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Zusammenfassung 

 

Das SH3-Lymphozytenprotein 1 (SLy1) ist Teil der SLy-Familie von drei hoch homologen 

Adapterproteinen. SLy1 weist die zwei Protein-Protein-Interaktionsdomänen SAM (sterile 

alpha motive) und SH3 (Scr homology 3) auf und wird ausschließlich in Lymphozyten 

exprimiert. Die T-Zell-Rezeptor- (TZR) Stimulation führt zur Phosphorylierung von SLy1 an 

Ser27, die auf eine Einordnung von SLy1 in den TZR-Signalweg vermuten lässt. Die 

Bedeutung von SLy1 in der Regulation des Immunsystems wurde in SLy1 Knockout (KO) 

Mäusen demonstriert, die eine massive Beeinträchtigung in der Thymozytenentwicklung 

zeigen. Eine erhöhte Apoptose in SLy1 KO Thymozyten konnte in der vorliegenden Arbeit 

durch die Verwendung von Bcl-2- (B-cell lymphoma 2) überexprimierenden Tieren als 

Ursache ausgeschlossen werden. Die Thymozytenanalyse von RAG1 (recombination-

activating gene 1) KO Mäusen brachte zudem den Hinweis, dass SLy1 nicht in den Notch-

Signalweg einzuordnen ist. Stattdessen konnte die Zellzahlreduktion in SLy1 KO 

Thymozyten teilweise durch eine Bcl-2 induzierte Hochregulation der 

Zellzyklusinhibierenden Gene p27 und p130 erklärt werden. Da Bcl-2 ein wichtiger 

Bestandteil des IL-7/IL-7R-Signalweges ist, wurde hier der erste Hinweis geliefert, dass SLy1 

die Thymozytenentwicklung über die Beteiligung an der IL-7/IL-7R-Signalkaskade steuert. 

Für SLy1 wurde bereits eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von T- und B-Zell-

Immunantwort gezeigt. Die Infektion mit Listeria monocytogenes ergab in der vorliegenden 

Arbeit eine erhöhte Anfälligkeit von SLy1 KO Mäusen im Vergleich zu Wildtyp Kontrollen, 

welche auf einer gehemmten adaptiven T-Zell-Antwort beruhte. Als Ursache konnte ein neuer 

potenzieller Mechanismus der SLy1-abhängigen Regulation der T-Zell-Proliferation gefunden 

werden. Die SLy1-Deletion führt zu einer veränderten Foxo1- (forkhead-box O1) Regulation, 

die eine Inhibierung des Zellzyklus verursacht und somit die T-Zell-Proliferation sowohl ex 

vivo als auch in vivo hemmt. 

Die vorliegende Arbeit zeigt mechanistische Details zur Rolle von SLy1 in der Steuerung des 

Immunsystems, die in verschiedenen Geweben und Zellen über unterschiedliche Signalwege 

reguliert wird. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Das Immunsystem 

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus lymphatischen Organen, Zellen, 

humoralen Faktoren und Zytokinen mit der Aufgabe den Körper vor Eindringlingen zu 

schützen. Dabei lässt sich das Immunsystem abhängig von der Geschwindigkeit und 

Spezifität in zwei Bestandteile aufteilen. Das angeborene Immunsystem bietet einen 

sofortigen Schutz gegen Pathogene und ermöglicht dadurch die Generierung einer 

spezifischen adaptiven T- und B-Zell-Antwort. Die Reifung der T-Zellen zu den Immunzellen 

des adaptiven Immunsystems sowie der Verlauf beider Immunantworten während einer 

Listeria monocytogenes (LM) Infektion sollen im nachfolgenden näher ausgeführt werden. 

1.1.1 Die Entwicklung der Thymozyten 

CD4+ und CD8+ T-Zellen sind wichtige Bestandteile des adaptiven Immunsystems und 

können als Killer, Regulatoren oder Produzenten von spezifischen Zytokinen agieren [1]. 

Dabei dienen die CD4- und CD8-Moleküle als Corezeptoren während der Interaktion vom T-

Zell-Rezeptor (TZR) mit Haupthistokompatibilitätskomplex-Molekülen (MHC) von 

Antigenpräsentierenden Zellen (APC), die fremde Peptide auf der Oberfläche präsentieren. 

Gleichzeitig wird die Expression von CD4 und CD8 zur Definition der verschiedenen T-Zell-

Entwicklungsstadien, die im Thymus während der T-Zell-Reifung durchlaufen werden, 

genutzt. 

Unreife Vorläuferzellen aus dem Knochenmark, die in den Thymus über den Blutstrom 

einwandern, tragen kein CD4 und CD8 auf der Oberfläche und werden daher doppelt negativ 

(DN) genannt (Abb. 1). Die DN-Population macht ca. 1-5 % der gesamten 

Thymozytenpopulation aus und lässt sich weiter anhand der CD25/CD44 Expression in vier 

Stadien (DN1-DN4) unterteilen [2]. Im DN2-Stadium beginnt die Umlagerung des TZRβ-

Gens, welches im DN3-Stadium endet. Eine erfolgreiche Genumlagerung und die Expression 

der TZRβ-Untereinheit führt zu einer Komplexbildung mit prä-TZRα zum prä-TZR, dessen 

Signal in einer massiven Proliferation und Expansion dieser Thymozyten resultiert. Wie in 

Mäusen mit einem genetischen Defekt in RAG1/2, TZRβ, prä-TZRα oder Syk/Zap70 [3] 

beobachtet wurde, erfahren Zellen, die unfähig sind einen funktionalen prä-TZR auszubilden, 
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einen Entwicklungsarrest und Proliferationsstopp in diesem Stadium. Dieser Prozess, bei dem 

zwischen funktionalen und nicht funktionalen Thymozyten unterschieden wird, wird auch β-

Selektion genannt. 

Das Signal durch den prä-TZR führt nicht nur zur Proliferation und Expansion der DN-

Thymozyten, sondern auch zur Umlagerung des TZRα-Gens und zur CD4- und CD8-

Expression und somit zum Fortschreiten in das nächste Entwicklungsstadium. Dieses Stadium 

ist gekennzeichnet durch die gleichzeitige Expression von CD4 und CD8 und wird somit 

doppelt positiv (DP) genannt. DP-Thymozyten machen ca. 80-90% der gesamten 

Thymozytenpopulation aus. Die erfolgreiche Umlagerung des TZRα-Gens führt zur 

Expression des reifen TZRαβ-Komplexes auf der Oberfläche der DP-Thymozyten. Die 

Weiterentwicklung zu einfach positiven (SP) CD4+ oder CD8+ T-Zellen ist von einem 

funktionalen TZRαβ abhängig. Die positive [4] und negative [5] Selektion stellen dabei 

sicher, dass nur die wenigen DP-Zellen, die mit angemessener Stärke an eigene 

intrathymische MHC/Peptide binden, sich zu SP-T-Zellen entwickeln dürfen. [6]. DP-

Thymozyten, die kein TZRαβ-Signal aufgrund eines nicht funktionalen Rezeptorkomplexes 

erhalten, sterben innerhalb weniger Tage. Im Gegensatz dazu führt eine zu starke Bindung 

vom TZRαβ an eigene MHC/Peptide zum TZR-induzierten Zelltod. Dadurch verhindert der 

Prozess der negativen Selektion die Entstehung von autoreaktiven T-Zellen. Somit werden 

nur die wenigen DP-Thymozyten zur Weiterentwicklung zu SP-T-Zellen selektioniert, die mit 

richtiger Stärke an eigene MHC/Peptide binden. Nach der erfolgreichen positiven Selektion 

verlassen ausgereifte CD4+ und CD8+ T-Zellen den Thymus in die peripheren Lymphorgane. 
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Abbildung 1: Stadien der αβ-Thymozytenentwicklung.  

Die T-Zell-Entwicklung beginnt mit dem Einwandern von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in den 

Thymus. Dabei durchlaufen die Thymozyten verschiedene Reifestadien von ETP (early thymic progenitors) über 

DN und DP schließlich zu CD4+ und CD8+ SP. Die Entwicklung von funktionalen T-Zellen stellen dabei ß-

Selektion und positive und negative Selektion sicher (modifiziert nach [7]). 

 

1.1.2 Notch-Signalweg 

Notch-Signale spielen im Verlauf der gesamten Thymozytenentwicklung eine wichtige Rolle. 

In Säugetieren gibt es vier Notch-Rezeptoren (Notch1-4), die mit fünf Liganden (DL1, DL3, 

DL4 und Jagged1-2) interagieren. In der frühen Phase der Thymozytenreifung begünstigt die 

Expression des Notch-Rezeptors die Differenzierung der Vorläuferzellen in Richtung T-Zelle. 

Die ersten Hinweise dafür wurden durch Gain- und Loss-of-function-Studien erbracht. Eine 

Inaktivierung der Notch1-Rezeptor-Expression in hämatopoetischen Vorläuferzellen führte 

zur vollständigen Blockade der Thymozytenentwicklung, mit gleichzeitiger Anhäufung von 

B-Zellen im Thymus [8, 9]. Im Vergleich dazu führte die konstitutive Expression von Notch-

Rezeptoren zu T-Zell-Reifung im Knochenmark, während die B-Zell-Entwicklung 

unterdrückt wurde [10].  

Eine weitere essentielle Rolle spielen Notch-Rezeptoren zusammen mit dem prä-TZR 

während der β-Selektion [11]. Dabei ist die gemeinsame Signalgebung für den Übergang von 

entscheidender Bedeutung. Unreife Thymozyten, denen das Notch-Rezeptor-Protein fehlt, 

können trotz Überexpression von TZRβ oder TZRαβ die β-Selektion nicht überwinden [12]. 
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Gleichzeitig können RAG2- (recombination-activating gene 2) defiziente Thymozyten, 

welchen der prä-TZR fehlt, nicht über das DP-Stadium hinaus differenzieren, obwohl Notch 

vollständig funktional ist [13]. Sobald die Thymozyten die β-Selektion überwunden haben, 

sorgt Notch für das Überleben der Zellen in dem es den Glucose-Metabolismus reguliert [14]. 

Im späteren Verlauf der T-Zell-Entwicklung wird die Dichte der Notch-Rezeptoren langsam 

reduziert. 

1.1.3 IL-7/IL-7R-Signalweg 

Ein weiterer wichtiger Signalweg während der Thymozytenentwicklung ist der IL-7/IL-7R-

Signalweg. Interessanterweise wird IL-7Rα stark in DN- und SP-Zellen exprimiert, aber 

während dem DP-Stadium herunter reguliert [15]. Die Wichtigkeit des IL-7/IL-7R-

Signalweges wurde in IL-7 und IL-7Rα Knockout (KO) Mäusen gezeigt, die beide stark 

reduzierte Thymozytenzahlen und eine Differenzierungsblockade im DN-Stadium aufweisen 

[16, 17]. Die IL-7/IL-7R-Signalgebung sorgt für das Überleben der Thymozyten durch die 

Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) und entsprechend kann 

eine Überexpression von Bcl-2 in IL-7Rα KO Mäusen die Zellzahlen wiederherstellen [18]. 

Im Gegensatz dazu ist die für die Differenzierung der DN-Zellen wichtige TZR-

Genumlagerung vollständig auf das IL-7R-Signal angewiesen und kann durch den Schutz vor 

Apoptose nicht kompensiert werden [18]. Im SP-Stadium regelt die IL-7/IL-7R-Signalgebung 

das Überleben und die Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen, die in sekundäre 

Lymphorgane auswandern und als Teil der adaptiven Immunantwort eine wichtige Barriere 

gegen intrazelluläre Infektionen darstellen. 

 

1.2 Die Listeria monocytogenes (LM) Infektion 

Die ersten Berichte über LM stammen aus dem Jahr 1926, die ein gram-positives Bakterium 

als die Ursache für das Sterben einiger Kaninchen-Kolonien beschrieben [19]. Dadurch dass 

die Tiere eine deutliche Monozytose entwickelten, wurde das Bakterium Bakterium 

monocytogenes getauft. Ungefähr zur gleichen Zeit wurde in Südafrika ein Bericht über ein 

gram-positives Bakterium verfasst, das eine tödlich verlaufende Krankheit in wilden Gerbils 

auslöste [20]. All diese Tiere starben an einer Nekrotisierung der Leber und zu Ehren des 

britischen Chirurgen Joseph Lister wurde der Organismus Listerella hepatolytica genannt. 
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Erst später entdeckte man, dass es sich in beiden Fällen um ein und denselben Organismus 

handelte und gab diesem als Kompromiss den Namen Listeria monocytogenes.  

Kontaminationen mit LM sind bevorzugt in unverarbeiteten Lebensmitteln zu finden, wie 

etwa nicht pasteurisierte Milch und deren Produkte oder rohem Fleisch. Über diesen Weg 

kann eine Übertragung auf den Menschen und folglich eine Infektion zustande kommen. 

Besonders anfällig sind immundefiziente Menschen, die eine Sepsis und Meningitis 

entwickeln können [21], sowie schwangere Frauen, die eine Chorioamnionitis (eine Infektion 

des Plazenta-Gewebes und des Fruchtwassers) und eine schwere Infektion des Föten 

entwickeln können.  

In der medizinischen Grundlagenforschung ist dieser Organismus wegen seiner guten 

Charakterisierung und der Eignung für Maus-Infektionsmodelle sehr beliebt. Die Infektion 

von Mäusen hat gezeigt, dass sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem 

notwendig sind um das Bakterium zu bekämpfen. Somit eignet sich das Bakterium ideal um 

das Immunsystem in allen Einzelheiten zu studieren. 

1.2.1 Die Pathogenese 

Der natürliche Infektionsweg des LM ist über den Gastrointestinaltrakt. Dabei infiziert LM 

intestinale Epithelzellen durch die Interaktion von Internalin A, welches auf der 

Zelloberfläche des Bakteriums exprimiert wird, mit E-Cadherin, welches auf der 

Zelloberfläche der Epithelzellen exprimiert wird [22]. LM überquert die Epithelzellschicht, 

tritt in den Blutkreislauf ein und befällt andere Organe wie Leber und Milz, wo es von den 

dort ansässigen Makrophagen phagozytiert wird. Nach der Zellinvasion kann LM das 

Phagosom verlassen, indem es Listeriolysin freisetzt, einen virulenten Faktor der die 

phagosomale Membran zerstört [23]. Die Mobilität des LM im Zytosol der Wirtszelle wird 

durch die Expression des Aktinreorganisatorproteins ermöglicht. Das bakterielle 

Aktinreorganisatorprotein initiiert dabei eine de novo Bildung von Aktinfilamenten, die das 

Bakterium durch das Zytosol bewegen und den Befall von Nachbarszellen ermöglichen [24, 

25]. Die intrazelluläre Mobilität ist für die Virulenz des LM verantwortlich. Obwohl der 

natürliche Infektionsweg von LM über die Aufnahme von Epithelzellen erfolgt, wird in der 

wissenschaftlichen Anwendung meist die intravenöse oder intraperitoneale (i.p.) 

Infektionsroute bevorzugt, um eine systemische Infektion auszulösen. 



Einleitung 

 

6 

1.2.2 Die angeborene Immunantwort 

Mehrere Zelltypen des angeborenen Immunsystems sind an der frühen LM-Bekämpfung 

beteiligt. Neutrophile Zellen, Makrophagen, natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und 

Dendritische Zellen (DC) stellen dabei die erste Abwehrbarriere dar.  

Innerhalb der ersten Stunden nach der Infektion sind Neutrophile die ersten Zellen, die den 

Infektionsort erreichen (Abb. 2). Angelockt werden sie durch Chemokine, die von infizierten 

Zellen sezerniert werden [26, 27]. Neutrophile phagozytieren LM und produzieren im 

Gegenzug Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) um intrazelluläre 

Bakterien zu töten. Die Wichtigkeit der Neutrophilen wurde in Neutrophilen-defizienten 

Mäusen gezeigt, die eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber LM zeigten und sowohl in der Leber 

als auch in der Milz erhöhte LM-Lasten aufwiesen [28, 29]. Interessanterweise spielen die 

Neutrophilen eine viel wichtigere Rolle in der Leber als in der Milz [26]. 

Ansässige Makrophagen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle während der LM-Infektion. 

LM-befallene Makrophagen sezernieren IL-12 und Tumornekrosefaktor-α (TNFα) um die 

NK-Zellen zu aktivieren [30]. NK-Zellen sind in den ersten Tagen der LM-Infektion die 

Hauptquelle der Interferon-γ- (IFNγ) Produktion. Das produzierte IFNγ aktiviert im Gegenzug 

die Makrophagen und Neutrophile bakterizides NO und ROS auszustoßen. 

Unreife DCs, die sich im peripheren Gewebe befinden, haben eine enorme phagozytotische 

Aktivität, sind aber nicht in der Lage reife T-Zellen zu aktivieren. Sobald die DCs ein Antigen 

aufnehmen, durchlaufen sie einen Reifungsprozess bei dem sie MHC und kostimulatorische 

Moleküle hochregulieren. Aktivierte DCs migrieren in Richtung lymphatische Organe, wo sie 

die phagozytierten Antigene den T-Zellen präsentieren. Im Gegensatz zu den Makophagen 

sind die DCs in der Lage naive CD8+ T-Zellen zu aktivieren [31]. Zusätzlich zu ihrer Rolle in 

der Verbindung des angeborenen und des adaptiven Immunsystems, wurde den DCs eine 

entscheidende Rolle bei der Unterbindung der Verteilung und Proliferation der LM in der 

Milz zugeschrieben [32]. 
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Abbildung 2: Immunantwort auf die LM-Infektion.  

Neutrophile und Makrophagen können LM phagozytieren und als Antwort bakterizides NO und ROS 

produzieren. Die von Makrophagen produzierten Zytokine IL-12 und TNFα aktivieren NK-Zellen zur 

Produktion von IFNγ, das im Gegenzug wiederum das bakterizide Potential der Makrophagen stimuliert. 

Ausgereifte DCs sorgen für die Aktivierung der T-Zellen über die Präsentation von LM-Peptiden über die MHC-

Rezeptoren. CD8+ T-Zellen entwickeln sich dabei zu zytotoxischen T-Zellen und die CD4+ T-Zellen 

differenzieren mit Hilfe von IFNγ und IL-12 zu TH1 T-Zellen. Beide T-Zell-Populationen sezernieren IFNγ um 

Makrophagen zu aktivieren. Regulatorische T-Zellen (Treg) kontrollieren die Effektor-Funktion der zytotoxischen 

CD8+ T-Zellen (modifiziert von [33]). 
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1.2.3 Die adaptive Immunantwort 

Die Zellen des adaptiven Immunsystems, bestehend aus T- und B-Lymphozyten, sind für die 

T-Zell-vermittelte und humorale Immunantwort zuständig. Die LM-induzierte adaptive 

Immunantwort verläuft strikt T-Zell-abhängig. Beide, CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen, 

sind an der LM-Abwehr beteiligt, aber eine größere Rolle wird den CD8+ T-Zellen 

zugesprochen. 

Während der LM-Infektion werden die CD4+ und CD8+ T-Zellen Antigen-abhängig aktiviert. 

Dazu nutzt der Wirt verschiedene Strategien. MHC-Klasse-I-Moleküle können auf jeder 

kernhaltigen Zelle gefunden werden und jede LM-infizierte Zelle ist in der Lage LM-Peptide 

über MHC-Klasse-I-Moleküle den CD8+ T-Zellen zu präsentieren [34]. Listeriolysin ist eines 

dieser Proteine, welches eine starke Immunantwort in CD8+ T-Zellen auslöst [35]. Nach der 

Differenzierung und klonalen Expansion können die CD8+ Effektor-T-Zellen infizierte Zellen 

durch Perforin und Granzyme lysieren und somit LM freisetzen. Das freigesetzte Bakterium 

kann dann wiederum von Neutrophilen und Makrophagen phagozytiert werden. Zusätzlich 

zur lysierenden Funktion sind die CD8+ Effektor-T-Zellen in der Lage IFNγ zu produzieren 

und somit die bakterizide Funktion von den Neutrophilen und Makrophagen anzuregen. Nach 

der Erstinfektion verbleiben ein paar wenige CD8+ Gedächtnis-T-Zellen, die für eine 

lebenslange Immunität gegen LM sorgen.  

Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekülen werden MHC-Klasse-II-Moleküle nur von 

einzelnen professionellen APCs exprimiert und CD4+ T-Zellen präsentiert [34]. Nach der 

TZR-Aktivierung und in Anwesenheit von IL-12 und IFNγ differenzieren die CD4+ T-Zellen 

in Typ1-T-Helferzellen (TH1), die große Mengen an IFNγ produzieren [36]. Dieses aktiviert 

die Makrophagen zur letztendlichen Befreiung des Körpers von LM. 

Die Prozesse der Differenzierung und klonalen Expansion von CD8+ und CD4+ T-Zellen 

werden durch Transkriptionsfaktoren gesteuert. Die Familie der Fox- (forkhead-box) Proteine 

gehört zu eben solchen wichtigen immunologischen Regulatoren und soll im nächsten 

Abschnitt näher beschrieben werden. 
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1.3 Fox- (forkhead-box) Familie 

Fox-Proteine gehören zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren, die eine große Vielfalt an 

unterschiedlichen zellulären Prozessen regulieren [37]. Der Name Forkhead stammt vom 

Drosophila melanogaster forkhead Genprodukt [38]. Kurz nach der Entdeckung dieses 

Genprodukts wurde eine neue Gruppe von Leber-spezifischen Transkriptionsfaktoren (hepatic 

nuclear factor 3 family) bestimmt, die eine forkhead DNA-Bindestelle aufwiesen [39]. Die 

Entdeckung dieses Forkhead-Motivs erschuf eine neue Familie von Transkriptionsfaktoren, 

die nachfolgend in verschiedenen Organismen, von der Hefe bis zum Menschen, identifiziert 

wurden. Die Zahl der Fox-Familienmitglieder wächst stetig aufgrund der immer größeren 

Bedeutung die diesen Proteinen zugeschrieben wird. Denn, Fox-Genmutationen führen 

teilweise zu schweren Störungen, wie z.B. die Entwicklung von Kraniopharyngeom (gutartige 

Tumorbildung im Bereich der Hirnanhangdrüse) (Foxe1), Sprach- und 

Spracherwerbstörungen (Foxp2) und Hörstörungen (Foxi1) [40]. Für die Regulation des 

Immunsystems sind besonders Foxp3-, Foxn1-, Foxj1- und Foxo-Proteine von Bedeutung. Im 

Folgenden soll näher auf die Foxo-Familie eingegangen werden. 

1.3.1 Foxo- (forkhead-box O) Familie 

Das stetig steigende Interesse an den Proteinen der Foxo-Familie beruht einerseits auf der 

Tatsache, dass das Caenorhabditis elegans Foxo-Homolog DAF-16 für die Langlebigkeit in 

diesem Organismus verantwortlich ist und andererseits weil in Säugetieren Foxo1, Foxo3, 

Foxo4 und Foxo6 über den PI3K-Akt-Signalweg reguliert werden. 

Foxo-Proteine agieren hauptsächlich als transkriptionelle Aktivatoren durch die Bindung an 

die DNS-Konsensussequenz TTGTTTAC [41]. Foxo-Transkriptionsfaktoren regulieren den 

Zellzyklus, die Reparatur der beschädigten DNA, Apoptose und Autophagie durch die 

Hochregulation von spezifischen Zielgenen [42-45]. Zusätzlich regulieren Foxo-Proteine die 

Zelldifferenzierung im Blut, Muskel und Fettgewebe [46-48], sowie den Energie-

Metabolismus durch die Förderung der Gluconeogenese und Nahrungsaufnahme [49]. 

Dadurch dass die zellulären Foxo-Funktionen sich teilweise stark unterscheiden, kann 

angenommen werden, dass die Foxo-Aktivität gewebespezifisch unterschiedlich reguliert 

wird. 
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1.3.1.1 Regulation der subzellulären Lokalisation von Foxo  

Die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges als Antwort auf Insulin, Insulinähnliche 

Wachstumsfaktoren und andere Wachstumsfaktoren führt zu einer negativen Regulation der 

Foxo-Proteine [50]. Dabei erfolgt eine Phosphorylierung von Foxo-Proteinen an drei 

Phosphorylierungsstellen (Foxo1 an Thr24, Ser256, Ser319; Foxo3 an Thr32, Ser253, Ser315; 

Foxo4 an Thr28, Ser319, Ser258), die zum Export aus dem Nukleus führt [50]. Damit wird 

die transkriptionelle Funktion von Foxo unterbrochen. Die Foxo-Phosphorylierung durch Akt 

kreiert eine Bindestelle für 14-3-3-Proteine. 14-3-3-Proteine binden an phosphoryliertes Foxo 

im Nukleus und induzieren damit den Export ins Zytoplasma [51]. Zusätzlich maskieren  

14-3-3-Proteine das Kernlokalisierungssignal (NLS) von Foxo und verhindern damit den 

Rückeintritt in den Nukleus [52]. Ausgenommen von diesem Mechanismus ist Foxo6, denn 

Foxo6 wird nicht durch den nukleären Export reguliert [53]. Die Tatsache, dass Foxo6 nur an 

zwei der drei Phosphorylierungsstellen (Thr26 und Ser184) phosphoryliert wird, beweist die 

Wichtigkeit der Phosphorylierung an allen drei Stellen für die funktionale Regulation der 

subzellulären Lokalisation.  

Während die Phosphorylierung die Bindung an 14-3-3-Proteine initiiert, führt die 

Dephosphorylierung von Foxo zur Dissoziation des Proteinkomplexes [54]. Die Protein-

Phosphatase 2A (PP2A) wird für diese Dissoziation verantwortlich gemacht [55]. PP2A-

Inhibitoren oder dessen Knockdown stabilisieren die Foxo-Phosphorylierung und gleichzeitig 

den Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen [56]. Zusätzlich führt die PP2A-Inhibierung zu 

einem verzögerten Foxo-Rückeintritt in den Nukleus und zu einer Schwächung seiner 

transkriptionellen Aktivität.  

Interessanterweise führt eine Stress-induzierte Stimulation, trotz Anwesenheit eines 

Wachstumfaktorsignals, zu einem Foxo-Rückeintritt in den Nukleus [57]. Diese Beobachtung 

lässt vermuten, dass der Nukleus-Rückeintritt des Foxo-Proteins ohne Dephosphorylierung an 

Akt-Phosphorylierungsstellen möglich ist. Als Antwort auf oxidativen Stress phosphoryliert 

die Kinase MST1 (mammalian Ste20-like kinase) Foxo3 an Ser207, zerstört damit den 

Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen und induziert dadurch die Relokalisation des Foxo3-

Proteins [58]. Eine andere Stress-induzierte Proteinkinase JNK (c-Jun kinase) phosphoryliert 

Foxo4 an Thr447 und Thr451 und stimuliert damit den nukleären Rückeintritt [59, 60]. 

Gleichzeitig phosphoryliert JNK 14-3-3-Proteine, wodurch die Foxo-14-3-3-Komplex-

Dissoziation begünstigt wird [61]. Somit begünstigt die MST1- und JNK-Signalweg-
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Aktivierung den nukleären Foxo-Rückeintritt in Säugetieren und steigert die Lebenserwartung 

in Würmern, während die AKT-PI3K-Signalweg-Aktivierung die nukleäre Foxo-

Relokalisation inhibiert und die Lebenserwartung in Würmern reduziert [58, 60]. 

1.3.1.2 Regulation der Foxo-Proteinlevel 

Obwohl der Hauptmechanismus der Foxo-Regulation in der Änderung der subzellulären 

Lokalisation besteht, kann eine Veränderung der Foxo-Expression einen dramatischen Effekt 

im Organismus verursachen. In der Tat führt eine Überexpression von Foxo in Würmern und 

Fliegen zu einer erhöhten Lebenserwartung [62]. Im Gegensatz dazu ist ein Fehlen des Foxo-

Proteins in Säugetieren mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert [63]. Die Änderungen der 

Foxo-Proteinlevel können durch Foxo-Degradierung, Foxo-Transkription oder durch 

Mutationen im Foxo-Gen ausgelöst werden. 

Obwohl Foxo-Transkriptionsfaktoren relativ stabile Proteine bilden, können sie durch eine 

TNFα-Stimulation degradiert werden. Die im Anschluss an TNFα-Stimulation stattfindende 

Phosphorylierung von Foxo-Proteinen durch die IκB-Kinase (inhibitor of kappa B) führt zur 

Ubiquitinierung und sofortigem Abbau [64]. Gleichzeitig resultiert eine IκB-Überexpression 

in einer verlagerten Foxo-Expression und in einer Unterdrückung der zellulären 

Transformation und des Tumorwachstums [64]. Dies beweist die Signifikanz der Regulation 

der Foxo-Proteinexpression für die Tumorgenese.  

Wie bereits oben angedeutet können Foxo-Proteinlevel auch durch eine veränderte 

Transkription der Foxo-Gene beeinflusst werden. E2F1, ein Transkriptionsfaktor der 

Zellzyklus-Progress und Apoptose reguliert, bindet spezifisch an die Foxo1- und Foxo3-

Promotoren [65] und kann eine Foxo-Expression induzieren. Die E2F-Proteine werden durch 

Pocket-Proteine der Retinoblastom- (Rb) Familie von Zellzyklusregulierenden Vertretern 

reguliert, die wiederum direkte Zielgene von Foxo-Proteinen darstellen. Da ein wichtiger 

Aspekt dieser Arbeit in der Foxo-abhängigen Steuerung des Zellzyklus liegt, soll im 

nachfolgendem der Zellzyklus kurz erläutert werden. 
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1.4 Zellzyklus 

Der Zellzyklus beschreibt die Serie von Ereignissen, die eine Zelle auf dem Weg der Genom-

Duplizierung und Herstellung zweier identischer Tochterzellen durchläuft. Der Zellzyklus ist 

unterteilt in vier Phasen. Während der ersten beiden Phasen wird in der Zelle eine Kopie des 

gesamten genetischen Materials generiert (S-Phase) und die zellulären Komponenten 

zwischen zwei identischen Tochterzellen verteilt (M-Phase). Die anderen beiden Phasen G1 

und G2, dienen der Vorbereitung der Zelle auf den jeweiligen erfolgreichen Abschluss der S- 

und M-Phasen. Sobald die Zelle die Proliferation einstellt, verlässt sie den Zellzyklus und tritt 

in die Ruhephase (G0) ein (Abb. 3).  

Der Progress durch jedes Stadium des Zellzyklus wird durch Cyclin-abhängige Kinasen 

(CDK) gesteuert. CDKs sind eine Familie von Serin/Threonin-Proteinkinasen, die durch 

Phosphorylierung/Dephosphorylierung aktiviert werden und dabei einen Heterodimerkomplex 

mit der regulatorischen Untereinheit (Cyclin) bilden.  

 

 

Abbildung 3: Zellzyklus und regulatorische Familien der CKIs. 

Der Zellzyklusfortschritt durch die G1/S-Phase wird durch die Bindung von Rb-Proteinen an Mitglieder der 

E2F-Familie reguliert. Die Phosphorylierung der Rb-Proteine durch Cyclin/CDK führt dabei zur Freisetzung des 

E2F-Proteins und zum Zellzyklusfortschritt. Die Ink4- und Cip/Kip-Familien der CKIs können diese 

Phosphorylierung durch Inhibierung der Cyclin/CDK-Komplexe hemmen ([66]). 
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1.4.1 Zellzyklusinhibierung 

Die Aktivität von CDKs ist wichtig für den Progress der Zelle durch die G1-Phase und den 

Eintritt in die S-Phase. Die Kontrolle der Aktivität dieser Kinasen ist von entscheidendem 

Wert und geschieht daher auf mehreren Ebenen. Zunächst wird die Akkumulation des Cyclins 

und der Zusammenbau des Cyclin-CDK-Komplexes kontrolliert. Als nächstes wird die 

Aktivität des Komplexes durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung gesteuert [67]. Als 

letztes werden die CDKs durch Interaktion mit inhibitorischen Proteinen (CKIs) reguliert. Die 

bekannten CKIs werden abhängig von ihrer strukturellen Ähnlichkeit in zwei Familien, die 

Ink4 (inhibitor of CDK4) und Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) 

unterteilt. 

Die Bedeutung der CKIs wurde durch Studien mit KO Mäusen gezeigt [68]. Mäuse mit 

fehlendem p27Kip1 zeigen eine erhöhte Körpergröße, als Ergebnis von Hyperzellularität in 

verschiedenen lebenswichtigen Organen, weibliche Unfruchtbarkeit und Taubheit. Einen 

ähnlichen Phänotyp von Gigantismus und Organomegalie zeigen auch p18Ink4c KO Mäuse. 

1.4.2 Die Ink4-Familie  

Die Familie der Ink4-Proteine besteht aus vier Mitgliedern, p16Ink4a (p16), p15Ink4b (p15), 

p18Ink4c (p18) und p19Ink4 (p19) und haben allesamt als Gemeinsamkeit das Vorhandensein 

von Ankyrin-Repeat-Motiven. Diese Ink4-Proteine hemmen die CDK-Aktivität indem sie mit 

D-Cyclinen um die Bindung konkurrieren [69]. Die größte Aufmerksamkeit wurde bislang 

p16 aufgrund der Korrelation zwischen einer Mutation im p16-Gen und Melanom-

Entwicklung geschenkt [70]. In der Tat kann aus der Familie der Ink4-Proteine nur p16 als 

Tumorsuppressor nach LOH (loss of heterozygosity) [71] klassifiziert werden. Über die 

anderen Mitglieder der Familie ist bis jetzt nur wenig bekannt, außer dass die p15-Expression 

durch TGFβ (transforming growth faktor) induziert wird und dass p18 und p19 an CDK6 

binden und während der Entwicklung unterschiedlich reguliert werden [72]. 

1.4.3 Cip/Kip-Familie 

Drei Proteine gehören zur Gruppe der Cip/Kip Familie, p21Cip1 (p21), p27Kip1 (p27) und 

p57Kip2 (p57). Alle drei sind homolog in der inhibitorischen Domäne, die sowohl für das 

Binden als auch für das Hemmen von CDK4- und CDK2-Komplexen notwendig ist. P21 war 

das erste entdeckte Mitglied der Familie und ist in den p53-abhängigen G1-Zellzyklusarrest 
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involviert, welcher durch DNA-Schäden induziert wird [73]. Zusätzlich kann p21 mit PCNA 

(Untereinheit der DNA-Polymerase) interagieren und so die DNA-Synthese inhibieren [74]. 

Beide Beobachtungen zeigen dass p21 eine wichtige Rolle in der Regulation der Replikation 

spielt, weshalb die p21-Expression während des Eintritts in den Zellzyklus in verschiedenen 

zellulären Systemen ansteigt. 

P27 ist ein sehr wichtiges und viel untersuchtes Mitglied der Familie. Die Regulation dieses 

Proteins ist äußerst komplex und erfolgt auf transkriptioneller, translationeller, proteolytischer 

und lokalisatorischer Ebene [68]. Zahlreiche in vitro und in vivo Analysen zeigten eine 

entscheidende Rolle für p27 während der Entscheidung des Zellzykluseintritts [75]. 

Zusätzlich zu den oben beschrieben Maus-Phänotypen zeigt ein p27-Expressionsverlust im 

Menschen eine Korrelation mit dem Auftreten verschiedener Tumorarten (Lunge, Brust, 

Harnblase) sowie einer schlechten Prognose und erhöhter Tumoraggressivität [76]. 

Im Gegensatz zu p27 ist p57 wenig untersucht. Man vermutet eine Rolle bei Wilm’s-Tumoren 

und dem Beckwith-Wiedermann-Syndrom [77, 78]. 

1.4.4 Pocket-Proteine 

Die Pocket-Protein-Familie, vertreten durch die Rb-Protein-Familie, besteht aus drei 

Mitgliedern, Rb/p105, p107/Rbl1 und p130/Rbl2. Rb-Proteine spielen eine wichtige Rolle in 

der Zellzyklus-Kontrolle durch die Regulation von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. 

E2F-Proteine sind für die Expression von wichtigen Zellzyklus-Komponenten, wie Cyclin E, 

Cyclin A, Cdc25A und E2F selbst zuständig. Die E2F-Familie kann dabei in starke 

Aktivatoren (E2F1-E2F3) und Repressoren (E2F4 und E2F5) unterteilt werden. Beide 

Gruppen werden durch Rb-Proteine reguliert. Rb-Proteine interagieren mit E2F durch eine 

Komplexbindung die zu einer Aktivierung aber auch zur Repression von zahlreichen 

Zielgenen führt. Während p105 als Aktivator agiert, führt die Bindung von p107 und p130 an 

E2F zur Repression. 

Die Funktion der Pocket-Proteine ist die Zelle durch die Inaktivierung von E2F in der G0-

Phase zu halten. Während der G0-Ruhephase bindet das nicht phosphorylierte p105 an E2F 

und unterdrückt dessen transkriptionelle Aktivität. Sobald CyclinD/CDK4/6 die 

Phosphorylierung von p105 initiiert, verlässt p105 den Komplex mit E2F1-E2F3 und 

ermöglicht die Expression von Zellzyklusaktivierenden Genen. Im Falle der inhibitorischen 
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p107 und p130 führt die Phosphorylierung zur Freisetzung von Zellzykluskontrollierenden 

Mitgliedern der E2F Familie, E2F4 und E2F5. 

Die Wichtigkeit der Pocket-Proteine wurde durch Studien mit KO Mäusen belegt. Dabei führt 

der Verlust von p105 zum Sterben während der Embryogenese, bedingt durch Veränderungen 

in der Proliferation, sowie einem verstärkten Zelltod in der Leber und im 

Zentralnervensystem und einer beeinträchtigten Erythropoese [79, 80]. P107- und p130-

defiziente Mäuse zeigen normale Phänotypen. Allerdings führt ein Doppel-Knockout von 

p107 und p130 zum neonatalen Tod [81]. Dieser Befund deutet auf eine überlappende Rolle 

von p107 und p130 hin. 

 

1.5 Die SLy-Protein-Familie 

Die Familie der SH3-Lymphozytenproteine (SLy) besteht aus drei Mitgliedern: SLy1 

(SASH3), SLy2 (HACS1, NASH1 und SAMSN1) und SASH1 (SLy3). SLy1 [82] und SLy2 

[83, 84] wurden 2001 das erste Mal beschrieben, SASH1 zwei Jahre später [85]. Alle drei 

Proteine zeigen große Ähnlichkeit im strukturellen Aufbau und das Aufweisen der Protein-

Protein-Interaktionsdomänen SAM (sterile alpha motive) und SH3 (Src homology 3) führte 

zur Einordnung als Adapterproteine. Für SLy2 konnten verschiedene Protein-Interaktionen 

bereits bestätigt werden. SLy2 bindet direkt an die Histon-Deacetylase 1 (HDAC1) und an 

SAP30 (Sin3-associated polypeptide 30) und reguliert damit die HDAC-Enzymaktivität [86]. 

Zusätzlich wurde SLy2 eine immunregulatorische Rolle zugesprochen, da es die 

Immunglobulin-M- (IgM) Produktion in B1-Zellen reguliert [87] und an der Aktin-

Zytoskelett-Reorganisation beteiligt ist [88]. Für SASH1 konnte eine Rolle als 

Tumorsuppressor identifiziert werden [85].  

1.5.1 SLy1-Protein 

SLy1 war das erste beschriebene Mitglied der SLy-Familie und bekam aufgrund der 

ausschließlichen Expression in Lymphozyten den Namen „SH3 domain protein expressed in 

Lymphocytes 1“, kurz SLy1. Sowohl das murine als auch das humane SLy1-Gen befinden 

sich auf dem X-Chromosom und weisen eine über 90-prozentige Aminosäuren-Homologie 

auf. Interessanterweise ist das humane SLy1-Gen auf X-Chromosom Xq25-Xq26.3 (GenBank 

accession No. NM_018990) lokalisiert, einer Stelle die mit verschiedenen X-chromosomalen 
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Erkrankungen verbunden ist. Als Beispiel wären Mutationen im SH2D1A- und CD40L-Gen, 

die beide auf Chromosom Xq25-26 lokalisiert sind, zu nennen. Während die Mutation von 

SH2D1A zu einer X-chromosomalen lymphoproliferativen Erkrankung (XLS) führt, resultiert 

die Genveränderung von CD40L in einem Hyper-IgM-Syndrom [89, 90]. 

Das SLy1-Protein ist 380 Aminosäuren lang und 55 kDa schwer. Charakteristische 

Strukturmerkmale für das SLy1-Protein ist eine zweigeteilte nukleäre Lokalisationssignal-

Sequenz NLS1 und NLS2, sowie jeweils eine SAM- und eine SH3-Domäne. Zwischen den 

beiden NLS-Domänen befindet sich am Ser27 eine Phosphorylierungsstelle. Diese wird im 

Zuge einer TZR-Stimulation durch eine bisher unbekannte Kinase phosphoryliert [91]. Der 

schematische Strukturaufbau von SLy1 ist in (Abb. 4) dargestellt. 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des SLy1-Proteins. 

Farbliche Blöcke markieren die funktionalen Einheiten NLS, SH3, und SAM. Zahlen bezeichnen die 

entsprechende Aminosäuren-Lokalisation. Die spezifische Phosphorylierungsstelle Ser27 ist in rot 

hervorgehoben. Ein vorhergesagtes nukleäres Exportsignal (NES) ist in der C-terminalen SAM-Domäne 

lokalisiert. 

 

Während die beiden Protein-Protein-Interaktionsdomänen SAM und SH3 für die 

Adapterfunktion von SLy1 verantwortlich sind, regulieren die Phosphorylierungsstelle Ser27 

und die beiden NLS-Domänen die Aktivierung und die zelluläre Lokalisation von SLy1. 

Beide Prozesse sind von entscheidender Bedeutung für die Funktion von SLy1, wie anhand 

der SLy1-del Maus gezeigt werden konnte. Diese Maus exprimiert ein unvollständiges SLy1-

Protein, dem die Ser27-Stelle und die zweite NLS-Domäne fehlen. Während das Wildtyp 

(WT) SLy1-Protein in unstimulierten T-Zellen vorwiegend im Nukleus vorzufinden ist, 

befindet sich das SLy1-del Protein ausschließlich im Zytoplasma [92]. Der Verlust der 

Phosphorylierungsstelle und der Möglichkeit in den Nukleus einzuwandern resultiert in einer 

reduzierten Proliferation der SLy1-del T-Zellen im Vergleich zu WT Kontrollen [92]. In der 

Milz der SLy1-del Maus konnte eine Zellzahlreduktion der Marginalzonen B-Zellen 
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festgestellt werden, die nach einer Immunisierung zur eingeschränkten IgM-Produktion führte 

[92]. Eine Entwicklungsstörung der Thymozyten wurde sowohl in der SLy1-del als auch in 

der SLy1 KO Maus beobachtet [93]. Zusätzlich zeigen die NK Zellen der SLy1 KO Maus 

einen Defekt in der Funktion und Expression von aktivierenden NK-Rezeptoren, die 

letztendlich in einer reduzierten Tumorbekämpfung endet (Kooperation mit A. Krupnick, St. 

Louis, USA).  

All diese Beobachtungen deuten auf eine wichtige Rolle für SLy1 in der Regulation des 

Immunsystems hin. 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Die bisher erbrachten Vorarbeiten deuten klar auf eine positive Rolle des SLy1-Proteins in 

der Regulation des Immunsystems hin. Die Vielfalt der Phänotypen in SLy1 KO Mäusen lässt 

zusätzlich auf eine Gewebe-, Zell- und möglicherweise Signalweg-abhängige Funktion von 

SLy1 schließen. Der Einfluss einer SLy1-Deletion auf den Verlauf einer Infektion wurde 

allerdings bisher noch nicht untersucht und sollte daher in dieser Arbeit beleuchtet werden. In 

Bezug auf eine mögliche zellspezifische Funktion von SLy1 sollte daher die Infektion mit LM 

untersucht werden, die eine starke T-Zell-abhängige Immunantwort induziert. Somit erlaubt 

dieses Infektionsmodell spezifisch die Rolle von SLy1 in der Generierung der adaptiven T-

Zell-Antwort zu analysieren. Dazu sollten SLy1 KO und WT Mäuse mit LM infiziert werden 

und Überlebensraten, sowie die spezifische T-Zell-Antwort untersucht werden.  

Darüber hinaus sollte die Ursache der reduzierten Thymozytenzahlen, die von Bernhard Reis 

in SLy1 KO Mäusen beschrieben wurden, weiter analysiert werden. Dazu sollte die 

Thymozytenentwicklung in SLy1 KO x Bcl-2 TG Mäusen näher untersucht werden. Diese 

Mäuse erlauben aufgrund der Bcl-2-Überexpression die Analyse des Einflusses von SLy1 auf 

die Reifung der Thymozyten unabhängig von der Apoptose. Weiterhin sollte die Einordnung 

von SLy1 in den prä-TZR- und/oder Notch-Signalweg mit Hilfe von SLy1 KO x RAG1 KO 

Mäusen überprüft werden.  

In der Rolle als Adapterprotein hat SLy1 keine eigene katalytische Aktivität und erfüllt somit 

seine Funktion durch die Interaktion mit anderen Proteinen. Allerdings sind bis auf die 

Bindung von SLy1 an 14-3-3-Proteine bisher keine weiteren immunregulatorischen 

Interaktionspartner von SLy1 bekannt. Ein wichtiger Anhaltspunkt in der Identifizierung 

neuer Interaktionspartner ist die TZR-abhängige Phosphorylierung von SLy1 an Ser27 und 

der anschließende Export aus dem Nukleus. Angesichts dieser Regulationsmerkmale von 

SLy1 sollten immunregulatorische Proteine mit einem ähnlichen Regulationsmechanismus als 

mögliche Interaktionspartner für SLy1 untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten im Zusammenhang mit den zuvor erbrachten Vorarbeiten 

die Rolle und Funktionsweise des Adapterproteins SLy1 weiter entschlüsseln. 
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2 Materialien 

 

2.1 Geräte 

Tabelle 1: Geräte 

Name Hersteller Standort 

BD FACSCantoTMII 

Geldokumentationssystem 

HERAcell Inkubator 

Heraeus Pico 17 

HERAsafe Sterilbank 

LightCycler® 480 II 

MACS Multiständer 

Microskop PrimoVert 

MidiMACSTMSeparator 

NanoDrop Lite 

peqSTAR 2x Gradient 

Thermocycler 

QIAxcel 

Sunrise 

Wasserbad DB15103 

Zentrifuge 5810 R 

Zentrifuge 5430 

BD Biosciences 

Bio-Rad Laboratories 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Roche 

Miltenyi Biotec 

Zeiss 

Miltenyi Biotec 

Peqlab 

Peqlab 

 

Qiagen 

Tecan 

Fisher Scientific 

Eppendorf 

Eppendorf 

Heidelberg, Deutschland 

München, Deutschland 

Schwerte, Deutschland 

Schwerte, Deutschland 

Schwerte, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

Bergisch-Gladbach, Deutschland 

Oberkochen, Deutschland 

Bergisch-Gladbach, Deutschland 

Erlangen, Deutschland 

Erlangen, Deutschland 

 

Hilden, Deutschland 

Crailsheim, Deutschland 

Schwerte, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

 

2.2 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial, das nicht in der Tab. 2 gelistet ist, wurden von Sarstedt, Greiner, BD 

Biosciences oder Eppendorf bezogen. 
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterial 

Name Hersteller Standort 

70 µm Filter 

96 well PCR-Platte, weiß 

AMPLIsealTM 

Costar 96 well EIA/RIA Platte 

Columbia Blood Agar plates 

MACS® Separation Columns 

 

Mikropipetten 10 µl 

Microstrainer® SSTTM Tubes 

PCR 12er-SoftStrips 

Zellsieb 70 µm 

BD Biosciences 

Greiner 

Greiner 

Corning 

BD Biosciences 

Miltenyi Biotec 

 

Brand 

BD Biosciences 

Biozym Biotech Trading 

BD Biosciences 

Heidelberg, Deutschland 

Frickenhausen, Deutschland 

Frickenhausen, Deutschland 

Amsterdam, Niederlande 

Heidelberg, Deutschland 

Bergisch-Gladbach, 

Deutschland 

Wertheim, Deutschland 

Heidelberg, Deutschland 

Wien, Österreich 

Heidelberg, Deutschland 

 

2.3 Puffer, Lösungen und Medien 

Alle Lösungen wurden in Wasser (Millipore Qualität) hergestellt und der pH mit NaOH oder 

HCL eingestellt. 

Antikörperpuffer 10 mM HEPES 

0,5 M NaCl 

1 % BSA (w/v) 

0,2 % Tween20 (v/v) 

0,02 % NaN3 (w/v) 

 

BBS (2x) 50 mM BES 

280 mM NaCl 

1,5 mM Na2HPO4 x 2H2O 

pH 6,95 
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Erythrozyten-Lysepuffer 0,155 M NH4Cl 

0,01 M KHCO3 

0,1 mM EDTA 

 

Gewebelysepuffer 500 mM KCl 

100 mM Tris mit pH 8,3 

0,1 mg/ml Gelatine 

1 % NP-40 (v/v) 

1 % Tween20 (v/v) 

500 µg/ml Proteinase K 

 

HEK293T Kulturmedium 500 ml DMEM High Glucose 

10 % FCS (v/v) 

5 ml Penicillin/Streptomycin (100x) 

2 mM L-Glutamin 

 

LB-Agar (500 ml) 10 g LB-Medium 

7,5 g Agar-Agar 

autoklaviert 

 

LB-Medium (500 ml) 10 g LB-Medium 

autoklaviert 

 

MACS-Puffer 500 ml PBS 

0,5 % BSA (w/v) 

2,5 mM EDTA 

 

OP9-Medium 500 ml MEMα 

20 % FCS (v/v) 

5 ml Penicillin/Streptomycin (100x) 

2 mM L-Glutamin 

0,05 mM β-Mercaptoethanol (v/v) 
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Sammelgel-Puffer 0,25 M Tris 

0,2 % SDS (w/v) 

pH 6,8 

 

Sammelgel (6%) 4,5 ml Sammelgel-Puffer 

3 ml H2O 

1,5 ml Acrylamid 

8 µl TEMED 

90 µl 10 % APS 

 

SDS-Laufpuffer (10x) 30,3 g Tris 

144,2 g Glycin 

10 g SDS 

1000 ml H2O 

pH 8,3-8,8 

 

SDS-Probenpuffer (5x) 10 % SDS (w/v) 

30 mM Tris mit pH 6,8 

0,1 % Bromphenolblau (w/v) 

45 % Glycerin (v/v) 

25 % β-Mercaptoethanol (v/v) 

 

Stimulationsmedium 500 ml RPMI 

10 % FCS (v/v) 

5 ml Penicillin/Streptomycin (100x) 

2 mM L-Glutamin 

0,05 mM β-Mercaptoethanol (v/v) 

 

TBS/T 50 mM Tris 

150 mM NaCl 

0,1 % Tween20 (v/v) 
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Transfer-Puffer SDS-Laufpuffer 

20 % Methanol 

 

Trenngel-Puffer 0,75 M Tris 

0,2 % SDS (w/v) 

pH 8,8 

 

Trenngel (12%) 9 ml Trenngel-Puffer 

1,8 ml H2O 

7,2 ml Acrylamid 

45 µl TEMED 

135 µl 10 % APS 

 

Zell-Lysepuffer 50 mM Tris 

150 mM NaCl 

2 mM EDTA 

5 % NP-40 (v/v) 

Complete Mini (Protease inhibitor tablet) 

PhosSTOP (Phosphatase inhibitor tablet) 

 

 

2.4 Chemikalien und Kits 

Chemikalien, die nicht in der Tab. 3 gelistet sind, wurden von Merck, Roth, Serva oder 

Sigma-Aldrich bezogen. 

Tabelle 3: Chemikalien 

Name Hersteller Standort 

7-AAD 

ABB 

Amersham HybondTM Membran 

Annexin V 

β-Mercaptoethanol 50 mM 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

GE Healthcare 

BD Biosciences 

Gibco® Life Technologies 

Heidelberg, Deutschland 

Heidelberg, Deutschland 

München, Deutschland 

Heidelberg, Deutschland 

Darmstadt, Deutschland 
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BHI 

CFSE 

Chlorophorm 

Complete Mini 

DMEM High Glucose 

FCS 

Ionomycin 

Isopropanol 

L-Glutamin 200 mM 

MEMα 

 

BSA 

Nukleasefreies Wasser 

PBS 

Penicillin/Streptomycin (100x) 

PhosSTOP 

PMA  

Protein A SepharoseTM 

RPMI 

TRI® Reagent 

Trypsin/EDTA 

BD Biosciences 

Biolegend 

Sigma-Aldrich 

Roche 

GE Healthcare 

GE Healthcare 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

GE Healthcare 

Invitrogen® Life 

Technologies 

Sigma-Aldrich 

Qiagen 

Gibco® Life Technologies 

GE Healthcare 

Roche 

Sigma-Aldrich 

GE Healthcare 

GE Healthcare 

Sigma-Aldrich 

GE Healthcare 

Heidelberg, Deutschland 

Eching, Deutschland 

Taufkirchen, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

München, Deutschland 

München, Deutschland 

Taufkirchen, Deutschland 

Taufkirchen, Deutschland 

München, Deutschland 

Darmstadt, Deutschland 

 

Taufkirchen, Deutschland 

Hilden, Deutschland 

Darmstadt, Deutschland 

München, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

Taufkirchen, Deutschland 

München, Deutschland 

München, Deutschland 

Taufkirchen, Deutschland 

München, Deutschland 

 

Tabelle 4: Kits 

Kit Beschreibung Hersteller 

Amersham ECL Detection Reagents 

Bio-Rad DCTM Protein Assay 

BIOTAQTM DNA Polymerase 

BDTM CompBeads 

BD PharmingenTM BrdU Flow Kit 

CD4 MicroBeads 

CD8a MicroBeads 

Western Blot Detektion 

Proteinbestimmung 

DNA-Amplifizierung (PCR) 

Kompensationspartikel 

Zellzyklusbestimmung 

T-Zell-Aufreinigung 

T-Zell-Aufreinigung 

GE Healthcare 

Bio-Rad 

Bioline 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

Miltenyi Biotec 

Miltenyi Biotec 
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ELISA MAX TM IFNγ 

ELISA MAX TM IL-12p70 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

NE-PERTM Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents 

Pan T cell Isolation Kit II 

SuperSignal West Femto 

Chemiluminescence Substrate 

SYBR Green I Master 

TCRγδ T cell Isolation Kit 

Ter-119 MicroBeads 

Transcription Factor Buffer Set 

ELISA 

ELISA 

cDNS-Synthese 

 

Nukleus/Zytoplasma 

Fraktionierung 

T-Zell-Aufreinigung 

Western Blot Detektion 

 

qPCR Reaktion Master Mix 

T-Zell-Aufreinigung 

Erythrozyten-Depletion 

Intrazelluläre FACS-Analyse 

BioLegend 

BioLegend 

Applied Biosystems 

 

Thermo Scientific 

 

Miltenyi Biotec 

Thermo Scientific 

 

Roche 

Miltenyi Biotec 

Miltenyi Biotec 

BD Biosciences 

 

2.5 Primer 

Alle in Tab. 5 gelisteten Primer wurden von biomers.net, Ulm, Deutschland bezogen. 

(Tm = Schmelztemperatur; Ta = Annealingtemperatur) 

Tabelle 5: PCR-Primer 

Gen Länge 

[nu] 

Sequenz 5‘-3‘ Tm 

[°C] 

Ta 

[°C] 

Screening Primer 3 (for) 

Screening Primer 4 (neo-rev) 

Screening Primer 6 (rev-wt) 

IMR0336 

IMR0337 

mVav1.2 

hBcl2.1 

IMR0189 

IMR1746 

21 

19 

19 

17 

20 

21 

26 

21 

20 

tgacgccagtagggatggtag 

cgccttcttgacgagttcttct 

agtggcctgggggagatgt 

ataggtcggcggttcat 

cccgagtatctggaagacag 

gtcacaaaagaggaagtggtg 

agcttataatggatgtacttcatcac 

tggatgtggaatgtgtgcgag 

gaggttccgctacgactctg 

54 

52 

55 

47 

49 

49 

50 

57 

51 

64 

64 

64 

60 

60 

60 

60 

58 

58 
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IMR3104 

p16 fwd 

p16 rev 

p18 fwd 

p18 rev 

p27 fwd 

p27 rev 

p130 fwd 

p130 rev 

IL-2 fwd 

IL-2 rev 

Foxo1 fwd 

Foxo1 rev 

Foxo3 fwd 

Foxo3 rev 

TNFα fwd 

TNFα rev 

IFNγ fwd 

IFNγ rev 

mβ-Aktin fwd 

mβ-Aktin rev 

Bcl-2 fwd 

Bcl-2 rev 

IL-7Rα fwd 

IL-7Rα rev 

hSLy1 fwd 

hSLy1 rev 

hβ-Aktin fwd 

hβ-Aktin rev 

20 

21 

19 

21 

22 

19 

20 

22 

19 

21 

20 

20 

20 

20 

20 

19 

18 

20 

26 

20 

21 

20 

21 

20 

21 

20 

21 

18 

20 

ccggacaagtttttcatcgt 

gggttttcttggtgaagttcg 

ttgcccatcatcatcacct 

aaatggatttgggagaactgc 

aaattgggattagcacctctga 

gttagcggagcagtgtcca 

tctgttctgttggccctttt 

gggagacatggatttatctggt 

gccaagagtgacctgtgga 

gctgttgatggacctacagga 

ttcaattctgtggcctgctt 

cttcaaggataagggcgaca 

gacagattgtggcgaattga 

gctaagcaggcctcatctca 

ttccgtcagtttgagggtct 

ctgtagcccacgtcgtagc 

ttgagatccatgccgttg 

atctggaggaactggcaaaa 

ttcaagacttcaaagagtctgaggta 

aaggccaaccgtgaaaagat 

gtggtacgaccagaggcatac 

agtacctgaaccggcatctg 

ggggccatatagttccacaaa 

cgaaactccagaacccaaga 

aatggtgacacttggcaagac 

tgaaggccctgtcagaagag 

ggctgtagtctggagatgtcg 

aaggccaaccgtgaaaagat 

gtggtacgaccagaggcatac 

52 

53 

51 

52 

52 

51 

51 

51 

50 

52 

52 

52 

51 

52 

51 

51 

51 

51 

53 

53 

51 

52 

53 

52 

51 

52 

51 

51 

51 

58 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

60 
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2.6 Antikörper 

2.6.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 6: Primäre Antikörper 

Antigen Hersteller Spezies Klon 

Akt 

CD3 

CD28 

CD16/CD32 

Foxo1 

Foxo3 

GAPDH 

HA-Tag 

HA-Tag 

Lamin A/C 

myc-Tag 

myc-Tag 

p27 

p130 

p-Akt 

p-Foxo1 (Ser256) 

p-Foxo3 (Ser253) 

ß-Aktin 

Cell Signaling 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BioLegend 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Sigma-Aldrich 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

AbD Serotec 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Cell Signaling 

Kaninchen 

Hamster 

Hamster 

Ratte 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Maus 

Kaninchen 

Kaninchen 

Maus 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Maus 

C67E7 

145-2C11 

37.51 

93 

C29H4 

75D8 

14C10 

C29F4 

Monoklonal 

Polyklonal 

71D10 

9E10 

D37H1 

D9T7M 

D9E 

Polyklonal 

Polyklonal 

AC-74 

 

2.6.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 7: Sekundäre Antikörper 

Antigen Hersteller Spezies Verwendung 

IgG-HRP 

IgG-HRP 

Dianova 

Cell Signaling 

Maus 

Kaninchen 

WB 

WB 
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2.6.3 Fluoreszenz-gekoppelte Antikörper 

Tabelle 8: Fluoreszenz-gekoppelte anti-Maus Antikörper 

Antigen Fluorochrome Spezies Klon Hersteller 

CD44 

CD90.2 

CD4 

T-bet 

Ki-67 

IFNγ 

CD25 

CD45R/B220 

TCRγδ 

IL-2 

FoxP3 

Bcl-2 

CD8a 

CD62L 

CD3e 

NK1.1. 

CD8a 

CD8a 

CD4 

CD3e 

APC 

APC 

APC-Cy7 

FITC 

FITC 

FITC 

FITC 

FITC 

FITC 

PE 

PE 

PE 

PE 

PE 

PerCP-CyTM5.5 

PerCP-CyTM5.5 

PerCP-CyTM5.5 

V500 

Pacific Blue 

Pacific Blue 

Ratte 

Ratte 

Ratte 

Maus 

Maus 

Ratte 

Ratte 

Ratte 

Hamster 

Ratte 

Ratte 

Hamster 

Ratte 

Ratte 

Hamster 

Maus 

Ratte 

Ratte 

Ratte 

Hamster 

IM7 

53-2.1 

GK1.5 

4B10 

B56 

XMG1.2 

7D4 

RA3-6B2 

GL3 

JES6-5H4 

MF-14 

3F11 

53-6.7 

MEL-14 

145-2C11 

PK136 

53-6.7 

53-6.7 

RM4-5 

500A2 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BioLegend 

BD Biosciences 

eBioscience 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BioLegend 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BioLegend 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

 

2.7 Plasmide 

Foxo1-HA-Plasmid wurde von Addgene erworben. SLy1-myc-Plasmid wurde bereits 

beschrieben (Doktorarbeit Brandt). 
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3 Methoden 

 

3.1 Statistische Analysen 

Die statistische Auswertung wurde entsprechend den Angaben zu den jeweiligen 

Abbildungen durchgeführt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 

erstellt. Die Abbildungen wurden mit Image Lab, FlowJo und GraphPad Prism angefertigt 

und mit CorelDraw zusammengestellt. 

 

3.2 Tierexperimente 

3.2.1 Zucht von genveränderten Mäusen 

SLy1 KO Mäuse wurden bereits beschrieben [93]. Bcl-2 TG Mäuse wurden freundlicherweise 

von Prof. Dr. Tarik Möröy (Universitätsklinikum Essen) zur Verfügung gestellt und mit SLy1 

KO Mäusen gekreuzt. RAG1 KO Mäuse wurden von Jackson Laboratories erworben und mit 

SLy1 KO Mäusen gekreuzt. 

Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Mäuse wurden im spezifisch pathogenfreien Bereich 

in der Tierversuchsanlage der Medizinischen Fakultät der Eberhard Karls Universität 

Tübingen unter Einhaltung eines zwölfstündigen Tag-Nacht-Rhythmus gezüchtet. Die Tiere 

hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Inzucht erfolgte mit 8-10 Wochen alten 

Tieren. Die Jungtiere wurden mit 3-4 Wochen von den Eltern getrennt und mittels 

Ohrlochkodierung markiert. Alle Linien wurden mindestens sechsfach auf den C57BL/6 

Hintergrund rückgekreuzt. Die für die Rückkreuzung verwendeten C57BL/6 Mäuse wurden 

von CharlesRiver Laboratories erworben. 

3.2.2 Auswahlkriterien 

Die Auswahl der Mäuse erfolgte anhand des Genotyps, der mittels PCR bestimmt wurde. Alle 

Experimente wurden mit 9-14 Wochen alten männlichen und weiblichen Tieren durchgeführt. 

Als Kontrollen dienten gleichaltrige WT Mäuse. Für Infektionen wurden ausschließlich 
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weibliche Tiere eingesetzt. Sämtliche Tierexperimente erfolgten laut den 

Tierversuchsangaben und wurden durch das Regierungspräsidium genehmigt. 

3.2.3 Infektion mit LM 

Am Vortag der Infektion wurde der LM-Bakterienstamm (ATCC 43251) in 5 ml BHI-

Medium ÜN bei 37 °C inokuliert. Am darauffolgenden Tag wurde die LM-Konzentration 

mittels Vermessung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) bestimmt. Die Bakterien 

wurden auf eine OD600 von 0,7-0,75 eingestellt und seriell 1:10 mit BHI-Medium verdünnt. 

Dabei entsprach die dritte Dilution einer LD50-Dosis. 350 µl der entsprechenden Dosis 

wurden den Mäusen i.p. appliziert. Zur Kontrolle der Dilutionsreihe wurden 10 µl der 

jeweiligen Verdünnung auf Columbia Blood Agar Platten ausgestrichen und ÜN im 

Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden die koloniebildenden Einheiten (CFU) 

ausgezählt. Das Befinden der Tiere wurde täglich anhand der äußeren Erscheinung und der 

Messung des Gewichts kontrolliert. 

3.2.4 Präparation der Lymphorgane und Serumentnahme 

Die Tötung der Mäuse erfolgte durch zervikale Dislokation nach vorheriger CO2- oder 

Isofluran-Anästhesiologie. Milz und Thymus wurden vorsichtig entfernt und mit Hilfe eines 

70 µm Zellsiebes homogenisiert. Danach wurden die Milzzellen abzentrifugiert und zur 

Entfernung der Erythrozyten in 2-5 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse 

erfolgte 3 min bei RT und wurde mit 5 ml kaltem PBS gestoppt. Alle Zentrifugationsschritte 

erfolgten bei 4 °C, 500 g und 5 min.  

Für die Serumentnahme wurden die Mäuse mit Isofluran anästhesiert und das Blut mit einer 

10 µl Kapillare retroorbital entnommen. Das Blut wurde in Microtainer® SSTTM Gefäßen 

gesammelt. Die Koagulation wurde 30 min bei RT abgewartet und die Gefäße danach bei 

11000 g für 2 min abzentrifugiert. Das Serum wurde vorsichtig in ein frisches Gefäß 

überführt und bei -20 °C gelagert. 

3.2.5 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (CFU) 

Am Tag zwei und vier nach einer mittleren LM-Infektion (1xLD50) wurden die infizierten 

Mäuse geopfert, die Milz und ein Leberlappen entnommen und in PBS homogenisiert. Als 

nächstes wurden serielle 1:10 Verdünnungen angefertigt, von denen 10 µl auf Columbia 
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Blood Agar Platten ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank ÜN inkubiert wurden. Am 

nächsten Tag wurden die Kolonien ausgezählt. 

 

3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Maus-Genotypisierung 

Gewebeproben von 3-4 Wochen alten Mäusen wurden aus dem Ohr entnommen und mit 

Gewebelysepuffer lysiert. Die Lyse erfolgte mindestens 1 h bei 55 °C. Danach wurden die 

Lysate bei 2500 g für 3 min abzentrifugiert und bei 4 °C gelagert. Die Genotyp-Analyse 

erfolgte mit spezifischen Primern für das entsprechende Genprodukt und PCR-Programm 

(Tab. 9-14). Die PCR-Produkte wurden anschließend mittels QIAxcel DNA Analyzer 

aufgetrennt.  

 

Tabelle 9: SLy1 KO PCR-Programm 

Temperatur  Zeit  

95 °C 

 

95 °C 

64 °C 

72 °C 

 

72 °C 

3 min 

 

15 sec 

30 sec              30 Zyklen 

90 sec 

 

10 min 
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Tabelle 10: SLy1 KO PCR-Mastermix 

Bestandteil Volumen 

H2O  

10xNH4 Reaktionspuffer 

MgCl2 50 mM 

dNTPs 10 mM 

Primermix  

Taq (5 Einheiten/µl) 

cDNS 

 

Primermix SLy1 KO 

H2O 

Screening Primer 3 (for) 100 µM 

Screening Primer 4 (neo-rev) 100 µM 

Screening Primer 6 (rev-wt) 100 µM 

17,55 µl 

2,5 µl 

1,25 µl 

0,5 µl 

2 µl 

0,2 µl 

1 µl 

 

 

10 µl 

20 µl 

10 µl 

10 µl 

 

Tabelle 11: Bcl-2 TG PCR-Programm 

Temperatur  Zeit  

95 °C 

 

94 °C 

60 °C 

72 °C 

 

72 °C 

15 min 

 

30 sec 

90 sec              34 Zyklen 

90 sec 

 

10 min 
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Tabelle 12: Bcl-2 TG PCR-Mastermix 

Bestandteil Volumen 

H2O  

10xNH4 Reaktionspuffer 

MgCl2 50 mM 

dNTPs 10 mM 

IMR0336 10 µM 

IMR0337 10 µM 

mVav1.2 10 µM 

hBcl2.1 10 µM 

Taq (5 Einheiten/µl) 

cDNS 

12,55 µl 

2,5 µl 

1,25 µl 

0,5 µl 

1 µl 

1 µl 

2,5 µl 

2,5 µl 

10 µl 

1 µl 

 

Tabelle 13: RAG1 KO PCR-Programm 

Temperatur  Zeit  

95 °C 

 

94 °C 

58 °C 

72 °C 

 

72 °C 

3 min 

 

30 sec 

45 sec              35 Zyklen 

45 sec 

 

10 min 
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Tabelle 14: RAG1 KO PCR-Mastermix 

Bestandteil Volumen 

H2O  

10xNH4 Reaktionspuffer 

MgCl2 50 mM 

dNTPs 10 mM 

Primermix RAG1 KO 

Taq (5 Einheiten/µl) 

cDNS 

 

Primermix RAG1 KO 

H2O 

IMR0189  

IMR1746 

IMR3104 

17,55 µl 

2,5 µl 

1,25 µl 

0,5 µl 

2 µl 

0,2 µl 

1 µl 

 

 

10 µl 

20 µl 

10 µl 

10 µl 

 

3.3.2 Quantitative Real-Time PCR 

3.3.2.1 RNA-Isolation 

Die Gesamt-RNA wurde mit TRI® Reagent und Chlorophorm/Isopropanol nach Angaben des 

Herstellers isoliert. Die Bestimmung der optischen Dichte bei 260 nm diente zur Messung der 

RNA-Konzentration, die mit Hilfe der Lambert-Beer Gleichung berechnet wurde.  

3.3.2.2 cDNS-Synthese 

Die Umschreibung von 1-2 µg RNA in cDNS erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit und wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 

3.3.2.3 qPCR 

Die qPCR wurde mit SYBR Green durchgeführt. Spezifische Primer wurden für die 

jeweiligen Genprodukte eingesetzt (Tab. 15, 16). Als Referenzgen diente β-Aktin. Ein interner 

Standard wurde als Kalibrator benutzt um Abweichungen zwischen verschiedenen Ansätzen 
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auszugleichen. Die qPCR wurde mit dem LightCycler® 480 II durchgeführt. Die 

Primersequenzen wurden mit dem Universal ProbeLibrary Assay Design Center von Roche 

ausgewählt und die qPCR-Daten mit Hilfe der LightCycler® 480 Software ausgewertet. 

 

Tabelle 15: qPCR-Programm 

Temperatur  Zeit  

98 °C 

 

98 °C 

60 °C 

72 °C 

 

72 °C 

5 min 

 

10 sec 

10 sec              45 Zyklen 

10 sec 

 

5 min 

 

Tabelle 16: qPCR-Mastermix 

Bestandteil Volumen 

H2O  

2xSYBR Green 

Primer fwd 10 µM 

Primer rev 10 µM 

cDNS 

1,5 µl 

5 µl 

0,4 µl 

0,4 µl 

2,5 µl 

 

3.3.3 Amplifizierung und Herstellung von Plasmid-DNS 

Um die benötigte Menge an Plasmid-DNS für die Transfektion von HEK293T Zellen zu 

bekommen, wurde diese mit Hilfe von kompetenten Bakterien amplifiziert. 
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3.3.3.1 Transformation von kompetenten Bakterien 

Die OneShot®Top10 kompetenten E.coli wurden auf Eis aufgetaut. Danach wurden 5 µl der 

Plasmid-DNS mit 25 µl Bakterien für 30 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz 

wurde durch Hitze-Schock-Inkubation bei 42 °C für 30 sek aktiviert und anschließend auf Eis 

für 2 min inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden danach bei 37 °C in 200 µl SOC-

Medium in einem Bakterienschüttler vorinkubiert bevor sie auf vorgewärmte LB-Agar 

Platten, die 100 µg/ml Ampicillin enthielten, ausplattiert wurden. 

3.3.3.2 Plasmid Präparation 

Am nächsten Tag wurden Ampicillin-resistente Einzelkolonien gepickt und ÜN-Kulturen 

inokuliert. Dazu wurde eine Einzelkolonie in 400 ml LB-Medium gegeben, welches  

100 µg/ml Ampicillin enthielt. Bakterien wurden bei 37 °C und 225 rpm ÜN im 

Bakterienschüttler inkubiert. Plasmid-DNS wurde am nächsten Tag mit NucleoBond®Xtra 

Maxi Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.  

 

3.4 Zellbiologische Methoden 

3.4.1 OP9 und HEK293T Zellkultur 

Das Einfriermedium für OP9- und HEK293T Zellen setzte sich aus Kulturmedium mit 10% 

DMSO zusammen. Jeweils 5x106 bis 1x107 Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium 

aufgenommen und für 24 h bei –80 °C gelagert. Anschließend wurden die Zellen zur 

Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff überführt. Zum Auftauen wurden die Zellen mit 

vorgewärmtem Zellkulturmedium aufgefüllt und auf Zellkulturplatten ausplattiert. Die OP9 

und HEK293T Zellen wurden zweimal pro Woche umgesetzt. Dazu wurde das Medium 

abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Anschließend erfolgte das Ablösen der 

adhärenten Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA mit einer Inkubation für 2 min im Brutschrank. 

Danach wurde das Trypsin/EDTA mit 8 ml Medium inaktiviert und die Zellen in 50 ml 

Gefäße überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 500 g, 4 °C für 5 min wurden 

ungefähr 1x106 Zellen zur Weiterführung der Kultur in 10 cm Platten ausplattiert.  
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3.4.2 In vitro Differenzierung von Thymozyten 

Am Vortag der Isolierung von DN-Thymozyten wurden die OP9-DL1- und OP9-GFP-Zellen, 

die als Kontrolle verwendet wurden, wie bereits oben beschrieben trypsiniert, auf 2x104 

Zellen/ml eingestellt und zu 1 ml pro Vertiefung in eine 24-Lochplatte bzw. 3 ml pro 

Vertiefung in eine 12-Lochplatte gegeben. Am nächsten Tag wurde das Medium abgesaugt 

und in der 24-Lochplatte durch 500 µl und in der 12-Lochplatte durch 1 ml für Tag 3 und 1,9 

ml für Tag 6 frisches Medium ersetzt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 

aufgereinigten DN-Thymozyten für die entsprechende Dauer im Brutschrank bei 37 °C und  

5 % CO2. 

3.4.3 Transfektion mit Kalzium-Phosphat 

Am Vortag der Transfektion wurden ca. 1x106 HEK293T Zellen in 10 cm Platten ausgesät.  

1 M CaCl2 wurde 1:5 in H2O verdünnt und 500 µl von der Verdünnung für jede Transfektion 

vorgelegt. Als nächstes wurden 7-10 µg Plasmid-DNS hinzugefügt und gemischt. Sofort im 

Anschluss wurden 500 µl 2xBBS tropfenweise dazugegeben und gemischt. Die Proben 

wurden 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde das Medium von den HEK293T Zellen 

abgenommen, mit frischem Medium ersetzt und der Transfektionsansatz tropfenweise 

hinzugefügt. Die Zellen wurden 48 h bei 37 °C inkubiert, bevor die Proteinlysate erstellt 

wurden. 

3.4.4 ELISA ( enzyme linked immunosorbent assay) 

Die Zytokine IL-12 und IFNγ wurden mittels kommerziell erworbenen ELISA-Kits nach 

Angaben des Herstellers bestimmt. Die Detektion erfolgte am ELISA plate reader. 

3.4.5 MACS (magnetic activated cell sorting) 

Isolierte Milzzellen wurden homogenisiert und die Erythrozyten depletiert. Die T-Zellen 

wurden in MACS-Puffer mit entsprechenden MicroBeads aus dem Pan T cell Isolation Kit II 

markiert und über LS-Säulen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 

3.4.5.1 Aufreinigung von SLy1 KO und SLy1 KO x Bcl-2 TG Thymozyten 

Die Thymi wurden homogenisiert und die Zellsuspension gezählt. Ungefähr 1x108 

Thymozyten wurden in 400 µl MACS-Puffer aufgenommen und mit 50 µl Non T cell 
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Depletion Cocktail (aus dem TCRγδ Isolation Kit) und 50 µl anti-Ter-119 Microbeads 

versetzt. Nach Inkubation für 15 min bei 4 °C wurden die Zellen mit MACS-Puffer 

gewaschen und abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit 500 µl MACS-Puffer 

resuspendiert und über LD-Säulen aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte laut der 

Gebrauchsanweisung des Herstellers. Der aufgefangene Durchlauf wurde abzentrifugiert, 

während die positive Fraktion verworfen wurde. Pro 1x108 zu Anfang eingesetzten Zellen 

wurden 350 µl MACS-Puffer dazugegeben, mit 50 µl anti-Biotin (aus dem TCRγδ Isolation 

Kit), 50 µl CD4 und 50 µl CD8a Microbeads versetzt und 15 min bei 4 °C inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen, abzentrifugiert, in 500 µl 

MACS-Puffer resuspendiert und über LS-Säulen aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte laut 

der Gebrauchsanweisung des Herstellers. Der aufgefangene Durchlauf wurde abzentrifugiert, 

während die positive Fraktion wieder verworfen wurde. Die Zellen wurden gezählt und auf 

4x104 Zellen/ml eingestellt. Für Tag 3 wurde 1 ml pro Vertiefung in eine 12 Lochplatte mit 

OP9-Zellen gegeben bzw. 0,1 ml für Tag 6. 

3.4.5.2 Aufreinigung von SLy1 KO x RAG1 KO Thymozyten 

Die Thymi wurden homogenisiert und die Zellsuspension gezählt. Pro 1x108 Thymozyten 

wurden 400 µl MACS-Puffer zugegeben und mit 50 µl anti-Ter-119 Microbeads versetzt. 

Nach Inkubation für 15 min bei 4 °C wurden die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen und 

abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 500 µl MACS-Puffer resuspendiert und 

über LS-Säulen aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte laut der Gebrauchsanweisung des 

Herstellers. Der aufgefangene Durchlauf wurde abzentrifugiert, während die positive Fraktion 

verworfen wurde. Die Zellen wurden gezählt und auf 2x105 Zellen/ml eingestellt. 500 µl 

wurden pro Vertiefung in die 24-Lochplatte mit OP9-Zellen gegeben und für die 

entsprechende Zeit im Brutschrank inkubiert. 

3.4.6 Ex vivo Stimulation 

Für Stimulationsanalysen wurden T-Zellen mittels MACS aufgereinigt und in RPMI-

Stimulationsmedium unter Zugabe von anti-CD28 (2,5 µg/ml) resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde in Lochplatten verteilt, die zuvor 3 h im Brutschrank mit anti-CD3  

(5 µl/ml) beschichtet wurden. Für die Analyse des TZR-Signalweges mittels Western Blot 

wurden die Zellen für 20 und 60 min im Brutschrank inkubiert. Für die Analyse der 

Proliferation wurden die T-Zellen 24 h, 48 h und 72 h im Brutschrank inkubiert. Die 
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Stimulation der Thymozyten für Western Blot Analysen erfolgte im RPMI-

Stimulationsmedium unter Zugabe von PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) für 10 und 

30 min im Brutschrank. 

Die Stimulation der Splenozyten und Thymozyten für FACS-Analysen erfolgte in RPMI-

Stimulationsmedium entweder mit gelöstem anti-CD28 (2,5 µg/ml) und beschichteten anti-

CD3 (5 µl/ml) für 24 h oder mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) für 3 h im 

Brutschrank. Für FACS-Analysen von intrazellulären Proteinen wurde nach 1 h 

PMA/Ionomycin-Stimulation dem Medium Brefeldin A (5 µg/ml) zugesetzt und weitere 2 h 

im Brutschrank inkubiert. Für FACS-Färbung von intrazellulären Proteinen nach LM-

Infektion wurden die Milzzellen 3 h lang mit Brefeldin A (5 µg/ml) im Brutschrank inkubiert 

und anschließend am FACS analysiert. 

3.4.7 CFSE-Färbung 

T-Zellen aus der Milz wurden wie zuvor beschrieben mit MACS aufgereinigt und pro 1x106 

Zellen in 500 µl RPMI (ohne Zusätze) resuspendiert. Als nächstes wurde eine CFSE-

Vorverdünnung in RPMI (ohne Zusätze) hergestellt und 500 µl der CFSE-Vorverdünnung zu 

den Zellen gegeben um eine 1:10000 Endverdünnung von CFSE zu erhalten. Der Ansatz 

wurde 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschließend mit 250 µl RPMI (ohne 

Zusätze) und 250 µl kaltem FCS (pur) abgestoppt. Die Zellen wurden abzentrifugiert und für 

Stimulationsversuche weiter verwendet. Sämtliche Abläufe erfolgten unter Ausschluss von 

Licht. 

3.4.8 Durchflusszytometrie (FACS) 

FACS wurde zur Analyse der relativen Verteilung der hämatopoetischen Zellen, der 

Expression von Oberflächen und intrazellulären Proteinen verwendet. Die Messung erfolgte 

am BD FACSCantoTM II. Die Auswertung wurde mit der FlowJo Software durchgeführt. 

3.4.8.1 Kompensationskontrollen 

Die Messung am BD FACSCantoTM II ermöglicht die gleichzeitige Detektion von 

Fluoreszenzen in acht verschiedenen Farben, auch Kanäle genannt. Jede Farbe absorbiert 

Licht innerhalb eines bestimmten Wellenbereichs und emittiert dieses in der gleichen Art und 

Weise. Die gleichzeitige Aufnahme von vielen verschiedenen Farben führt unumgänglich zu 

Überschneidungen und zum Einstrahlen einer Farbe in den Kanal einer anderen Farbe, was zu 
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falsch positiven Ergebnissen führen kann. Nach Kalibrierung mit einzelgefärbten Proben, 

auch Kompensationskontrollen genannt, berechnet die BD FACSDiva Software automatisch 

die Kompensation für diese Überschneidungen und schließt somit die Gefahr der falsch 

positiven Ergebnisse aus. Zu diesem Zweck wurden BDTM CompBeads verwendet und laut 

der Gebrauchsanweisung eingesetzt. Diese Art der Kompensation wurde für jede einzelne 

Analyse angefertigt.  

3.4.8.2 Oberflächenfärbung 

Nach der Organpräparation wurden die Zellen in PBS aufbewahrt. Pro 1x106 Zellen wurden 

50 µl 2x-konzentrierten Oberflächen-Farbansatzes angefertigt. Vor der Oberflächen-Färbung 

wurden die Zellen in 50 µl CD16/CD32 Antikörperansatz resuspendiert und für 15 min auf 

Eis inkubiert um unspezifische Bindungen an FcR zu blockieren. Direkt im Anschluss wurden 

50 µl des 2x-konzentrierten Oberflächen-Farbansatzes dazugegeben und weitere 15 min auf 

Eis im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, bei 500 g und 

4 °C für 5 min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 200 µl 

PBS aufgenommen und am FACS gemessen. Für die Analyse der Apoptose wurden die 

Zellen in 100 µl ABB-Puffer aufgenommen und Annexin V und 7-AAD hinzugefügt und  

15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen mit weiteren 100 µl ABB-

Puffer aufgefüllt und unmittelbar am FACS gemessen. Die FACS-Analyse des Zellzyklus 

erfolgte mit BD PharmingenTM BrdU Flow Kit nach Angaben des Herstellers.  

3.4.8.3 Intrazelluläre Färbung 

Die Zelloberfläche wurde wie oben beschrieben gefärbt. Danach wurden die Zellen fixiert und 

permeabilisiert unter Verwendung des Transcription Factor Buffer Sets. Die Färbung erfolgte 

45 min auf Eis im Dunkeln. Danach wurden die Zellen gewaschen und am FACS gemessen. 

 

3.5 Proteinbiochemische Methoden 

3.5.1 Proteinlyse 

Der Zelllysepuffer wurde frisch mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren ergänzt. Primäre 

Maus-Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und in 10 µl Zelllysepuffer pro 1x106 

Zellen lysiert. Zellen aus der Zellkultur wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 
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500 µl pro 10 cm Platte lysiert. Die Lyse erfolgte 30 min auf Eis. Danach wurden die Lysate 

bei 13.000 g und 4 °C 15 min abzentrifugiert, die Überstände in frische Gefäße überführt und 

bei -20 °C aufbewahrt. Die Nukleus-Zytoplasma-Fraktionierung erfolgte mit dem NE-PERTM 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents laut der Gebrauchsanweisung des Herstellers. 

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung und SDS-Probenvorbereitung 

Die Proteinbestimmung wurde mit Bio-Rad DCTM Protein Assay Kit laut der 

Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgeführt. Die optische Dichte wurde mit dem 

Sunrise ELISA plate reader bei 700 nm gemessen. BSA-Proben mit einer Konzentration von 

0-2 mg/ml wurden bei jeder Proteinbestimmung als Standard mit vermessen. Die 

Proteinkonzentration der Lysate wurden anschließend auf 10-50 µg pro 20 µl eingestellt, mit 

5xSDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95 °C gekocht. 

3.5.3 Western Blot 

Die SDS-Gele, bestehend aus 6 %-igem Sammelgel und 12 %-igem Trenngel, wurden frisch 

hergestellt und entweder sofort eingesetzt oder bei 4 °C aufbewahrt. Die Elektrophorese 

verlief 2-3 h bei 100 V in SDS-Laufpuffer. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine 

HybondTM Nitrocellulose-Membran mit dem Nass-Blot-Verfahren transferiert. Der Transfer 

verlief 60-90 min bei 100 mA pro Membran bei 4 °C im Transferpuffer. Danach wurde die 

Membran kurz in Wasser gewaschen um die Methanolreste zu entfernen und 1 h lang in 5 %-

igem Milchpulver in TBS/T auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurde die Membran 3x in 

TBS/T für insgesamt 30 min gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Membran 

mit den primären Antikörpern, verdünnt im Antikörperpuffer, ÜN bei 4 °C. Am nächsten Tag 

wurde die Membran 3x in TBS/T für insgesamt 30 min gewaschen und anschließend 1 h lang 

mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten sekundären Antikörper, verdünnt in 5 %-ger 

Milch, inkubiert. Danach wurde die Membran 3x in TBS/T für insgesamt 30 min gewaschen. 

Die HRP-Reaktion wurde entweder mit ECL-Reagenz oder mit SuperSignal West Femto Kit 

induziert und die Chemilumineszenz wurde mit dem Gel Doc Device detektiert. Die 

Auswertung erfolgte mit Image Lab Software. 

3.5.4 Immunpräzipitation 

50 µl Protein A SepharoseTM Beads wurden insgesamt 2x mit PBS und 2x mit Lysepuffer 

gewaschen. Zwischen den Waschvorgängen wurde jeweils bei 300 rpm und 4 °C 2 min lang 
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abzentrifugiert und die Überstände vorsichtig abgenommen und verworfen. 500 µg Protein 

wurden für die Präzipitation eingesetzt und auf ein Gesamtvolumen von 750 µl mit 

Lysepuffer aufgefüllt. Die entsprechenden Antikörper wurden in einer Verdünnung von 1:200 

eingesetzt. Die Inkubation erfolgte mit ständiger Überkopf-Drehung ÜN bei 4 °C. Am 

nächsten Tag wurden die Beads insgesamt 2x mit Lysepuffer und 2x mit PBS, wie oben 

beschrieben, gewaschen und die Überstände vorsichtig abgenommen und verworfen. Die 

Elution der Proteine von den Beads erfolgte mit 50 µl 2,5x SDS-Probenpuffer bei 95 °C für 

10 min. Anschließend wurden die Beads bei 8000 rpm für 5 min bei RT abzentrifugiert und 

die Überstände mit den abgelösten Proteinen in frische Gefäße überführt. Die Eluate wurden 

entweder direkt auf das Gel geladen oder bei -20 °C aufbewahrt. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Thymozytenentwicklung in SLy1 KO Mäusen 

Die SLy1 KO Maus zeigt eine reduzierte Zellzahl im Thymus, die auf einer reduzierten 

Thymozytenentwicklung beruht [93]. Um die Ursache für diesen Defekt weiter zu 

entschlüsseln, wurde die OP9-Methode verwendet. Dieses in vitro Differenzierungssystem, 

bestehend aus der Knochenmarks-Stromazelllinie OP9, die den Notch-Liganden Delta-Like-1 

(DL1) auf der Oberfläche exprimiert [94], ermöglicht es über die Interaktion mit dem Notch-

Rezeptor auf den Thymozyten die Entwicklung von DN-Thymozyten zu analysieren. Um eine 

Vergleichbarkeit zu den bereits beschriebenen Ergebnissen [93] zu gewährleisten, wurde 

zunächst die Differenzierung der DN-Thymozyten untersucht. Dazu wurden DN-Thymozyten 

aus SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt und auf die OP9-DL1-Zellen ausgesät. Nach drei 

und sechs Tagen wurden die Thymozyten von den OP9-DL1-Zellen abgespült und mittels 

FACS analysiert (Abb. 5). Wie man deutlich anhand des Verhältnisses von DP- zu DN-

Thymozyten sehen kann, differenzieren die SLy1 KO Thymozyten signifikant langsamer als 

die WT Thymozyten am Tag drei und auch am Tag sechs nach dem Aussäen auf die OP9-

DL1-Zellen. Diese Ergebnisse spiegeln die bereits gezeigte reduzierte 

Thymozytenentwicklung wider [93] und stellen sicher, dass diese Methode erfolgreich im 

Labor etabliert wurde. 
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Abbildung 5: Differenzierung der DN-Thymozyten auf OP9-DL1-Zellen. 

FACS-Analyse der aufgereinigten SLy1 KO und WT DN-Thymozyten nach Aussäen auf OP9-DL1-Zellen, 

dargestellt als Quotient aus DP- zu DN-Thymozyten. Graph zeigt Mittelwert + SEM von n = 6 Mäusen aus zwei 

unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; *** p < 0,001; 

Studentischer t-Test. FACS-Abbildung auf der rechten Seite veranschaulicht die Differenzierung anhand eines 

repräsentativen Individuums pro Genotyp. Zahlen in Quadranten geben die Verteilung von DN (CD4low CD8low), 

DP (CD4high CD8high), SP CD4 (CD4high CD8low) und SP CD8 (CD4low CD8high) Thymozyten wieder. 

 

4.1.1 Thymozytenentwicklung in RAG1-defizienten Mäusen 

Um die Ursache für die Störung der Thymozytenentwicklung in den SLy1 KO Mäusen weiter 

zu untersuchen, wurden RAG1- (recombination-activating gene 1) defiziente Mäuse zur Hilfe 

genommen. Diese wurden mit SLy1 KO Mäusen verpaart und somit eine doppel-KO Maus 

generiert. Das RAG1-Protein ist für die Genumlagerung des TZR verantwortlich [95] und 

somit führt eine RAG1-Defizienz zu einem Entwicklungsstopp der Thymozyten im DN3-

Stadium, da ein funktionaler TZR nicht ausgebildet werden kann.  

Eine Analyse der Thymozytenzahl in SLy1 KO und WT Mäusen (Abb. 6A) lieferte die 

bereits beschriebene verminderte Zellzahl in SLy1 KO Mäusen [93]. Interessanterweise ergab 

die Zellzahlanalyse in SLy1 KO x RAG1 KO und WT x RAG1 KO Mäusen auch eine 

Reduktion der Thymozyten wenn SLy1 fehlte (Abb. 6B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, 

dass die Reduktion der Zellzahl in SLy1 KO Mäusen sich sehr früh in der 

Thymozytenentwicklung manifestiert. Das wird zusätzlich durch die Tatsache bestärkt, dass 

SLy1 in Thymozyten bereits ab dem DN1-Stadium exprimiert wird [93]. 



Ergebnisse 

 

45 

 

Abbildung 6: Thymozyten-Zellzahlen in SLy1 KO und SLy1 KO x RAG1 KO Mäusen. 

Thymozyten von (A) SLy1 KO und WT bzw. (B) SLy1 KO x RAG1 KO und WT x RAG1 KO Mäusen wurden 

gezählt und als Mittelwert + SEM aus n = 5-8 aus drei bis vier unabhängigen Experimenten dargestellt. 

Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; ** p < 0,01; Studentischer t-Test. 

 

Die Proliferation und Differenzierung der DN-Thymozyten ist von einem prä-TZR- und 

einem Notch-Signal abhängig. Nur wenn beide Signale vorliegen, können sich die 

Thymozyten normal entwickeln. Um herauszufinden in welchen Signalweg SLy1 eingreift, 

wurden SLy1 KO x RAG1 KO Mäuse zur Hilfe gezogen. Aufgrund des fehlenden TZR kann 

in diesen Mäusen das prä-TZR-Signal ausgeschlossen werden und der Notch-Signalweg im 

Einzelnen analysiert werden. Ein Notch-Signal ohne prä-TZR-Signal kann allerdings nur das 

Überleben der Zellen sichern. Wenn SLy1 im Notch-Signalweg involviert wäre, würde das 

Fehlen des SLy1 zu einer Unterbrechung führen, die wiederum in einer erhöhten Sterblichkeit 

sichtbar wäre. Um diese Hypothese zu überprüfen wurden die DN-Thymozyten von SLy1 KO 

x RAG1 KO und WT x RAG1 KO auf die OP9-DL1-Zellen ausgesät und die Apoptose an 

den nachfolgenden drei Tagen mittels FACS analysiert (Abb. 7). Die Analyse zeigte eine 

erhöhte Apoptose einen Tag nach dem Aussäen auf die OP9-DL1-Zellen, die in den beiden 

darauffolgenden Tagen jedoch kontinuierlich abnahm. Interessanterweise konnte kein 

Unterschied in der Apoptose zwischen SLy1 KO x RAG1 KO und WT x RAG1 KO 

festgestellt werden. Damit konnte gezeigt werden, dass SLy1 nicht an der Signalübertragung 

von Notch beteiligt ist. 
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Abbildung 7: Apoptose-Analyse in SLy1 KO x RAG1 KO Thymozyten. 

FACS-Analyse der aufgereinigten SLy1 KO x RAG1 KO und WT x RAG1 KO DN-Thymozyten, dargestellt als 

lebende und apoptotische Thymozyten am Tag null bis drei nach Aussäen auf OP9-DL1-Zellen. Graph zeigt 

Mittelwert + SEM von n = 2-5 Mäusen aus zwei unabhängigen Experimenten. FACS-Abbildung auf der rechten 

Seite veranschaulicht die Apoptose anhand eines repräsentativen Individuums pro Genotyp. Zahlen in 

Quadranten geben die Verteilung von lebenden (Annexinlow 7-AADlow), früh apoptotischen  

(Annexinhigh 7-AADlow) und spät apoptotischen (Annexinhigh 7-AADhigh) Thymozyten wieder. 

 

4.1.2 Thymozytenentwicklung in Bcl-2-überexprimierenden Mäusen 

Als eine mögliche Ursache für die reduzierte Thymozytenentwicklung in SLy1 KO Mäusen 

wurde eine erhöhte Apoptose während dem Übergang von DN- zum DP-Stadium postuliert 

[93]. Dementsprechend könnte eine Blockade der Apoptose in SLy1 KO Thymozyten die 

Thymozytenentwicklung wiederherstellen. Um diese Hypothese zu überprüfen wurden Bcl-2-

überexprimierende (TG) Mäuse mit den SLy1 KO Mäusen gekreuzt. Die spezifische 

Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 unter der Kontrolle des vav-Promoters 

erlaubt eine gezielte Analyse des anti-apoptotischen Effekts auf die T-Zellen [96]. 

Zunächst wurden wieder die Zellzahlen im Thymus von SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-

2 TG Mäusen verglichen. Bemerkenswerterweise konnte eine Reduktion der Zellzahl in SLy1 

KO x Bcl-2 TG gegenüber WT x Bcl-2 TG festgestellt werden, die wieder im Zusammenhang 

mit der SLy1-Defizienz stand (Abb. 8). 
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Abbildung 8: Thymozyten-Zellzahlen in SLy1 KO und SLy1 KO x Bcl-2 TG Mäusen. 

Thymozyten von SLy1 KO und WT bzw. SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 TG Mäusen wurden gezählt 

und als Mittelwert + SEM aus n = 4-6 aus drei unabhängigen Experimenten aufgetragen. Sternchen 

verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; Studentischer t-Test. 

 

Um zu überprüfen, ob eine Hemmung der Apoptose den Phänotyp der WT Maus in SLy1 KO 

wiederherstellen kann, wurden DN-Thymozyten von SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 

TG aufgereinigt und auf die OP9-DL1-Zellen ausgesät. Nach drei und sechs Tagen wurden 

die Zellen abgenommen, gezählt und mit FACS analysiert. Interessanterweise konnte eine 

reduzierte Differenzierung von SLy1 KO x Bcl-2 TG Thymozyten im Vergleich zu WT x 

Bcl-2 TG festgestellt werden (Abb. 9A). Diese wurde an einer reduzierten DP- zu DN-Ratio 

an Tag drei und sechs nach OP9-DL1-Inkubation festgemacht. Zusätzlich zu einer reduzierten 

Differenzierung wurde eine erniedrigte Proliferation von SLy1 KO x Bcl-2 TG Thymozyten 

im Vergleich zu WT x Bcl-2 TG bestimmt (Abb. 9B). Somit konnte gezeigt werden, dass die 

Blockade der Apoptose durch eine Überexpression von Bcl-2 die Thymozytenentwicklung in 

SLy1 KO unerwarteter Weise nicht wiederherstellen kann. 
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Abbildung 9: Differenzierung und Expansion der SLy1 KO x Bcl-2 TG Thymozyten. 

FACS-Analyse der aufgereinigten SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 TG DN-Thymozyten nach Aussäen auf 

OP9-DL1-Zellen. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 4-5 Mäusen aus vier unabhängigen Experimenten. 

Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; ** p < 0,01; *** p < 0,001; Studentischer t-Test.  

(A) Differenzierung dargestellt als Quotient aus DP- zu DN-Thymozyten. FACS-Abbildung auf der rechten 

Seite veranschaulicht die Differenzierung anhand eines repräsentativen Individuums pro Genotyp. Zahlen in 

Quadranten geben die Verteilung von DN (CD4low CD8low), DP (CD4high CD8high), SP CD4 (CD4high CD8low) und 

SP CD8 (CD4low CD8high) Thymozyten wieder. (B) Expansion dargestellt als das Vielfache von der ausgesäten 

Zellzahl. 

 

4.2 Infektionsanalysen in SLy1 KO Mäusen 

T-Zellen spielen bekannterweise eine wichtige Rolle während der Immunantwort. Ein gutes 

Infektionsmodell um die angeborene und adaptive Immunantwort zu analysieren ist die 

Infektion mit LM. Untersuchungen mit T-Zell-defizienten SCID (severe combined 

immonodeficiency) Mäusen ergaben eine begünstigte Entwicklung von chronischer Listeriose 

bis hin zu einer erhöhten Sterblichkeit dieser Tiere während der LM-Infektion [30, 97]. In 

SLy1 KO Mäusen wurde eine reduzierte T-Zell-Entwicklung und T-Zell-Proliferation 

festgestellt [92, 93]. Somit ergibt sich die Frage welche Auswirkung eine SLy1-Defizienz in 

T-Zellen auf den Verlauf einer Infektion haben würde. 

4.2.1 LM-Infektion in SLy1 KO Mäusen 

Um die Frage zu beantworten, welche Funktion SLy1 während einer Infektion hat, wurden 

SLy1 KO und WT Mäuse mit dem intrazellulären Bakterium LM i.p. infiziert. Den Mäusen 

wurden drei verschiede Dosen von LM gespritzt und die Überlebensraten während der 
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nächsten zehn Tage bestimmt. Während der Infektion mit der hohen Dosis (10xLD50 

entspricht 5x106 CFU) starben alle infizierten Mäuse spätestens an Tag fünf (Abb. 10A). Im 

Gegensatz dazu überlebten alle infizierten Mäuse eine Infektion mit der niedrigen LM-Dosis 

von 5x104 CFU (0,1xLD50) (Abb. 10B). Interessanterweise starben mit der mittleren LM-

Dosis (1xLD50 entspricht 5x105 CFU) signifikant mehr SLy1 KO Mäuse als WT Kontrolltiere 

(Abb. 10C). Während über 60 Prozent der WT Mäuse die Infektion überlebten, starben alle 

SLy1 KO Mäuse zwischen Tag vier und fünf nach der Infektion.  

 

 

Abbildung 10: LM-Infektion in SLy1 KO Mäusen. 

Kaplan-Meier-Analyse der Überlebensrate der SLy1 KO (rot) und WT (schwarz) Mäuse nach i.p. Infektion mit 

(A) 5x106 CFU (hohe Dosis entspricht 10xLD50), (B) 5x105 CFU (niedrige Dosis entspricht 0,1xLD50) und  

(C) 5x105 CFU (mittlere Dosis entspricht 1xLD50). Darstellung aus zwei bis drei unabhängigen Experimenten 

mit n = 11-22 Mäusen. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; *** p < 0,001; log-rank Mantel-Cox Test. 

 

Dieses Experiment weist auf eine durch die SLy1-Defizienz hervorgerufene Beeinträchtigung 

während dem Übergang von der angeborenen zur adaptiven Immunantwort hin. Um die 

Ursache für die erhöhte Sterblichkeit von den SLy1 KO Mäusen näher zu untersuchen, wurde 

in den nachfolgenden Experimenten eine niedrige LM-Dosis (0,1xLD50 entspricht 5x104 

CFU) verwendet. 
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4.2.2 Analyse des angeboren Immunsystems 

Um auszuschließen, dass ein Defekt in der angeborenen Immunantwort für die erhöhte 

Sterblichkeit in den SLy1 KO Mäusen verantwortlich ist, wurden zunächst die wichtigsten 

Parameter des angeborenen Immunsystems angeschaut. LM induziert die eigene Phagozytose 

durch nicht aktivierte Makrophagen, die daraufhin Zytokine, wie IL-12 und TNFα 

produzieren [33]. Um die Aktivierung von Makrophagen zu analysieren, wurden SLy1 KO 

und WT Mäuse mit LM infiziert und die Serum-Zytokinlevel mittels ELISA am Tag eins und 

zwei nach Infektion bestimmt. Es konnte ein deutlicher Anstieg des IL-12 im Serum 

festgestellt werden, welcher das Maximum bereits einen Tag nach der LM-Infektion erreichte 

(Abb. 11A). Gleichzeitig wurde ein Anstieg der TNFα mRNA-Expression in Splenozyten 

detektiert, der ebenfalls 24 Stunden nach der Infektion maximal war (Abb. 11B). Der Anstieg 

beider Parameter deutet auf eine schnelle und vollständige Aktivierung der Makrophagen 

während der LM-Infektion hin. Allerdings konnte zwischen SLy1 KO und WT Mäusen kein 

Unterschied in der Makrophagen-Aktivierung ausgemacht werden, da beide Parameter 

zwischen den Genotypen vergleichbar waren. 

 

 

Abbildung 11: Analyse der Makrophagen-Aktivierung. 

Die angeborene Immunantwort in nicht infizierten (Tag 0) und LM-infizierten (Tag eins und zwei nach 

Infektion) SLy1 KO und WT Mäusen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von n = 6-8 aus zwei unabhängigen 

Experimenten. (A) ELISA-Analyse der IL-12p70 Serum-Konzentration. (B) TNFα mRNA-Expressionsanalyse 

in Splenozyten mittels qPCR. 
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Während der LM-Infektion führt der IL-12- und TNFα-Ausstoß zur Aktivierung von NK-

Zellen, die im Gegenzug große Mengen an IFNγ produzieren [30]. IFNγ regt dann wiederum 

die Makrophagen zur Produktion von bakterizidem NO und ROS an [98]. Deswegen wurden 

zusätzlich die Aktivität der NK-Zellen und die IFNγ-Produktion überprüft. In der Tat konnte 

bereits einen Tag nach der LM-Infektion ein deutlicher Anstieg von IFNγ-positiven Zellen 

festgestellt werden (Abb. 12A). Jedoch waren am Tag eins nach der Infektion in SLy1 KO 

Mäusen genau so viele NK-Zellen IFNγ-positiv wie in WT Mäusen (Abb. 12B). Um zu 

überprüfen, ob die gleichwertig aktivierten NK-Zellen auch gleiche Mengen an IFNγ 

produzieren, wurden IFNγ-Zytokinlevel im Serum gemessen (Abb. 12C). Wie bereits für die 

Makrophagen beschrieben, stieg die IFNγ-Produktion deutlich nach der Infektion an und 

erreichte das Maximum nach einem Tag. Wieder konnte kein signifikanter Unterschied in der 

IFNγ-Produktion zwischen SLy1 KO und WT Mäusen bestimmt werden. 

 

 

Abbildung 12: Analyse der NK-Zellen-Aktivierung. 

Die angeborene Immunantwort in nicht infizierten (Tag 0) und LM-infizierten (Tag eins und zwei nach Infektion 

(pi = nach Infektion)) SLy1 KO und WT Mäusen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von n = 6-8 aus zwei 

unabhängigen Experimenten. (A) IFNγ-Expression von NK-Zellen (definiert als CD3- NK1.1+ Lymphozyten) am 

Beispiel eines infizierten Individuums einen Tag nach der Infektion verglichen mit einer repräsentativen nicht 

infizierten Kontrolle. (B) Quantifizierung von IFNγ-positiven SLy1 KO und WT NK-Zellen einen Tag nach der 

Infektion, gemessen mit FACS. (C) IFNγ-Serumkonzentration gemessen mit ELISA. 
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Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dass das angeborene Immunsystem die 

maximale Aktivität bereits 24 Stunden nach der Infektion erreicht, was auf eine schnelle und 

vollständige Aktivierung hindeutet. Allerdings wurde keine Beeinträchtigung in SLy1 KO 

Mäusen beobachtet. 

4.2.3 Differenzierung der T-Zellen des adaptiven Immunsystems 

Da in der Immunantwort des angeborenen Immunsystems kein Defekt in SLy1 KO Tieren 

festgestellt werden konnte, wurde nachfolgend die adaptive Immunantwort analysiert. Sobald 

das angeborene Immunsystem die LM-Ausbreitung unter Kontrolle hat, greift das adaptive 

Immunsystem ein, befreit den Organismus von dem Bakterium und sorgt für eine lebenslange 

Immunität. Dafür verantwortlich sind CD4+ und CD8+ T-Zellen, wobei den CD8+ T-Zellen 

eine größere Rolle zugeschrieben wird [99]. Um die Aktivierung der CD8+ T-Zellen zu 

analysieren, wurde die Expression der Oberflächenmarker CD44 und CD62L mittels FACS 

angeschaut. Diese Marker eignen sich besonders gut um zwischen naiven (CD44low 

CD62Lhigh), Gedächtnis (CD44high CD62Lhigh) und zytotoxischen (CD44high CD62Llow) CD8-

Subpopulationen zu unterscheiden. Bereits am Tag vier nach der Infektion zeigten die CD8+ 

T-Zellen eine starke Ausdifferenzierung zu zytotoxischen CD8+ T-Zellen, die am Tag sechs 

nach der Infektion 60 Prozent der gesamten CD8-Population ausmachten (Abb. 13A). 

Allerdings konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen CD8-Subpopulationen in SLy1 

KO und WT Mäusen sowohl an Tag vier als auch an Tag sechs nach der Infektion festgestellt 

werden (Abb. 13B). 
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Abbildung 13: Differenzierung der CD8+ T-Zellen des adaptiven Immunsystems. 

(A) Differenzierung der CD8+ T-Zellen (definiert als CD3+ CD8+ Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten 

Individuums vier und sechs Tage nach der Infektion verglichen mit einer repräsentativen nicht infizierten 

Kontrolle. Zahlen in Quadranten geben die Verteilung von naiven (CD44low CD62Lhigh), Gedächtnis (CD44high 

CD62Lhigh) und zytotoxischen (CD44high CD62Llow) CD8-Subpopulationen wieder. (B) Quantitative Auswertung 

der differenzierten CD8+ T-Zellen in SLy1 KO und WT Mäusen vier und sechs Tage nach der Infektion, 

gemessen mit FACS. Der Graph zeigt Mittelwerte + SEM von n = 6 Mäusen aus zwei unabhängigen 

Experimenten. 

 

Zusätzlich dazu wurde die Differenzierung von CD4+ T-Zellen angeschaut. Dazu wurde die 

Expression des TH1-typischen Transkriptionsfaktors T-bet [100] mittels FACS analysiert. 

Sieben Tage nach der Infektion zeigen die CD4+ T Zellen einen deutlichen Anstieg der T-bet-

Expression verglichen mit nicht infizierten CD4+ T-Zellen (Abb. 14A). Jedoch wurde 

wiederum kein Unterschied zwischen SLy1 KO und WT bestimmt  

(Abb. 14B). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die T-Zell-Differenzierung in SLy1 KO 

wie in WT Mäusen gleichwertig verläuft. 
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Abbildung 14: Differenzierung der CD4+ T-Zellen des adaptiven Immunsystems. 

(A) Differenzierung der CD4+ T-Zellen (definiert als CD3+ CD4+ Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten 

Individuums sieben Tage nach der Infektion verglichen mit einer repräsentativen nicht infizierten Kontrolle.  

(B) Quantitative Auswertung der differenzierten CD4+ T-Zellen in SLy1 KO und WT Mäusen sieben und zehn 

Tage nach der Infektion, gemessen mit FACS. Der Graph zeigt Mittelwerte + SEM von n = 6 Mäusen aus zwei 

unabhängigen Experimenten. 

 

4.2.4 Reduzierte Proliferation von SLy1 KO T-Zellen 

Differenzierte T-Zellen erfahren während der LM-Infektion eine starke klonale Expansion, 

die für einen massiven Pool an LM-spezifischen T-Zellen sorgt [101, 102]. In der Tat konnte 

sechs Tage nach der Infektion eine deutliche Erhöhung der absoluten T-Zellen im Vergleich 

zum Tag vier nach der Infektion festgestellt werden (Abb. 15A). Interessanterweise waren die 

T-Zell-Zahlen in SLy1 KO Mäusen sowohl an Tag vier als auch an Tag sechs nach der 

Infektion im Vergleich zu WT Kontrollen signifikant reduziert (Abb. 15A), während die 

relative Verteilung von CD4+ und CD8+ T-Zellen unverändert zwischen den beiden 

Genotypen blieb (Abb. 15B).  
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Abbildung 15: T-Zell-Zahlanalyse nach der LM-Infektion. 

(A) Zellzahlanalyse der T-Zellen aus der Milz von SLy1 KO und WT Mäusen vier und sechs Tage nach der LM-

Infektion. Graph zeigt Mittelwert + SEM von n = 5 Mäusen aus drei unabhängigen Experimenten. Sternchen 

verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; Studentischer t-Test. (B) Relative Verteilung von CD4+ und 

CD8+ T-Zellen an Tag vier und sechs nach der Infektion gemessen mit FACS. Graph zeigt Mittelwert + SEM 

von n = 5-6 Mäusen aus zwei unabhängigen Experimenten. 

 

Die Apoptose in T-Lymphozyten während einer LM-Infektion ist ein gut beschriebenes 

Phänomen [103]. Obwohl die genaue Ursache noch nicht bekannt ist, wird vermutet dass die 

Apoptose durch IFNαβ gesteuert wird und für eine Selektion zwischen LM-spezifischen und 

nicht spezifischen T-Zellen sorgt. Dabei wird in nicht spezifischen T-Zellen die Apoptose 

induziert, um die Expansion der LM-spezifischen T-Zellen zu ermöglichen [104, 105]. Um zu 

untersuchen, ob die Reduktion der T-Zellen-Zahlen in SLy1 KO durch eine erhöhte 

Apoptoserate bedingt war, wurden SLy1 KO und WT Mäuse infiziert und die Apoptose sechs 

Tage nach der Infektion gemessen. In der Tat konnte eine erhöhte Apoptose (Annexinhigh) 

sechs Tage nach der Infektion detektiert werden (Abb. 16A). Allerdings bestand zwischen 

SLy1 KO und WT Mäusen kein Unterschied in den lebenden (Annexinlow 7-ADDlow) und 

apoptotischen (Annexinhigh) T-Zellen sechs Tage nach der Infektion (Abb. 16B).  
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Abbildung 16: Apoptoseanalyse der T-Zellen. 

(A) Apoptoseanalyse von T-Zellen am Beispiel eines infizierten Individuums sechs Tage nach der Infektion 

verglichen mit einer repräsentativen nicht infizierten Kontrolle. (B) Quantitative Auswertung von lebenden 

(Annexinlow 7-AADlow) und apoptotischen (Annexinhigh 7-AADlow für frühe Apoptose und Annexinhigh 7-AADhigh 

für späte Apoptose) SLy1 KO und WT T-Zellen sechs Tage nach der Infektion, gemessen mit FACS. Graph 

zeigt Mittelwert + SEM von n = 5-7 Mäusen aus zwei unabhängigen Experimenten. 

 

Als weitere mögliche Ursache für die T-Zell-Zahlreduktion in SLy1 KO Tieren wurde die 

Expansion der T-Zellen näher analysiert. Es ist bekannt, dass die CD8+ T-Zellen schneller als 

die CD4+ T-Zellen expandieren und für die frühe Abwehr während der adaptiven 

Immunantwort verantwortlich sind [99]. Tatsächlich konnte ein Anstieg in der Proliferation, 

gemessen als Expression des Proliferationsmarkers Ki-67, von den CD8+ T-Zellen bereits vier 

Tage nach der Infektion detektiert werden. Interessanterweise wurde eine reduzierte 

Proliferation in den CD8+ T Zellen der SLy1 KO Mäuse verglichen mit den WT Mäusen 

beobachtet. Diese Reduktion war bereits ab Tag vier signifikant sichtbar und deutlich 

ausgeprägt am Tag sechs nach der Infektion (Abb. 17A). 

CD4+ T-Zellen expandieren später während der adaptiven Immunantwort und sind für die 

späte Abwehr und die vollständige Elimination des Bakteriums verantwortlich [99]. 

Entsprechend dazu wurde die Proliferation von den CD4+ T-Zellen erst am Tag sechs nach 

der Infektion detektiert. Auch diese war in SLy1 KO T-Zellen verglichen mit WT T-Zellen 

signifikant reduziert (Abb. 17B).  
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Abbildung 17: Expansionsanalyse der CD4+ und CD8+ T-Zellen. 

FACS-Analyse der Ki-67 Expression in CD8+ T-Zellen (A) und CD4+ T-Zellen (B) an Tag vier und sechs nach 

Infektion. Histogramme zeigen jeweils ein repräsentatives Individuum pro Genotyp (SLy1 KO = rote Linie, WT 

= schwarze Linie und Isotyp = grau gefülltes Histogramm). Die Graphen in (A) und (B) zeigen den Mittelwert  

+ SEM von n = 6 Mäusen aus zwei unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen statistische 

Signifikanz; ** p < 0,01; Studentischer t-Test. 

 

Um festzustellen ob die reduzierten T-Zell-Zahlen in SLy1 KO Mäusen für die erhöhte 

Sterblichkeit in diesen Mäusen verantwortlich sind, wurden die Bakterientiter bestimmt. Dazu 

wurden SLy1 KO und WT Mäuse mit einer mittleren Dosis LM (1xLD50) infiziert und die 

koloniebildenden Einheiten (CFU) an Tag zwei und vier gezählt. Interessanterweise zeigten 

die SLy1 KO Mäuse im Vergleich zu den WT Kontrollen sowohl in der Milz als auch in der 

Leber signifikant erhöhte CFU am Tag vier nach der Infektion (Abb. 18A und B). 
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Abbildung 18: Bakterientiterbestimmung nach LM-Infektion. 

CFU-Bestimmung in der Milz (A) und Leber (B) von SLy1 KO und WT Mäusen an Tag zwei und vier nach 

einer 1xLD50 LM-Infektion. Die i.p.-gespritzte LM-Menge ist auf der y-Achse dargestellt. Graphen zeigen 

Mittelwert ± SEM von n = 8-15 Mäusen aus drei unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen 

statistische Signifikanz; *p < 0,05; ** p < 0,01; Studentischer t-Test. 

 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die LM-induzierte Expansion von T-Zellen 

in den SLy1 KO Mäusen deutlich langsamer verläuft. Dadurch entsteht ein kleinerer Pool an 

LM-spezifischen T-Zellen der nur unzureichend Schutz gegen das Wachstum der Bakterien 

bietet. Eine verminderte Proliferation der T-Zellen wurde als eine mögliche Ursache für die 

reduzierte Expansion in den SLy1 KO T-Zellen identifiziert, während eine erhöhte Apoptose 

ausgeschlossen werden konnte. 

 

4.3 Ex vivo Untersuchungen mit SLy1 KO T-Zellen 

Um die Ursache für die reduzierte Proliferation der SLy1 KO T-Zellen näher zu untersuchen, 

wurden ex vivo Analysen durchgeführt. Als erstes wurde die reduzierte Proliferation, die 

während der LM-Infektion beobachtet wurde, in den ex vivo Untersuchungen bestätigt. Dazu 

wurden T-Zellen von SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt, mit anti-CD3/CD28 stimuliert 

und mittels FACS ausgewertet. Eine reduzierte Expansion in den SLy1 KO T-Zellen konnte 

nach 48 Stunden Stimulation durch eine signifikant verminderte Ki-67-Expression bestätigt 

werden (Abb. 19). 
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Abbildung 19: Ex vivo Ki-67-Proliferationsanalyse. 

FACS-Analyse der Ki-67-Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 

Stimulation. Histogramme zeigen jeweils ein repräsentatives Individuum pro Genotyp (SLy1 KO = rote Linie, 

WT = schwarze Linie und Isotyp = grau gefülltes Histogramm). Graph zeigt Mittelwert + SEM von n = 6 

Mäusen aus drei unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; ** p < 0,01; 

Studentischer t-Test.  

 

Zusätzlich zur Messung der Ki-67-Expression wurde die Proliferationshemmung in SLy1 KO 

T-Zellen mittels CFSE-Verdünnungsmethode bestimmt. Dazu wurden T-Zellen von SLy1 KO 

und WT Mäusen aufgereinigt, mit CFSE angefärbt und mit anti-CD3/CD28 stimuliert. Die 

Messung der CFSE-Verdünnung am FACS ergab signifikant weniger proliferierende SLy1 

KO T-Zellen verglichen mit WT Kontrollen sowohl 48 als auch 72 Stunden Stimulation (Abb. 

20).  

 

Abbildung 20: Ex vivo CFSE-Proliferationsanalyse. 

FACS-Analyse der CFSE-Verdünnung in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 

Stimulation. Histogramme zeigen jeweils ein repräsentatives Individuum pro Genotyp (SLy1 KO = rote Linie, 

WT = schwarze Linie). Zahlen geben den prozentualen Anteil an sich teilenden T-Zellen an. Graph zeigt 

Mittelwert + SEM von n = 4-6 Mäusen aus drei unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen 

statistische Signifikanz; *p < 0,05; Studentischer t-Test.  
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4.3.1 IL-2/IL-2R-Signaltransduktion in SLy1 KO T-Zellen 

Der IL-2/IL-2R-Signalweg spielt eine wichtige Rolle während der T-Zell-Proliferation. Die 

Aktivierung der T-Zellen durch den TZR und kostimulatorische Rezeptoren wie CD28 führen 

zur Produktion von IL-2 und zur Expression des IL-2R. Das freigesetzte IL-2 bindet an den 

IL-2R und startet so eine Signalkaskade die für die T-Zell-Proliferation und die 

Effektorfunktionen von aktivierten T-Zellen sorgt [106]. Um herauszufinden, ob der  

IL-2/IL-2R-Signalweg in SLy1 KO T-Zellen gestört ist und somit zu einer reduzierten 

Proliferation führt, wurden T-Zellen von SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt, mit anti-

CD3/CD28 stimuliert und die IL-2-mRNA sowie die IL-2Rα (CD25) Hochregulation 

analysiert. Die IL-2 mRNA war 24 Stunden nach der Stimulation tatsächlich stark erhöht 

(Abb. 21A). Zum gleichen Zeitpunkt zeigten fast 100 Prozent der T-Zellen eine IL-2Rα 

(CD25) Hochregulation (Abb. 21B). Beide Parameter zeigen deutlich, dass die IL-2/IL-2R-

Signalkaskade vollständig aktiviert ist, allerdings konnte kein Unterschied zwischen SLy1 

KO und WT Zellen festgestellt werden. Somit kann man eine gestörte IL-2/IL-2R-

Signalkaskade als Ursache für die reduzierte Proliferation in SLy1 KO T-Zellen ausschließen. 

 

 

Abbildung 21: Analyse der IL-2/IL-2R-Signaltransduktion. 

(A) IL-2 mRNA-Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation. 

Graph zeigt Mittelwert + SEM von n = 6 aus drei unabhängigen Experimenten. (B) FACS-Analyse der IL-2Rα 

(CD25) Hochregulation 24 Stunden nach anti-CD3/CD28 Stimulation. Graph zeigt Mittelwert + SEM von n = 4 

aus zwei unabhängigen Experimenten. 
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4.3.2 Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen in SLy1 KO T-Zellen 

Als nächstes wurde der Zellzyklus der T-Zellen nach TZR-Stimulation detaillierter 

untersucht. Dazu wurden die T-Zellen von den SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt, mit 

anti-CD3/CD28 stimuliert und die Zellzyklusverteilung mittels FACS analysiert. Die 

Messung der Zellverteilung in G0-G1- (BrdUlow 7-AADlow), S- (BrdUhigh 7-AADhigh) und G2-

M-Phase (BrdUlow 7-AADhigh) vor der Stimulation (0h) ergab gleiche Ausgangspunkte in 

SLy1 KO und WT T-Zellen (Abb. 22). Aber bereits 24 Stunden nach TZR-Stimulation waren 

signifikant weniger SLy1 KO T-Zellen in der S-Phase im Vergleich zu WT Kontrollen. Die 

Analyse nach 48 Stunden Stimulation zeigte den gleichen Verlauf. Nach 72 Stunden 

Stimulation befanden sich signifikant mehr WT T-Zellen bereits in der G0-G1- und G2-M-

Ruhephase, während der Großteil der SLy1 KO T-Zellen sich noch immer in der S-Phase 

aufhielt. 
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Abbildung 22: Zellzyklusanalyse in T-Zellen. 

Aufgereinigte T-Zellen von SLy1 KO und WT Mäusen wurden mit anti-CD3/CD28 stimuliert und die 

Zellverteilung in G0-G1- (BrdUlow 7-AADlow), S- (BrdUhigh 7-AADhigh) und G2-M-Phase (BrdUlow 7-AADhigh) 

mit FACS gemessen. Die FACS-Abbildungen zeigen jeweils ein repräsentatives Individuum pro Genotyp. Die 

Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 6 Mäusen aus drei unabhängigen Experimenten. Sternchen 

verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; Studentischer t-Test. 
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Um die Ursache für die gehemmte Zellzyklusprogression in SLy1 KO T-Zellen zu 

identifizieren, wurde die Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen analysiert. Dazu 

wurden die T-Zellen von den SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt, mit anti-CD3/CD28 

stimuliert und die Expression von p130 und p27, zwei wichtigen Zellzyklusinhibierenden 

Genen der Rb- und Cip/Kip-Familie [68], analysiert. Interessanterweise konnte eine erhöhte 

Expression von p130 und p27 sowohl auf mRNA- (Abb. 23A und B) als auch auf Protein-

Ebene (Abb. 23C) in den SLy1 KO T-Zellen im Vergleich zu WT Kontrollen beobachtet 

werden. 

 

 

Abbildung 23: Expressionsanalyse von p130 und p27. 

(A) p130 und (B) p27 mRNA-Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 

Stimulation. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 6 aus drei unabhängigen Experimenten.  

(C) Repräsentativer Western Blot der p130 und p27 Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen 

nach anti-CD3/CD28 Stimulation. ß-Aktin dient als Ladekontrolle. Quantitative Auswertung der p130 und p27 

Expression zeigt Mittelwert + SEM von n = 4 aus vier unabhängigen Experimenten. Sternchen verdeutlichen 

statistische Signifikanz; *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; Studentischer t-Test. 
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Ein weiterer interessanter Befund wurde für zwei andere Zellzyklusinhibierende Gene der 

Ink4-Familie, p16 und p18 [107], nach anti-CD3/CD28-Stimulation festgestellt. Beide zeigten 

eine vergleichbare Expression in SLy1 KO und WT T-Zellen im Verlauf der gesamten 

Proliferation (Abb. 24). 

 

 

Abbildung 24: Expressionsanalyse von p16 und p18. 

P16 und p18 mRNA-Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28-

Stimulation. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 6 aus drei unabhängigen Experimenten.  

 

Somit scheint eine Inhibierung des Zellzyklus durch eine erhöhte Expression von 

Zellzyklusinhibierenden Genen der Grund für die reduzierte Proliferation in SLy1 KO T-

Zellen zu sein. Interessanterweise ist diese Inhibierung spezifisch durch eine erhöhte 

Expression von p130 und p27 in SLy1 KO Zellen reguliert, während andere inhibierende 

Zellzyklusgene, wie p16 und p18, in ihrer Expression in SLy1 KO T-Zellen unverändert sind. 

4.3.3 Unveränderte Foxo1- und Foxo3-Expression in SLy1 KO T-Zellen 

Um den Grund für die unterschiedliche Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen zu 

entschlüsseln, wurde die Regulation dieser Gene genauer angeschaut. P130 und p27 zählen 

interessanterweise zu den Zielgenen der Transkriptionsfaktorfamilie der Foxo-Proteine [44, 

45], während p16 und p18 über andere Faktoren reguliert werden [107]. Beide Mitglieder der 

Familie, Foxo1 und Foxo3, regulieren die Expression von p130 und p27. Um festzustellen ob 

die veränderte p130- und p27-Expression in SLy1 KO Mäusen auf einer veränderten Foxo1- 

oder Foxo3-Expression während der TZR-Stimulation beruht, wurden T-Zellen von SLy1 KO 

und WT Mäusen aufgereinigt, mit anti-CD3/CD28 stimuliert und die mRNA-Level gemessen. 
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Es konnte jedoch kein Unterschied in der mRNA-Expression sowohl für Foxo1 (Abb. 25A) 

als auch für Foxo3 (Abb. 25B) zwischen SLy1 KO und WT T-Zellen ausgemacht werden. 

 

 

Abbildung 25: Genexpression von Foxo-Proteinen. 

(A) Foxo1 und (B) Foxo3 mRNA-Expression in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-

CD3/CD28 Stimulation. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 6 aus drei unabhängigen Experimenten.  

 

4.3.4 Eine beschleunigte Foxo1-Dephosphorylierung in SLy1 KO T-Zellen 

Nach der TZR-Stimulation werden Foxo-Proteine von der Kinase Akt an drei verschiedenen 

Stellen phosphoryliert. An das phosphorylierte Foxo binden 14-3-3-Proteine und induzieren 

einen Export aus dem Nukleus in Richtung Zytoplasma [42, 108]. Dieser Export führt zu 

einer verminderten transkriptionellen Aktivität des Foxo-Proteins die wiederum zu einem 

Zellzyklusprogress der Zelle führt. Als nächstes erfolgt eine Degradierung [109, 110] oder 

Dephosphorylierung des zytoplasmatischen Foxo-Proteins und eine Rückkehr in den Nukleus 

[56]. Um festzustellen, ob eine veränderte posttranslationale Regulation der Foxo-Proteine für 

die reduzierte Proliferation von SLy1 KO T-Zellen verantwortlich ist, wurden T-Zellen von 

SLy1 KO und WT Mäusen aufgereinigt, mit anti-CD3/CD28 stimuliert und die 

Phosphorylierung mittels Western Blot gemessen. Dadurch dass Foxo1- und Foxo3-Proteine 

auf die gleiche Art und Weise reguliert werden, wurde die Phosphorylierung beider Proteine 

analysiert. Für Foxo3 konnte keine unterschiedliche Phosphorylierung in SLy1 KO und WT 

Mäusen sowohl nach 20 Minuten als auch nach 60 Minuten Stimulation beobachtet werden 

(Abb. 26A und B). 
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Abbildung 26: Foxo3-Phosphorylierungsanalyse. 

(A) Repräsentativer Western Blot von Foxo3-Phosphorylierung (p = phospho) in aufgereinigten SLy1 KO und 

WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation für 20 und 60 Minuten. ß-Aktin dient als Ladekontrolle.  

(B) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM von n = 9 aus drei unabhängigen Experimenten, dargestellt 

als Verhältnis von phosphoryliertem Foxo3 zum Foxo3-Gesamtprotein. 

 

Interessanterweise wurde eine reduzierte Foxo1-Phosphorylierung in SLy1 KO T-Zellen nach 

60 Minuten TZR-Stimulation festgestellt (Abb. 27A). Aufgrund der identischen Foxo1-

Phosphorylierung nach 20 Minuten TZR-Stimulation in SLy1 KO und WT T-Zellen, deutet 

eine Abnahme der Foxo1-Phosphorylierung nach 60 Minuten auf eine beschleunigte 

Dephosphorylierung des Foxo1-Proteins in SLy1 KO T-Zellen hin. Die Möglichkeit, dass die 

Abnahme der Foxo1-Phosphorylierung durch eine gestörte Akt-Phosphorylierung verursacht 

wurde, konnte ausgeschlossen werden, da diese während der gesamten Stimulationszeit in 

SLy1 KO und WT T-Zellen vergleichbar blieb (Abb. 27A). Zusätzlich konnte eine 

Degradierung des Foxo1-Proteins nach 60 Minuten Stimulation als Ursache für die reduzierte 

Phosphorylierung in SLy1 KO T-Zellen ausgeschlossen werden, da die Foxo1-Proteinlevel 

sowohl in SLy1 KO als auch in WT T-Zellen vergleichbar waren (Abb. 27A). Eine 

quantitative Auswertung der Foxo1- und Akt-Phosphorylierung ist in Abb. 27B und C 

dargestellt. 
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Abbildung 27: Foxo1-Phosphorylierungsanalyse. 

(A) Repräsentativer Western Blot von Foxo1- und Akt-Phosphorylierung in aufgereinigten SLy1 KO und WT T-

Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation für 20 und 60 Minuten. ß-Aktin dient als Ladekontrolle.  

(B) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM von n = 9 aus drei unabhängigen Experimenten, dargestellt 

als Verhältnis von phosphoryliertem Foxo1 zum Foxo1-Gesamtprotein. Sternchen verdeutlichen statistische 

Signifikanz; ** p < 0,01; Studentischer t-Test. (C) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM von n = 9 aus 

drei unabhängigen Experimenten, dargestellt als Verhältnis von phosphoryliertem Akt zum Akt-Gesamtprotein. 

 

Um die Aussage zu überprüfen, dass eine beschleunigte Dephosphorylierung die Ursache für 

die reduzierte Foxo1-Phosphorylierung in stimulierten SLy1 KO T-Zellen ist, wurden T-

Zellen von SLy1 KO und WT Tieren erneut aufgereinigt, stimuliert und anschließend nach 

Nukleus und Zytoplasma fraktioniert. Wie erwartet, konnte nach 20 Minuten TZR-

Stimulation der Export des Foxo1-Proteins vom Nukleus ins Zytoplasma beobachtet werden 

(Abb. 28A). Der nukleäre Export war vollständig intakt in SLy1 KO T-Zellen, da das 

Verhältnis zwischen der Proteinmenge in Nukleus und Zytoplasma nach 20 Minuten TZR-

Stimulation in SLy1 KO und WT Zellen vergleichbar war. Allerdings konnte nach 60 

Minuten Stimulation wesentlich weniger Foxo1-Protein im Zytoplasma und gleichzeitig mehr 

Foxo1-Protein im Nukleus der SLy1 KO T-Zellen im Vergleich zu WT Zellen detektiert 

werden. Eine quantitative Auswertung der subzellulären Verteilung der Foxo1-Proteine ist in 

Abb. 28B dargestellt.  
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Abbildung 28: Lokalisationsanalyse von Foxo1. 

(A) Repräsentativer Western Blot von Foxo1-Lokalisation im Nukleus (N) und Zytoplasma (Z) von 

aufgereinigten SLy1 KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation für 20 und 60 Minuten. Lamin A/C 

und GAPDH dienten als Kontrollen der Fraktionierung. (B) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM 

von n = 8 aus vier unabhängigen Experimenten, dargestellt als Verhältnis des zytoplasmatischen Foxo1-

Proteingehalts zum nukleären Foxo1-Proteingehalt. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; 

Studentischer t-Test. 

 

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass Foxo1 nach TZR-Stimulation von Akt phosphoryliert 

wird und anschließend den Nukleus verlässt. Jedoch erfolgt der nukleäre Rücktransport von 

Foxo1 in SLy1 KO T-Zellen schneller als in den WT Kontrollen. Dieser vorzeitige 

Rückeintritt in den Nukleus beruht folglich auf einer beschleunigten Dephosphorylierung der 

Foxo1-Proteine. 

4.3.5 Interaktionsanalyse zwischen SLy1 und Foxo1 

Wie bereits oben beschrieben, wird Foxo1 nach TZR-Stimulation phosphoryliert und im 

Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen aus dem Nukleus exportiert [42]. Aus den Vorarbeiten 

von Bernhard Reis ist bekannt, dass SLy1 nach TZR-Stimulation ebenfalls aus dem Nukleus 

ins Zytoplasma wandert und dieser Export auch phosphorylierungsabhängig erfolgt 

(Doktorarbeit Reis). Interessanterweise entsteht durch die Phosphorylierung von SLy1 am 

Ser27 eine putative 14-3-3 Bindestelle (Doktorarbeit Reis). Tatsächlich konnte in weiteren 

Arbeiten für SLy1 eine Interaktion mit 14-3-3-Proteinen beobachtet werden (Doktorarbeit 

Brandt). Beide Proteine, Foxo1 und SLy1, zeigen einen ähnlichen Regulationsverlauf und 

gleichzeitig führt eine SLy1-Deletion zur Fehlregulation des Foxo1-Proteins, womit sich die 

Frage ergibt, ob SLy1 mit Foxo1 interagiert. Um diese Frage zu beantworten wurden Ko-
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Immunpräzipitationsanalysen (Ko-IP) durchgeführt. Dazu wurden Foxo1-HA- und SLy1-

myc-Plasmide in HEK-Zellen ko-transfiziert. Nach der Zelllyse erfolgte die Ko-IP mit anti-

HA- bzw. anti-myc-gekoppelter Protein-A-Sepharose mit anschließender Analyse im Western 

Blot. Leider konnte weder für das HA-gebundene Foxo1 eine Interaktion mit SLy1  

(Abb. 29A) noch für das myc-gebundene SLy1 eine Interaktion mit Foxo1 (Abb. 29B) 

bestimmt werden. Somit kann man schlussfolgern, dass die SLy1-abhängige Regulation des 

Transkriptionsfaktors Foxo1 nicht über eine direkte Bindung sondern über einen komplexeren 

Mechanismus erfolgt.  

 

 

Abbildung 29: Interaktionsanalyse von SLy1 mit Foxo1. 

Western Blot Analyse des Proteingehalts an HA-gekoppelten Foxo1 (A) und myc-gekoppelten SLy1 (B). Die 

Präzipitation erfolgte mit anti-HA und anti-myc Antikörpern. Negativkontrolle (-Kontr.): Präzipitation ohne 

Antikörper. Ladekontrolle (-): Proteinlysat ohne Präzipitation. 

 

Zusammenfassend kann man nun sagen, dass die erhöhte Anfälligkeit der SLy1 KO Mäuse 

gegenüber LM auf einer reduzierten Proliferation der T-Zellen des adaptiven Immunsystems 

beruht. Die gehemmte Expansion hat zur Folge, dass der SLy1 KO Maus ein kleinerer Pool 

an LM-spezifischen T-Zellen zur Verfügung steht, welcher besonders in der frühen Phase der 

Infektion von entscheidender Bedeutung ist. Die inhibierte Proliferation erfolgte aufgrund 

einer erhöhten Expression der Zellzyklusinhibierenden Gene p130 und p27 in SLy1 KO T-

Zellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Expressionserhöhung durch eine 

Fehlregulation des Transkriptionsfaktors Foxo1 verursacht wurde. Während der nukleäre 

Export von Foxo1 in beiden Genotypen vergleichbar ablief, erfolgte der Wiedereintritt in den 

Nukleus in SLy1 KO T-Zellen früher als in WT Kontrollen. Dadurch konnte Foxo1 seine 
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transkriptionelle Aktivität in SLy1 KO T-Zellen früher als in WT T-Zellen wieder aufnehmen 

und so für eine erhöhte Expression der Zielgene p130 und p27 sorgen. 

 

4.4 Untersuchung des Proliferationsdefekts in SLy1 KO Thymozyten 

Die reifen T-Zellen der SLy1 KO Maus zeigen eine Foxo1-bedingte Reduktion der 

Proliferation durch eine erhöhte Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen p130 und 

p27. Da in vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde, dass auch die Thymozyten der SLy1 KO 

Maus einen Defekt in der Proliferation und einen damit einhergehenden Defekt in der 

Entwicklung aufweisen [93], stellt sich die Frage ob diese Proliferationsblockade auch über 

Foxo1 gesteuert ist. 

4.4.1 Expressionsanalyse der Zellzyklus-Gene im Thymus 

Um herauszufinden ob Foxo-Proteine am Proliferationsdefekt in SLy1 KO Thymozyten 

beteiligt sind, wurden zunächst die Zellzyklusinhibierenden Gene p130 und p27 untersucht. 

Dazu wurden Thymozyten aus SLy1 KO und WT Mäusen isoliert und mittels qPCR 

analysiert. Die Expressionsanalyse ergab sowohl für p130 (Abb. 30A) als auch für p27  

(Abb. 30B) signifikant erhöhte mRNA-Level in SLy1 KO Thymozyten verglichen mit WT 

Kontrollen. 

 

 



Ergebnisse 

 

71 

 

Abbildung 30: Expressionsanalyse von p130 und p27. 

(A) p130 und (B) p27 mRNA-Expression in SLy1 KO und WT Thymozyten. Graphen zeigen Mittelwert  

+ SEM von n = 6 Mäusen. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; *p < 0,05; *** p < 0,001; 

Studentischer t-Test. 

 

Dieses Ergebnis lässt vermuten dass Foxo-Proteine an der Hochregulation der 

Zellzyklusinhibierenden Gene beteiligt sind und somit ebenfalls für die reduzierte 

Proliferation der SLy1 KO Thymozyten verantwortlich sind. 

4.4.2 Unbeeinträchtigte Foxo-Regulation in SLy1 KO Thymozyten 

Um zu überprüfen ob die erhöhte p130- und p27-Expression durch eine veränderte Foxo1- 

oder Foxo3-Expression bedingt war, wurden Thymozyten aus SLy1 KO und WT Mäusen 

isoliert und mRNA-Level gemessen. Die Expression ergab vergleichbare Foxo1 und Foxo3 

mRNA-Level in SLy1 KO und WT Thymozyten (Abb. 31A). 

Wie bereits für reife T-Zellen gezeigt wurde, kann eine beschleunigte Foxo1- oder Foxo3-

Dephosphorylierung die Ursache für eine erhöhte Expression von p130 und p27 darstellen. 

Um dies zu überprüfen, wurden Thymozyten aus SLy1 KO und WT Mäusen isoliert und mit 

PMA/Ionomycin stimuliert. Allerdings konnte sowohl 10 als auch 30 Minuten nach der 

Stimulation kein Unterschied zwischen der Phosphorylierung von Foxo1, Foxo3 und Akt in 

SLy1 KO und WT Mäusen festgestellt werden (Abb. 31B). Darüber hinaus konnte eine 

veränderte subzelluläre Lokalisation von Foxo1 und Foxo3 in SLy1 KO Thymozyten 

ebenfalls ausgeschlossen werden (Abb. 31C). 
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Abbildung 31: Foxo1- und Foxo3-Regulationsanalyse im Thymus. 

(A) Foxo1 und Foxo3 mRNA-Expressionsanalyse in SLy1 KO und WT Thymozyten. Graph zeigt Mittelwert  

+ SEM von n = 6 Mäusen. (B) Repräsentativer Western Blot von Foxo1-, Foxo3- und Akt-Phosphorylierung in 

SLy1 KO und WT Thymozyten nach PMA/Ionomycin Stimulation für 10 und 30 Minuten. Abbildung 

repräsentativ für ein Experiment aus insgesamt drei. ß-Aktin dient als Ladekontrolle. (C) Repräsentativer 

Western Blot der Foxo1- und Foxo3-Lokalisation in Nukleus (N) und Zytoplasma (Z) von SLy1 KO und WT 

Thymozyten. Abbildung repräsentativ für ein Experiment aus insgesamt drei. Lamin A/C und GAPDH dienen 

als Kontrollen der Fraktionierung. 

 

Somit kann die Überexpression der Zellzyklusinhibierenden Gene p130 und p27 in SLy1 KO 

Thymozyten nicht auf eine veränderte Foxo1- oder Foxo3-Regulation zurückgeführt werden. 

4.4.3 Veränderte Bcl-2-Expression in SLy1 KO Thymozyten 

Für Bcl-2 wurde, unabhängig zur anti-apoptotischen Rolle, eine anti-proliferative Rolle 

beschrieben [111]. Diese konnte bereits während der Analysen der Thymozytenentwicklung 

in SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 TG Mäusen beobachtet werden. Wie zuvor 

beschrieben, zeigten SLy1 KO x Bcl-2 TG Thymozyten nach Inkubation mit OP9-DL1-Zellen 

eine reduzierte Differenzierung und Proliferation im Vergleich zu WT x Bcl-2 TG 

Thymozyten. Ein direkter Vergleich mit den WT Thymozyten zeigte, dass die Überexpression 

von Bcl-2 die Differenzierung und Proliferation insgesamt stark reduzierte (Abb. 32A und B). 

Dieses Experiment beweist, dass die Bcl-2-Überexpression in Thymozyten zu einer 

reduzierten Proliferation führen kann. 
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Abbildung 32: Einfluss der Bcl-2-Überexpression auf die Thymozytenentwicklung. 

Abbildung zeigt die FACS-Analyse der Differenzierung und Expansion aus Abb. 9 im Verhältnis zum WT. 

Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 4-5 Mäusen aus vier unabhängigen Experimenten.  

(A) Differenzierung dargestellt als Quotient aus DP- zu DN-Thymozyten. (B) Expansion dargestellt als das 

Vielfache der ausgesäten Zellzahl. 

 

Die anti-proliferative Funktion von Bcl-2 beruht ebenfalls auf einer Hochregulation der 

Zellzyklusinhibierenden Gene p130 und p27 [112]. Somit kann eine Überexpression von Bcl-

2 zu einer erhöhten Expression von p130 und p27 führen. Um zu überprüfen ob dieser 

Mechanismus für die SLy1 KO Thymozyten zutrifft, wurden Thymozyten aus SLy1 KO und 

WT Mäusen isoliert und die Bcl-2-Expression untersucht. Die FACS-Analyse ergab eine 

signifikant erhöhte Bcl-2-Expression in allen vier Entwicklungsstadien der SLy1 KO Maus 

verglichen mit WT Kontrollen (Abb. 33A). Zusätzlich konnte eine erhöhte Bcl-2 mRNA-

Expression in SLy1 KO Thymozyten festgestellt werden (Abb. 33B). Somit kann die erhöhte 

p130- und p27-Expression in SLy1 KO Thymozyten auf eine erhöhte Bcl-2-Expression 

zurückgeführt werden.  
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Abbildung 33: Bcl-2- und IL-7Rα-Expressionsanalyse im Thymus. 

(A) FACS-Analyse der Bcl-2 Protein-Expression in SLy1 KO und WT Thymozyten. Graph zeigt Mittelwert  

+ SEM von n = 4 aus zwei unabhängigen Experimenten. (B) Bcl-2 und (C) IL-7Rα mRNA-Expression in SLy1 

KO und WT Thymozyten. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von n = 6 Mäusen. Sternchen verdeutlichen 

statistische Signifikanz; *p < 0,05; ** p < 0,01; Studentischer t-Test. 

 

Interessanterweise wird die Expression von Bcl-2 über die IL-7/IL-7R-Signalkaskade 

reguliert. Dabei wird das Signal über STAT5 in den Nukleus geleitet und die Bcl-2-

Transkription initiiert. Um zu überprüfen ob eine gestörte IL-7/IL-7R-Signalkaskade für die 

erhöhte Expression von Bcl-2 verantwortlich ist, wurde zunächst die IL-7Ra-Expression in 

Thymozyten von SLy1 KO und WT Mäusen analysiert. Tatsächlich konnte eine erhöhte 

Expression des IL-7Ra in SLy1 KO Thymozyten festgestellt werden (Abb. 33C). 

Zusammenfassend lässt sich daraus schließen, dass die erhöhte Bcl-2-Expression in SLy1 KO 

Thymozyten, und die damit einhergehende p130- und p27-Hochregulation, durch eine 

Fehlregulation in der IL-7/IL-7R-Signalkaskade zustande kommt. Dieser Mechanismus ist 

unterschiedlich zu dem in reifen T-Zellen und lässt vermuten, dass SLy1 die Proliferation von 

T-Zellen in Abhängigkeit des Differenzierungsstatus und des Aufenthaltsortes, sowie der 

Aktivierung, reguliert.  
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5 Diskussion 

 

5.1 Die SLy1-abhängige Regulation der T-Zell-Proliferation 

5.1.1 Die Rolle von SLy1 während einer LM-Infektion 

Die LM-Infektion in Mäusen dient als ein klassisches Model zur Untersuchung des zellulären 

Immunsystems [113]. Da bereits früher gezeigt wurde, dass SLy1 eine immunregulatorische 

Funktion aufweist [92, 93], wurde in dieser Arbeit die Rolle des SLy1-Proteins in der 

Generierung der angeborenen und adaptiven Immunantwort näher untersucht. Tatsächlich 

konnte eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber dem LM-Bakterium in SLy1 KO Mäusen 

beobachtet werden, allerdings nur bei einer mittleren LM-Dosis (1xLD50). Infolge dieser 

Infektionsdosis starben alle SLy1 KO Mäuse innerhalb der ersten fünf Tage, während über die 

Hälfte der WT Mäuse überlebten. Eine Fehlfunktion in der angeborenen Immunantwort der 

SLy1 KO Mäuse konnte als Ursache ausgeschlossen werden, da sämtliche analysierten 

Parameter zwischen SLy1 KO und WT Mäusen vergleichbar waren. Zusätzlich zeigte die 

Analyse von IL-12, TNFα und IFNγ, dass die angeborene Immunantwort bereits 24 Stunden 

nach der Infektion eine maximale Aktivierung erreichte und somit nicht für das Sterben der 

SLy1 KO Mäuse am Tag vier und fünf verantwortlich sein konnte. Diese Beobachtung, sowie 

auch der Zeitpunkt des mehrheitlichen Sterbens der SLy1 KO Mäuse, weisen auf einen 

Defekt im Übergang von der angeborenen zur adaptiven Immunantwort hin. Dass die T-

Zellen des adaptiven Immunsystems eine wichtige Rolle während der LM-Infektion spielen, 

haben Studien mit γc (γ-Untereinheit) KO Mäusen eindrucksvoll gezeigt [114]. Diese Mäuse 

haben aufgrund eines NK-Zell-Entwicklungsdefekts keine NK-Zellen, sind aber trotzdem in 

der frühen Phase der LM-Infektion geschützt. Als IFNγ-Produzenten während der 

angeborenen Immunantwort wurden anstelle von NK-Zellen die CD8+ T-Zellen identifiziert. 

Entsprechend resultierte die Deletion der T-Zellen in den γc KO Mäusen im Sterben aller 

infizierten Mäuse innerhalb der ersten vier Tage nach der Infektion [114]. Berg et al. 

beschrieben die CD8+ T-Zellen sogar als Teil des angeborenen Immunsystems, aufgrund der 

Zytokin-induzierten Aktivierung der CD8+ T-Zellen, die bereits 16 Stunden nach der LM-

Infektion auftrat [115]. Zusätzlich wurde die Wichtigkeit einer schnellen und vollständigen T-

Zell-Expansion in Experimenten mit CD28 KO Mäusen herausgestellt, die reduzierte T-Zell-

Zahlen und zugleich eine reduzierte Überlebensfähigkeit während der LM-Infektion zeigten 
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[116]. In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit in SLy1 KO Mäusen eine reduzierte T-

Zell-Proliferation festgestellt werden. Der daraus resultierende verkleinerte Pool an LM-

spezifischen T-Zellen erklärt besonders während dem Übergang von der angeborenen zur 

adaptiven Immunantwort einen reduzierten Schutz gegenüber LM und führt daher zur 

erhöhten Sterblichkeit der SLy1 KO Mäuse. Unterstützt wird diese Vermutung zusätzlich 

durch Überlebensanalysen nach Infektionen mit höheren und niedrigeren LM-Dosen. 

Während der Infektion mit der hohen LM-Dosis war das angeborene Immunsystem nicht in 

der Lage das Bakterium entscheidend an der Expansion zu hindern, wodurch alle SLy1 KO 

und WT Mäuse starben. Die adaptive Immunantwort war zwar am Tag vier nach der Infektion 

bereits in Form von zytotoxischen CD8+ T-Zellen vertreten, konnte aber wegen der 

bakteriellen Überladung nichts ausrichten. Im Gegensatz dazu führte die LM-Infektion mit 

der niedrigen LM-Dosis zum Überleben aller infizierten Mäuse. Dieses Ergebnis lässt darauf 

schließen, dass die angeborene Immunantwort die vorhandenen Bakterien bereits in den 

ersten Tagen erfolgreich bekämpfen konnte und nicht die Unterstützung des adaptiven 

Immunsystems benötigte.  

5.1.2 SLy1 in der Regulation der T-Zell-Proliferation 

Die T-Zell-Apoptose spielt während der LM-Infektion eine wichtige Rolle. Dabei wird in 

nicht LM-spezifischen T-Zellen eine IFNαβ-gesteuerte Apoptose ausgelöst um Platz und 

Ressourcen für die massive Expansion der LM-spezifischen T-Zellen zu ermöglichen [104, 

105]. In der Tat konnte während der Infektion eine Erhöhung der Apoptose in T-Zellen 

beobachtet werden, aber im gleichen Ausmaß in SLy1 KO und WT Mäusen. Somit konnte die 

Apoptose als ein möglicher Grund für die reduzierten T-Zell-Zahlen in SLy1 KO Mäusen 

ausgeschlossen werden. Stattdessen wurde eine Foxo1-abhängige Blockade des Zellzyklus 

infolge einer Hochregulation der Zellzyklusinhibierenden Gene p130 und p27 in SLy1 KO T-

Zellen festgestellt. Interessanterweise waren andere Zellzyklusinhibierende Gene wie p16 und 

p18, die nicht über Foxo1 gesteuert werden, zwischen SLy1 KO und WT Mäusen nicht 

verändert. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Zellzyklusinhibierung in SLy1 KO T-

Zellen ausschließlich über Foxo1 induziert wird und somit eine globale Zellzyklusblockade 

ausgeschlossen werden kann. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die veränderte 

Expression von p130 und p27 nicht durch eine veränderte Foxo1-Expression oder erhöhte 

Foxo1-Degradierung bedingt war, sondern durch eine Fehlregulation in der 

Dephosphorylierung zustande kam. Foxo1 wird nach TZR-Stimulation Akt-abhängig 
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phosphoryliert und im Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen aus dem Nukleus exportiert. Im 

Zytoplasma erfolgt die Degradierung [109, 110] oder Dephosphorylierung [56] des Foxo1-

Proteins. Durch die detaillierte Analyse der Phosphorylierung von Foxo1 konnte eine 

beschleunigte Dephosphorylierung des Foxo1-Proteins in SLy1 KO T-Zellen gezeigt werden. 

Dadurch wurde ein beschleunigter Wiedereintritt in den Zellkern ermöglicht, der wiederum 

Voraussetzung für die Transkription von Foxo1-Zielgenen p130 und p27 ist. Die Folgen einer 

veränderten Dephosphorylierung konnten eindrucksvoll in der in vivo Studie von Liu et al. 

demonstriert werden [117]. Dabei führte die Hyperaktivität der Phosphatase PP2A zur 

beschleunigten Dephosphorylierung von Foxo1 und zu einer erhöhten Expression des pro-

apoptotischen Proteins BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death). Durch eine erhöhte 

Apoptose sank die T-Zell-Expansion während der LM-Infektion [117]. Obwohl die Analyse 

der Foxo1-induzierten Reduktion der T-Zell-Proliferation in SLy1 KO Mäusen ex vivo 

erfolgte, ist eine Übertragung auf die T-Zell-Expansionshemmung während der LM-Infektion 

durchaus möglich. Rao et al. zeigten nämlich, dass eine gleichzeitige Antigen- und IL-12-

Stimulation der T-Zellen ex vivo zur Foxo1-Phosphorylierung und zum Export ins 

Zytoplasma führte [118]. Gleichzeitig wurde eine Herunterregulation des Foxo1-Zielgens 

KLF2 (Krüppel-like Factor 2) und ein Zellzyklusfortschritt beobachtet [118]. Diese Art der 

Stimulation ähnelt sehr der Aktivierung der T-Zellen während der LM-Infektion und somit 

kann eine in vivo Foxo1-abhängige T-Zell-Proliferationsreduktion in SLy1 KO Mäusen 

vermutet werden. 

Der Transkriptionsfaktor Foxo1 kontrolliert neben p130 und p27 die Expression einiger 

weiterer Zielgene die an der Regulation des Metabolismus, der Tumorsuppression und der 

Entwicklung beteiligt sind [119]. Ein beschleunigter nukleärer Wiedereintritt infolge der 

SLy1-Defizienz würde somit eine erhöhte Transkription sämtlicher Zielgene nach sich ziehen. 

Von interessanter Bedeutung ist die Beobachtung, dass Foxo1 die Differenzierung der CD8+ 

T-Zellen über die Regulation der T-bet-Expression steuern kann [118]. Die Analyse der CD8+ 

T-Zellen der SLy1 KO und WT Mäuse sechs Tage nach der LM-Infektion bestätigte zwar 

einen deutlichen Anstieg der T-bet-Expression (Abb. 34A), allerdings ohne erkennbaren 

Unterschied zwischen SLy1 KO und WT T-Zellen (Abb. 34B). Darüber hinaus spielt Foxo1 

auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Funktion der regulatorischen T-Zellen (Treg), 

die die Effektorfunktion der CD8+ und CD4+ T-Zellen über die Ausschüttung von 

inhibitorischen Zytokinen wie IL-10 und TGFβ kontrollieren. Die Deletion von Foxo1 in Tregs 

führt dabei zu schweren immunologischen Defekten, wie Autoimmunität und Splenomegalie 
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[120]. Die Analyse der Tregs in SLy1 KO und WT Mäusen vier Tage nach LM-Infektion ergab 

allerdings ebenfalls keinen Unterschied zwischen den beiden Genotypen (Abb. 34C).  

 

 

Abbildung 34: CD8-Differenzierung und Treg-Analyse nach LM-Infektion. 

(A) Differenzierung der CD8+ T-Zellen (definiert als CD3+ CD8+ Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten 

Individuums sechs Tage nach der Infektion verglichen mit einer repräsentativen nicht infizierten Kontrolle.  

(B) Quantitative Auswertung der differenzierten CD8+ T-Zellen in SLy1 KO und WT Mäusen sechs Tage nach 

der Infektion, gemessen mit FACS. (C) Der prozentuale Anteil von Tregs in der CD4-Population (definiert als 

CD3+ CD4+ CD25+ FoxP3+ Lymphozyten) der SLy1 KO und WT Mäuse vor (Tag 0) und sechs Tage nach der 

LM-Infektion. In (B) und (C) sind jeweils Mittelwerte + SEM von n = 5-12 Mäusen aus zwei bis vier 

unabhängigen Experimenten dargestellt. 

 

Diese Ergebnisse weisen auf einen sehr spezifischen Regulationsmechanismus von SLy1 hin, 

der die Foxo1-Funktionen nur selektiv reguliert. In T-Zellen führt das TZR-Signal zur 

Proliferation und zum Foxo1-Export aus dem Nukleus, an dem entsprechend den hier 

gezeigten Daten auch SLy1 beteiligt ist. Andere Prozesse, wie die Foxo1-abhängie CD8-

Differenzierung und die Treg-Entwicklung sind jedoch in SLy1 KO Mäusen nicht verändert 

und laufen offensichtlich unabhängig von SLy1 ab. Somit kann für SLy1 eine 

Signalspezifische Regulation des Foxo1-Proteins postuliert werden. 

5.1.3 Wie reguliert SLy1 die Foxo1-Lokalisation? 

Die hier gezeigten Daten geben einen klaren Hinweis darauf, dass SLy1 in die Regulation von 

Foxo1 involviert ist. Obwohl eine direkte Interaktion zwischen SLy1 und Foxo1 in Ko-IP-

Analysen nicht gezeigt werden konnte, wird diese Vermutung durch Ähnlichkeiten in der 
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Regulation beider Proteine unterstützt. SLy1 wird nach TZR-Stimulation an Ser27 

phosphoryliert [91]. Dadurch wird ein Sequenzmuster generiert, das einer 14-3-3-Bindestelle 

entspricht [121]. Tatsächlich konnte eine Interaktion von SLy1 mit 14-3-3-Proteinen in 

verschiedenen Ko-IP-Analysen nachgewiesen werden (Doktorarbeit Brandt). Dass die SLy1-

Phosphorylierung essentiell für die 14-3-3-Bindung ist, zeigen SLy1 Ser27Ala-Mutanten die 

anstelle von Serin an Stelle 27 ein Alanin exprimieren und daher keine Bindung mit 14-3-3-

Proteinen eingehen können (Doktorarbeit Brandt). Die vielfach beschriebene Funktion der  

14-3-3-Proteine, nämlich phosphorylierte Proteine über die Maskierung der NLS-Domänen 

im Zytoplasma zu halten, könnte dabei auch die ausschließliche zytoplasmatische 

Lokalisation von phosphoryliertem SLy1 erklären [93]. Wie bereits beschrieben, wird Foxo1 

nach TZR-Stimulation von Akt phosphoryliert und im Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen 

aus dem Nukleus exportiert [42]. Dabei generiert Akt durch die Phosphorylierung von Foxo1 

an Ser256 eine 14-3-3-Konsensussequenz, die eine nachfolgende 14-3-3-Bindung ermöglicht. 

Das gebundene 14-3-3-Protein verdeckt dabei die beiden NLS-Domänen des Proteins und 

verhindert damit den nukleären Wiedereintritt von Foxo1 [51, 54]. Interessanterweise zeigen 

beide Proteine, SLy1 und Foxo1, einen verhinderten Reimport in den Nukleus durch die 

phosphorylierungsabhängige Bindung von 14-3-3-Proteinen und eine dadurch bedingte 

Maskierung der NLS-Domänen. Somit muss der Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen erst 

zerstört werden um die NLS-Domänen frei zu legen und die Dephosphorylierung einzuleiten. 

Eine gut beschriebene Phosphatase, die in Verbindung mit der Dephosphorylierung aller 

Foxo-Proteine steht, ist die PP2A. Diese Phosphatase kann den Foxo-14-3-3-Komplex 

zerstören, Foxo dephosphorylieren und damit den nukleären Reimport initiieren [56]. An 

dieser Stelle ist es interessant zu erwähnen, dass PP2A eine viel größere Affinität zu Foxo3 

als zu Foxo1 oder Foxo4 aufweist [122]. Diese kann durch die große Vielfalt an 

verschiedenen PP2A-Untereinheiten bedingt sein und der damit verbundenen spezifischen 

Bindung. Daraus folgt, dass PP2A vermutlich nur eine indirekte oder sogar untergeordnete 

Rolle in der Foxo1- und Foxo4-Dephosphorylierung spielt und andere Phosphatasen für diese 

Dephosphorylierung in Frage kommen. Diese Tatsache würde erklären warum die Regulation 

von Foxo1 durch eine SLy1-Defizienz gestört ist, während Foxo3 unverändert zum WT 

reguliert wird. Dies würde heißen, dass SLy1 die Dephosphorylierung der Foxo1-spezifischen 

Phosphatase stört, während die Phosphatase PP2A unabhängig von SLy1 funktioniert. Daher 

scheint SLy1 eine schützende oder stabilisierende Funktion zu haben, die einer vorzeitigen 

Dephosphorylierung des 14-3-3-Foxo1-Proteinkomplexes entgegenwirkt. Das Fehlen des 
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SLy1-Proteins führt hingegen zur Instabilität des Komplexes und einer leichteren Zerstörung 

durch eine Phosphatase. 

Insgesamt kann der potenzielle Mechanismus, wie SLy1 die Foxo1 Funktion reguliert, in der 

nachfolgenden Abbildung zusammengefasst werden (Abb. 35). Nach TZR-Stimulation wird 

Foxo1 durch Akt an drei Akt-spezifischen Phosphorylierungsstellen phosphoryliert und damit 

wird eine Bindung an 14-3-3-Proteine eingeleitet. Gleichzeitig führt das TZR-Signal zur 

Phosphorylierung von SLy1 an Ser27 und der damit verbundenen Einbeziehung in den 

Foxo1-14-3-3-Proteinkomplex. Dieser Proteinkomplex kann den Nukleus verlassen und ins 

Zytoplasma wandern. Im Zytoplasma stabilisiert SLy1 den Foxo1-14-3-3-Proteinkomplex 

und schützt ihn vor vorzeitiger Dephosphorylierung durch Phosphatasen. Fehlt SLy1, erfolgt 

eine schnellere Dissoziation des Proteinkomplexes, und infolge dessen gelangt der 

Transkriptionsfaktor Foxo1 früher in den Nukleus zurück, wo er die Transkription der 

Zielgene p130 und p27 vorantreiben kann.  

 

 

Abbildung 35: Schematische Darstellung der SLy1-abhängigen Foxo1-Regulation. 

SLy1 und Foxo1 werden nach TZR-Stimulation phosphoryliert und verlassen im Proteinkomplex mit  

14-3-3-Proteinen den Nukleus. Im Zytoplasma kann der Komplex zerstört werden und eine Foxo1-Degradierung 

oder Foxo1-Dephosphorylierung erfolgen. 
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5.2 Die Rolle von SLy1 in der Thymozytenentwicklung 

5.2.1 SLy1 reguliert den Zellzyklus von Thymozyten 

Der Zellzyklus wird streng während der hämatopoetischen Zellentwicklung kontrolliert [123]. 

Von besonderer Bedeutung sind dabei die negativen Zellzyklusregulatoren, die die 

hämatopoetischen Zellen und Vorläuferpopulationen vor einem vorzeitigen Verlust der 

Selbsterneuerung schützen können. Die Zellzyklusinhibierenden Vertreter der CKI-Familie 

p21 und p27 spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle der Zellzyklusinitiation als Antwort 

auf mitogene Stimulationsreize. P21 und p27 regulieren dabei den Ruhezustand der 

hämatopoetischen Zellen und Vorläuferzellen und bestimmen dadurch die Größe des 

Zellbestandes [124, 125]. Trotz dieser wichtigen p27-Funktion in der Zellzyklusregulation 

zeigen p27 KO Mäuse keine Abnormalität in der hämatopoetischen Proliferation, obwohl eine 

lymphatische Hyperplasie im Thymus und in der Milz vorliegen. Dieser Befund deutet auf 

eine kompensatorische Rolle von anderen Zellzyklusinhibierenden Proteinen hin, die für die 

Aufrechterhaltung der hämatopoetischen Zellzahlen sorgen. Für die Kompensation der p27-

Deletion kämen als erstes die beiden anderen Mitglieder der CKI-Familie p21 und p57 in 

Frage. Allerdings ergaben die Untersuchungen, dass p57 nicht in hämatopoetischen Zellen 

exprimiert wird [126] und dass p21 keine Rolle in der hämatopoetischen Proliferation spielt 

[124, 125]. Ein interessanter Befund zeigte, dass p130 als CDK2-Inhibitor agieren kann und 

somit das Fehlen von p27 in p27-Null embryonalen Mausfibroblasten (MEF) kompensieren 

kann [127, 128]. In MEFs mit gleichzeitiger p27- und p130-Deletion erfolgte keine CDK2-

Inhibierung. Somit ist die hämatopoetische Proliferationsstörung durch die p27-Deletion 

zumindest theoretisch durch eine p130-Kompensation möglich. Um dieser Frage 

nachzugehen, wurden p27/p130 doppel-KO Mäuse untersucht [129]. Diese Mäuse zeigten ein 

erhöhtes Vorkommen von Lymphozyten und Thymozyten in der S- und M-Phase im 

Vergleich zu den WT Kontrollen, was auf eine Kompensationsfähigkeit beider Proteine 

schließen lässt und eine Einordnung in den gleichen Signalweg nahe legt. Die erhöhte 

Proliferation in diesen doppel-KO Mäusen war durch eine übermäßige CDK2-Aktivität 

bedingt.  

Vorarbeiten haben gezeigt, dass SLy1 KO Mäuse eine reduzierte Thymozytenproliferation 

aufweisen, die mit einer Entwicklungsstörung im Thymus einhergeht [93]. Als Ursache dafür 

wurde eine erhöhte Apoptose der DN-Thymozyten postuliert. Gleichzeitig kann aber diese 

geringe, wenngleich signifikante, Erhöhung der DN-Apoptose nicht eine 50-prozentige 
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Reduktion der DP-Zellzahl in SLy1 KO Mäusen erklären, wie bereits von Bernhard Reis 

geschlussfolgert wurde (Doktorarbeit Reis). Zusätzlich konnte die in der vorliegenden Arbeit 

beschriebene Apoptose-Hemmung durch Bcl-2-Überexpression nicht den gewünschten WT-

Phänotyp in SLy1 KO x Bcl-2 TG Mäusen wiederherstellen. Somit müssen zusätzliche 

Defekte in den SLy1 KO Thymozyten vorliegen, die eine normale Entwicklung einschränken. 

Als einen möglichen weiteren Faktor in der Proliferationsstörung wurde eine erhöhte 

Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen p130 und p27 in SLy1 KO Thymozyten 

identifiziert. Diese erhöhte Expression kann zu einer Zellzyklusblockade in Thymozyten 

führen. Von interessanter Bedeutung ist dabei die Tatsache, dass sowohl p130 als auch p27 

verstärkt exprimiert waren und damit keine kompensatorische Funktion ausführen können.  

Um der Frage nachzugehen was die erhöhte Expression von p130 und p27 in SLy1 KO 

Thymozyten verursachte, wurde die Regulation dieser Gene genauer angeschaut. P130 und 

p27 sind direkte Zielgene der Foxo-Proteine und wie bereits für SLy1 KO T-Zellen gezeigt 

wurde, führt eine erhöhte Expression dieser Gene zur Proliferationsstörung. Somit liegt der 

Schluss nahe, dass Foxo-Proteine auch für den Thymozytendefekt in SLy1 KO Tieren 

verantwortlich sind. Allerdings ergaben die Analysen der Foxo1- und Foxo3-Expression, 

deren Phosphorylierung sowie deren zellulären Lokalisation keine veränderte Regulation in 

SLy1 KO Thymozyten. Zusätzlich zeigen die Beobachtungen mit Foxo KO Mäusen, dass 

Foxo-Proteine keine entscheidende Rolle bei der Thymozytenentwicklung spielen [130, 131]. 

Ein weiteres Protein, das die Expression von p130 und p27 regulieren kann ist Bcl-2 [112]. 

Studien haben zusätzlich zu der gut beschriebenen anti-apoptotischen Funktion des Bcl-2-

Proteins, eine Zellzyklusregulierende Rolle entdeckt. Dabei kann Bcl-2 sowohl den Austritt 

aus dem Zellzyklus beschleunigen [132] als auch den Wiedereintritt hemmen [133-135]. 

Diese anti-proliferative Funktion verläuft dabei unabhängig von der anti-apoptotischen 

Funktion und wird daher durch unterschiedliche Stimuli induziert [132]. Diese Hypothese 

wird auch in Studien mit mutierten Bcl-2-Proteinen unterstützt, die die Zellzyklusaktivität 

verlieren, aber die anti-apoptotische Funktion beibehalten [136, 137]. Wie Bcl-2 den 

Ruhezustand der Zellen reguliert ist größtenteils unbekannt. Weder die Regulation über p53 

noch über p16 können dabei eine Rolle spielen, da Bcl-2 die Ruhephase in Zellen welchen 

beide Gene fehlen, reguliert [111, 135]. Vairo et al. konnten allerdings zeigen, dass Bcl-2 die 

Herunterregulation von p27 und p130 während des Zellzyklus verhindert und damit eine 

Retardierung des Zellzyklus verursacht [112]. Die N-terminale Region von Bcl-2 in der Nähe 

von Tyr28 ist stark mit der Zellzyklusregulierenden Funktion von Bcl-2 verbunden, denn die 
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Mutation an dieser Stelle führt zum Verlust der anti-proliferativen Rolle des Bcl-2-Proteins, 

während die anti-apoptotische Funktion bestehen bleibt [137]. Gleichzeitig führt der Verlust 

von Tyr28 zu reduzierten p27-Level [112]. Welches Protein an diese Stelle von Bcl-2 bindet 

und für die Regulation von p27 und p130 sorgt, ist jedoch unklar.  

In der vorliegenden Arbeit konnte in verschiedenen Entwicklungsstadien von SLy1 KO 

Thymozyten eine erhöhte Bcl-2-Expression beobachtet werden. Damit könnte SLy1 ein 

möglicher Regulator der p130- und p27-Expression über die Kontrolle der Bcl-2-Expression 

im Anschluss auf eine mitogene Stimulation sein. Folglich führt der Verlust von SLy1 zu 

einer erhöhten Expression der beiden Zellzyklusinhibitoren, und einer damit einhergehenden 

verminderten Proliferation, die eine verringerte Zellzahl im Thymus der SLy1 KO Mäuse 

erklären würde. Interessant an dieser Stelle ist die Beobachtung, dass die gleichzeitige Bcl-2-

Überexpression in SLy1 KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 TG Mäusen die Proliferation nicht 

angleichen konnte. Somit scheint die Zellzyklusinhibierung nicht allein für die 

Zellzahlreduktion von SLy1 KO Thymozyten verantwortlich zu sein und weitere Defekte 

müssen mit einer SLy1-Defizienz verbunden sein. 

5.2.2 Die Einbindung von SLy1 in den IL-7/IL-7R-Signalweg 

Bcl-2 erfüllt eine wichtige Funktion während der T-Zellreifung und die am besten 

beschriebene Regulation des Bcl-2-Proteins erfolgt über die IL-7/IL-7R-Signalkaskade. IL-7 

spielt während der Thymozytenentwicklung sowohl eine wichtige positiv- als auch eine 

negativ-regulatorische Rolle. Eine IL-7/IL-7R-Signalgebung vermittelt das Überleben der 

DN-Thymozyten durch eine JAK/STAT-vermittelte Aktivierung von anti-apoptotischen 

Genen, wie Bcl-2. Gleichzeitig aktiviert das IL-7/IL-7R-Signal über zusätzliche 

Signalkaskaden Gene, die die Signalweiterleitung, Metabolismus und Zellwachstum während 

der Thymozytenentwicklung regulieren [138]. Daher sind IL-7Rα-Mutationen oftmals mit T-

Zell-Leukämien verbunden [139]. Interessant ist aber auch die Tatsache, dass IL-7Rα nur 

während der DN- und SP-Phase exprimiert wird und während der DP-Phase herunterreguliert 

wird [140], was für eine negativ-regulatorische Funktion von IL-7 spricht. Tatsächlich zeigen 

Inkubation von DN-Thymozyten mit hohen Dosen IL-7 [141] und Studien mit IL-7Rα TG 

Tieren [15] eine starke Reduktion der DP-Entwicklung. Diese beruht zum Teil auf einer 

inhibitorischen Funktion von IL-7 auf die Differenzierung von DN- zu DP-Zellen. Der 

mögliche Mechanismus liegt dabei in der IL-7-bedingten Hemmung der TCF1, LEF1 und 

RORγt Genexpression [142]. Diese Gene sind wichtig für die Differenzierung der DN- zu DP-
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Thymozyten, denn die Deletion dieser Gene führt zur vollständigen Entwicklungsblockade in 

diesem Stadium. SLy1 KO Mäuse zeigen zusätzlich zur erhöhten Bcl-2-Expression auch eine 

erhöhte IL-7Rα-Expression in Thymozyten und damit kann eine übermäßige IL-7/IL-7R-

Signalgebung für eine erhöhte Expression von Bcl-2 sorgen. Gleichzeitig kann ein Defekt in 

der Herunterregulation der IL-7Rα-Expression auch für die DP-Zellzahlreduktion in SLy1 KO 

Mäusen verantwortlich sein. Die negativ-regulatorische Funktion von IL-7 konnte Bernhard 

Reis bereits während seiner Doktorarbeit beobachten. Dabei zeigten die SLy1 KO 

Thymozyten in Kultur mit OP9-DL1-Zellen eine reduzierte Differenzierung und Expansion 

am Tag drei und sechs, während die IL-7-Zugabe diese Defekte sowohl am Tag drei als auch 

am Tag sechs kompensieren konnte (Doktorarbeit Reis). Die IL-7-Zugabe bewirkte eine 

insgesamt stark erhöhte Expansion der Thymozyten. Allerdings erlaubt das OP9-DL1-System 

nur eine Differenzierung bis zum DP-Stadium. Danach gehen die Thymozyten in eine 

Ruhephase über, weil weitere Entwicklungssignale fehlen. Aus der Analyse der Expansion 

der DN-Thymozyten am Tag sechs ist nicht ersichtlich, wie schnell die WT und die SLy1 KO 

Thymozyten dieses DP-Stadium erreichen. Somit kann an der Stelle ein bestehender SLy1 

KO Proliferationsdefekt nicht geklärt werden. Allerdings zeigt die Expansionsanalyse am Tag 

drei bereits keine Unterschiede in der Proliferation zwischen SLy1 KO und WT Thymozyten. 

Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die IL-7-Zugabe eine Angleichung der 

Thymozytenentwicklung in SLy1 KO und WT nach sich zieht. Der zugrunde liegende 

Mechanismus könnte eine Maskierung der IL-7Rα-Überexpression in SLy1 KO Zellen sein. 

In diesem Fall könnte das massive Vorhandensein von IL-7 im Medium die erhöhte IL-7Rα-

Expression und die damit verbundene gesteigerte IL-7/IL-7R-Signalgebung in SLy1 KO 

Thymozyten überdecken und die Differenzierung in SLy1 KO und WT Zellen insgesamt stark 

reduzieren, wodurch Unterschiede ausgeglichen werden könnten. Dass eine übermäßige  

IL-7/IL-7R-Signalgebung für Defekte in SLy1 KO verantwortlich ist, wird auch durch die 

Tatsache gestärkt, dass IL-7 die Differenzierung der CD8+ SP-Zellen begünstigt [143] und 

entsprechend die SLy1 KO Mäuse tatsächlich signifikant mehr CD8+ SP-Zellen im Vergleich 

zu WT aufweisen [93]. 

Zusammenfassend kann die IL-7Rα-Überexpression sowohl die erhöhten Bcl-2-Level in SLy1 

KO Thymozyten als auch die DP-Zellzahlreduktion in SLy1 KO und SLy1 KO x Bcl-2 TG 

Mäusen erklären. Allerdings liefert die Literatur keinen klaren Zusammenhang zwischen der 

negativ-regulatorischen IL-7-Rolle und der anti-proliferativen Bcl-2-Rolle. Alle bisherigen 

Beobachtungen reduzierten die IL-7-Funktion auf eine Förderung des Überlebens der DN-



Diskussion 

 

85 

Population durch die Expression des Bcl-2-Proteins. Erst die neuesten Studien zeigen, dass 

IL-7 die Bcl-2-Expression nicht nur über JAK/STAT-Signalweg sondern auch über NFAT 

kontrollieren kann [144] und dass IL-7 über das Eingreifen in unterschiedliche 

Signalkaskaden an der Regulation verschiedener Prozesse beteiligt ist [138]. An welcher 

Stelle SLy1 in die IL-7/IL-7R-Signalkaskade eingreift, muss in weiteren Analysen 

identifiziert werden. Einen Hinweis darauf kann die Analyse weiterer IL-7-Zielgene in SLy1 

KO und WT Thymozyten geben und damit eine Einordnung von SLy1 in einen spezifischen 

Signalweg ermöglichen. 

5.2.3 Die Thymozytenentwicklung mit Hilfe des OP9 Systems 

Die Entwicklung des OP9-Systems für die Analyse der Thymozytenentwicklung durch 

Schmitt und Zuniga-Pflücker war ein Meilenstein um die Prozesse während der DN-Reifung 

zu verstehen und gezielt zu manipulieren [94]. Durch die Expression von DL1 oder DL4 auf 

der Oberfläche der OP9-Zellen wird die Interaktion mit Notch-Rezeptoren auf der Oberfläche 

der Thymozyten ermöglicht und gemeinsam mit dem prä-TZR-Signal ein Entwicklungssignal 

induziert, das die Differenzierung ins DP-Stadium fördert. Bei all den Vorteilen die dieses 

System mit sich bringt, birgt es aber auch einige Nachteile wodurch eine eindeutige 

Interpretation der Versuchsergebnisse schwierig sein kann. Einer dieser Nachteile ist die 

Expression von CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12) und CXCR4 (C-X-C chemokine 

receptor type 4) von den OP9-Zellen [145]. CXCL12 kann autokrin an den CXCR4 binden 

und das Wachstum der OP9-Zellen induzieren. Der CXCR4 wird aber auch auf den DN-

Thymozyten exprimiert und initiiert nach CXCL12-Bindung ein wichtiges Signal für die 

Reifung. Somit können Versuchsergebnisse, wie die verschlechterte Entwicklung von SLy1 

KO Thymozyten, nicht eindeutig nur dem Notch- oder prä-TZR-Signalweg zugeschrieben 

werden, sondern können auch aufgrund eines Defekts im CXCR4-Signalweg zustande 

kommen. Zusätzlich können auch weitere, noch unbekannte Faktoren von OP9-Zellen 

produziert werden, die den Reifeprozess der DN-Zellen beeinflussen. Ein weiterer Parameter 

der den Reifeprozess der DN-Zellen beeinflusst, ist die Dichte der ausgesäten OP9-Zellen. 

Durch unterschiedliche Passagen und ungenaue Zellzahlbestimmung kann die Zelldichte zum 

Teil sehr variieren und kann somit auch zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. Daher 

werden mittlerweile Systeme mit kontrollierten Bedingungen genutzt, wie z.B. DL1- oder 

DL4-beschichtete Zellkulturschalen in die DN-Thymozyten ausgesät werden [145]. 
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Nichtsdestotrotz konnten mit Hilfe des OP9-Systems wichtige Hinweise zur Funktion von 

SLy1 während der Thymozytenentwicklung gesammelt werden. Bernhard Reis vermutete in 

seiner Arbeit, dass SLy1 entweder im Signalweg des prä-TZR und/oder des Notch-Rezeptors 

einzuordnen ist. Um die beiden Signalwege unabhängig voneinander zu untersuchen, wurden 

RAG1 KO Mäuse verwendet. Diese Mäuse exprimieren keinen prä-TZR und somit kann das 

Notch-Signal allein das Überleben der DN-Thymozyten gewährleisten. Allerdings lieferte die 

Analyse keine Unterschiede in der Apoptose zwischen SLy1 KO x RAG1 KO und WT x 

RAG1 KO Thymozyten. Somit kann die Beteiligung von SLy1 im Notch-Signalweg 

ausgeschlossen werden. Interessant an dieser Stelle zu erwähnen ist die Beobachtung, dass die 

Überexpression von Bcl-2 nicht das Überleben der RAG1 KO Thymozyten sicherstellen kann 

[18]. Somit hat die erhöhte Bcl-2-Expression, die in SLy1 KO DN-Thymozyten beobachtet 

wurde, keinen zusätzlichen Vorteil während der Apoptoseanalyse in den SLy1 KO x RAG1 

KO Mäusen im Vergleich zu den Kontrollen. Das Einordnen von SLy1 in den prä-TZR-

Signalweg kann zusätzlich durch die Tatsache ausgeschlossen werden, dass die 

Zellzahlreduktion bereits in SLy1-deletierten RAG1 KO Mäusen manifestiert ist. Außerdem 

kann SLy1 in RAG1 KO Mäusen phosphoryliert werden und zeigt damit eine TZR-

unabhängige Funktion [93]. Diese Hinweise erhärten die Hypothese dass SLy1 in den IL-

7/IL-7R-Signalweg einzuordnen ist. 

In dieser Arbeit wurden weitere Anhaltspunkte zur Identifizierung der SLy1 Rolle in der 

Thymozytenentwicklung geschaffen. Die hier erbrachten Ergebnisse geben einen klaren 

Hinweis darauf, dass die Zellzahlreduktion in SLy1 KO Thymozyten nicht die Ursache eines 

einzelnen Defekts, sondern eines komplexen Zusammenspiels zwischen mehreren 

Fehlregulationen ist. In Anlehnung an die Stadiums-abhängige Regulation von IL-7R, Bcl-2 

und Notch während der Thymozytenentwicklung ist es gut vorstellbar, dass auch SLy1 eine 

Entwicklungs-abhängige Funktion hat. Daher müssen die zukünftigen Analysen spezifisch in 

einzelnen Subpopulationen und in Abhängigkeit der einzelnen Thymozyten-

Entwicklungsstadien durchgeführt werden. 

 

5.3 Perspektive und klinische Relevanz von SLy1 

Die SLy1-Defizienz führt zu großen Defekten in sämtlichen untersuchten lymphatischen 

Geweben. Im Thymus äußert sich das Fehlen von SLy1 in einer massiven Störung der 
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Thymozytenentwicklung und einer damit verbundenen Reduktion der T-Zell-Zahl in 

peripheren Lymphorganen [93]. In B-Zellen hat der SLy1-Defekt, in Form eines trunkierten 

SLy1-Proteins, eine Reduktion der Marginalzonen B-Zellen zu Folge, die nach 

anschließender Immunisierung zu einer reduzierten IgM-Produktion führt [146]. Reife SLy1 

KO T-Zellen durchlaufen eine verlangsamte Proliferation, die in einer erhöhten Anfälligkeit 

für Infektionen mit dem LM-Bakterium resultiert. Weiterhin weisen die NK-Zellen in der 

Lunge der SLy1 KO Mäuse eine reduzierte Expression von aktivierenden NK-Rezeptoren auf, 

die mit einer schlechteren Tumorbekämpfung in Verbindung steht (Kooperation mit A. 

Krupnick, St. Louis, USA). All diese Defekte zeigen eine positive und wichtige Rolle des 

Adapterproteins SLy1 in der Regulation des Immunsystems. Daher liegt der Schluss nahe, 

dass eine zusätzliche Expression von SLy1 einen positiven Effekt auf den Verlauf bestimmter 

Krankheitsbilder haben könnte. Eine solche Möglichkeit bietet eine neu entwickelte Methode 

der gezielten Expression von therapeutischen Proteinen nach mRNA-Einbringung in Zellen 

[147]. Dabei wird die gewünschte mRNA modifiziert, um die Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems in Form von TLR (toll-like receptor), RIG1 (retinoic acid inducible gene 1) 

und PBMCs (peripheral blood mononuclear cell) zu unterbinden und in den gewünschten Ort 

appliziert. Das Einführen des Surfactant-Proteins B (SP-B) in SP-B-defiziente Mäuse konnte 

die Lebenserwartung der Mäuse um das Dreifache gegenüber den Kontrollen erhöhen [147]. 

Ein ähnlicher Therapieansatz scheint auch bei der Bekämpfung des Lungenkarzinoms 

vorstellbar zu sein. In Kooperation mit A. Krupnick konnte gezeigt werden, dass 129SvEv 

und AJ Mäuse eine hohe Anfälligkeit für Lungentumore im Vergleich zu B6 und C3H 

Mäusen aufweisen. Ein wesentlicher Unterschied in diesen beiden Gruppen war die 

verminderte Expression von SLy1 in NK-Zellen der 129SvEv und AJ Mäuse. Somit wäre eine 

gezielte Applikation von SLy1 mRNA in die Lungen-NK-Zellen dieser tumorsuszeptiblen 

Mäuse ein vielversprechender Therapieansatz, dessen Anwendung am Menschen in Zukunft 

durchaus vorstellbar wäre. Erwähnenswert an dieser Stelle ist aber auch die Beobachtung, 

dass ALL-Patienten (Akute lymphatische Leukämie) eine erhöhte SLy1 mRNA-Expression in 

isolierten PBMCs aufweisen im Vergleich zu PBMCs von CLL-Patienten (Chronische 

lymphatische Leukämie) und Kontrollen (Abb. 36A).  
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Abbildung 36: SLy1-Expression in humanen PBMC-Proben. 

(A) SLy1 mRNA-Expression in PBMC-Proben von ALL, CLL oder gesunden Patienten (PBMC). (B) SLy1 

mRNA-Expression in PBMC-Proben von Rauchern oder Nichtrauchern mit oder ohne Lungenkrebs. Die 

Graphen zeigen den Mittelwert ± SEM von n = 4-8 Patienten. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; 
*p < 0,05; Studentischer t-Test. 

 

ALL nimmt ihren Ursprung oftmals im Thymus und ist zusätzlich zu zahlreichen anderen 

Mutationen mit Genveränderungen im p27 assoziiert. P27-defiziente Mäuse zeigen eine 

beschleunigte T-ALL-Entwicklung aufgrund der Aufhebung der Zellzykluskontrolle [148]. 

Die T-Zellen wie auch Thymozyten der SLy1 KO Mäuse weisen erhöhte p27 mRNA-Level 

auf. An dieser Stelle kann man jedoch nur spekulieren, ob eine erhöhte SLy1-Expression die 

Entstehung einer ALL über die Hemmung der p27-Expression begünstigt oder ob die SLy1-

Expression in Folge dieser Erkrankung als gegenregulatorische Maßnahme ansteigt. Gleiches 

Phänomen zeigt sich bei der Analyse der humanen SLy1 mRNA-Expression in Lungenkrebs-

Patienten. Während die PBMCs von Rauchern mit Lungenkrebs verglichen mit PBMCs von 

gesunden Patienten signifikant mehr SLy1 aufwiesen, zeigten sowohl die PBMCs von 

Rauchern ohne Krebs wie von Nichtrauchern mit Krebs keine signifikante Veränderung in der 

SLy1 mRNA-Expression (Abb. 36B). Somit könnte eine Erhöhung der SLy1 Expression auch 

Nachteile mit sich bringen, weshalb dieser Zusammenhang unbedingt in weiteren 

Untersuchungen abzuklären bleibt.  
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