und 4 mit 1 und 2). Ebenso hatte der 

Knockdown von MKP-2 sowohl in Wildtyp- als  auch in MKP-1-defizienten BMMC 
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keine Auswirkung auf die Regulation der untersuchten mRNAs durch Dexamethason 

(Abb.4.14 A-C, Vgl. Spuren 5-8).  

 

A      B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C      D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Abb.4.14 Effekt von Dexamethason auf die Expression pro-inflammatorischer Gene in BMMC 
von Wildtyp- und MKP-1 Knockout-Mäusen, die mit MKP-2-siRNA transfiziert wurden. Je 
6x106 BMMC wurden mit Kontroll- oder MKP-2-siRNA (si) transfiziert. 20 Stunden nach der 
Transfektion wurden die Zellen für 4 Stunden mit Dexamethason (100 nM, DEX) oder dem 
Lösungsmittel Ethanol (0,01%, EtOH) behandelt und für die letzten 2 Stunden der Behandlung in 
Gegenwart von anti-DNP IgE (1 µg/ml, IgE) kultiviert. Anschließend wurden die Zellen 30 min mit 
DNP-HSA (500 ng/ml, DNP) inkubiert und geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels Real 

time-PCR analysiert, wobei Primer für TNF-α, IL-6, Ccl2 (MCP-1), MMP13 verwendet wurden. Die 

dargestellten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung von drei Experimenten.  
 

Ein ähnliches Regulationsmuster weist die mRNA-Menge von MMP13 auf (Abb.4.14 

C), wobei die Inkubation der Zellen mit IgE und DNP nur zu einer relativ schwachen 
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Zunahme der mRNA-Menge führte (Abb.4.14 C, Vgl. Spuren 1 und 2). Die 

Dexamethason-Behandlung resultierte auch hier in allen IgE/DNP-stimulierten Zellen 

in einer Herabsetzung der MMP13-mRNA (Abb.4.14 C, Vgl. Spuren 2, 4, 6 und 8). 

 
Die Ergebnisse dieser Expressionsanalyse verdeutlichen, dass die Induktion von 

MKP-1 nicht ausreicht, um die inhibitorische Wirkung von Dexamethason auf die 

mRNA-Menge der untersuchten Gene zu vermitteln. Ebenso kann die MKP-2-

Induktion nicht der Grund für die Reduktion der mRNA-Menge dieser 

Entzündungsgene durch Dexamethason sein. 

 
4.8 Die antigeninduzierte systemische anaphylaktische Reaktion in 

MKP-1 Knockout-Mäusen wird durch Dexamethason 
gehemmt 

 

Die Stimulierung von BMMC mit IgE und DNP resultiert nicht nur in einer 

verstärkten Expression von pro-inflammatorischen Genen, sondern auch in einer 

schnellen Freisetzung von sogenannten Entzündungsmediatoren, wie Histamin, 

Eikosanoiden und proteolytischen Enzymen (Tanaka et al, 2005). Diese 

Entzündungsmediatoren wirken im Organismus auf die glatte Muskulatur 

vasodilatorisch und erhöhen die Gefäßpermeabilität. Bei einer systemischen 

Exposition gegenüber einem Antigen, gegen das bereits IgE-Antikörper gebildet 

wurden, kommt es daher aufgrund der Mediatorfreisetzung zu einem raschen Abfall 

des Blutdrucks, der zusammen mit der hohen Durchlässigkeit der Gefäßwände bis 

zum Tode führen kann. Diese anaphylaktische Reaktion kann durch Behandlung mit 

Glukokortikoiden gehemmt werden.  

Um herauszufinden, ob die Glukokortikoid-abhängige Induktion von MKP-1 in 

Mastzellen bei der Hemmung einer DNP-induzierten systemischen anaphylaktischen 

Reaktion beteilgt ist, wurde eine passive systemische Anaphylaxie mittels anti-DNP 

IgE und DNP in Dexamethason-behandelten MKP-1 Knockout-Mäusen induziert. Der 

Abfall der Körpertemperatür diente dabei als Parameter für die allergische Reaktion. 

 
Wildtyp- und MKP-1 Knockout-Mäuse wurden zunächst mit IgE vorbehandelt. Nach 

einer Inkubationszeit von 21 Stunden bekamen die Mäuse entweder Dexamethason 

oder nur das Lösungsmittel PBS durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Nach 
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weiteren 3 Stunden wurde die Körpertemperatur der Tiere rektal mit einem 

Thermometer gemessen. Anschließend wurde entweder DNP oder ebenfalls PBS als 

Kontrolle intravenös zugeführt. Sofort nach der DNP- bzw. PBS-Gabe wurde dann die 

Temperatur alle 5 min über einen Zeitraum von 1 Stunde gemessen und notiert. 

 

      A 

 

 
 
 
 

 

 

 

         B 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb.4.15 In MKP-1 Knockout-Mäusen wird die passive systemische anaphylaktische Reaktion 
durch die Gegenwart von Dexamethason gehemmt. Wildtyp (WT)- und MKP-1 Knockout (KO)-
Mäusen wurden pro 20 g Körpergewicht (KG) 100 µl einer anti-DNP IgE-Lösung (0,2 mg/ml PBS; 
IgE) in die Bauchhöhle injiziert. Nach ca. 21 Stunden bekamen die Mäuse 100 µl Dexamethason 
(wasserlöslich; 0,2 mg/ml PBS; DEX) oder 100 µl des Lösungsmittels PBS pro 20 g KG ebenfalls per 
intraperitoneale Injektion verabreicht. 3 Stunden später wurde die Körpertemperatur der Mäuse rektal 
mit einem Veterinär-Fieberthermometer gemessen. Anschließend wurden 200 µl PBS (A) oder 200 µg 
DNP-HSA (in 200 µl PBS gelöst; DNP) (B) intravenös injiziert und die Temperatur wurde in 5-
Minuten-Intervallen gemessen. Die dargstellten Werte sind Mittelwerte von 3 oder 4 Mäusen ± 
Standardfehler des Mittelwertes. 
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Das Ergebnis dieses Experiments ergab zunächst, dass die DNP-Injektion bei allen 

Tieren innerhalb weniger Minuten eine schnelle Abnahme der Körpertemperatur 

hervorrief, die mit zunehmender Zeit wieder schwächer wurde (Abb 4.15 B) Die Gabe 

des Vehikels PBS verursachte erwartungsgemäß keine wesentliche Veränderung der 

Ausgangstemperatur (Abb.4.15 A). Ein Vergleich des zeitlichen Verlaufs der 

Temperaturveränderung bei Wildtyp (WT)- und MKP-1 Knockout (KO)-Mäusen 

verdeutlicht, dass die DNP-Gabe in den MKP-1-defizienten Tieren eine stärkere und 

länger anhaltende Reduktion der Temperatur auslöste (Abb.4.15 B, Vgl. blaue und 

graue Kurve). Bei den Wildtyp-Mäusen, die mit Dexamethason behandelt wurden, 

konnte die DNP-Injektion nur für eine relativ kurze Zeit eine deutliche 

Temperaturveränderung hervorrufen im Vergleich zu den Kontroll-Tieren, da sich 

Körpertemperatur nach 15 min wieder schnell der Ausgangstemperatur annäherte 

(Abb.4.15 B, Vgl. blaue und rote Kurve). Die Dexamethason-behandelten MKP-1 

Knockout-Mäuse zeigten eine insgesamt schwächere Reduktion der Körpertemperatur 

als unbehandelte MKP-1 Knockout-Mäuse, wobei sich die Werte ebenfalls wieder 

relativ schnell der Ausgangstemperatur annäherten (Abb.4.15 B, Vgl. graue und grüne 

Kurve). 

 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Phosphatase MKP-1 an der negativen 

Regulation einer antigeninduzierten allergischen Reaktion beteiligt ist, aber dennoch 

nicht ausreicht, um die suppressive Wirkung des Glukokortkoids auf diese 

Entzündungsreaktion zu vermitteln. 
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5. Diskussion       
 
Mastzellen spielen eine wichtige Schlüsselrolle bei der spezifischen, 

antigenvermittelten Immunantwort und bei der Entstehung von akuten, unspezifischen 

Entzündungsreaktionen (Wershil et al, 1988; Wedemeyer et al, 2000; Galli et al, 

2005). Die immunologische Aktivierung von Mastzellen erfolgt durch 

Quervernetzung von IgE-gebundenen FcεRI-Rezeptoren durch spezifische Antigene 

und resultiert in der schnellen Freisetzung von Entzündungsmediatoren 

(Degranulation), der Produktion von Arachidonsäure-Metaboliten und der 

Aktivierung der Expression von pro-inflammatorischen Genen (Metcalfe et al, 1997). 

Während einige der verstärkt exprimierten Zytokine und Chemokine zur Rekrutierung 

von Leukozyten beitragen (Wershil et al, 1991; Biedermann et al, 2000), resultiert die 

Mediatorfreisetzung in den charakteristischen Symptomen der frühen Phase der 

Überempfindlichkeitsreaktion, wie sie z.B. bei einer anaphylaktischen Reaktion 

beobachtet werden (Kemp und Lockey, 2002).  

 
Befunde früherer Studien mit Mastzellen demonstrieren, dass die Mediatorfreisetzung 

und die Expression von einigen Zytokingenen durch die Aktivierung der Mitogen-

aktivierten Proteinkinasen (MAPK) ERK1/2 und p38 MAPK verstärkt werden (Gibbs 

et al, 2002; Kimata et al, 2000; Kassel und Cato, 2002; Hirasawa et al, 2000; Masuda 

et al, 2002). Glukokortikoide hemmen die Phosphorylierung von ERK1/2 und p38 

MAPK (Kassel et al, 2002; Jeong et al, 2003) und die antigeninduzierte Degranulation 

und Zytokin-Synthese (Daeron et al, 1982; Eklund et al, 1997; Sewell et al, 1998). 

Die Fähigkeit von Glukokortikoiden, die Phosphorylierung und somit Aktivität dieser 

MAP Kinasen zu hemmen, könnte daher ein wichtiger Mechanismus sein, durch den 

Glukokortikoide die IgE-vermittelten Funktionen von Mastzellen reprimieren. Das 

Wirkungsprinzip der Glukokortikoid-abhängigen Repression der ERK1/2- und p38 

MAP-Kinase-Phosphorylierung in Mastzellen ist jedoch noch nicht hinreichend 

bekannt. 

 
In der vorliegenden Arbeit wurden primäre murine Mastzellen (bone marrow derived 

mouse mast cells, BMMC) als Modellsystem verwendet, um die Mechanismen der 

Glukokortikoid-abhängigen Hemmung der p38 MAP Kinase- und ERK1/2-
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Phosphorylierung und deren Bedeutung für die supprimierene Wirkung der 

Glukokortikoide auf die Funktionen von Mastzellen zu studieren.  

 
Die Behandlung von BMMC mit dem synthetischen Glukokortikoid Dexamethason 

resultierte in einer Hemmung der antigenabhängigen Phosphorylierung von ERK1/2 

und der p38 MAP Kinase. Die Repression der ERK1/2-Phosphorylierung war dabei 

nach relativ kurzen Dexamethason-Behandlungen (4-8 Stunden) nur schwach und erst 

mit zunehmender Inkubationszeit stärker (12-16 Stunden) ausgeprägt.  Die 

Behandlung der Zellen mit Dexamethason für 4 Stunden reichte aus, um eine 

maximale Hemmung der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung herbeizuführen. Dieser 

Unterschied in der Wirkungskinetik der Glukokortikoid-vermittelten Hemmung der 

p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung wurde auch in anderen Zelltypen 

beobachtet (Kassel et al, 2001; Lasa et al, 2002; Jeong et al, 2003; Abraham et al, 

2006) und deutet daraufhin, dass die negative Regulation der Aktivität dieser Kinasen 

durch Dexamethason auf unterschiedlichen Wirkungsmechanismen basiert.  

 

5.1 Die positive Regulation von Tyrosinphosphatase-Genen in 
Dexamethason-behandelten Mastzellen 

 
Die Glukokortikoid-abhängige Hemmung der p38 MAPK-Phosphorylierung in 

humanen Cervix-Karzinomzellen (HeLa Zellen; Lasa et al, 2001 und 2002) sowie die 

Repression der ERK1/2-Aktivität in der Dexamethason-behandelten Ratten-Mastzell-

Linie RBL-2H3 (Kassel et al, 2001) ist sensitiv gegenüber dem Tyrosinphosphatase-

Hemmer Natriumorthovanadat und dem Translationshemmer Cycloheximid. Dies 

beweist, dass sowohl die Aktivität einer Proteintyrosinphosphatase (PTP) als auch 

eine de novo Proteinsynthese für die Glukokortikoid-abhängige Repression dieser 

MAP Kinasen benötigt werden. Die Kultivierung von BMMC in Gegenwart von 

Dexamethason induzierte die Expression der PTP PEP und der MAP Kinase-

Phosphatase (MKP)-1 und MKP-2 auf mRNA- sowie Protein-Ebene.  

 
MKP-1 und MKP-2 (auch bekannt als DUSP1 und DUSP4) gehören der 

Proteinfamilie dual spezifischer Phosphatasen (DUSP) an (Theodosiou und Ashworth, 

2002). Die Behandlung der Mastzellen mit Dexamethason hatte keinen signifikanten 

Effekt auf die mRNA-Menge von MKP-3 (DUSP6). Dies stimmt mit den Ergebnissen 
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von früheren Studien unserer Arbeitsgruppe überein (Kassel et al, 2001). Ebenso 

konnte keine Glukokortikoid-abhängige Induktion der Phosphatasen MKP-4 

(DUSP9), MKP-5 (DUSP10) und VHR (DUSP3) festgestellt werden. Lediglich die 

mRNA-Menge von PAC-1 (DUSP2) wurde in BMMC in Gegenewart von 

Dexamethason ebenfalls erhöht (nicht gezeigte Ergebnisse).  Da die kürzliche 

Charakterisierung von BMMC von PAC-1 Knockout-Mäusen zeigte, dass PAC-1 an 

der negativen Regulation von JNK1/2 und nicht von ERK1/2 und p38 MAPK beteiligt 

ist (Jeffrey et al, 2006), wurde diese Phosphatase als potentieller Kandidat für die 

Vermittlung der ERK1/2- und p38 MAP Kinase-Hemmung durch Glukokortikoide 

zunächst ausgeschlossen. 

Die Analyse der verschiedenen Phosphatasen ergab somit, dass Glukokortikoide nur 

bestimmte Phosphatase-Gene der DUSP-Familie in BMMC positiv regulieren.  

 
Die Induktion von MKP-1 durch Glukokortikoide wurde in verschiedenen Zelltypen, 

wie z.B. RBL-2H3 (Kassel et al, 2001), HeLa (Lasa et al, 2002), peritoneale 

Mastzellen der Ratte (Jeong et al, 2002) und murine primäre Makrophagen (bone 

marrow derived macrophages, BMMs; Abraham et al, 2006), nachgewiesen. In RBL-

2H3 Zellen resultiert sie aus der Glukokortikoidrezeptor (GR)-vermittelten 

Aktivierung der MKP-1-Promotoraktivität und einem verminderten proteasomalen 

Abbau des MKP-1-Proteins (Kassel et al, 2001). Über eine Glukokortikoid-abhängige 

Induktion der Phosphatase MKP-2 in Mastzellen wurde bislang nicht berichtet. 

Interessanterweise induzierte die Behandlung von neonatalen Cardiomyozyten mit 

Retinsäure, dem Liganden nukleärer Retinsäurerezeptoren (RAR), ebenfalls die 

Expression von MKP-1 und MKP-2, aber nicht von MKP-3 (Palm-Leis et al, 2004). 

GR und RAR gehören beide der Familie Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktoren 

an (Mangelsdorf et al, 1995). Darüber hinaus kann die Retinsäure ebenfalls 

entzündungshemmende Wirkungen entfalten (Ney et al, 1987). Es wäre daher 

sinnvoll, zu untersuchen, ob die postive Regulation der MKP-2-Expression und die 

Induktion von MKP-1 durch Glukokortikoide und Retinsäure auf einem ähnlichen 

Mechanismus beruhen. 

 
Der Befund, dass die Expression der Nichtrezeptor-Proteintyrosinphosphatase PEP 

durch Glukokortikoide in BMMC induziert wird, ist eine weitere neue Entdeckung. 

Der Anstieg der PEP-mRNA-Menge in Dexamethason-behandelten BMMC resultiert 
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ebenfalls aus einer Glukokortikoid-abhängigen Erhöhung der Promotoraktivität des 

PEP-Gens. Die Funktion von PEP in Mastzellen wurde bislang nicht untersucht. In 

Effektor/Gedächtnis-T-Zellen von PEP-defizienten Mäusen wurde jedoch eine 

erhöhte T-Zell-Rezeptor-abhängige Aktivität von MAP Kinasen nachgewiesen 

werden (Hasegawa et al, 2004), woraufhin diese Tyrosinphosphatase als ein weiterer 

Kandidat für die Hemmung der antigeninduzierten Phosphorylierung von ERK1/2 und 

p38 MAPK in BMMC in Betracht gezogen wurde. 

 

5.2 Die Induktion von MKP-1 als Grundlage für die 
Glukokortikoid-abhängige Hemmung der p38 MAP Kinase-
Phosphorylierung  

 
In dieser Arbeit ist es mir gelungen, der dual spezifischen Phopshatase MKP-1 eine 

essentielle Rolle bei der Glukokortikoid-abhängigen Repression der p38 MAP 

Kinase-Phosphorylierung in IgE/Antigen-stimulierten Mastzellen nachzuweisen.  

In MKP-1-defizienten BMMC war Dexamethason nicht mehr in der Lage, die p38 

MAP Kinase-Phosphorylierung zu inhibieren, wobei die Hemmung der ERK1/2-

Aktivität durch Dexamethason noch stattfand. Im Gegensatz dazu führte die 

Behandlung von PEP-defizienten BMMC mit Dexamethason zu einer Repression der 

antigeninduzierten p38 MAP Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung. Der Einfluss 

der MKP-2-Induktion bei der negativen Regulation dieser MAP Kinasen wurde 

ebenfalls untersucht. Da es keinen Zugang zu der existierenden MKP-2 Knockout-

Mauslinie gab, um MKP-2-defiziente Mastzellen analysieren zu können, wurde die 

MKP-2-Expression in BMMC mittels siRNA reduziert. Die Analyse von Kontroll- 

und MKP-2-siRNA transfizierten BMMC ergab, dass Dexamethason die 

antigeninduzierte Phosphorylierung von ERK1/2 und der p38 MAP kinase auch unter 

MKP-2-herabgesetzten Bedingungen reprimieren konnte. 

 
Diese Befunde zeigen somit, dass die MKP-1-Induktion für die negative Regulation 

der p38 MAP Kinase-Aktivität in IgE/antigen-behandelten BMMC durch 

Glukokortikoide unabdingbar ist, wohingegen PEP und MKP-2 für die negative 

Regulation dieser MAP Kinasen durch Dexamethason entbehrlich sind. Darüber 

hinaus konnte Dexamethason die ERK1/2-Phosphorylierung in BMMC auch in 

Abwesenheit von MKP-1 hemmen. Dieser Befund konnte folglich die in 
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Dexamethason-behandelten RBL-2H3 Zellen beobachtete MKP-1-abhängige 

Repression der ERK1/2-Phosphorylierung nicht bestätigen (Kassel et al, 2001). Diese 

Diskrepanz könnte auf Spezies- oder Zelltyp-spezifischen Unterschieden zwischen 

murinen primären Mastzellen und der Ratten Mastzell-Linie beruhen. Ebenso könnte 

der Tumorcharakter der RBL-2H3 Zellen die natürliche IgE-Rezeptor- oder 

Glukokortikoid-abhängige Regulation der Zellen verändert haben.  

 
In Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten Makrophagen von MKP-1 Knockout-

Mäusen konnte ebenfalls keine Dexamethason-abhängige Hemmung der p38 MAP 

Kinase-Aktivität festgestellt werden (Abraham et al, 2006) Dies zeigt, dass es sich bei 

der MKP-1-Induktion um keinen Mastzell- oder Signalweg-spezifischen, sondern 

womöglich um einen allgemeinen Mechanismus handelt, durch den Glukokortikoide 

die p38 MAP Kinase-Phosphorylierung inhibieren.  

 
Überraschend war, dass die Hemmung der p38 MAPK-Phosphorylierung in MKP-1-

defizienten BMMC nur bei einer relativ kurzfristigen Dexamethason-Behandlung (4 

und 8 Stunden) aufgehoben war. Eine länger anhaltende Kultivierung in Gegenwart 

von  Dexamethason (12 Stunden) führte in MKP-1 Knockout-BMMC ebenfalls zu 

einer Repression der p38 MAP Kinase-Aktivtät. Folglich müssen noch ein oder 

mehrere späte, MKP-1-unabhängige Glukokortikoid-Effekte existieren, die zur 

negativen Regulation der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung in Mastzellen beitragen. 

 

5.3 Glukokortikoid-abhängige Regulation der Oberflächen-

expression des hoch affinen IgE-Rezeptors FcεRI  
 

Eine längerfristige Kultivierung von BMMC (16 Stunden) in Gegenwart von 

Dexamethason führte zu einer Herabsetzung der Oberflächenexpression des IgE-

Rezeptors, während eine kürzere Behandlung (8 Stunden) keine Auswirkung auf die 

FcεRI-Expression hatte. Diese Beobachtungen stimmen mit Ergebnissen anderer 

Studien überein und wurden neben BMMC auch bei weiteren Mastzelltypen 

festgestellt (Benhamou et al, 1986; Yamaguchi et al, 2001).  Da die Anzahl an IgE-

Rezeptoren in der Zellmembran mit der Stärke der antigen-vermittelten 

Mastzellantwort korreliert (Yano et al, 1997; Yamaguchi et al, 1999 und 2001), ist 

vorstellbar, dass eine Glukokortikoid-abhängige Abnahme der FcεRI-
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Oberflächenexpression zur Hemmung der IgE/Antigen-vermittelten ERK1/2- und p38 

MAP Kinase-Phosphorylierung nach längerfristigen Dexamethason-Behandlungen 

beiträgt. Ebenso könnte die Tatsache, dass die länger anhaltende Kultivierung von 

BMMC (12 Stunden) mit Dexamethason allein die IgE/Antigen-induzierte und nicht 

die SCF- oder TPA-stimulierte Phosphorylierung von p38 MAPK und ERK1/2 

hemmen konnte, ein Anzeichen für die Beteiligung des IgE-Rezeptors bei der späten 

Regulation dieser Kinasen durch Glukokortikoide sein. 

 
Ein Hinweis für die Bedeutung der FcεRI-Oberflächenexpression für IgE-vermittelte 

allergische Reaktionen in vivo stammt von klinischen Studien zur Therapie von 

Asthma mit Hilfe eines blockierenden anti-IgE Antikörpers. Die intravenöse Gabe 

dieses Antikörpers reduzierte den IgE-Spiegel im Blut (Corne et al, 1997) und 

verminderte die allergische Reaktion als Antwort auf die inhalierten Allergene (Fahy 

et al, 1997; Milgrom et al, 1999). Basophile Granulozyten von Asthma-Patienten, die 

sich der Behandlung mit dem anti-IgE Antikörper unterzogen hatten, wiesen eine 

herabgesetzte FcεRI-Oberflächenexpression auf (MacGlashan et al, 1997). Dies zeigt, 

dass eine reduzierte IgE-Rezeptor-Expression mit einer niedrigeren IgE-vermittelten 

allergischen Reaktion einhergeht. Darüber hinaus zeigen FcεRI-defiziente Mäusen 

keine Symptome einer IgE/Antigen-induzierten anaphylaktische Reaktion, obwohl die 

Entwicklung und Proliferation ihrer Mastzellen normal ist (Dombrowicz et al, 1993; 

Hiraoka et al, 1999). Dies beweist, dass der Verlust von IgE-Rezeptor-Molekülen in 

vivo durch keinen alternativen Mechanismus ersetzt werden kann, der IgE-vermittelte 

allergische Prozesse initiieren könnte.  

 

5.4 Dexamethason hemmt die Expression der FcεRIβ-Untereinheit 
in BMMC auf Proteinebene 

 
Da eine Reduktion der IgE-Rezeptor-Expression durch Dexamethason für die 

Hemmung der MAP Kinase-Signaltransduktionswege und Mediatorfreisetzung in 

hormonbehandelten Mastzellen mitverantwortlich sein könnte, wurde der 

Mechanismus der Glukokortikoid-abhängigen Regulation der FcεRI-Expression 

analysiert. 
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Die Behandlung von BMMC mit Dexamethason hatte keinen Einfluss auf die mRNA-

Menge der einzelnen Rezeptoruntereinheiten, führte jedoch zu einer Reduktion der 

Protein-Menge der β-Untereinheit des IgE-Rezeptors reduziert. Die negative 

Regulation der FcεRIβ-Kette könnte aus mehreren Gründen für die Reduktion der 

IgE-Rezeptor-Moleküle in der Zellmembran verantwortlich sein. Zum einen fungiert 

die β-Untereinheit als Chaperon für den Transport des FcεRI-Komplexes zur 

Zelloberfläche (Donnadieu et al, 2000). Die Assoziation der α- und der β-

Untereinheiten erfolgt bereits im endoplasmatischen Retikulum (ER) direkt nach der 

Translation, wobei das α-Untereinheit in unreifer Form vorliegt und erst durch 

zusätzliche Glykosylierungen im ER und Golgi Apparat in eine stabile Konformation 

überführt wird. Diese Modifikationen (Reifung der α-Untereinheit), sowie die 

Stabilität des αβγ2-Komplexes und dessen Translokation zur Membran sind von der 

Interaktion der α- mit der β-Kette abhängig (Donnadieu et al, 2000). Demzufolge 

könnte eine Dexamethason-abhängige Reduktion der β-Proteinmenge die Reifung der 

α-Kette, deren Stabilität und den Transport des Tetramers zur Zellmembran 

beeinträchtigen. 

 
Ein alternativer oder zusätzlicher Mechanismus der Regulation der IgE-Rezeptor-

Expression durch Dexamethason könnte auch ein verstärkter Abbau von 

membranständigen Rezeptorkomplexen sein. Die FcεRI-Moleküle an der 

Zelloberfläche unterliegen einem fortlaufenden Wechsel aus Abbau und Erneuerung 

durch neu synthetisierte Rezeptoreinheiten (Kinet, 1999). Die Bindung von IgE-

Molekülen erhöht die Anzahl an FcεRI-Rezeptoren an der Oberfläche (Yamaguchi et 

al, 1997). Man vermutet, dass dies nicht auf eine gesteigerte Synthese oder den 

verstärkten Transport von FcεRI-Komplexen zur Membran zurückzuführen ist, 

sondern auf einen geringeren Abbau des Rezeptors basiert und in dessen 

Akkumulation resultiert (Kubo et al, 2001). Es ist denkbar, dass Glukokortikoide 

genau den gegenteiligen Effekt haben und die FcεRI-Internalisierung fördern.  

 
Durch Behandlung von BMMC mit verschiedenen Proteasomeninhibitoren konnte ich 

zeigen, dass die Dexamethason-induzierte Reduktion der FcεRIβ-Untereinheit die 

Aktivität des Proteasom-abhängigen Proteinabbauweges benötigt. Die β-Kette wird 

nach IgE-Rezeptor-Quervernetzung ubiquitinyliert und verstärkt abgebaut (Paolini 
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und Kinet, 1993; Paolini et al, 2002). Da es sich bei der Ubiquitinylierung um eine 

Modifikation handelt, die Proteine für den Abbau durch das 26S Proteasom markiert 

(Pickart, 2000), wäre es interessant zu überprüfen,  ob Dexamethason die 

Ubiquitylierung dieser Rezeptoruntereinheit induziert.  

Darüber hinaus wurde beobachtet, dass die Kultivierung von Mastzellen in Gegenwart 

eines Proteasomeninhibitors zu einer länger anhaltenden Aktivierung des IgE-

Rezeptors und zu einer Verstärkung der Antigen-abhängigen Freisetzung von 

Entzündungsmediatoren führt (Paolini et al, 2002). Demzufolge könnte die 

Proteasomen-abhängige Reduktion der FcεRIβ-Untereinheit in Dexamethason-

behandelten BMMC ein Mechanismus sein, durch den Glukokortikoide, die IgE-

Rezeptor-Signaltransduktion und somit auch die Aktivierung von ERK1/2 und der 

p38 MAP Kinase reprimieren. 

 
Die Dexamethason-abhängige Reduktion der β-Kette in BMMC konnte durch 

Behandlung der Zellen mit einem Proteinsynthesehemmer verhindert werden. Dies 

zeigt, dass eine Glukokortikoid-induzierte Neusynthese eines oder mehrerer Proteine 

benötigt wird, um die Menge der FcεRIβ-Untereinheit herabzusetzen. In Ratten-

Muskelzellen, in denen Dexamethason den Ubiquitin-Proteasomen-Proteinabbauweg 

unter katabolen Bedingungen, wie z.B. einer Sepsis, stimuliert (Tiao et al, 1996; Wing 

und Goldberg, 1993; Isozaki et al, 1996), wurde eine Glukokortikoid-abhängige 

Induktion der Expression von verschiedenen Proteasomenuntereinheiten sowie 

Ubiquitin nachgewiesen (Price et al, 1992; Du et al, 2000). Es wäre daher denkbar, 

dass die Behandlung von BMMC mit Dexamethason die Synthese einer Komponente 

des Proteasomweges induziert und diese zu einem verstärkten Abbau der FcεRIβ-

Untereinheit führt. Dabei könnte es sich auch eine Ubiquitin-Ligase handeln. 

Ubiquitin-Ligasen der Cbl-Familie sind am Signal-induzierten Abbau zahlreicher 

Transmemranrezeptoren beteiligt (Thien und Langdon, 2005). Die in 

hämatopoietischen Zellen exprimierten Mitglieder dieser Familie, c-Cbl und Cbl-b, 

wurden bereits als negative Regulatoren des FcεRI-Signalweges beschrieben (Paolini 

et al, 2002; Kyo et al, 2003; Qu et al, 2004), wobei c-Cbl als E3-Ubiqutin-Ligase der 

FcεRIβ-Untereinheit identifiziert wurde. c-Cbl-defiziente BMMC zeigten eine 

erhöhte FcεRI-abhängige Phosphorylierung von ERK1/2 (Zhang et al, 2004), während 

eine Überexpression von Cbl-b in Mastzellen eine Hemmung der ERK1/2-



Diskussion 

 

79 

Phosphorylierung herbeiführte (Qu et al, 2004). Diese beiden Ubiqutin-Ligasen 

könnten daher als Kandidaten für die Vermittlung der negativen Regulation der 

FcεRI-Expression durch Dexamethason in Frage kommen. 

 
Die Identifizierung von Faktoren, die an der negativen Regulation der FcεRIβ-

Untereinheit durch Glukokortikoide beteiligt sind, ist von großer Wichtigkeit. Mit 

dieser Kenntnis könnte geklärt werden, welche Bedeutung die Hemmung der IgE-

Rezeptor-Expression für die Repression von antigenvermittelten Mastzellfunktionen 

und somit für die entzündungshemmenden und anti-allergischen Wirkungen der 

Glukokortikoide hat. 

 

5.5 Die Bedeutung der MKP-1-Induktion für die Glukokortikoid-
abhängige Repression von Entzündungsgenen  

 
Im letzten Teil dieser Promotionsarbeit wurde untersucht, welche Rolle MKP-1 für 

die Fähigkeit von Dexamethason hat, IgE/Antigen-abhängige Effektorfunktionen von 

Mastzellen zu reprimieren. Dabei wurde zunächst der Einfluss des Glukokortikoids 

auf die antigeninduzierte Expression des Chemokins Ccl2 (MCP-1), der Zytokine IL-

6 und TNF-α, und der Matrixmetalloproteinease (MMP) Kollagenase 3 (MMP13) in 

MKP-1-defizienten BMMC untersucht.  

Die Analyse von MKP-1 Knockout- und Wildtyp-BMMC ergab, dass die 

antigeninduzierte Erhöhung der mRNA-Menge aller untersuchten Gene in Gegenwart 

von Dexamethason in beiden Genotypen nahezu gleich gehemmt wurde. Lediglich die 

Repression der MMP13-Induktion durch Dexamethason war in den MKP-1-

defizienten BMMC etwas schwächer ausgeprägt. Dieses Ergebnis war unerwartet, da 

verschiedene Studien von einer Beteiligung der p38 MAP-Kinase-Aktivität an der 

Regulation der IL-6-, TNF-α- und Ccl2-Expression in Mastzellen berichten (Kim et 

al, 2005; Song et al, 1999; Teshima et al, 2000; Zhang et al, 1997). Die Kollagenase 

3, ein in den pathologischen Prozessen der rheumatoiden Arthritis involviertes 

proteolytisches Enzym (Deguchi et al, 2005), wurde in Chondrozyten, Fibroblasten 

und Keratinozyten ebenfalls als ein p38 MAP Kinase-reguliertes Gen identifiziert 

(Mengshol et al, 2000; Johansson et al, 2000; Ravanti et al, 1999). Der Einfluss des 

Glukokortikoids auf die Expression dieser Gene in BMMC wurde nach einer 4-

stündigen Behandlung der Zellen mit Dexamethason analysiert. Unter diesen 
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Bedingungen war Dexamethason nicht mehr in der Lage, die p38 MAP Kinase-

Phosphorylierung in MKP-1-defizienten BMMC herabzusetzen. Würde es sich bei 

dieser MKP-1-abhängigen Hemmung der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung um den 

einzigen Wirkungsmechanismus handeln, durch den Glukokortikoide p38 MAP 

Kinase-regulierte Zielgene reprimieren, müsste die negative Regulation dieser Gene 

durch Dexamethason in den MKP-1-defizienten BMMC beeinträchtigt sein. Folglich 

müssen noch weitere Glukokortikoid-Effekte existieren, die eine Repression dieser 

Gene hervorrufen können. 

 
Die Hemmung der Aktivität von anderen MAP Kinasen durch Dexamethason könnte 

ein Mechanismus sein, der zur Repression der Entzündungsgene beiträgt. Die 

Regulation der TNF-α-Transkription in Mastzellen hängt z.B. nicht nur von der p38 

MAP Kinase-Phosphorylierung ab, sondern benötigt auch die Aktivität von ERK1/2 

und JNK1/2 (Zhang et al, 1997; Okabe et al, 2000; Azzolina et al, 2002). Die JNK1/2-

Phosphorylierung ist in Dexamethason-behandelten Mastzellen ebenfalls nach 

wenigen Stunden reduziert (Kassel und Cato, 2002). Die Repression der TNF-α-

mRNA-Induktion in BMMC könnte daher auf einer gehemmten JNK1/2-Aktivität 

basieren. Ebenso könnte die Herabsetzung der ERK1/2-Phosphorylierung durch 

Dexamethason zur Reduktion der TNF-α-mRNA-Menge beitragen. Dieser 

Hormoneffekt war jedoch nach 4 Stunden Glukokortikoid-Behandlung in der Regel 

nur schwach ausgeprägt und kann somit wahrscheinlich nicht die einzige Ursache für 

die negative Regulation der TNF-α-Expression durch Dexamethason sein. 

 
Glukokortikoide besitzen die Fähigkeit, die transkriptionelle Aktivität der 

Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB durch Protein-Protein-Wechselwirkungen 

mit dem GR zu inhibieren (Herrlich et al, 2001). Die Expression von TNF-α 

(Zagariya et al, 1998), IL-6 (Libermann und Baltimore, 1990) und MMP13 (Liacini et 

al, 2003) wird durch die Aktivität dieser Transkriptionsfaktoren induziert. Die 

Hemmung der IgE/Antigen-abhängigen Induktion dieser Gene in BMMC könnte 

somit auch das Ergebnis der antagonistischen Modulation der Aktivität von AP-1 oder 

NF-κB durch den GR sein. 

 
Kürzlich wurde eine Studie veröffentlicht, die den Einfluss von Dexamethason auf die 

Expression von Zytokin- und Chemokin-Genen in Lipopolysaccharid (LPS)-
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stimulierten Makrophagen von MKP-1 Knockout-Mäusen analysierte (Abraham et al, 

2006). Die LPS-induzierte Zunahme der mRNA-Menge einiger Gene, darunter auch  

IL-6 und TNF-α, wurde in MKP-1-defizienten-Macrophagen in Gegenwart des 

Glukokortikoids ebenfalls gehemmt. Die Induktion einiger anderer Gene, wie z.B. IL-

1α und IL-1β, konnte hingegen nicht mehr durch Dexamethason reprimiert werden. 

Dies zeigt, dass in LPS-stimulierten Makrophagen MKP-1 für die Glukokortikoid-

abhängige Regulation von bestimmten Entzündungsgenen benötigt wird. Die 

Gemeinsamkeit, dass die Induktion der IL-6- und TNF-α-mRNA-Menge in 

Mastzellen und Makrophagen in Abwesenheit von MKP-1 durch Dexamethason 

reprimiert werden kann, könnte ein Hinweis dafür sein, dass auch in Mastzellen 

andere Zytokine und Chemokine in einer MKP-1-abhängigen Weise durch 

Glukokortikoide reguliert werden könnten. Es wäre daher sinnvoll, den Effekt von 

Dexamethason auf weitere Entzündungsgene in MKP-1-defizienten BMMC zu 

analysieren. Darüber hinaus induziert eine LPS-Behandlung auch in Mastzellen die 

Expression von pro-inflammatorischen Genen (Marshall et al, 2003). Um feststellen 

zu können, ob die MKP-1-abhängige Repression von Entzündungsgenen spezifisch ist 

für die Glukokortikoid-Wirkung auf LPS-induzierte Prozesse und die Hemmung der 

antigeninduzierten Zellantwort keiner MKP-1-Induktion bedarf, ist es daher 

notwendig, den Effekt von Dexamethason auf LPS-regulierte Gene auch in 

Mastzellen zu untersuchen.   

 

5.6 Die Fähigkeit von Glukokortikoiden, die IgE/Antigen-induzierte 
anaphylaktische Reaktion zu reprimieren, benötigt keine MKP-
1-Induktion 

 
BMMC sezernieren unmittelbar nach der Antigen-vermittelten Kreuzvernetzung von 

IgE-gebundenen FcεRI-Molekülen prä-formierte, in Granula gespeicherte 

Entzündungsmediatoren, wie zB. Histamin (Tanaka et al, 2005). Diese Substanzen 

vermitteln die typischen Symptome der Allergie vom Soforttyp, wie sie bei einer 

anaphylaktischen Reaktion in Erscheinung treten. Um feststellen zu können, ob die 

MKP-1-Induktion an der Hemmung von Mediator-abhängigen Entzündungsprozessen 

durch Glukokortikoide beteiligt ist, wurde die Fähigkeit von Dexamethason 
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untersucht, eine antigeninduzierte passive anaphylaktische Reaktion in MKP-1 

Knockout-Mäusen zu unterdrücken.  

In dieser Studie, erzeugte eine systemische Behandlung der Tiere mit IgE und Antigen 

in MKP-1-defizienten Mäusen eine deutlich stärkere anaphylaktische Reaktion als in 

den Wildtyp-Mäusen. Dies ist ein Indiz für die Beteiligung von MKP-1 bei der 

negativen Regulation der Entzündungsreaktion und ist im Einklang mit den Befunden 

anderer Studien. Im Maus-Modell für rheumatoide Arthritis, der Kollagen-induzierten 

Arthritis (CIA), zeigten MKP-1 Knockout-Mäuse deutlich weiter fortgeschrittene 

Krankheitssymptome als die Wildtyp-Geschwistertiere (Salojin et al, 2006). Ebenso 

haben sich MKP-1-defiziente Mäuse als sehr viel empfindlicher gegenüber einer mit 

dem Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) induzierten Sepsis gezeigt (Hammer et al, 

2006; Zhao et al, 2006; Salojin et al, 2006; Chi et al, 2006). MKP-1 ist somit ein 

essentieller negativer Modulator von Entzündungsreaktionen und der Immunantwort.  

 
Die Analyse der Dexamethason-behandelten Tiere ergab jedoch, dass sich die 

entzündungshemmende und anti-allergische Wirkung von Dexamethason in MKP-1-

defizienten Mäusen trotz des Fehlens von MKP-1 entfalten konnte. Dieser Befund 

zeigt eindeutig, dass die Induktion von MKP-1 nicht ausreicht, um die Wirkung des 

Glukokortikoids auf eine antigeninduzierte systemische anaphylaktische Reaktion zu 

vermitteln. Interessanterweise lies sich eine Zymosan-induzierte Entzündung, an 

deren Entstehung auch Mastzellen beteiligt sind (Kolaczkowska et al, 2001), in MKP-

1 Knockout-Mäusen nicht mit Dexamethason inhibieren (Abraham et al, 2006). 

Folglich scheint MKP-1 bei einigen Glukokortikoid-Wirkungen eine wichtige Rolle 

zu spielen, während andere entzündungshemmende Eigenschaften der 

Glukokortikoide auf zusätzlichen Mechanismen basieren müssen. Eine Analyse der 

MKP-1 Knockout-Mäuse in weiteren Modellen für allergisch entzündliche 

Erkrankungen könnte Aufschluss darüber geben, inwieweit die Induktion von MKP-1 

bei der Vermittlung der inhibitorischen Wirkungen der Glukokortikoide auf das 

Immunsystem beteiligt ist. 

 
Die Befunde dieser Arbeit lieferten bereits Hinweise dafür, dass nur einige der 

supprimierenden Effekte von Glukokortikoiden auf die Eigenschaften von 

Entzündungszellen durch die Phosphatase MKP-1 vermittelt werden 

(zusammengefasst in Abb.5). Es wurde gezeigt, dass die antigeninduzierte 
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Phosphorylierung von ERK1/2, sowie die Induktion von einigen pro-

inflammatorischen Genen unabhängig von MKP-1 durch Glukokortikoide gehemmt 

werden. Selbst die negative Regulation der p38 MAPK-Aktivität wird nur für eine 

bestimmte Zeit nach der Hormongabe allein durch die Induktion von MKP-1 

vermittelt. Nach längerfristigen Glukokortikoid-Behandlungen kommt es auch in 

Abwesenheit von MKP-1 zu einer Herabsetzung der p38 MAP Kinase-

Phosphorylierung in Dexamethason-behandelten Mastzellen. Unter diesen 

Bedingungen reduziert Dexamethason die Menge der β-Untereinheit des hoch affinen 

IgE-Rezeptors FcεRI, was mit einer herabgesetzten Oberflächenexpression der 

gesamten FcεRI-Proteins korreliert. Zusammen mit den Ergebnissen des 

Anaphylaxie-Modell zeigen diese Daten, dass noch weitere Prozesse an der negativen 

Regulation der Mastzellantwort durch Glukokortikoide beteiligt sein müssen. 
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Abb.5 MKP-1-abhängige und -unabhängige Wirkungen von Glukokortikoiden auf 
IgE/Antigen-vermittelte Prozesse in Mastzellen. Glukokortikoide (GC) hemmen die 
antigeninduzierte Phosphorylierung der mitogen aktivierten Proteinkinasen ERK1/2 und p38 
MAPK. Die negative Regulation der p38 MAPK-Aktivität wird durch die GC-induzierte 
Expression der Phosphatase MKP-1 vermittelt, wobei jedoch nach einer längeranhaltenden 
GC-Behandlung noch andere Effekte für die Hemmung der p38 MAPK-Phosphorylierung 
durch GC verantwortlich sind. Ein später Effekt von GC, der zur Hemmung von IgE-
abhängigen Prozessen beitragen könnte, ist die negative Regulation der Expression des hoch 

affinen IgE-Rezeptors FcεRI. Darüber hinaus werden die FcεRI-abhängige Phosphorylierung 

von ERK1/2, die Induktion der mRNA der pro-inflammatorischen Gene TNF-α, IL-6, Ccl-2 
und MMP13, sowie die antigeninduzierte anaphylaktische Reaktion durch einen MKP-1-
unabhängigen Wirkungsmechanismus durch GC gehemmt. 
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7. Abkürzungen 
A  Adenin 
A  Ampere 
Abb.  Abbildung 
AP-1  Aktivator Protein 1 
APS  Ammoniumpersulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
BMMC Bone marrow-derived mouse mast cells 
bp  Basenpaare  
BSA  Bovine serum albumin 
C  Cytosin 
Ccl2  Chemokine (C-C motif) ligand 2 
cDNA  complementary DNA 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DNase  Desoxyribonuklease 
DNP  Dinitrophenyl-HSA 
dTNP  Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT  Dithiothreitol 
ECL  Enhanced chemiluminescence 
EDTA  Ethylendiamintetracetat 
ERK  Extracellular regulated kinase 
FACS  Fluorescence activated cell sorter 
FcεRI  Hoch affiner Rezeptor für IgE 
FBS  Fetal bovine serum 
FITC  Fluorescinisothiocyanat 
g  Gramm 
G  Guanin 
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
GR  Glukokortikoidrezeptor 
GRE  Glucocorticoid response element 
GTP  Guanosintriphosphat 
h  hour 
HPA  Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse 
HRP  Horseradish peroxidase 
HSA   Human serum albumin  
Hsp  Heat shock protein 
IgE  Immunoglobuline E 
IL-  Interleukin 
IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 
l  Liter 
LB  Luria Bertani 
Luc  Luciferase 
JNK  Jun-N-terminal kinase 
KO  Knockout 
m  Milli 
M  Molar 
MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase 
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MCP  Monocyte chemoattractant protein 
min  Minute 
MMP  Matrixmetalloproteinase 
MMTV Mouse mammary tumor virus 
MOPS  4-Morpholinpropansulfonsäure 
mRNA Messenger RNA 
μ  Micro 
n  Nano 
nGRE  Negative glucocorticoid response element 
NP-40  Nonidet P-40 
OD  Optische Dichte 
p  Pico 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  Phosphate buffered saline 
PCR  Polymerase chain reaction 
PIC  Protease Inhibitor Cocktail 
PMSF  Phenylmethansulfonylfluorid 
RNA  Ribonukleinsäure 
RT  Reverse Transkription 
SCF  Stem cell factor 
Sek  Sekunde 
SDS  Sodium-Doecyl-Sulfate 
T  Thymidin 
TAE  Tri/Acetat/EDTA Elektrophoresepuffer 
TBE  Tris/Borsäure/EDTA Elektrophoresepuffer 
TE  Tris/EDTA 
TEMED N,N,N’N’-tetramethylethylendiamin 
TNF  Tumor necrosis factor 
TPA  12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat 
TRIS  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
U  Unit 
U  Umdrehung 
UV  Ultraviolett 
V  Volt 
WT  Wildtyp 
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