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Zusammenfassung

Das_$13-Lymphozytenprotein 1SLy1) ist Teil der SLy-Familie von drei hoch hologen
Adapterproteinen. SLyl weist die zwei Protein-Protateraktionsdomanen SAMsierile
alpha motive und SH3 Hcr homology B auf und wird ausschlie3lich in Lymphozyten
exprimiert. Die T-Zell-Rezeptor- (TZR) Stimulatidiahrt zur Phosphorylierung von SLyl an
Ser27, die auf eine Einordnung von SLyl in den T3Bnalweg vermuten lasst. Die
Bedeutung von SLy1 in der Regulation des Immunsyste/urde in SLyl Knockout (KO)
Mausen demonstriert, die eine massive Beeintraohgigin der Thymozytenentwicklung
zeigen. Eine erhohte Apoptose in SLyl KO Thymozyennte in der vorliegenden Arbeit
durch die Verwendung von Bcl-2B{cell lymphoma Y Uberexprimierenden Tieren als
Ursache ausgeschlossen werden. Die Thymozytenanalgs RAG1 (ecombination-
activating gene 1KO Mausen brachte zudem den Hinweis, dass SLgtitmh den Notch-
Signalweg einzuordnen ist. Stattdessen konnte daflzahlreduktion in SLyl KO
Thymozyten  teilweise  durch eine Bcl-2 induzierte chiegulation der
Zellzyklusinhibierenden Gen@27 und pl130 erklart werden. Da Bcl-2 ein wichtiger
Bestandteil des IL-7/IL-7R-Signalweges ist, wurder lder erste Hinweis geliefert, dass SLy1
die Thymozytenentwicklung tiber die Beteiligung &n U.-7/IL-7R-Signalkaskade steuert.

Fur SLyl wurde bereits eine wichtige Rolle bei deusbildung von T- und B-Zell-
Immunantwort gezeigt. Die Infektion miitisteria monocytogenesrgab in der vorliegenden
Arbeit eine erhéhte Anfalligkeit von SLyl KO Mausen Vergleich zu Wildtyp Kontrollen,
welche auf einer gehemmten adaptiven T-Zell-Antvberuhte. Als Ursache konnte ein neuer
potenzieller Mechanismus der SLyl-abhangigen Régulaer T-Zell-Proliferation gefunden
werden. Die SLyl-Deletion fuhrt zu einer verandeff@xol- {orkhead-box O)LRegulation,
die eine Inhibierung des Zellzyklus verursacht gsondit die T-Zell-Proliferation sowotéx

vivo als auchn vivo hemmt.

Die vorliegende Arbeit zeigt mechanistische Details Rolle von SLyl in der Steuerung des
Immunsystems, die in verschiedenen Geweben uneérZélber unterschiedliche Signalwege

reguliert wird.
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus hatischen Organen, Zellen,
humoralen Faktoren und Zytokinen mit der Aufgabe d&rper vor Eindringlingen zu
schitzen. Dabei lasst sich das Immunsystem abhawgg der Geschwindigkeit und
Spezifitat in zwei Bestandteile aufteilen. Das dmgyene Immunsystem bietet einen
sofortigen Schutz gegen Pathogene und ermdglicldurda die Generierung einer
spezifischen adaptiven T- und B-Zell-Antwort. Dieifeng der T-Zellen zu den Immunzellen
des adaptiven Immunsystems sowie der Verlauf beidenunantworten wahrend einer

Listeria monocytogengsM) Infektion sollen im nachfolgenden naher au&get werden.

1.1.1 Die Entwicklung der Thymozyten

CD4" und CD8 T-Zellen sind wichtige Bestandteile des adaptivenmunsystems und
konnen als Killer, Regulatoren oder Produzenten spezifischen Zytokinen agieren [1].
Dabei dienen die CD4- und CD8-Molekiile als Coreaegpt wahrend der Interaktion vom T-
Zell-Rezeptor (TZR) mit Haupthistokompatibilitatskplex-Molekilen (MHC) von
Antigenprasentierenden Zellen (APC), die fremdetiBepauf der Oberflache prasentieren.
Gleichzeitig wird die Expression von CD4 und CD8 Befinition der verschiedenen T-Zell-
Entwicklungsstadien, die im Thymus wahrend der T-Reifung durchlaufen werden,

genutzt.

Unreife Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, dieden Thymus Uber den Blutstrom
einwandern, tragen kein CD4 und CD8 auf der Obar#éund werden daher doppelt negativ
(DN) genannt (Abb. 1). Die DN-Population macht ca4-5 % der gesamten
Thymozytenpopulation aus und lasst sich weiter adlder CD25/CD44 Expression in vier
Stadien (DN1-DN4) unterteilen [2]. Im DN2-Stadiuneginnt die Umlagerung deBZRs-
Gens, welches im DN3-Stadium endet. Eine erfolgpeiGenumlagerung und die Expression
der TZR3-Untereinheit fihrt zu einer Komplexbildung mit pr@aRa zum pra-TZR, dessen
Signal in einer massiven Proliferation und Expamsigeser Thymozyten resultiert. Wie in
Mausen mit einem genetischen Defekt RAG1/2, TZR, pra-TZRx oder Syk/Zap70[3]

beobachtet wurde, erfahren Zellen, die unfahig sinén funktionalen pra-TZR auszubilden,
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einen Entwicklungsarrest und Proliferationsstopgdiesem Stadium. Dieser Prozess, bei dem
zwischen funktionalen und nicht funktionalen Thymten unterschieden wird, wird au@h
Selektion genannt.

Das Signal durch den pra-TZR fuhrt nicht nur zuoliration und Expansion der DN-
Thymozyten, sondern auch zur Umlagerung d@&u-Gens und zur CD4- und CD8-
Expression und somit zum Fortschreiten in das nédhstwicklungsstadium. Dieses Stadium
ist gekennzeichnet durch die gleichzeitige Expoession CD4 und CD8 und wird somit
doppelt positiv (DP) genannt. DP-Thymozyten machem 80-90% der gesamten
Thymozytenpopulation aus. Die erfolgreiche Umlaggrudes TZRx-Gens fiuhrt zur
Expression des reifen T&R-Komplexes auf der Oberflache der DP-Thymozytene Di
Weiterentwicklung zu einfach positiven (SP) CDdder CD8 T-Zellen ist von einem
funktionalen TZRB abhangig. Die positive [4] und negative [5] Selektstellen dabei
sicher, dass nur die wenigen DP-Zellen, die mit eamgssener Starke an eigene
intrathymische MHC/Peptide binden, sich zu SP-Tlefelentwickeln durfen. [6]. DP-
Thymozyten, die kein TZ&B3-Signal aufgrund eines nicht funktionalen Rezepiorglexes
erhalten, sterben innerhalb weniger Tage. Im Gegerngazu fuhrt eine zu starke Bindung
vom TZRuf3 an eigene MHC/Peptide zum TZR-induzierten Zelltbddurch verhindert der
Prozess der negativen Selektion die Entstehungauboreaktiven T-Zellen. Somit werden
nur die wenigen DP-Thymozyten zur WeiterentwicklmugSP-T-Zellen selektioniert, die mit
richtiger Starke an eigene MHC/Peptide binden. Naeherfolgreichen positiven Selektion
verlassen ausgereifte Cbdnd CD8 T-Zellen den Thymus in die peripheren Lymphorgane.
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Abbildung 1: Stadien der af-Thymozytenentwicklung.

Die T-Zell-Entwicklung beginnt mit dem Einwanderrmorv Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in den
Thymus. Dabei durchlaufen die Thymozyten verschiedeeifestadien von ETRErly thymic progenitodsiiber
DN und DP schlieRRlich zu CD4und CD8 SP. Die Entwicklung von funktionalen T-Zellen &al dabei R-

Selektion und positive und negative Selektion si¢hwdifiziert nach [7]).

1.1.2 Notch-Signalweg

Notch-Signale spielen im Verlauf der gesamten Thgytenentwicklung eine wichtige Rolle.
In Saugetieren gibt es vier Notch-Rezeptoren (Nb#} die mit funf Liganden (DL1, DLS3,
DL4 und Jaggedl1-2) interagieren. In der frihen Plies Thymozytenreifung beginstigt die
Expression des Notch-Rezeptors die DifferenziedrrgVorlauferzellen in Richtung T-Zelle.
Die ersten Hinweise daflr wurden durch Gain- undstof-function-Studien erbracht. Eine
Inaktivierung der Notchl-Rezeptor-Expression in h@opoetischen Vorlauferzellen fuhrte
zur vollstandigen Blockade der Thymozytenentwicklumit gleichzeitiger Anhaufung von
B-Zellen im Thymus [8, 9]. Im Vergleich dazu fuhde konstitutive Expression von Notch-
Rezeptoren zu T-Zell-Reifung im Knochenmark, walredie B-Zell-Entwicklung

unterdrickt wurde [10].

Eine weitere essentielle Rolle spielen Notch-Remept zusammen mit dem pra-TZR
wahrend dep-Selektion [11]. Dabei ist die gemeinsame Signalgebfir den Ubergang von
entscheidender Bedeutung. Unreife Thymozyten, deteen Notch-Rezeptor-Protein fehlt,

konnen trotz Uberexpression von TEZRder TZRip die B-Selektion nicht tiberwinden [12].
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Gleichzeitig kénnen RAG2-récombination-activating gene) 2defiziente Thymozyten,

welchen der pra-TZR fehlt, nicht Uber das DP-Stadhinaus differenzieren, obwohl Notch
vollstandig funktional ist [13]. Sobald die Thymaoey diep-Selektion tUberwunden haben,
sorgt Notch fir das Uberleben der Zellen in derdess Glucose-Metabolismus reguliert [14].
Im spateren Verlauf der T-Zell-Entwicklung wird di@chte der Notch-Rezeptoren langsam

reduziert.

1.1.3 IL-7/IL-7R-Signalweg

Ein weiterer wichtiger Signalweg wahrend der Thygtementwicklung ist der IL-7/IL-7R-
Signalweg. Interessanterweise wird ILe/Rtark in DN- und SP-Zellen exprimiert, aber
wahrend dem DP-Stadium herunter reguliert [15]. DA&chtigkeit des IL-7/IL-7R-
Signalweges wurde in IL-7 und IL-8RKnockout (KO) Mausen gezeigt, die beide stark
reduzierte Thymozytenzahlen und eine Differenzigsiatockade im DN-Stadium aufweisen
[16, 17]. Die IL-7/IL-7R-Signalgebung sorgt firr dakberleben der Thymozyten durch die
Expression des anti-apoptotischen Proteins B&8-24]l lymphoma Rund entsprechend kann
eine Uberexpression von Bcl-2 in IL-@RKO Mé&usen die Zellzahlen wiederherstellen [18].
Im Gegensatz dazu ist die fur die Differenzierungr dDN-Zellen wichtige TZR
Genumlagerung vollstéandig auf das IL-7R-Signal angeen und kann durch den Schutz vor
Apoptose nicht kompensiert werden [18]. Im SP-Stadregelt die IL-7/IL-7R-Signalgebung
das Uberleben und die Proliferation von CDdnd CD8 T-Zellen, die in sekundare
Lymphorgane auswandern und als Teil der adaptim@nunantwort eine wichtige Barriere

gegen intrazellulare Infektionen darstellen.

1.2 Die Listeria monocytogenes (LM) Infektion

Die ersten Berichte Uber LM stammen aus dem JaP8,1die ein gram-positives Bakterium
als die Ursache fur das Sterben einiger Kanincheloiden beschrieben [19]. Dadurch dass
die Tiere eine deutliche Monozytose entwickeltenyrde das BakteriumBakterium
monocytogenegetauft. Ungefahr zur gleichen Zeit wurde in Sti#afein Bericht Uber ein
gram-positives Bakterium verfasst, das eine todlieHaufende Krankheit in wilden Gerbils
ausloste [20]. All diese Tiere starben an einer ridesierung der Leber und zu Ehren des
britischen Chirurgen Joseph Lister wurde der OmgansListerella hepatolyticagenannt.
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Erst spater entdeckte man, dass es sich in beiddenFum ein und denselben Organismus

handelte und gab diesem als Kompromiss den Ndnségria monocytogenes

Kontaminationen mit LM sind bevorzugt in unveratbgn Lebensmitteln zu finden, wie
etwa nicht pasteurisierte Milch und deren Prodwder rohem Fleisch. Uber diesen Weg
kann eine Ubertragung auf den Menschen und folgdicte Infektion zustande kommen.
Besonders anfallig sind immundefiziente Menscheig dine Sepsis und Meningitis
entwickeln kdnnen [21], sowie schwangere Frauemgethe Chorioamnionitis (eine Infektion
des Plazenta-Gewebes und des Fruchtwassers) urd selwere Infektion des Foéten

entwickeln kénnen.

In der medizinischen Grundlagenforschung ist die@eganismus wegen seiner guten
Charakterisierung und der Eignung fur Maus-Infaksimodelle sehr beliebt. Die Infektion
von Mausen hat gezeigt, dass sowohl das angebatermuch das adaptive Immunsystem
notwendig sind um das Bakterium zu bekéampfen. Seigitet sich das Bakterium ideal um

das Immunsystem in allen Einzelheiten zu studieren.

1.2.1 Die Pathogenese

Der naturliche Infektionsweg des LM ist Uber derstBantestinaltrakt. Dabei infiziert LM
intestinale Epithelzellen durch die Interaktion vdnternalin A, welches auf der
Zelloberflache des Bakteriums exprimiert wird, mi-Cadherin, welches auf der
Zelloberflache der Epithelzellen exprimiert wird2]2 LM Uberquert die Epithelzellschicht,
tritt in den Blutkreislauf ein und beféllt anderegane wie Leber und Milz, wo es von den
dort ansassigen Makrophagen phagozytiert wird. Ndeh Zellinvasion kann LM das
Phagosom verlassen, indem es Listeriolysin freisegmen virulenten Faktor der die
phagosomale Membran zerstért [23]. Die Mobilitas dév im Zytosol der Wirtszelle wird
durch die Expression des Aktinreorganisatorproteinsméglicht. Das bakterielle
Aktinreorganisatorprotein initiiert dabei eigie novoBildung von Aktinfilamenten, die das
Bakterium durch das Zytosol bewegen und den Beftall Nachbarszellen ermdglichen [24,
25]. Die intrazellulare Mobilitat ist fur die Virahz des LM verantwortlich. Obwohl der
natirliche Infektionsweg von LM Uber die Aufnahmenvipithelzellen erfolgt, wird in der
wissenschaftlichen Anwendung meist die intraventsder intraperitoneale (i.p.)

Infektionsroute bevorzugt, um eine systemischekbida auszulésen.
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1.2.2 Die angeborene Immunantwort

Mehrere Zelltypen des angeborenen Immunsystems amnder frihen LM-Bek&ampfung
beteiligt. Neutrophile Zellen, Makrophagen, nathé Killerzellen (NK-Zellen) und

Dendritische Zellen (DC) stellen dabei die erstev@brbarriere dar.

Innerhalb der ersten Stunden nach der Infektiod slaeutrophile die ersten Zellen, die den
Infektionsort erreichen (Abb. 2). Angelockt werdga durch Chemokine, die von infizierten
Zellen sezerniert werden [26, 27]. Neutrophile mimgieren LM und produzieren im
Gegenzug Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Saodispezies (ROS) um intrazellulare
Bakterien zu toten. Die Wichtigkeit der Neutrophilevurde in Neutrophilen-defizienten
Mausen gezeigt, die eine erhdhte Anfalligkeit gédpem LM zeigten und sowohl in der Leber
als auch in der Milz erhdhte LM-Lasten aufwieseB,[29]. Interessanterweise spielen die

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

Ansassige Makrophagen spielen ebenfalls eine wehRolle wahrend der LM-Infektion.
LM-befallene Makrophagen sezernieren IL-12 und Toumakrosefaktowr (TNFo) um die
NK-Zellen zu aktivieren [30]. NK-Zellen sind in degrsten Tagen der LM-Infektion die
Hauptquelle der Interferop- (IFNy) Produktion. Das produzierte IiNktiviert im Gegenzug
die Makrophagen und Neutrophile bakterizides NO R auszustol3en.

Unreife DCs, die sich im peripheren Gewebe befindeen eine enorme phagozytotische
Aktivitat, sind aber nicht in der Lage reife T-Z3l zu aktivieren. Sobald die DCs ein Antigen
aufnehmen, durchlaufen sie einen Reifungsprozesddme sie MHC und kostimulatorische
Molekule hochregulieren. Aktivierte DCs migrierenRichtung lymphatische Organe, wo sie
die phagozytierten Antigene den T-Zellen préaseetieim Gegensatz zu den Makophagen
sind die DCs in der Lage naive CD8-Zellen zu aktivieren [31]. Zusatzlich zu ihreolR in
der Verbindung des angeborenen und des adaptiverumsystems, wurde den DCs eine
entscheidende Rolle bei der Unterbindung der Martgi und Proliferation der LM in der

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

Neutrophile und Makrophagen kénnen LM phagozytiererd als Antwort bakterizides NO und ROS
produzieren. Die von Makrophagen produzierten ZyekIL-12 und TNk aktivieren NK-Zellen zur
Produktion von IFN, das im Gegenzug wiederum das bakterizide Potedéa Makrophagen stimuliert.
Ausgereifte DCs sorgen fir die Aktivierung der Th&e Gber die Prasentation von LM-Peptiden Gbendi¢C-
Rezeptoren. CDB T-Zellen entwickeln sich dabei zu zytotoxischenZdllen und die CDZ4 T-Zellen
differenzieren mit Hilfe von IFN und IL-12 zu 1 T-Zellen. Beide T-Zell-Populationen sezernierERh um
Makrophagen zu aktivieren. Regulatorische T-Ze{lBgy) kontrollieren die Effektor-Funktion der zytotogisen
CD8' T-Zellen (modifiziert von [33]).
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1.2.3 Die adaptive Immunantwort

Die Zellen des adaptiven Immunsystems, bestehesdaund B-Lymphozyten, sind fir die
T-Zell-vermittelte und humorale Immunantwort zust@n Die LM-induzierte adaptive
Immunantwort verlauft strikt T-Zell-abhangig. BejdeD4 T-Zellen und CD8 T-Zellen,
sind an der LM-Abwehr beteiligt, aber eine groRé&elle wird den CD8 T-Zellen

zugesprochen.

Wahrend der LM-Infektion werden die Cbdnd CD8 T-Zellen Antigen-abhangig aktiviert.
Dazu nutzt der Wirt verschiedene Strategien. MH@sKe-I-Molekile kénnen auf jeder
kernhaltigen Zelle gefunden werden und jede LMziefite Zelle ist in der Lage LM-Peptide
uber MHC-Klasse-I-Molekiile den CDJ-Zellen zu prasentieren [34]. Listeriolysin ishes
dieser Proteine, welches eine starke Immunantwo@D8 T-Zellen auslost [35]. Nach der
Differenzierung und klonalen Expansion kénnen d@8CEffektor-T-Zellen infizierte Zellen
durch Perforin und Granzyme lysieren und somit Lisisetzen. Das freigesetzte Bakterium
kann dann wiederum von Neutrophilen und Makrophageagozytiert werden. Zusatzlich
zur lysierenden Funktion sind die CDBffektor-T-Zellen in der Lage IFNzu produzieren
und somit die bakterizide Funktion von den Neutigowhund Makrophagen anzuregen. Nach
der Erstinfektion verbleiben ein paar wenige CDB8edachtnis-T-Zellen, die fur eine

lebenslange Immunitéat gegen LM sorgen.

Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekilen werden MHIadse-II-Molekile nur von
einzelnen professionellen APCs exprimiert und CD4Zellen prasentiert [34]. Nach der
TZR-Aktivierung und in Anwesenheit von IL-12 undNf differenzieren die CD4T-Zellen
in Typl-T-Helferzellen (1), die grol3e Mengen an IgNbroduzieren [36]. Dieses aktiviert

die Makrophagen zur letztendlichen Befreiung degois von LM.

Die Prozesse der Differenzierung und klonalen Esjmemnvon CD8 und CD4 T-Zellen
werden durch Transkriptionsfaktoren gesteuert. Eimilie der Fox-forkhead-box Proteine
gehort zu eben solchen wichtigen immunologischemguRé¢oren und soll im n&chsten
Abschnitt ndher beschrieben werden.
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1.3 Fox- (forkhead-box) Familie

Fox-Proteine gehoren zu einer Familie von Transiomsfaktoren, die eine grof3e Vielfalt an
unterschiedlichen zellularen Prozessen regulieBaf). [Der Name Forkhead stammt vom
Drosophila melanogasteforkhead Genprodukt [38]. Kurz nach der Entdeckung dieses
Genprodukts wurde eine neue Gruppe von Leber-spezén Transkriptionsfaktorehdpatic
nuclear factor 3 family bestimmt, die einédorkheadDNA-Bindestelle aufwiesen [39]. Die
Entdeckung dieses Forkhead-Motivs erschuf eine ieumilie von Transkriptionsfaktoren,
die nachfolgend in verschiedenen Organismen, vorHeéée bis zum Menschen, identifiziert
wurden. Die Zahl der Fox-Familienmitglieder wacksttig aufgrund der immer grol3eren
Bedeutung die diesen Proteinen zugeschrieben videhn, Fox-Genmutationen fuhren
teilweise zu schweren Stérungen, wie z.B. die Ecklnng von Kraniopharyngeom (gutartige
Tumorbildung im  Bereich der Hirnanhangdrise) (FQxel Sprach- und
Spracherwerbstérungen (Foxp2) und Horstérungen illrd40]. Fur die Regulation des
Immunsystems sind besonders Foxp3-, Foxnl-, Faxjil-Foxo-Proteine von Bedeutung. Im

Folgenden soll naher auf die Foxo-Familie eingegangerden.

1.3.1 Foxo- (forkhead-box O) Familie

Das stetig steigende Interesse an den Proteinefrade@r-Familie beruht einerseits auf der
Tatsache, dass d&aenorhabditis eleganSoxo-Homolog DAF-16 fur die Langlebigkeit in
diesem Organismus verantwortlich ist und andererseeil in Saugetieren Foxol, Foxo3,
Foxo4 und Foxo6 Uber den PI3K-Akt-Signalweg regtilierden.

Foxo-Proteine agieren hauptsachlich als transkmglle Aktivatoren durch die Bindung an
die DNS-Konsensussequenz TTGTTTAC [41]. Foxo-Trapsknsfaktoren regulieren den
Zellzyklus, die Reparatur der beschadigten DNA, ptpse und Autophagie durch die
Hochregulation von spezifischen Zielgenen [42-&&jsétzlich regulieren Foxo-Proteine die
Zelldifferenzierung im Blut, Muskel und Fettgewelid6-48], sowie den Energie-
Metabolismus durch die Forderung der Gluconeogenes#® Nahrungsaufnahme [49].
Dadurch dass die zellularen Foxo-Funktionen sidlweéese stark unterscheiden, kann
angenommen werden, dass die Foxo-Aktivitat gewedmfgch unterschiedlich reguliert

wird.
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1.3.1.1Regulation der subzellularen Lokalisation von Foxo

Die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges als Antwoauf Insulin, Insulinahnliche
Wachstumsfaktoren und andere Wachstumsfaktoren filheiner negativen Regulation der
Foxo-Proteine [50]. Dabei erfolgt eine Phosphoryiiy von Foxo-Proteinen an drei
Phosphorylierungsstellen (Foxol an Thr24, Ser2B61®; Foxo3 an Thr32, Ser253, Ser315;
Foxo4 an Thr28, Ser319, Ser258), die zum Exportdams Nukleus fuhrt [50]. Damit wird
die transkriptionelle Funktion von Foxo unterbrachBie Foxo-Phosphorylierung durch Akt
kreiert eine Bindestelle fur 14-3-3-Proteine. 13-Broteine binden an phosphoryliertes Foxo
im Nukleus und induzieren damit den Export ins py@sma [51]. Zusatzlich maskieren
14-3-3-Proteine das Kernlokalisierungssignal (NM8h Foxo und verhindern damit den
Ruckeintritt in den Nukleus [52]. Ausgenommen vaesdm Mechanismus ist Foxo6, denn
Foxo6 wird nicht durch den nukledren Export regulig3]. Die Tatsache, dass Foxo6 nur an
zwei der drei Phosphorylierungsstellen (Thr26 uedl84) phosphoryliert wird, beweist die
Wichtigkeit der Phosphorylierung an allen drei Btelfir die funktionale Regulation der

subzelluldren Lokalisation.

Wahrend die Phosphorylierung die Bindung an 14B-@&eine initiiert, fuhrt die
Dephosphorylierung von Foxo zur Dissoziation destdtnkomplexes [54]. Die Protein-
Phosphatase 2A (PP2A) wird fir diese Dissoziatiemantwortlich gemacht [55]. PP2A-
Inhibitoren oder dessen Knockdown stabilisierenrb&o-Phosphorylierung und gleichzeitig
den Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen [56]. ZaBéh fuhrt die PP2A-Inhibierung zu
einem verzogerten Foxo-Ruckeintritt in den Nuklawsd zu einer Schwachung seiner

transkriptionellen Aktivitat.

Interessanterweise fuhrt eine Stress-induziertemétion, trotz Anwesenheit eines
Wachstumfaktorsignals, zu einem Foxo-Ruckeintnittlén Nukleus [57]. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass der Nukleus-Ruckeintritt desHProteins ohne Dephosphorylierung an
Akt-Phosphorylierungsstellen maoglich ist. Als Antwauf oxidativen Stress phosphoryliert
die Kinase MST1 hammalian Ste20-like kingsé-oxo3 an Ser207, zerstort damit den
Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen und induzieaddrch die Relokalisation des Foxo3-
Proteins [58]. Eine andere Stress-induzierte Prkiease JNK ¢-Jun kinasgphosphoryliert
Foxo4 an Thr447 und Thr451 und stimuliert damit derklearen Ruckeintritt [59, 60].
Gleichzeitig phosphoryliert JNK 14-3-3-Proteine, duech die Foxo-14-3-3-Komplex-
Dissoziation begunstigt wird [61]. Somit beginstigie MST1- und JNK-Signalweg-

10



Einleitung

Aktivierung den nuklearen Foxo-Ruckeintritt in Satigren und steigert die Lebenserwartung
in  Wiurmern, wahrend die AKT-PI3K-Signalweg-Aktivierg die nukledre Foxo-
Relokalisation inhibiert und die Lebenserwartung\idrmern reduziert [58, 60].

1.3.1.2Regulation der Foxo-Proteinlevel

Obwohl der Hauptmechanismus der Foxo-Regulatiordén Anderung der subzelluldren
Lokalisation besteht, kann eine Veranderung demoHexpression einen dramatischen Effekt
im Organismus verursachen. In der Tat fihrt einer&kpression von Foxo in Wirmern und
Fliegen zu einer erhdhten Lebenserwartung [62]Glegensatz dazu ist ein Fehlen des Foxo-
Proteins in Saugetieren mit einem erhdhten Krelksrigssoziiert [63]. Die Anderungen der
Foxo-Proteinlevel kdnnen durch Foxo-Degradierurfgoxo-Transkription oder durch

Mutationen imFoxo-Gen ausgeldst werden.

Obwohl Foxo-Transkriptionsfaktoren relativ stabi®eoteine bilden, kénnen sie durch eine
TNFa-Stimulation degradiert werden. Die im AnschlussTatFo-Stimulation stattfindende
Phosphorylierung von Foxo-Proteinen durch diB-Kinase (nhibitor of kappa B fuhrt zur
Ubiquitinierung und sofortigem Abbau [64]. Gleicltige resultiert eine #B-Uberexpression
in einer verlagerten Foxo-Expression und in einentedriickung der zellularen
Transformation und des Tumorwachstums [64]. Diesdi& die Signifikanz der Regulation

der Foxo-Proteinexpression fur die Tumorgenese.

Wie bereits oben angedeutet konnen Foxo-Proteinleweh durch eine verénderte
Transkription der Foxo-Gene beeinflusst werden. E2F1, ein Transkriptikisk der

Zellzyklus-Progress und Apoptose reguliert, bindpezifisch an die Foxol- und Foxo3-
Promotoren [65] und kann eif@xo-Expression induzieren. Die E2F-Proteine werderchiur
Pocket-Proteine der Retinoblastom- (Rb) Familie #wllzyklusregulierenden Vertretern
reguliert, die wiederum direkte Zielgene von FoxotBinen darstellen. Da ein wichtiger
Aspekt dieser Arbeit in der Foxo-abhangigen Steugraes Zellzyklus liegt, soll im

nachfolgendem der Zellzyklus kurz erlautert werden.

11
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1.4 Zellzyklus

Der Zellzyklus beschreibt die Serie von Ereignisska eine Zelle auf dem Weg der Genom-
Duplizierung und Herstellung zweier identischer Aieczellen durchlauft. Der Zellzyklus ist
unterteilt in vier Phasen. Wahrend der ersten ImeRigasen wird in der Zelle eine Kopie des
gesamten genetischen Materials generiert (S-Phard) die zellularen Komponenten
zwischen zwei identischen Tochterzellen verteiltRPliase). Die anderen beiden Phasen G1
und G2, dienen der Vorbereitung der Zelle auf davejligen erfolgreichen Abschluss der S-
und M-Phasen. Sobald die Zelle die Proliferatiorstllt, verlasst sie den Zellzyklus und tritt
in die Ruhephase (GO0) ein (Abb. 3).

Der Progress durch jedes Stadium des Zellzyklusl wiurch Cyclin-abhangige Kinasen
(CDK) gesteuert. CDKs sind eine Familie von Sermébnin-Proteinkinasen, die durch
Phosphorylierung/Dephosphorylierung aktiviert werded dabei einen Heterodimerkomplex

mit der regulatorischen Untereinheit (Cyclin) bide
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Abbildung 3: Zellzyklus und regulatorische Familiender CKIs.

Der Zellzyklusfortschritt durch die G1/S-Phase witdrch die Bindung von Rb-Proteinen an Mitglieder d
E2F-Familie reguliert. Die Phosphorylierung der Rimteine durch Cyclin/CDK fuhrt dabei zur Freisetguwes
E2F-Proteins und zum Zellzyklusfortschritt. Die 4nkund Cip/Kip-Familien der CKls konnen diese
Phosphorylierung durch Inhibierung der Cyclin/CDK1idplexe hemmen ([66]).
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1.4.1 Zellzyklusinhibierung

Die Aktivitdt von CDKs ist wichtig fur den Progredgr Zelle durch die G1-Phase und den
Eintritt in die S-Phase. Die Kontrolle der Aktivitdieser Kinasen ist von entscheidendem
Wert und geschieht daher auf mehreren Ebenen. Bahéird die Akkumulation des Cyclins
und der Zusammenbau des Cyclin-CDK-Komplexes kdro Als nachstes wird die
Aktivitdt des Komplexes durch Phosphorylierung/Degthorylierung gesteuert [67]. Als
letztes werden die CDKs durch Interaktion mit intubschen Proteinen (CKIs) reguliert. Die
bekannten CKls werden abhangig von ihrer strukemefhnlichkeit in zwei Familien, die
Ink4 (inhibitor of CDK4) und Cip/Kip CDK interacting protein/Kinase inhibitory protgin

unterteilt.

Die Bedeutung der CKIs wurde durch Studien mit K@usken gezeigt [68]. Mause mit
fehlendem p27** zeigen eine erhohte KorpergroRe, als Ergebnis hgperzellularitat in
verschiedenen lebenswichtigen Organen, weiblichéudhtbarkeit und Taubheit. Einen

ahnlichen Phanotyp von Gigantismus und Organonegalgen auch p¥¥%'° KO Méause.

1.4.2 Die Ink4-Familie

Die Familie der Ink4-Proteine besteht aus vier Kétern, p18**® (p16), p18**® (p15),
p18™4¢ (p18) und p18** (p19) und haben allesamt als Gemeinsamkeit dabavidensein
von Ankyrin-Repeat-Motiven. Diese Ink4-Proteine meem die CDK-Aktivitat indem sie mit
D-Cyclinen um die Bindung konkurrieren [69]. Died@te Aufmerksamkeit wurde bislang
pl6 aufgrund der Korrelation zwischen einer Mutation pl6Gen und Melanom-
Entwicklung geschenkt [70]. In der Tat kann aus Eamilie der Ink4-Proteine nur pl6 als
Tumorsuppressor nach LOHo$s of heterozygosijty[71] klassifiziert werden. Uber die
anderen Mitglieder der Familie ist bis jetzt numigebekannt, auRer dass gi&5Expression
durch TGP (transforming growth faktgrinduziert wird und dass p18 und p19 an CDK6

binden und wahrend der Entwicklung unterschiediegfuliert werden [72].

1.4.3 Cip/Kip-Familie

Drei Proteine gehdren zur Gruppe der Cip/Kip Famip2£™ (p21), p2¥** (p27) und

p57%2 (p57). Alle drei sind homolog in der inhibitori=h Domane, die sowohl fir das
Binden als auch fir das Hemmen von CDK4- und CDK2nlidlexen notwendig ist. P21 war
das erste entdeckte Mitglied der Familie und istlem p53-abhangigen G1-Zellzyklusarrest
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involviert, welcher durch DNA-Schaden induziert avii73]. Zusatzlich kann p21 mit PCNA
(Untereinheit der DNA-Polymerase) interagieren sonddie DNA-Synthese inhibieren [74].
Beide Beobachtungen zeigen dass p21 eine wichtijje R der Regulation der Replikation
spielt, weshalb die p21-Expression wahrend desii&nin den Zellzyklus in verschiedenen

zellularen Systemen ansteigt.

P27 ist ein sehr wichtiges und viel untersuchteghdd der Familie. Die Regulation dieses
Proteins ist aul3erst komplex und erfolgt auf trapsikoneller, translationeller, proteolytischer
und lokalisatorischer Ebene [68]. Zahlreicime vitro und in vivo Analysen zeigten eine
entscheidende Rolle fur p27 wahrend der Entschgiddes Zellzykluseintritts [75].
Zusatzlich zu den oben beschrieben Maus-Phanotypen ein p27-Expressionsverlust im
Menschen eine Korrelation mit dem Auftreten versdener Tumorarten (Lunge, Brust,

Harnblase) sowie einer schlechten Prognose undhethdumoraggressivitat [76].

Im Gegensatz zu p27 ist p57 wenig untersucht. Maimutet 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 Rbtein-Familie, besteht aus drei
Mitgliedern, Rb/p105, p107/Rbl1 und p130/Rbl2. RbtEine spielen eine wichtige Rolle in
der Zellzyklus-Kontrolle durch die Regulation vomamskriptionsfaktoren der E2F-Familie.
E2F-Proteine sind fur die Expression von wichtigezyklus-Komponenten, wie Cyclin E,
Cyclin A, Cdc25A und E2F selbst zustandig. Die EZilie kann dabei in starke
Aktivatoren (E2F1-E2F3) und Repressoren (E2F4 urdFSE unterteilt werden. Beide
Gruppen werden durch Rb-Proteine reguliert. Rbdtmet interagieren mit E2F durch eine
Komplexbindung die zu einer Aktivierung aber auchr Repression von zahlreichen
Zielgenen fuhrt. Wahrend p105 als Aktivator agiéirhrt die Bindung von p107 und p130 an

E2F zur Repression.

Die Funktion der Pocket-Proteine ist die Zelle dhudie Inaktivierung von E2F in der GO-
Phase zu halten. Wéahrend der GO-Ruhephase bindeticla phosphorylierte p105 an E2F
und unterdrickt dessen transkriptionelle AktivitaGobald CyclinD/CDK4/6 die

Phosphorylierung von p105 initiiert, verlasst pl1@6n Komplex mit E2F1-E2F3 und

ermoglicht die Expression von ZellzyklusaktivierendGenen. Im Falle der inhibitorischen
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pl07 und pl130 fuhrt die Phosphorylierung zur Fieisgg von Zellzykluskontrollierenden
Mitgliedern der E2F Familie, E2F4 und E2F5.

Die Wichtigkeit der Pocket-Proteine wurde durchdsn mit KO Mausen belegt. Dabei fuhrt
der Verlust von p105 zum Sterben wahrend der Enganyese, bedingt durch Veranderungen
in der Proliferation, sowie einem verstarkten 2elt in der Leber und im
Zentralnervensystem und einer beeintrachtigten hiespbese [79, 80]. P107- und pl130-
defiziente Mause zeigen normale Phanotypen. Ahgslifihrt ein Doppel-Knockout von
p107 und p130 zum neonatalen Tod [81]. Dieser Befileutet auf eine tberlappende Rolle
von p107 und p130 hin.

1.5 Die SLy-Protein-Familie

Die Familie der SH3-Lymphozytenproteine (SLy) bbstawus drei Mitgliedern: SLyl
(SASH3), SLy2 (HACS1, NASH1 und SAMSN1) und SASHELY3). SLyl [82] und SLy2
[83, 84] wurden 2001 das erste Mal beschrieben,FEABNei Jahre spater [85]. Alle drei
Proteine zeigen groRe Ahnlichkeit im strukturellsufoau und das Aufweisen der Protein-
Protein-Interaktionsdoménen SAMtérile alpha motiveund SH3 $rc homology Bflhrte
zur Einordnung als Adapterproteine. Fiur SLy2 konnterschiedene Protein-Interaktionen
bereits bestatigt werden. SLy2 bindet direkt an Hligton-Deacetylase 1 (HDAC1) und an
SAP30 Sin3-associated polypeptide)3ind reguliert damit die HDAC-Enzymaktivitét [86].
Zusatzlich wurde SLy2 eine immunregulatorische ®&oltugesprochen, da es die
Immunglobulin-M- (IgM) Produktion in Bl-Zellen refert [87] und an der Aktin-
Zytoskelett-Reorganisation beteiligt ist [88]. FUBASH1 konnte eine Rolle als

Tumorsuppressor identifiziert werden [85].

1.5.1 SLyl-Protein

SLyl war das erste beschriebene Mitglied der Suwpik@ und bekam aufgrund der
ausschliel3lichen Expression in Lymphozyten den Neyel3 domain protein expressed in
Lymphocytes 1 kurz SLyl. Sowohl das murine als auch das hunfaingtGen befinden

sich auf dem X-Chromosom und weisen eine Uber 8@gmtige Aminosauren-Homologie
auf. Interessanterweise ist das hum8hgtGen auf X-Chromosom Xg25-Xq26.3 (GenBank
accession No. NM_018990) lokalisiert, einer Stdike mit verschiedenen X-chromosomalen
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Erkrankungen verbunden ist. Als Beispiel waren Maten im SH2D1A-und CD40L-Gen,
die beide auf Chromosom Xq25-26 lokalisiert sind,rennen. Wéahrend die Mutation von
SH2D1Azu einer X-chromosomalen lymphoproliferativen Erkung (XLS) fuhrt, resultiert

die Genveranderung va@D40L in einem Hyper-IgM-Syndrom [89, 90].

Das SLyl-Protein ist 380 Aminosauren lang und 55a kBchwer. Charakteristische
Strukturmerkmale fur das SLyl-Protein ist eine ge&ilte nukleare Lokalisationssignal-
Sequenz NLS1 und NLS2, sowie jeweils eine SAM- et SH3-Domane. Zwischen den
beiden NLS-Domanen befindet sich am Ser27 eine pPlooglierungsstelle. Diese wird im
Zuge einer TZR-Stimulation durch eine bisher unbeka Kinase phosphoryliert [91]. Der
schematische Strukturaufbau von SLyl ist in (Ahdagestellt.

P
%Q} NES 264-268
3-20 74-91 176-233 249-316

Abbildung 4: Schematische Darstellung des SLy1-Preins.

Farbliche Blocke markieren die funktionalen EinéritNLS, SH3, und SAM. Zahlen bezeichnen die
entsprechende Aminosauren-Lokalisation. Die sptiff Phosphorylierungsstelle Ser27 ist in rot
hervorgehoben. Ein vorhergesagtes nukledres Expoats (NES) ist in der C-terminalen SAM-Doméne
lokalisiert.

Wahrend die beiden Protein-Protein-Interaktionsdena SAM und SH3 fir die
Adapterfunktion von SLyl1 verantwortlich sind, reiguén die Phosphorylierungsstelle Ser27
und die beiden NLS-Doméanen die Aktivierung und dedlulare Lokalisation von SLyl.
Beide Prozesse sind von entscheidender BedeuturdjefiFunktion von SLyl, wie anhand
der SLyl-del Maus gezeigt werden konnte. Diese Mepsimiert ein unvollstadndiges SLy1-
Protein, dem die Ser27-Stelle und die zweite NL3rBoe fehlen. Wéahrend das Wildtyp
(WT) SLyl-Protein in unstimulierten T-Zellen vorwend im Nukleus vorzufinden ist,
befindet sich das SLyl-del Protein ausschliellich Zytoplasma [92]. Der Verlust der
Phosphorylierungsstelle und der Mdglichkeit in ddurkleus einzuwandern resultiert in einer
reduzierten Proliferation der SLyl-del T-Zellen Vergleich zu WT Kontrollen [92]. In der
Milz der SLyl-del Maus konnte eine Zellzahlreduktialer Marginalzonen B-Zellen
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festgestellt werden, die nach einer Immunisieruwmgeingeschrankten IlgM-Produktion flhrte
[92]. Eine Entwicklungsstérung der Thymozyten wusidevohl in der SLyl-del als auch in
der SLyl KO Maus beobachtet [93]. Zusatzlich zeidemNK Zellen der SLyl KO Maus
einen Defekt in der Funktion und Expression vonivaktienden NK-Rezeptoren, die
letztendlich in einer reduzierten Tumorbekampfundet (Kooperation mit A. Krupnick, St.

Louis, USA).

All diese Beobachtungen deuten auf eine wichtigdeRidir SLyl in der Regulation des

Immunsystems hin.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die bisher erbrachten Vorarbeiten deuten klar ané @ositive Rolle des SLyl1-Proteins in
der Regulation des Immunsystems hin. Die Vielfalt BEhanotypen in SLyl KO M&usen lasst
zusatzlich auf eine Gewebe-, Zell- und méglicheseesignalweg-abhangige Funktion von
SLyl schliel3en. Der Einfluss einer SLyl-Deletiorf dan Verlauf einer Infektion wurde
allerdings bisher noch nicht untersucht und saléiber in dieser Arbeit beleuchtet werden. In
Bezug auf eine mogliche zellspezifische Funktion &byl sollte daher die Infektion mit LM
untersucht werden, die eine starke T-Zell-abha&ngigaunantwort induziert. Somit erlaubt
dieses Infektionsmodell spezifisch die Rolle vorySlin der Generierung der adaptiven T-
Zell-Antwort zu analysieren. Dazu sollten SLyl K@duVT Mause mit LM infiziert werden

und Uberlebensraten, sowie die spezifische T-Zalwrt untersucht werden.

Daruber hinaus sollte die Ursache der reduzierteymibzytenzahlen, die von Bernhard Reis
in SLyl KO Mausen beschrieben wurden, weiter amatyswerden. Dazu sollte die

Thymozytenentwicklung in SLyl KO x Bcl-2 TG Méauseiher untersucht werden. Diese
Mause erlauben aufgrund der Bcl-2-UberexpressierAdialyse des Einflusses von SLy1 auf
die Reifung der Thymozyten unabh&ngig von der Apspt Weiterhin sollte die Einordnung
von SLyl in den pra-TZR- und/oder Notch-Signalweg ilfe von SLyl KO x RAG1 KO

Mausen Uberprift werden.

In der Rolle als Adapterprotein hat SLyl1 keine p@g&atalytische Aktivitat und erfullt somit
seine Funktion durch die Interaktion mit andereoté&nen. Allerdings sind bis auf die
Bindung von SLyl an 14-3-3-Proteine bisher keineiteven immunregulatorischen
Interaktionspartner von SLyl bekannt. Ein wichtigemhaltspunkt in der Identifizierung
neuer Interaktionspartner ist die TZR-abhéngigesPhorylierung von SLyl an Ser27 und
der anschlieRende Export aus dem Nukleus. Angssidieiser Regulationsmerkmale von
SLy1 sollten immunregulatorische Proteine mit eiridmlichen Regulationsmechanismus als

maogliche Interaktionspartner fur SLy1 untersuchtoea.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten im Zusammeghait den zuvor erbrachten Vorarbeiten

die Rolle und Funktionsweise des AdapterproteinglSkeiter entschlisseln.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Name

Hersteller

Standort

BD FACSCantdVIl

Geldokumentationssystem

HERAcell Inkubator
Heraeus Pico 17
HERAsafe Sterilbank
LightCyclel® 480 II
MACS Multist&nder
Microskop PrimoVert
MidiMACS ™Separator
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
Peglab

Peglab

Qiagen

Tecan

Fisher Scientific
Eppendorf
Eppendorf

Heidelberg, Deutschland

Munchen, 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 gdlistewurden von Sarstedt, Greiner, BD

Biosciences oder Eppendorf bezogen.
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Name Hersteller Standort

70 um Filter BD Biosciences Heidelberg, Deutschland

96 well PCR-Platte, weil3 Greiner Frickenhausen, Deutschland
AMPLIseal™ Greiner Frickenhausen, Deutschland
Costar 96 well EIA/RIA Platte Corning Amsterdam, Niederlande

Columbia Blood Agar plates
MACS® Separation Columns

Mikropipetten 10 pul
Microstrainef SST™ Tubes
PCR 12er-SoftStrips
Zellsieb 70 um

BD Biosciences

Miltenyi Biotec

Brand

BD Biosciences
Biozym Biotech Trading
BD Biosciences

Heidelberg, Deutschland
Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Wertheim, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Wien, Osterreich
Heidelberg, Deutschland

2.3 Puffer, Losungen und Medien

Alle Lésungen wurden in Wasser (Millipore Qualithgrgestellt und der pH mit NaOH oder

HCL eingestellt.

Antikodrperpuffer

BBS (2x)

10 mM HEPES

0,5 M NacCl

1 % BSA (w/v)

0,2 % Tween20 (v/v)
0,02 % NaN (w/v)

50 mM BES
280 mM NacCl

1,5 mM NaHPQO, x 2H,0

pH 6,95
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Erythrozyten-Lysepuffer

Gewebelysepuffer

HEK?293T Kulturmedium

LB-Agar (500 ml)

LB-Medium (500 ml)

MACS-Puffer

OP9-Medium

0,155 M NgI
0,01 M KHCG
0,1 mM EDTA

500 mM KCI
100 mM Tris mit pH 8,3
0,1 mg/ml Gelatine
1 % NP-40 (v/v)
1 % Tween20 (v/v)
500 pg/ml Proteinase K

500 ml DMEM High Glucose
10 % FCS (v/v)
5 ml Penicillin/Streptomycin (100x)
2 mM L-Glutamin

10 g LB-Medium
7,5 g Agar-Agar
autoklaviert

10 g LB-Medium

autoklaviert

500 ml PBS
0,5 % BSA (W/v)
2,5 mM EDTA

500 ml MEM
20 % FCS (v/v)
5 ml Penicillin/Streptomycin (100x)
2 mM L-Glutamin
0,05 mMp-Mercaptoethanol (v/v)
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Sammelgel-Puffer

Sammelgel (6%)

SDS-Laufpuffer (10x)

SDS-Probenpuffer (5x)

Stimulationsmedium

TBS/T

0,25 M Tris
0,2 % SDS (w/v)
pH 6,8

4,5 ml Sammelgel-Puffer
3 ml H,O
1,5 ml Acrylamid
8 ul TEMED
90 ul 10 % APS

30,3 g Tris
144,2 g Glycin
10 g SDS
1000 ml HO
pH 8,3-8,8

10 % SDS (w/v)
30 mM Tris mit pH 6,8
0,1 % Bromphenolblau (w/v)
45 % Glycerin (v/v)
25 %[p-Mercaptoethanol (v/v)

500 ml RPMI
10 % FCS (v/v)
5 ml Penicillin/Streptomycin (100x)
2 mM L-Glutamin
0,05 mMp-Mercaptoethanol (v/v)

50 mM Tris

150 mM NacCl
0,1 % Tween20 (v/v)
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Transfer-Puffer

Trenngel-Puffer

Trenngel (12%)

Zell-Lysepuffer

2.4 Chemikalien und Kits

SDS-Laufpuffer
20 % Methanol

0,75 M Tris
0,2 % SDS (w/v)
pH 8,8

9 ml Trenngel-Puffer
1,8 ml KO
7,2 ml Acrylamid
45 pl TEMED
135 pl 10 % APS

50 mM Tris

150 mM NacCl

2 mM EDTA

5 % NP-40 (v/v)

Complete Mini (Protease inhibitor tablet)
PhosSTOP (Phosphatase inhibitor tablet)

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

Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 3: Chemikalien

Name Hersteller Standort
7-AAD BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
ABB BD Biosciences Heidelberg, Deutschland

Amersham Hybontt' Membran

Annexin V

B-Mercaptoethanol 50 mM

GE Healthcare
BD Biosciences
Gibcd® Life Technologies

Miinchen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
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BHI

CFSE

Chlorophorm
Complete Mini
DMEM High Glucose
FCS

lonomycin
Isopropanol
L-Glutamin 200 mM
MEMa

BSA

Nukleasefreies Wasser

PBS

Penicillin/Streptomycin (100x)

PhosSTOP

PMA

Protein A Sepharos¥
RPMI

TRI® Reagent

BD Biosciences
Biolegend
Sigma-Aldrich
Roche

GE Healthcare
GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Invitrogert® Life
Technologies
Sigma-Aldrich
Qiagen

Gibcd® Life Technologies
GE Healthcare
Roche
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
GE Healthcare
Sigma-Aldrich

Heidelberg, Deutschland
Eching, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Munchen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Munchen, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Munchen, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland

Trypsin/EDTA GE Healthcare Munchen, Deutschland
Tabelle 4: Kits
Kit Beschreibung Hersteller

Amersham ECL Detection Reagents Western Blot Detektion
Bio-Rad DC™ Protein Assay
BIOTAQ™ DNA Polymerase
BD™ CompBeads

BD Pharmingef” BrdU Flow Kit
CD4 MicroBeads

CD8a MicroBeads

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 ™ IFNy ELISA BioLegend

ELISA MAX ™ IL-12p70 ELISA BioLegend
High-Capacity cDNA Reverse cDNS-Synthese Applied Biosystems
Transcription Kit

NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Nukleus/Zytoplasma Thermo Scientific
Extraction Reagents Fraktionierung

Pan T cell Isolation Kit Il T-Zell-Aufreinigung Miltenyi Biotec
SuperSignal West Femto Western Blot Detektion Thermo Scientific

Chemiluminescence Substrate

SYBR Green | Master gPCR Reaktion Master Mix Roche

TCRyd T cell Isolation Kit T-Zell-Aufreinigung Miltenyi Biotec
Ter-119 MicroBeads Erythrozyten-Depletion Miltenyi Biotec
Transcription Factor Buffer Set Intrazellulare FACS-Analyse BD Biosciences
2.5 Primer

Alle in Tab. 5 gelisteten Primer wurden von biomees, Ulm, Deutschland bezogen.
(Tm = Schmelztemperatur; Ta = Annealingtemperatur)

Tabelle 5: PCR-Primer

Gen Lange Sequenz 5'-3 Tm Ta
[nu] [°C] [°C]
Screening Primer 3 (for) 21 tgacgccagtagggatggtag 54 64
Screening Primer 4 (neo-rev) 19 cgccttcttgacgagttcttct 52 64
Screening Primer 6 (rev-wt) 19 agtggcctgggggagatgt 55 64
IMRO336 17 ataggtcggcggttcat 47 60
IMRO337 20 cccgagtatctggaagacag 49 60
mVavl.2 21 gtcacaaaagaggaagtggtg 49 60
hBcl2.1 26 agcttataatggatgtacttcatcac 50 60
IMR0189 21 tggatgtggaatgtgtgcgag 57 58
IMR1746 20 gaggttccgctacgactctg 51 58
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IMR3104 20 ccggacaagtttttcatcgt 52 58
pl6 fwd 21 ggottttcttggtgaagttcg 53 60
pl6 rev 19 ttgcccatcatcatcacct 51 60
pl8 fwd 21 aaatggatttgggagaactgc 52 60
p18 rev 22 aaattgggattagcacctctga 52 60
p27 fwd 19 gttagcggagcagtgtcca 51 60
p27 rev 20 tctgttctgttggccctttt 51 60
p130 fwd 22 gggagacatggatttatctggt 51 60
p130 rev 19 gccaagagtgacctgtgga 50 60
IL-2 fwd 21 gctgttgatggacctacagga 52 60
IL-2 rev 20 ttcaattctgtggcctgctt 52 60
Foxol fwd 20 cttcaaggataagggcgaca 52 60
Foxol rev 20 gacagattgtggcgaattga 51 60
Foxo3 fwd 20 gctaagcaggcctcatctca 52 60
Foxo3 rev 20 ttccgtcagtttgagggtct 51 60
TNFa fwd 19 ctgtagcccacgtcgtagce 51 60
TNFa rev 18 ttgagatccatgccgttg 51 60
IFNy fwd 20 atctggaggaactggcaaaa 51 60
IFNy rev 26 ttcaagacttcaaagagtctgaggta 53 60
mp-Aktin fwd 20 aaggccaaccgtgaaaagat 53 60
mp-Aktin rev 21 gtggtacgaccagaggcatac 51 60
Bcl-2 fwd 20 agtacctgaaccggcatctg 52 60
Bcl-2 rev 21 ggggccatatagttccacaaa 53 60
IL-7Ra fwd 20 cgaaactccagaacccaaga 52 60
IL-7Ra rev 21 aatggtgacacttggcaagac 51 60
hSLy1 fwd 20 tgaaggccctgtcagaagag 52 60
hSLy1 rev 21 ggctgtagtctggagatgtcg 51 60
hp-Aktin fwd 18 aaggccaaccgtgaaaagat 51 60
hp-Aktin rev 20 gtggtacgaccagaggcatac 51 60
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2.6 Antikorper

2.6.1 Primére Antikorper

Tabelle 6: Priméare Antikorper

Antigen Hersteller Spezies Klon

Akt Cell Signaling Kaninchen C67E7
CD3 BD Biosciences Hamster 145-2C11
CD28 BD Biosciences Hamster 37.51
CD16/CD32 BioLegend Ratte 93

Foxol Cell Signaling Kaninchen C29H4
Foxo3 Cell Signaling Kaninchen 75D8
GAPDH Cell Signaling Kaninchen 14C10
HA-Tag Cell Signaling Kaninchen C29F4
HA-Tag Sigma-Aldrich Maus Monoklonal
Lamin A/C Cell Signaling Kaninchen Polyklonal
myc-Tag Cell Signaling Kaninchen 71D10
myc-Tag AbD Serotec Maus 9E10

p27 Cell Signaling Kaninchen D37H1
pl130 Cell Signaling Kaninchen DI9T7M
p-Akt Cell Signaling Kaninchen D9E
p-Foxol (Ser256) Cell Signaling Kaninchen Polyklonal
p-Foxo3 (Ser253) Cell Signaling Kaninchen Polyklonal
[3-Aktin Cell Signaling Maus AC-74
2.6.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 7: Sekundare Antikorper

Antigen Hersteller Spezies Verwendung
IgG-HRP Dianova Maus wWB
IgG-HRP Cell Signaling Kaninchen WB
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2.6.3 Fluoreszenz-gekoppelte Antikdrper

Tabelle 8: Fluoreszenz-gekoppelte anti-Maus Antikdrer

Antigen Fluorochrome Spezies Klon Hersteller
CD44 APC Ratte IM7 BD Biosciences
CD90.2 APC Ratte 53-2.1 BD Biosciences
CD4 APC-Cy7 Ratte GK1.5 BD Biosciences
T-bet FITC Maus 4B10 BioLegend
Ki-67 FITC Maus B56 BD Biosciences
IFNy FITC Ratte XMG1.2 eBioscience
CD25 FITC Ratte 7D4 BD Biosciences
CD45R/B220 FITC Ratte RA3-6B2 BD Biosciences
TCRyd FITC Hamster GL3 BD Biosciences
IL-2 PE Ratte JES6-5H4 BD Biosciences
FoxP3 PE Ratte MF-14 BioLegend
Bcl-2 PE Hamster 3F11 BD Biosciences
CD8a PE Ratte 53-6.7 BD Biosciences
CD62L PE Ratte MEL-14 BD Biosciences
CD3e PerCP-CyV5.5 Hamster 145-2C11 BD Biosciences
NK1.1. PerCP-CYM5.5 Maus PK136 BioLegend
CD8a PerCP-CyM5.5 Ratte 53-6.7 BD Biosciences
CD8a V500 Ratte 53-6.7 BD Biosciences
CD4 Pacific Blue Ratte RM4-5 BD Biosciences
CD3e Pacific Blue Hamster 500A2 BD Biosciences
2.7 Plasmide

Foxol-HA-Plasmid wurde von Addgene erworben. SLyiciRlasmid wurde bereits

beschrieben (Doktorarbeit Brandt).
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3 Methoden

3.1 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung wurde entsprechend dergaben zu den jeweiligen
Abbildungen durchgefuhrt. Statistische Analysen dear mit Hilfe von GraphPad Prism
erstellt. Die Abbildungen wurden mit Image Lab, Wlm und GraphPad Prism angefertigt

und mit CorelDraw zusammengestellt.

3.2 Tierexperimente

3.2.1 Zucht von genveranderten Mausen

SLyl KO Mause wurden bereits beschrieben [93]. BTl Mause wurden freundlicherweise
von Prof. Dr. Tarik M6roy (Universitatsklinikum E=s) zur Verfigung gestellt und mit SLy1
KO Mausen gekreuzt. RAG1 KO Mause wurden von Jatksdoratories erworben und mit

SLyl KO Méausen gekreuzt.

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Mause wuidespezifisch pathogenfreien Bereich
in der Tierversuchsanlage der Medizinischen Fakultér Eberhard Karls Universitat

Tubingen unter Einhaltung eines zwolfstindigen Naght-Rhythmus gezichtet. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Die dnizerfolgte mit 8-10 Wochen alten

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

Ohrlochkodierung markiert. Alle Linien wurden mirstiens sechsfach auf den C57BL/6
Hintergrund ruckgekreuzt. Die fur die Rickkreuzuegwendeten C57BL/6 Mause wurden
von CharlesRiver Laboratories erworben.

3.2.2 Auswahlkriterien

Die Auswahl der Mause erfolgte anhand des Genotigrsmittels PCR bestimmt wurde. Alle
Experimente wurden mit 9-14 Wochen alten mannlialveeh weiblichen Tieren durchgefiihrt.
Als Kontrollen dienten gleichaltrige WT Mause. Flinfektionen wurden ausschlie3lich
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weibliche Tiere eingesetzt. Samtliche Tierexperiteen erfolgten laut den
Tierversuchsangaben und wurden durch das Regigitidgidium genehmigt.

3.2.3 Infektion mit LM

Am Vortag der Infektion wurde der LM-Bakterienstam®@TCC 43251) in 5 ml BHI-
Medium UN bei 37 °C inokuliert. Am darauffolgend@ag wurde die LM-Konzentration
mittels Vermessung der optischen Dichte bei 600 (@Dsoq) bestimmt. Die Bakterien
wurden auf eine O von 0,7-0,75 eingestellt und seriell 1:10 mit B¥Aédium verdinnt.
Dabei entsprach die dritte Dilution einer §gDosis. 350 ul der entsprechenden Dosis
wurden den Mausen i.p. appliziert. Zur Kontroller d@ilutionsreine wurden 10 pl der
jeweiligen Verdunnung auf Columbia Blood Agar Riattausgestrichen und UN im
Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden dmokiebildenden Einheiten (CFU)
ausgezahlt. Das Befinden der Tiere wurde taglidmaad der &uReren Erscheinung und der

Messung des Gewichts kontrolliert.

3.2.4 Praparation der Lymphorgane und Serumentnahme

Die Totung der Mause erfolgte durch zervikale Ckalton nach vorheriger GO oder
Isofluran-Anésthesiologie. Milz und Thymus wurdeorsichtig entfernt und mit Hilfe eines
70 um Zellsiebes homogenisiert. Danach wurden digzkllen abzentrifugiert und zur
Entfernung der Erythrozyten in 2-5 ml Erythrozyleysepuffer resuspendiert. Die Lyse
erfolgte 3 min bei RT und wurde mit 5 ml kaltem P&stoppt. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten bei 4 °C, 500 und 5 min.

Fir die Serumentnahme wurden die M&use mit Isaflar@ésthesiert und das Blut mit einer
10 ul Kapillare retroorbital entnommen. Das Blutrdes in Microtaine? SSTV GefaRen
gesammelt. Die Koagulation wurde 30 min bei RT amgéet und die Gefalle danach bei
11000 g fur 2 min abzentrifugiert. Das Serum wurde vor8ghn ein frisches Gefal

dberfuhrt und bei -20 °C gelagert.

3.2.5 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (CFU)

Am Tag zwei und vier nach einer mittleren LM-Infiekt (1xLDsg) wurden die infizierten
Mause geopfert, die Milz und ein Leberlappen entmem und in PBS homogenisiert. Als

nachstes wurden serielle 1:10 Verdinnungen anggfevion denen 10 pl auf Columbia
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Blood Agar Platten ausplattiert und bei 37 °C imutBchrank UN inkubiert wurden. Am
nachsten Tag wurden die Kolonien ausgezabhilt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Maus-Genotypisierung

Gewebeproben von 3-4 Wochen alten Mausen wurdendanos Ohr entnommen und mit
Gewebelysepuffer lysiert. Die Lyse erfolgte minéest 1 h bei 55 °C. Danach wurden die
Lysate bei 250Q fir 3 min abzentrifugiert und bei 4 °C gelagerie >enotyp-Analyse
erfolgte mit spezifischen Primern fir das entspeade Genprodukt und PCR-Programm
(Tab. 9-14). Die PCR-Produkte wurden anschlieReritelsr QIAxcel DNA Analyzer
aufgetrennt.

Tabelle 9: SLy1 KO PCR-Programm

Temperatur Zeit

95 °C 3 min

95 °C 15 sec

64 °C 30 sec 30 Zyklen
72 °C 90 sec

72 °C 10 min
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Tabelle 10: SLyl KO PCR-Mastermix

Bestandteil Volumen
H,0 17,55 pl
10xNH, Reaktionspuffer 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1,25 pl
dNTPs 10 mM 0,5 pl
Primermix 2 ul
Tag (5 Einheiten/ul) 0,2 pl
cDNS 1l
Primermix SLyl KO

H20 10 pl
Screening Primer 3 (for) 100 uM 20 pl
Screening Primer 4 (neo-rev) 100 uM 10 pl
Screening Primer 6 (rev-wt) 100 uM 10 pl

Tabelle 11: Bcl-2 TG PCR-Programm

Temperatur Zeit

95 °C 15 min

94 °C 30 sec

60 °C 90 sec 34 Zykle
72 °C 90 sec

72 °C 10 min
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Tabelle 12: Bcl-2 TG PCR-Mastermix

Bestandteil Volumen
H,0 12,55 pl
10xNH, Reaktionspuffer 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1,25 pl
dNTPs 10 mM 0,5 pl
IMR0336 10 pM 1ul
IMRO337 10 uM 1l
mVavl.2 10 pyM 2,5 ul
hBcl2.1 10 pM 2,5 pl
Taq (5 Einheiten/ul) 10 pl
cDNS 1l

Tabelle 13: RAG1 KO PCR-Programm

Temperatur | Zeit

95 °C 3 min

94 °C 30 sec

58 °C 45 sec 35 Zyklen
72 °C 45 sec

72 °C 10 min
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Tabelle 14: RAG1 KO PCR-Mastermix

Bestandteil Volumen
H,0 17,55 pl
10xNH, Reaktionspuffer 2,5 pul
MgCl, 50 mM 1,25 pl
dNTPs 10 mM 0,5 pl
Primermix RAG1 KO 2 ul

Tag (5 Einheiten/ul) 0,2 pl
cDNS 1l

Primermix RAG1 KO

H20 10 pl
IMR0189 20 pl
IMR1746 10 pl
IMR3104 10 pl

3.3.2 Quantitative Real-Time PCR

3.3.2.1RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA wurde mit TRIReagent und Chlorophorm/Isopropanol nach Angalesn d
Herstellers isoliert. Die Bestimmung der optiscieohte bei 260 nm diente zur Messung der

RNA-Konzentration, die mit Hilfe der Lambert-Beele@@hung berechnet wurde.

3.3.2.2cDNS-Synthese

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

Transcription Kit und wurde nach Angaben des Héesgedurchgefinhrt.

3.3.2.3gPCR

Die gPCR wurde mit SYBR Green durchgefuhrt. Speaife Primer wurden fir die
jeweiligen Genprodukte eingesetzt (Tab. 15, 163. Réferenzgen dienteAktin. Ein interner

Standard wurde als Kalibrator benutzt um Abweiclmmgwischen verschiedenen Ansatzen
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auszugleichen. Die gPCR wurde mit dem LightCycled80 Il durchgefuhrt. Die
Primersequenzen wurden mit dem Universal Probetybfssay Design Center von Roche
ausgewahlt und die gPCR-Daten mit Hilfe der Lightléy® 480 Software ausgewertet.

Tabelle 15: gPCR-Programm

Temperatur | Zeit

98 °C 5 min

98 °C 10 sec

60 °C 10 sec 45 Zyklen
72 °C 10 sec

72 °C 5 min

Tabelle 16: gPCR-Mastermix

Bestandteil Volumen
H.O 1,5 ul
2XSYBR Green 5 ul
Primer fwd 10 uM 0,4 ul
Primer rev 10 uM 0,4 ul
cDNS 2,5 ul

3.3.3 Amplifizierung und Herstellung von Plasmid-DNS

Um die bendtigte Menge an Plasmid-DNS fur die Tiekteon von HEK293T Zellen zu

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

Die OneShdtTop10 kompetentek.coli wurden auf Eis aufgetaut. Danach wurden 5 pl der
Plasmid-DNS mit 25 pl Bakterien fir 30 min auf Ei&ubiert. Der Transformationsansatz
wurde durch Hitze-Schock-Inkubation bei 42 °C fOrsgk aktiviert und anschliel3end auf Eis
fur 2 min inkubiert. Die transformierten Bakteriemrden danach bei 37 °C in 200 pl SOC-
Medium in einem Bakterienschittler vorinkubiert bewsie auf vorgewarmte LB-Agar
Platten, die 100 pg/ml Ampicillin enthielten, aiegpert wurden.

3.3.3.2Plasmid Praparation

Am néachsten Tag wurden Ampicillin-resistente Eiko#dnien gepickt und UN-Kulturen
inokuliert. Dazu wurde eine Einzelkolonie in 400 rbB-Medium gegeben, welches
100 pg/ml Ampicillin enthielt. Bakterien wurden b&7 °C und 225 rpm UN im
Bakterienschiittler inkubiert. Plasmid-DNS wurde aéthsten Tag mit NucleoBofiXtra

Maxi Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 OP9 und HEK?293T Zellkultur

Das Einfriermedium fur OP9- und HEK293T Zellen setzich aus Kulturmedium mit 10%
DMSO zusammen. Jeweils 5@lMis 1x106 Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium
aufgenommen und fur 24 h bei —80 °C gelagert. Arefdend wurden die Zellen zur
Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff UberfUhfum Auftauen wurden die Zellen mit
vorgewarmtem Zellkulturmedium aufgefillt und auflikelturplatten ausplattiert. Die OP9
und HEK293T Zellen wurden zweimal pro Woche umgasdbazu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschescilieRend erfolgte das Ablésen der
adharenten Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA mit eineklibation fir 2 min im Brutschrank.
Danach wurde das Trypsin/EDTA mit 8 ml Medium inalert und die Zellen in 50 ml
GefalRe Uberfuhrt. Nach einem Zentrifugationssclogt 500g, 4 °C fur 5 min wurden

ungefahr 1x10Zellen zur Weiterfihrung der Kultur in 10 cm Péattausplattiert.
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3.4.2 In vitro Differenzierung von Thymozyten

Am Vortag der Isolierung von DN-Thymozyten wurdaa @P9-DL1- und OP9-GFP-Zellen,
die als Kontrolle verwendet wurden, wie bereits roleschrieben trypsiniert, auf 2X10
Zellen/ml eingestellt und zu 1 ml pro Vertiefung @ne 24-Lochplatte bzw. 3 ml pro
Vertiefung in eine 12-Lochplatte gegeben. Am n&amstag wurde das Medium abgesaugt
und in der 24-Lochplatte durch 500 pl und in deiLd2Zhplatte durch 1 ml fur Tag 3 und 1,9
ml fur Tag 6 frisches Medium ersetzt. Anschlieleadolgte die Inkubation mit
aufgereinigten DN-Thymozyten fir die entsprechebDdeer im Brutschrank bei 37 °C und
5% CQ.

3.4.3 Transfektion mit Kalzium-Phosphat

Am Vortag der Transfektion wurden ca. 1RIMEK293T Zellen in 10 cm Platten ausgesét.
1 M CaC} wurde 1:5 in HO verdinnt und 500 pl von der Verdinnung fir jeden$fektion

vorgelegt. Als nachstes wurden 7-10 pug Plasmid-DiN@ugefugt und gemischt. Sofort im
Anschluss wurden 500 pl 2xBBS tropfenweise dazugegeund gemischt. Die Proben
wurden 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde dasdiM& von den HEK293T Zellen

abgenommen, mit frischem Medium ersetzt und dernSfektionsansatz tropfenweise
hinzugefiigt. Die Zellen wurden 48 h bei 37 °C inluty bevor die Proteinlysate erstellt

wurden.

3.4.4 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Die Zytokine IL-12 und IFN wurden mittels kommerziell erworbenen ELISA-Kitach
Angaben des Herstellers bestimmt. Die Detektioalgi® am ELISA plate reader.

3.4.5 MACS (magnetic activated cell sorting)

Isolierte Milzzellen wurden homogenisiert und dieythrozyten depletiert. Die T-Zellen
wurden in MACS-Puffer mit entsprechenden MicroBeads dem Pan T cell Isolation Kit Il

markiert und Uber LS-Séulen nach Angaben des Hierstaufgereinigt.

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

Die Thymi wurden homogenisiert und die Zellsuspemsigezahlt. Ungefahr 1x10
Thymozyten wurden in 400 pl MACS-Puffer aufgenommerd mit 50 pul Non T cell
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Depletion Cocktail (aus dem TG@R Isolation Kit) und 50 pl anti-Ter-119 Microbeads
versetzt. Nach Inkubation fur 15 min bei 4 °C wurddie Zellen mit MACS-Puffer
gewaschen und abzentrifugiert. AnschlieRend wumienzZellen mit 500 pl MACS-Puffer
resuspendiert und Uber LD-Saulen aufgereinigt. Biefreinigung erfolgte laut der
Gebrauchsanweisung des Herstellers. Der aufgefan@emchlauf wurde abzentrifugiert,
wahrend die positive Fraktion verworfen wurde. BRxdC®® zu Anfang eingesetzten Zellen
wurden 350 pl MACS-Puffer dazugegeben, mit 50 pi-Biotin (aus dem TCKS Isolation
Kit), 50 pul CD4 und 50 ul CD8a Microbeads versaind 15 min bei 4 °C inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen mit MACS-Puffer gealzen, abzentrifugiert, in 500 pl
MACS-Puffer resuspendiert und Uber LS-Saulen aefgagt. Die Aufreinigung erfolgte laut
der Gebrauchsanweisung des Herstellers. Der auigei@ Durchlauf wurde abzentrifugiert,
wahrend die positive Fraktion wieder verworfen waur®ie Zellen wurden gezahlt und auf
4x10¢" Zellen/ml eingestellt. Fiir Tag 3 wurde 1 ml prorti&fung in eine 12 Lochplatte mit
OP9-Zellen gegeben bzw. 0,1 ml fir Tag 6.

3.4.5.2Aufreinigung von SLy1 KO x RAG1 KO Thymozyten

Die Thymi wurden homogenisiert und die Zellsuspemsjezahlt. Pro 1x£0Thymozyten
wurden 400 pul MACS-Puffer zugegeben und mit 50 pii-8er-119 Microbeads versetzt.
Nach Inkubation fir 15 min bei 4 °C wurden die 2elimit MACS-Puffer gewaschen und
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellerb00 pul MACS-Puffer resuspendiert und
Uber LS-Saulen aufgereinigt. Die Aufreinigung egfel laut der Gebrauchsanweisung des
Herstellers. Der aufgefangene Durchlauf wurde atoifegiert, wahrend die positive Fraktion
verworfen wurde. Die Zellen wurden gezahlt und aui®® Zellen/ml eingestellt. 500 pl
wurden pro Vertiefung in die 24-Lochplatte mit OPRP&Hen gegeben und fir die
entsprechende Zeit im Brutschrank inkubiert.

3.4.6 Ex vivo Stimulation

FUr Stimulationsanalysen wurden T-Zellen mittels @\ aufgereinigt und in RPMI-
Stimulationsmedium unter Zugabe von anti-CD28 (3)®/ml) resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Lochplatten verteilt, dier@ar 3 h im Brutschrank mit anti-CD3
(5 pl/ml) beschichtet wurden. Fur die Analyse d&RISignalweges mittels Western Blot
wurden die Zellen fir 20 und 60 min im Brutschraimkubiert. Fir die Analyse der
Proliferation wurden die T-Zellen 24 h, 48 h und @2im Brutschrank inkubiert. Die
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Stimulation der Thymozyten fir Western Blot Analyseerfolgte im RPMI-
Stimulationsmedium unter Zugabe von PMA (50 ng/am)l lonomycin (1 pg/ml) far 10 und

30 min im Brutschrank.

Die Stimulation der Splenozyten und Thymozyten F&CS-Analysen erfolgte in RPMI-

Stimulationsmedium entweder mit geléstem anti-C2% pg/ml) und beschichteten anti-
CD3 (5 pl/ml) fir 24 h oder mit PMA (50 ng/ml) uddnomycin (1 pg/ml) fir 3 h im

Brutschrank. Fur FACS-Analysen von intrazellulard?roteinen wurde nach 1 h
PMA/lonomycin-Stimulation dem Medium Brefeldin A (&g/ml) zugesetzt und weitere 2 h
im Brutschrank inkubiert. Fir FACS-Farbung von azellularen Proteinen nach LM-
Infektion wurden die Milzzellen 3 h lang mit Bredi@h A (5 pg/ml) im Brutschrank inkubiert
und anschlielBend am FACS analysiert.

3.4.7 CFSE-Farbung

T-Zellen aus der Milz wurden wie zuvor beschrielbgin MACS aufgereinigt und pro 1x10
Zellen in 500 pl RPMI (ohne Zusatze) resuspendidits nachstes wurde eine CFSE-
Vorverdinnung in RPMI (ohne Zusatze) hergesteltt 5§60 pl der CFSE-Vorverdinnung zu
den Zellen gegeben um eine 1:10000 EndverdinnungGESE zu erhalten. Der Ansatz
wurde 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert undcalielend mit 250 pl RPMI (ohne
Zuséatze) und 250 pl kaltem FCS (pur) abgestopm.Z@ilen wurden abzentrifugiert und fur
Stimulationsversuche weiter verwendet. Samtlichéadie erfolgten unter Ausschluss von
Licht.

3.4.8 Durchflusszytometrie (FACS)

FACS wurde zur Analyse der relativen Verteilung d@matopoetischen Zellen, der
Expression von Oberflachen und intrazellularen étnein verwendet. Die Messung erfolgte
am BD FACSCantB" Il. Die Auswertung wurde mit der FlowJo Softwarechgefiihrt.

3.4.8.1Kompensationskontrollen

Die Messung am BD FACSCantb Il erméglicht die gleichzeitige Detektion von
Fluoreszenzen in acht verschiedenen Farben, audiél&agenannt. Jede Farbe absorbiert
Licht innerhalb eines bestimmten Wellenbereichs emmittiert dieses in der gleichen Art und
Weise. Die gleichzeitige Aufnahme von vielen versdbnen Farben flhrt unumgéanglich zu

Uberschneidungen und zum Einstrahlen einer FardenrnKanal einer anderen Farbe, was zu
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falsch positiven Ergebnissen filhren kann. Nach bfi@iung mit einzelgefarbten Proben,
auch Kompensationskontrollen genannt, berechneBBid=ACSDiva Software automatisch
die Kompensation fiir diese Uberschneidungen undiefthsomit die Gefahr der falsch
positiven Ergebnisse aus. Zu diesem Zweck wurdefi"BDompBeads verwendet und laut
der Gebrauchsanweisung eingesetzt. Diese Art denp€asation wurde fir jede einzelne

Analyse angefertigt.

3.4.8.20berflachenfarbung

Nach der Organpréparation wurden die Zellen in RB®ewahrt. Pro 1xfzellen wurden
50 ul 2x-konzentrierten Oberflachen-Farbansatzgefertigt. Vor der Oberflachen-Farbung
wurden die Zellen in 50 pl CD16/CD32 Antikodrperamseesuspendiert und fur 15 min auf
Eis inkubiert um unspezifische Bindungen an FcRIpakieren. Direkt im Anschluss wurden
50 ul des 2x-konzentrierten Oberflachen-Farbansadazugegeben und weitere 15 min auf
Eis im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zelieit 1 ml PBS gewaschen, bei 56@nd

4 °C fur 5 min abzentrifugiert und der Uberstandwaefen. Die Zellen wurden in 200 pl
PBS aufgenommen und am FACS gemessen. Fur die genalgr Apoptose wurden die
Zellen in 100 pl ABB-Puffer aufgenommen und AnneXinund 7-AAD hinzugefugt und
15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurdeae dellen mit weiteren 100 pl ABB-
Puffer aufgefillt und unmittelbar am FACS gemesdeie. FACS-Analyse des Zellzyklus
erfolgte mit BD Pharmingéff BrdU Flow Kit nach Angaben des Herstellers.

3.4.8.3Intrazellulare Farbung

Die Zelloberflache wurde wie oben beschrieben dgef@yanach wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert unter Verwendung des TranscripEantor Buffer Sets. Die Farbung erfolgte

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

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Proteinlyse

Der Zelllysepuffer wurde frisch mit Protease- untib&phatase-Inhibitoren erganzt. Primare
Maus-Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen innti0 pl Zelllysepuffer pro 1xf0

Zellen lysiert. Zellen aus der Zellkultur wurdenedamal mit eiskaltem PBS gewaschen und in
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500 ul pro 10 cm Platte lysiert. Die Lyse erfol§t& min auf Eis. Danach wurden die Lysate
bei 13.000g und 4 °C 15 min abzentrifugiert, die Uberstand&isthe GefaRe tberfiihrt und
bei -20 °C aufbewahrt. Die Nukleus-Zytoplasma-Fakierung erfolgte mit dem NE-PER

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents lauGi#brauchsanweisung des Herstellers.

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung und SDS-Probenvorbeitung

Die Proteinbestimmung wurde mit Bio-Rad DC Protein Assay Kit laut der
Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgefiuhd. dptische Dichte wurde mit dem
Sunrise ELISA plate reader bei 700 nm gemessen.-B®Aen mit einer Konzentration von
0-2 mg/ml wurden bei jeder Proteinbestimmung alan&rd mit vermessen. Die
Proteinkonzentration der Lysate wurden anschlielzerfd.0-50 pg pro 20 ul eingestellt, mit
5xSDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95 kbgkt.

3.5.3 Western Blot

Die SDS-Gele, bestehend aus 6 %-igem Sammelgel2fd-igem Trenngel, wurden frisch
hergestellt und entweder sofort eingesetzt oder4béC aufbewahrt. Die Elektrophorese
verlief 2-3 h bei 100 V in SDS-Laufpuffer. Die aefgennten Proteine wurden auf eine

d™ Nitrocellulose-Membran mit dem Nass-Blot-Verfahreansferiert. Der Transfer

Hybon
verlief 60-90 min bei 100 mA pro Membran bei 4 1@ Transferpuffer. Danach wurde die
Membran kurz in Wasser gewaschen um die Metharnelmsentfernen und 1 h lang in 5 %-
igem Milchpulver in TBS/T auf einem Schittler inkett. Danach wurde die Membran 3x in
TBS/T fur insgesamt 30 min gewaschen. Im Anschérsigte die Inkubation der Membran
mit den priméaren Antikorpern, verdinnt im Antikérpeffer, UN bei 4 °C. Am nachsten Tag
wurde die Membran 3x in TBS/T fiir insgesamt 30 gewaschen und anschliel3end 1 h lang
mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten sekundargikofper, verdinnt in 5 %-ger
Milch, inkubiert. Danach wurde die Membran 3x inS/B fir insgesamt 30 min gewaschen.
Die HRP-Reaktion wurde entweder mit ECL-Reagenz odé SuperSignal West Femto Kit
induziert und die Chemilumineszenz wurde mit deml Gec Device detektiert. Die

Auswertung erfolgte mit Image Lab Software.

3.5.4 Immunpréazipitation

50 pl Protein A SepharoSé Beads wurden insgesamt 2x mit PBS und 2x mit Lyfep

gewaschen. Zwischen den Waschvorgangen wurde geiveil300 rpm und 4 °C 2 min lang
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abzentrifugiert und die Uberstande vorsichtig alogemen und verworfen. 500 pg Protein
wurden flr die Prazipitation eingesetzt und auf &esamtvolumen von 750 pl mit
Lysepuffer aufgefillt. Die entsprechenden Antikrneirden in einer Verdinnung von 1:200
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte mit standigebetkopf-Drehung UN bei 4 °C. Am
nachsten Tag wurden die Beads insgesamt 2x mitpuys und 2x mit PBS, wie oben
beschrieben, gewaschen und die Uberstande vogsiabjenommen und verworfen. Die
Elution der Proteine von den Beads erfolgte mipub@,5x SDS-Probenpuffer bei 95 °C fur
10 min. AnschlieRend wurden die Beads bei 8000 figm® min bei RT abzentrifugiert und
die Uberstande mit den abgeldsten Proteinen inHfeisGefaRRe uberfihrt. Die Eluate wurden

entweder direkt auf das Gel geladen oder bei -2auiGewahrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Thymozytenentwicklung in SLyl KO Mausen

Die SLyl KO Maus zeigt eine reduzierte Zellzahl Thymus, die auf einer reduzierten
Thymozytenentwicklung beruht [93]. Um die Ursachér fdiesen Defekt weiter zu

entschlisseln, wurde die OP9-Methode verwendetselia vitro Differenzierungssystem,

bestehend aus der Knochenmarks-Stromazelllinie @é3jen Notch-Liganden Delta-Like-1
(DL1) auf der Oberflache exprimiert [94], ermoglids Gber die Interaktion mit dem Notch-
Rezeptor auf den Thymozyten die Entwicklung von DiNamozyten zu analysieren. Um eine
Vergleichbarkeit zu den bereits beschriebenen Higebn [93] zu gewahrleisten, wurde
zunachst die Differenzierung der DN-Thymozyten tsueht. Dazu wurden DN-Thymozyten
aus SLyl KO und WT Mausen aufgereinigt und auf@R9-DL1-Zellen ausgesat. Nach drei
und sechs Tagen wurden die Thymozyten von den (QHF9Z2llen abgespult und mittels

FACS analysiert (Abb. 5). Wie man deutlich anham$ &erhaltnisses von DP- zu DN-
Thymozyten sehen kann, differenzieren die SLyl K@riiozyten signifikant langsamer als
die WT Thymozyten am Tag drei und auch am Tag seelsh dem Aussaden auf die OP9-
DL1-Zellen. Diese  Ergebnisse spiegeln die bereitsezeggte reduzierte

Thymozytenentwicklung wider [93] und stellen sichdass diese Methode erfolgreich im

Labor etabliert wurde.
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Abbildung 5: Differenzierung der DN-Thymozyten aufOP9-DL1-Zellen.

FACS-Analyse der aufgereinigten SLyl KO und WT DNyimozyten nach Aussaen auf OP9-DL1-Zellen,
dargestellt als Quotient aus DP- zu DN-Thymozytraph zeigt Mittelwert + SEM von = 6 Mausen aus zwei
unabhangigen Experimenten. Sternchen verdeutlictatistische Signifikanz;p < 0,05; " p < 0,001;
Studentischer t-Test. FACS-Abbildung auf der regHseite veranschaulicht die Differenzierung anhaimes
reprasentativen Individuums pro Genotyp. Zahle@iradranten geben die Verteilung von DN (EH&D8"),

DP (CD4"" cD8""), SP CD4 (CD%" CD8"") und SP CD8 (CD%' CD8"Y") Thymozyten wieder.

4.1.1 Thymozytenentwicklung in RAG1-defizienten Mausen

Um die Ursache fur die Storung der Thymozytenerkinimy in den SLyl KO Mausen weiter
zu untersuchen, wurden RAGIe¢ombination-activating geng tlefiziente Mause zur Hilfe
genommen. Diese wurden mit SLyl KO Mausen verpaadt somit eine doppel-KO Maus
generiert. Das RAG1-Protein ist fur die GenumlaggraesTZR verantwortlich [95] und

somit fuhrt eine RAG1-Defizienz zu einem Entwickijsstopp der Thymozyten im DN3-

Stadium, da ein funktionaler TZR nicht ausgebildetden kann.

Eine Analyse der Thymozytenzahl in SLyl KO und WHRuden (Abb. 6A) lieferte die
bereits beschriebene verminderte Zellzahl in SLZL Mausen [93]. Interessanterweise ergab
die Zellzahlanalyse in SLyl KO x RAG1 KO und WT A1 KO Mausen auch eine
Reduktion der Thymozyten wenn SLyl fehlte (Abb. .6Bjeses Ergebnis deutet darauf hin,
dass die Reduktion der Zellzahl in SLyl KO Mauseich ssehr frih in der
Thymozytenentwicklung manifestiert. Das wird zuBétedurch die Tatsache bestarkt, dass
SLyl in Thymozyten bereits ab dem DN1-Stadium ewit wird [93].
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Abbildung 6: Thymozyten-Zellzahlen in SLyl KO und S.y1 KO x RAG1 KO Mausen.

Thymozyten vor{A) SLyl KO und WT bzw(B) SLyl KO x RAG1 KO und WT x RAG1 KO M&ausen wurden
gezahlt und als Mittelwert + SEM aus = 5-8 aus drei bis vier unabhangigen Experimentargastellt.
Sternchen verdeutlichen statistische Signifikapz 0,05;” p < 0,01; Studentischer t-Test.

Die Proliferation und Differenzierung der DN-Thynyten ist von einem pra-TZR- und
einem Notch-Signal abhangig. Nur wenn beide Signateliegen, koénnen sich die
Thymozyten normal entwickeln. Um herauszufinderwilchen Signalweg SLyl eingreift,
wurden SLyl KO x RAG1 KO Mause zur Hilfe gezogemfdrund des fehlenden TZR kann
in diesen Mausen das pra-TZR-Signal ausgeschlossetien und der Notch-Signalweg im
Einzelnen analysiert werden. Ein Notch-Signal oprie TZR-Signal kann allerdings nur das
Uberleben der Zellen sichern. Wenn SLyl im Notojr&lweg involviert ware, wiirde das
Fehlen des SLyl zu einer Unterbrechung fuhrenwiderum in einer erhdhten Sterblichkeit
sichtbar wéare. Um diese Hypothese zu Uberprifem&udie DN-Thymozyten von SLyl KO
X RAG1 KO und WT x RAG1 KO auf die OP9-DL1-Zellensgesat und die Apoptose an
den nachfolgenden drei Tagen mittels FACS analygfob. 7). Die Analyse zeigte eine
erhohte Apoptose einen Tag nach dem Ausséen aWR8DL1-Zellen, die in den beiden
darauffolgenden Tagen jedoch kontinuierlich abnahnteressanterweise konnte kein
Unterschied in der Apoptose zwischen SLyl KO x RAKD® und WT x RAG1 KO
festgestellt werden. Damit konnte gezeigt werdessdSLy1 nicht an der Signaltibertragung
von Notch beteiligt ist.
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Abbildung 7: Apoptose-Analyse in SLyl KO x RAG1 KOThymozyten.

FACS-Analyse der aufgereinigten SLyl KO x RAG1 K@UNT x RAG1 KO DN-Thymozyten, dargestellt als
lebende und apoptotische Thymozyten am Tag nulldbés nach Aussden auf OP9-DL1-Zellen. Graph zeigt
Mittelwert + SEM vonn = 2-5 M&usen aus zwei unabhangigen Experimente@3-Abbildung auf der rechten
Seite veranschaulicht die Apoptose anhand einesaseptativen Individuums pro Genotyp. Zahlen in
Quadranten geben die Verteilung von lebenden (Anfi¥x 7-AAD"), frilh apoptotischen
(Annexin"" 7-AAD'") und spat apoptotischen (Anne¥h 7-AAD"") Thymozyten wieder.

4.1.2 Thymozytenentwicklung in Bcl-2-Uberexprimierenden Mausen

Als eine mogliche Ursache fur die reduzierte Thymezentwicklung in SLyl KO Mausen
wurde eine erhohte Apoptose wahrend dem UbergangD- zum DP-Stadium postuliert
[93]. Dementsprechend konnte eine Blockade der Agsapin SLyl KO Thymozyten die
Thymozytenentwicklung wiederherstellen. Um diesgétitese zu Uberprifen wurden Bcl-2-
Uberexprimierende (TG) Mause mit den SLyl KO Maugmkreuzt. Die spezifische
Uberexpression des anti-apoptotischen Protein®2RBaiter der Kontrolle des vav-Promoters

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

Zunachst wurden wieder die Zellzahlen im Thymus 8agl KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-

2 TG Mausen verglichen. Bemerkenswerterweise koeime Reduktion der Zellzahl in SLy1
KO x Bcl-2 TG gegentber WT x Bcl-2 TG festgestelérden, die wieder im Zusammenhang
mit der SLyl1-Defizienz stand (Abb. 8).
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Abbildung 8: Thymozyten-Zellzahlen in SLyl KO und S.y1 KO x Bcl-2 TG Mausen.

Thymozyten von SLyl KO und WT bzw. SLyl KO x BclF& und WT x Bcl-2 TG Mausen wurden gezahlt
und als Mittelwert + SEM aus1 = 4-6 aus drei unabhangigen Experimenten aufgetra@ernchen

verdeutlichen statistische Signifikanp;< 0,05; Studentischer t-Test.

Um zu Uberprufen, ob eine Hemmung der ApoptoseRtemotyp der WT Maus in SLyl KO
wiederherstellen kann, wurden DN-Thymozyten von BKY x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2
TG aufgereinigt und auf die OP9-DL1-Zellen ausgeBi@ch drei und sechs Tagen wurden
die Zellen abgenommen, gezahlt und mit FACS anatiysinteressanterweise konnte eine
reduzierte Differenzierung von SLyl KO x Bcl-2 TGhyimozyten im Vergleich zu WT x
Bcl-2 TG festgestellt werden (Abb. 9A). Diese wuateeiner reduzierten DP- zu DN-Ratio
an Tag drei und sechs nach OP9-DL1-Inkubation éestght. Zusatzlich zu einer reduzierten
Differenzierung wurde eine erniedrigte Proliferatioon SLyl KO x Bcl-2 TG Thymozyten
im Vergleich zu WT x Bcl-2 TG bestimmt (Abb. 9B)oit konnte gezeigt werden, dass die
Blockade der Apoptose durch eine UberexpressionBak® die Thymozytenentwicklung in

SLyl KO unerwarteter Weise nicht wiederherstellanrk
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Abbildung 9: Differenzierung und Expansion der SLy1KO x Bcl-2 TG Thymozyten.

FACS-Analyse der aufgereinigten SLyl KO x Bcl-2 Tied WT x Bcl-2 TG DN-Thymozyten nach Ausséen auf

OP9-DL1-Zellen. Graphen zeigen Mittelwert + SEM von 4-5 Mausen aus vier unabhéngigen Experimenten.

*

Sternchen verdeutlichen statistische ~Signifikanzp < 0,01; “'p < 0,001; Studentischer t-Test.
(A) Differenzierung dargestellt als Quotient aus DB-DN-Thymozyten. FACS-Abbildung auf der rechten
Seite veranschaulicht die Differenzierung anhame®ireprasentativen Individuums pro Genotyp. Zalien
Quadranten geben die Verteilung von DN (EH&D8*"), DP (CD4"" cD8""), SP CD4 (CDZ" cD8*") und
SP CD8 (CD%" cD8"") Thymozyten wieder(B) Expansion dargestellt als das Vielfache von degeséten
Zellzahl.

4.2 Infektionsanalysen in SLyl KO Mausen

T-Zellen spielen bekannterweise eine wichtige Ral#rend der Immunantwort. Ein gutes
Infektionsmodell um die angeborene und adaptive umentwort zu analysieren ist die
Infektion mit LM. Untersuchungen mit T-Zell-defirien SCID §evere combined
immonodeficiengyMausen ergaben eine begunstigte Entwicklung Yworgscher Listeriose
bis hin zu einer erhdhten Sterblichkeit dieser die@hrend der LM-Infektion [30, 97]. In
SLyl KO Mausen wurde eine reduzierte T-Zell-Enthucly und T-Zell-Proliferation
festgestellt [92, 93]. Somit ergibt sich die Fragelche Auswirkung eine SLyl-Defizienz in

T-Zellen auf den Verlauf einer Infektion haben waird

4.2.1 LM-Infektion in SLyl1 KO Mausen

Um die Frage zu beantworten, welche Funktion SLyihnend einer Infektion hat, wurden
SLyl KO und WT Mause mit dem intrazellularen Bakter LM i.p. infiziert. Den Mausen

wurden drei verschiede Dosen von LM gespritzt umel dberlebensraten wahrend der

48



Ergebnisse

nachsten zehn Tage bestimmt. Wahrend der Infekiioh der hohen Dosis (10xLdy
entspricht 5x1© CFU) starben alle infizierten Méause spatesten$anfinf (Abb. 10A). Im
Gegensatz dazu uUberlebten alle infizierten Mause kifektion mit der niedrigen LM-Dosis
von 5x1¢ CFU (0,1xLDy) (Abb. 10B). Interessanterweise starben mit detlenén LM-
Dosis (1xLDy entspricht 5x10CFU) signifikant mehr SLyl KO Mé&use als WT Konltiere
(Abb. 10C). Wahrend Uber 60 Prozent der WT Mauselfiektion tUberlebten, starben alle
SLyl KO Mause zwischen Tag vier und finf nach dézKtion.
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Abbildung 10: LM-Infektion in SLyl1 KO Mausen.

Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensrate der SLy1 (K@) und WT (schwarz) Mause nach i.p. Infektioit m
(A) 5x1¢F CFU (hohe Dosis entspricht 10xkfp, (B) 5x1F CFU (niedrige Dosis entspricht 0,1xLdp und
(C) 5x10¢ CFU (mittlere Dosis entspricht 1xIsf). Darstellung aus zwei bis drei unabhangigen Erpatten
mit n = 11-22 Mausen. Sternchen verdeutlichen statigiSipnifikanz;” p < 0,001; log-rank Mantel-Cox Test.

Dieses Experiment weist auf eine durch die SLylkibeiz hervorgerufene Beeintrachtigung
wahrend dem Ubergang von der angeborenen zur sedapimmunantwort hin. Um die
Ursache fur die erhohte Sterblichkeit von den SK¢1 Mausen naher zu untersuchen, wurde

in den nachfolgenden Experimenten eine niedrige Dd&is (0,1xLRo entspricht 5x19
CFU) verwendet.
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4.2.2 Analyse des angeboren Immunsystems

Um auszuschliel3en, dass ein Defekt in der angeborémmunantwort fur die erhohte
Sterblichkeit in den SLyl KO Mausen verantwortlish wurden zunachst die wichtigsten
Parameter des angeborenen Immunsystems angeddiaiduziert die eigene Phagozytose
durch nicht aktivierte Makrophagen, die daraufhiytakine, wie IL-12 und TNE
produzieren [33]. Um die Aktivierung von Makrophageu analysieren, wurden SLyl KO
und WT Mause mit LM infiziert und die Serum-Zytolemel mittels ELISA am Tag eins und
zwei nach Infektion bestimmt. Es konnte ein debdic Anstieg des IL-12 im Serum
festgestellt werden, welcher das Maximum berengreiTag nach der LM-Infektion erreichte
(Abb. 11A). Gleichzeitig wurde ein Anstieg d&@NFe mMRNA-Expression in Splenozyten
detektiert, der ebenfalls 24 Stunden nach der tideknaximal war (Abb. 11B). Der Anstieg
beider Parameter deutet auf eine schnelle undt&otgye Aktivierung der Makrophagen
wahrend der LM-Infektion hin. Allerdings konnte aghen SLyl KO und WT Mausen kein
Unterschied in der Makrophagen-Aktivierung ausgdmhawerden, da beide Parameter

zwischen den Genotypen vergleichbar waren.
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Abbildung 11: Analyse der Makrophagen-Aktivierung.

Die angeborene Immunantwort in nicht infiziertenagT0) und LM-infizierten (Tag eins und zwei nach
Infektion) SLyl KO und WT Mausen. Dargestellt igr dittelwert + SEM vom = 6-8 aus zwei unabhangigen
Experimenten(A) ELISA-Analyse der IL-12p70 Serum-KonzentratidB) TNFe mRNA-Expressionsanalyse

in Splenozyten mittels qPCR.
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Wahrend der LM-Infektion fuhrt der IL-12- und TMAusstol3 zur Aktivierung von NK-
Zellen, die im Gegenzug grof3e Mengen anylfpkbduzieren [30]. IFM regt dann wiederum
die Makrophagen zur Produktion von bakterizidem iN@ ROS an [98]. Deswegen wurden
zusatzlich die Aktivitat der NK-Zellen und die IFFNProduktion tberprift. In der Tat konnte
bereits einen Tag nach der LM-Infektion ein debtic Anstieg von IFM-positiven Zellen
festgestellt werden (Abb. 12A). Jedoch waren am diag nach der Infektion in SLyl KO
Mausen genau so viele NK-Zellen li-gositiv wie in WT Mausen (Abb. 12B). Um zu
Uberprifen, ob die gleichwertig aktivierten NK-Zsll auch gleiche Mengen an KN
produzieren, wurden IFNZytokinlevel im Serum gemessen (Abb. 12C). Wieelisrfiir die
Makrophagen beschrieben, stieg die yFRRtoduktion deutlich nach der Infektion an und
erreichte das Maximum nach einem Tag. Wieder kokeie signifikanter Unterschied in der
IFNy-Produktion zwischen SLy1 KO und WT M&ausen bestinuatden.
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Abbildung 12: Analyse der NK-Zellen-Aktivierung.

Die angeborene Immunantwort in nicht infiziertem@T0) und LM-infizierten (Tag eins und zwei nacfektion
(pi = nach Infektion)) SLyl KO und WT Mausen. Dastgdlt ist der Mittelwert + SEM von = 6-8 aus zwei
unabhé&ngigen Experimentg) IFNy-Expression von NK-Zellen (definiert als CINK1.1" Lymphozyten) am
Beispiel eines infizierten Individuums einen Tagmaler Infektion verglichen mit einer reprasengtivnicht
infizierten Kontrolle.(B) Quantifizierung von IFN-positiven SLyl KO und WT NK-Zellen einen Tag naisgr

Infektion, gemessen mit FACEC) IFNy-Serumkonzentration gemessen mit ELISA.
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Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dassnggborene Immunsystem die
maximale Aktivitat bereits 24 Stunden nach derkhé erreicht, was auf eine schnelle und
vollstandige Aktivierung hindeutet. Allerdings werkeine Beeintrachtigung in SLyl KO

Mausen beobachtet.

4.2.3 Differenzierung der T-Zellen des adaptiven Immunsyems

Da in der Immunantwort des angeborenen Immunsystaims Defekt in SLyl KO Tieren
festgestellt werden konnte, wurde nachfolgend depave Immunantwort analysiert. Sobald
das angeborene Immunsystem die LM-Ausbreitung ufktertrolle hat, greift das adaptive
Immunsystem ein, befreit den Organismus von dentdBakn und sorgt fur eine lebenslange
Immunitat. Dafiir verantwortlich sind CD4ind CD8 T-Zellen, wobei den CD8T-Zellen
eine groRere Rolle zugeschrieben wird [99]. Um Aldivierung der CD8 T-Zellen zu
analysieren, wurde die Expression der OberflachekenaCD44 und CD62L mittels FACS
angeschaut. Diese Marker eignen sich besondersugutzwischen naiven (CD%Y4
CD62L""), Gedachtnis (CD4#" CD62L"9" und zytotoxischen (CD44" CD62L°") CD8-
Subpopulationen zu unterscheiden. Bereits am Tagnach der Infektion zeigten die CD8
T-Zellen eine starke Ausdifferenzierung zu zytosokien CD8 T-Zellen, die am Tag sechs
nach der Infektion 60 Prozent der gesamten CD8-Rtpo ausmachten (Abb. 13A).
Allerdings konnte kein Unterschied zwischen derzeliinen CD8-Subpopulationen in SLyl
KO und WT Méausen sowohl an Tag vier als auch anskatps nach der Infektion festgestellt
werden (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Differenzierung der CD8" T-Zellen des adaptiven Immunsystems.

(A) Differenzierung der CD8T-Zellen (definiert als CD3CD8" Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten
Individuums vier und sechs Tage nach der Infekt@nglichen mit einer reprasentativen nicht infiteer
Kontrolle. Zahlen in Quadranten geben die Vertgjlwon naiven (CD4%4" CD62L"Y"), Gedachtnis (CD44"
CD62L"") und zytotoxischen (CDA4" CD62L°") CD8-Subpopulationen wieddB) Quantitative Auswertung
der differenzierten CD8T-Zellen in SLyl KO und WT Mausen vier und sechsgd@ nach der Infektion,
gemessen mit FACS. Der Graph zeigt Mittelwerte +MSEon n = 6 Mausen aus zwei unabhangigen

Experimenten.

Zusatzlich dazu wurde die Differenzierung von CO4Zellen angeschaut. Dazu wurde die
Expression des {l-typischen Transkriptionsfaktors T-bet [100] nigtd&~ACS analysiert.
Sieben Tage nach der Infektion zeigen die CDZellen einen deutlichen Anstieg der T-bet-
Expression verglichen mit nicht infizierten CDA-Zellen (Abb. 14A). Jedoch wurde
wiederum  kein  Unterschied zwischen SLyl KO und  WT esthmmt
(Abb. 14B). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, ahssT-Zell-Differenzierung in SLyl KO
wie in WT Mausen gleichwertig verlauft.
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Abbildung 14: Differenzierung der CD4" T-Zellen des adaptiven Immunsystems.

(A) Differenzierung der CD4T-Zellen (definiert als CD3CD4" Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten
Individuums sieben Tage nach der Infektion verglithmit einer reprasentativen nicht infizierten Kotie.

(B) Quantitative Auswertung der differenzierten CO4Zellen in SLyl KO und WT Mausen sieben und zehn
Tage nach der Infektion, gemessen mit FACS. Deplszeigt Mittelwerte + SEM von = 6 Mausen aus zwei

unabhéngigen Experimenten.

4.2.4 Reduzierte Proliferation von SLyl KO T-Zellen

Differenzierte T-Zellen erfahren wahrend der LMdktion eine starke klonale Expansion,
die fUr einen massiven Pool an LM-spezifischen Tletesorgt [101, 102]. In der Tat konnte
sechs Tage nach der Infektion eine deutliche Enhgluder absoluten T-Zellen im Vergleich
zum Tag vier nach der Infektion festgestellt wer{®&bb. 15A). Interessanterweise waren die
T-Zell-Zahlen in SLyl KO Mausen sowohl an Tag vas auch an Tag sechs nach der
Infektion im Vergleich zu WT Kontrollen signifikanteduziert (Abb. 15A), wéahrend die
relative Verteilung von CD4 und CD8 T-Zellen unverandert 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 SI§Q und WT Mausen vier und sechs Tage nach der LM-
Infektion. Graph zeigt Mittelwert + SEM vom = 5 Mausen aus drei unabhangigen Experimentenncten
verdeutlichen statistische Signifikanzy < 0,05; Studentischer t-Te$B) Relative Verteilung von CD4und
CD8' T-Zellen an Tag vier und sechs nach der Infektiemgssen mit FACS. Graph zeigt Mittelwert + SEM
vonn = 5-6 Mausen aus zwei unabhangigen Experimenten.

Die Apoptose in T-Lymphozyten wahrend einer LM-ktfen ist ein gut beschriebenes
Phanomen [103]. Obwohl die genaue Ursache noch balannt ist, wird vermutet dass die
Apoptose durch IFNB gesteuert wird und fur eine Selektion zwischen gpézifischen und
nicht spezifischen T-Zellen sorgt. Dabei wird irchti spezifischen T-Zellen die Apoptose
induziert, um die Expansion der LM-spezifischen @l{&n zu erméglichen [104, 105]. Um zu
untersuchen, ob die Reduktion der T-Zellen-ZahlanSLyl KO durch eine erhohte
Apoptoserate bedingt war, wurden SLyl KO und WT B&infiziert und die Apoptose sechs
Tage nach der Infektion gemessen. In der Tat koeinte erhohte Apoptose (Annefffi)
sechs Tage nach der Infektion detektiert werdenb(Al6A). Allerdings bestand zwischen
SLyl KO und WT Mausen kein Unterschied in den |elsen (Annexit?™ 7-ADD"") und
apoptotischen (Annexii" 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 eineiigten Individuums sechs Tage nach der Infektion
verglichen mit einer reprasentativen nicht infiser Kontrolle. (B) Quantitative Auswertung von lebenden
(Annexir®™ 7-AAD"") und apoptotischen (AnneXifl' 7-AAD"" firr frilhe Apoptose und AnnexXifl' 7-AAD""

fur spate Apoptose) SLyl KO und WT T-Zellen seclagd nach der Infektion, gemessen mit FACS. Graph

zeigt Mittelwert + SEM vom = 5-7 Mausen aus zwei unabhangigen Experimenten.

Als weitere mdgliche Ursache fur die T-Zell-Zahw&ton in SLyl KO Tieren wurde die
Expansion der T-Zellen naher analysiert. Es isabek dass die CD8T-Zellen schneller als
die CD4 T-Zellen expandieren und fur die frihe Abwehr veifar der adaptiven
Immunantwort verantwortlich sind [99]. Tatsachlikbnnte ein Anstieg in der Proliferation,
gemessen als Expression des Proliferationsmarkes3 /on den CDBT-Zellen bereits vier
Tage nach der Infektion detektiert werden. Inteapsweise wurde eine reduzierte
Proliferation in den CD8T Zellen der SLyl KO Mause verglichen mit den WTuden
beobachtet. Diese Reduktion war bereits ab Tag signifikant sichtbar und deutlich

ausgepragt am Tag sechs nach der Infektion (Abk).17

CD4" T-Zellen expandieren spater wahrend der adaptimenunantwort und sind fiir die
spate Abwehr und die vollstdndige Elimination deskti®riums verantwortlich [99].
Entsprechend dazu wurde die Proliferation von d&@'CT-Zellen erst am Tag sechs nach
der Infektion detektiert. Auch diese war in SLyl KiGZellen verglichen mit WT T-Zellen
signifikant reduziert (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Expansionsanalyse der CD4und CD8" T-Zellen.

FACS-Analyse der Ki-67 Expression in CDB-Zellen(A) und CD4 T-Zellen(B) an Tag vier und sechs nach
Infektion. Histogramme zeigen jeweils ein repraagwes Individuum pro Genotyp (SLyl KO = rote LinW&/'T

= schwarze Linie und Isotyp = grau gefilltes Histagm). Die Graphen i(A) und (B) zeigen den Mittelwert
+ SEM vonn = 6 Mausen aus zwei unabhangigen Experimentenndten verdeutlichen statistische
Signifikanz;” p < 0,01; Studentischer t-Test.

Um festzustellen ob die reduzierten T-Zell-ZahlenSLyl KO Mausen fur die erhohte
Sterblichkeit in diesen Mausen verantwortlich swdrden die Bakterientiter bestimmt. Dazu
wurden SLyl KO und WT Mause mit einer mittleren BolsM (1xLDsg) infiziert und die
koloniebildenden Einheiten (CFU) an Tag zwei uner\gezahlt. Interessanterweise zeigten
die SLyl KO Mause im Vergleich zu den WT Kontrollgowohl in der Milz als auch in der
Leber signifikant erhohte CFU am Tag vier nachldéktion (Abb. 18A und B).
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Abbildung 18: Bakterientiterbestimmung nach LM-Infektion.

CFU-Bestimmung in der MilfA) und Leber(B) von SLyl KO und WT M&usen an Tag zwei und vierhnac
einer 1xLB, LM-Infektion. Die i.p.-gespritzte LM-Menge ist aufer y-Achse dargestellt. Graphen zeigen
Mittelwert £ SEM vonn = 8-15 Mausen aus drei unabhéangigen Experimeréernchen verdeutlichen

statistische Signifikanzp < 0,05;” p < 0,01; Studentischer t-Test.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dasd/dieduzierte Expansion von T-Zellen

in den SLyl KO Mausen deutlich langsamer verldbédurch entsteht ein kleinerer Pool an
LM-spezifischen T-Zellen der nur unzureichend Sehg#gen das Wachstum der Bakterien
bietet. Eine verminderte Proliferation der T-Zellwnrde als eine mogliche Ursache flr die
reduzierte Expansion in den SLyl KO T-Zellen idizigrt, wahrend eine erhdhte Apoptose

ausgeschlossen werden konnte.

4.3 Ex vivo Untersuchungen mit SLy1l KO T-Zellen

Um die Ursache fir die reduzierte Proliferation 8éy1l KO T-Zellen ndher zu untersuchen,
wurden ex vivo Analysen durchgefihrt. Als erstes wurde die reeltei Proliferation, die
wahrend der LM-Infektion beobachtet wurde, in @snvivoUntersuchungen bestétigt. Dazu
wurden T-Zellen von SLyl KO und WT Mausen aufgagtimmit anti-CD3/CD28 stimuliert
und mittels FACS ausgewertet. Eine reduzierte Egioanin den SLyl KO T-Zellen konnte
nach 48 Stunden Stimulation durch eine signifikagrtminderte Ki-67-Expression bestatigt
werden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Ex vivo Ki-67-Proliferationsanalyse.

FACS-Analyse der Ki-67-Expression in aufgereinigt8hyl KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28
Stimulation. Histogramme zeigen jeweils ein repnésiives Individuum pro Genotyp (SLyl KO = rote igin
WT = schwarze Linie und Isotyp = grau gefiilltes tBiggamm). Graph zeigt Mittelwert + SEM van= 6

M&usen aus drei unabhangigen Experimenten. Stemneledeutlichen statistische Signifikanzp < 0,01;
Studentischer t-Test.

Zusatzlich zur Messung der Ki-67-Expression wurgeRtoliferationshemmung in SLyl KO
T-Zellen mittels CFSE-Verdiinnungsmethode bestinrakzu wurden T-Zellen von SLyl KO
und WT Mausen aufgereinigt, mit CFSE angefarbt ontdanti-CD3/CD28 stimuliert. Die
Messung der CFSE-Verdinnung am FACS ergab signifikgeniger proliferierende SLyl

KO T-Zellen verglichen mit WT Kontrollen sowohl 48 auch 72 Stunden Stimulation (Abb.
20).
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Abbildung 20: Ex vivo CFSE-Proliferationsanalyse.

FACS-Analyse der CFSE-Verdinnung in aufgereinigBityl KO und WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28
Stimulation. Histogramme zeigen jeweils ein repnésives Individuum pro Genotyp (SLyl KO = rote igin
WT = schwarze Linie). Zahlen geben den prozentu#ateil an sich teilenden T-Zellen an. Graph zeigt
Mittelwert + SEM vonn = 4-6 Mausen aus drei unabhangigen Experimentéern@en verdeutlichen
statistische Signifikanzp < 0,05; Studentischer t-Test.
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4.3.1 IL-2/1L-2R-Signaltransduktion in SLy1l KO T-Zellen

Der IL-2/IL-2R-Signalweg spielt eine wichtige Roleahrend der T-Zell-Proliferation. Die
Aktivierung der T-Zellen durch den TZR und kostirmarische Rezeptoren wie CD28 fuhren
zur Produktion von IL-2 und zur Expression des R-Das freigesetzte IL-2 bindet an den
IL-2R und startet so eine Signalkaskade die fur diell-Proliferation und die
Effektorfunktionen von aktivierten T-Zellen sorgld6]. Um herauszufinden, ob der
IL-2/IL-2R-Signalweg in SLyl KO T-Zellen gestorttisind somit zu einer reduzierten
Proliferation fuhrt, wurden T-Zellen von SLyl KO d&iWwT Méausen aufgereinigt, mit anti-
CD3/CD28 stimuliert und didlL-2-mRNA sowie die IL-2R (CD25) Hochregulation
analysiert. DielL-2 mRNA war 24 Stunden nach der Stimulation tatsébhtark erhoht
(Abb. 21A). Zum gleichen Zeitpunkt zeigten fast 1Bfozent der T-Zellen eine IL-2R
(CD25) Hochregulation (Abb. 21B). Beide Parametgen deutlich, dass die IL-2/IL-2R-
Signalkaskade vollstandig aktiviert ist, allerdingsnnte kein Unterschied zwischen SLyl
KO und WT Zellen festgestellt werden. Somit kannnme@ine gestorte IL-2/IL-2R-
Signalkaskade als Ursache fur die reduzierte Fraliion in SLyl KO T-Zellen ausschliel3en.
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Abbildung 21: Analyse der IL-2/IL-2R-Signaltransduktion.

(A) IL-2 mRNA-Expression in aufgereinigten SLyl KO und WZd&llen nach anti-CD3/CD28 Stimulation.
Graph zeigt Mittelwert + SEM von = 6 aus drei unabhangigen Experiment®).FACS-Analyse der IL-2R
(CD25) Hochregulation 24 Stunden nach anti-CD3/CB#gulation. Graph zeigt Mittelwert + SEM von= 4

aus zwei unabhangigen Experimenten.
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4.3.2 Expression von Zellzyklusinhibierenden Genen in SLY KO T-Zellen

Als nachstes wurde der Zellzyklus der T-Zellen natER-Stimulation detaillierter
untersucht. Dazu wurden die T-Zellen von den SLY2 #hd WT Mausen aufgereinigt, mit
anti-CD3/CD28 stimuliert und die Zellzyklusvertaiy mittels FACS analysiert. Die
Messung der Zellverteilung in GO-G1- (BrdJ7-AAD™"), S- (BrdU"9" 7-AAD"" und G2-
M-Phase (Brd(3" 7-AAD"9") vor der Stimulation (Oh) ergab gleiche Ausgangpe in
SLyl1l KO und WT T-Zellen (Abb. 22). Aber bereits @tunden nach TZR-Stimulation waren
signifikant weniger SLyl KO T-Zellen in der S-PhaseVergleich zu WT Kontrollen. Die
Analyse nach 48 Stunden Stimulation zeigte denclgéai Verlauf. Nach 72 Stunden
Stimulation befanden sich signifikant mehr WT T{2sl bereits in der GO-G1- und G2-M-
Ruhephase, wahrend der Grof3teil der SLyl KO T-Aedlieh noch immer in der S-Phase
aufhielt.
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Abbildung 22: Zellzyklusanalyse in T-Zellen.

Aufgereinigte T-Zellen von SLyl KO und WT Mausen wurden mit a@fd»3/CD28 stimuliert und die
Zellverteilung in GO-G1- (Brd®" 7-AAD""), S- (BrdU™" 7-AAD"9" und G2-M-Phase (Brdty 7-AAD"")

mit FACS gemessen. Die FACS-Abbildungen zeigen jiswen reprasentatives Individuum pro Genotyp. Die
Graphen zeigen Mittelwert + SEM vom = 6 Mausen aus drei unabhangigen Experimenterrncsten

verdeutlichen statistische Signifikanp;< 0,05; Studentischer t-Test.
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Um die Ursache fur die gehemmte Zellzyklusprogmssin SLyl KO T-Zellen zu
identifizieren, wurde die Expression von Zellzykhisbierenden Genen analysiert. Dazu
wurden die T-Zellen von den SLyl KO und WT Mausefgareinigt, mit anti-CD3/CD28
stimuliert und die Expression vaol30 und p27, zwei wichtigen Zellzyklusinhibierenden
Genen der Rb- und Cip/Kip-Familie [6&nalysiert. Interessanterweise konnte eine erhéhte
Expression vorpl130 und p27 sowohl auf mRNA- (Abb. 23A und B) als auch auf teno-
Ebene (Abb. 23C) in den SLyl KO T-Zellen im Vergleizu WT Kontrollen beobachtet

werden.
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Abbildung 23: Expressionsanalyse vopl30 und p27.
(A) p130und (B) p27 mRNA-Expression in aufgereinigten SLyl KO und WiZdllen nach anti-CD3/CD28

Stimulation. Graphen zeigen Mittelwert + SEM vam = 6 aus drei unabhangigen Experimenten.
(C) Repréasentativer Western Blot der p130 und p27 Esjoa in aufgereinigten SLyl KO und WT T-Zellen
nach anti-CD3/CD28 Stimulation. 3-Aktin dient aladekontrolle. Quantitative Auswertung der p130 p2d
Expression zeigt Mittelwert + SEM vam= 4 aus vier unabhangigen Experimenten. Sterneketeutlichen

statistische Signifikanzp < 0,05; p < 0,01;" p < 0,001; Studentischer t-Test.
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Ein weiterer interessanter Befund wurde fur zwaillear Zellzyklusinhibierende Gene der
Ink4-Familie,p16undp18[107], nach anti-CD3/CD28-Stimulation festgestdieéide zeigten
eine vergleichbare Expression in SLyl KO und WT diléh im Verlauf der gesamten
Proliferation (Abb. 24).
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Abbildung 24: Expressionsanalyse vopl6 und pl8.

P16 und p1l8 mRNA-Expression in aufgereinigten SLyl KO und WTZ&Hen nach anti-CD3/CD28-

Stimulation. Graphen zeigen Mittelwert + SEM vwor 6 aus drei unabhéngigen Experimenten.

Somit scheint eine Inhibierung des Zellzyklus dureime erhohte Expression von
Zellzyklusinhibierenden Genen der Grund fir dieumdrte Proliferation in SLyl KO T-
Zellen zu sein. Interessanterweise ist diese Iehiibig spezifisch durch eine erhdhte
Expression vorp130 und p27 in SLyl KO Zellen reguliert, wahrend andere inbiende
Zellzyklusgene, wi@l6undpl8,in ihrer Expression in SLyl KO T-Zellen unverartdend.

4.3.3 Unveréanderte Foxol- und Foxo3-Expression in SLyl KO T-Zellen

Um den Grund fur die unterschiedliche Expression ¥ellzyklusinhibierenden Genen zu
entschlisseln, wurde die Regulation dieser GenawgnangeschaulR130 und p27 zahlen
interessanterweise zu den Zielgenen der Transénigkaktorfamilie der Foxo-Proteine [44,
45], wahrendp16 undpl8 iiber andere Faktoren reguliert werden [107]. Béldglieder der
Familie, Foxol und Foxo3, regulieren die Expressionpl30undp27. Um festzustellen ob
die verandertg@130-und p27-Expression in SLyl KO Mausen auf einer verandeRexol
oderFoxo3Expression wahrend der TZR-Stimulation beruht,dearT-Zellen von SLyl KO
und WT Méausen aufgereinigt, mit anti-CD3/CD28 stiie und die mRNA-Level gemessen.
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Es konnte jedoch kein Unterschied in der mRNA-Eggpi@n sowohl fliFoxol (Abb. 25A)
als auch fuFoxo3(Abb. 25B) zwischen SLyl KO und WT T-Zellen ausgehtaverden.
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Abbildung 25: Genexpression von Foxo-Proteinen.

(A) Foxol und (B) Foxo3 mRNA-Expression in aufgereinigten SLyl KO und WTZ&Hen nach anti-

CD3/CD28 stimulation. Graphen zeigen MittelwertENEvonn = 6 aus drei unabhangigen Experimenten.

4.3.4 Eine beschleunigte Foxol-Dephosphorylierung in SLyKO T-Zellen

Nach der TZR-Stimulation werden Foxo-Proteine ven ldinase Akt an drei verschiedenen
Stellen phosphoryliert. An das phosphorylierte Foxaden 14-3-3-Proteine und induzieren
einen Export aus dem Nukleus in Richtung Zytoplagdafa 108]. Dieser Export fihrt zu
einer verminderten transkriptionellen Aktivitat dEsxo-Proteins die wiederum zu einem
Zellzyklusprogress der Zelle fuhrt. Als nachste®lgt eine Degradierung [109, 110] oder
Dephosphorylierung des zytoplasmatischen Foxo-Piotend eine Rickkehr in den Nukleus
[56]. Um festzustellen, ob eine veranderte possletionale Regulation der Foxo-Proteine fir
die reduzierte Proliferation von SLyl KO T-Zellearantwortlich ist, wurden T-Zellen von
SLyl KO und WT Mausen aufgereinigt, mit anti-CD3/ZD stimuliert und die
Phosphorylierung mittels Western Blot gemessen.ubdddass Foxol- und Foxo3-Proteine
auf die gleiche Art und Weise reguliert werden, deudie Phosphorylierung beider Proteine
analysiert. Fur Foxo3 konnte keine unterschiedlifhesphorylierung in SLyl KO und WT
Mausen sowohl nach 20 Minuten als auch nach 60 tdm&timulation beobachtet werden
(Abb. 26A und B).
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Abbildung 26: Foxo3-Phosphorylierungsanalyse.

(A) Repréasentativer Western Blot von Foxo3-Phosphauytig (p = phospho) in aufgereinigten SLyl KO und
WT T-Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation fur 2Gdu 60 Minuten. R-Aktin dient als Ladekontrolle.
(B) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM vor 9 aus drei unabhéngigen Experimenten, dargestell

als Verhaltnis von phosphoryliertem Foxo3 zum Fe@Esamtprotein.

Interessanterweise wurde eine reduzierte FoxolgPlooglierung in SLyl KO T-Zellen nach
60 Minuten TZR-Stimulation festgestellt (Abb. 27AAufgrund der identischen Foxol-
Phosphorylierung nach 20 Minuten TZR-StimulationShyl KO und WT T-Zellen, deutet
eine Abnahme der Foxol-Phosphorylierung nach 60utdm auf eine beschleunigte
Dephosphorylierung des Foxol-Proteins in SLyl K@e€llen hin. Die Mdglichkeit, dass die
Abnahme der Foxol-Phosphorylierung durch eine gestkt-Phosphorylierung verursacht
wurde, konnte ausgeschlossen werden, da diese nebldexr gesamten Stimulationszeit in
SLyl KO und WT T-Zellen vergleichbar blieb (Abb. A7 Zuséatzlich konnte eine

Degradierung des Foxol-Proteins nach 60 Minutem@#tion als Ursache fur die reduzierte
Phosphorylierung in SLyl KO T-Zellen ausgeschlossenden, da die Foxol-Proteinlevel
sowohl in SLyl KO als auch in WT T-Zellen vergldiein waren (Abb. 27A). Eine

quantitative Auswertung der Foxol- und Akt-Phosgherung ist in Abb. 27B und C

dargestellt.
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Abbildung 27: Foxol-Phosphorylierungsanalyse.

(A) Repréasentativer Western Blot von Foxol- und Aktgpiorylierung in aufgereinigten SLyl KO und WT T-
Zellen nach anti-CD3/CD28 Stimulation fir 20 und @dinuten. R-Aktin dient als Ladekontrolle.
(B) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM vorr 9 aus drei unabhéangigen Experimenten, dargestell
als Verhaltnis von phosphoryliertem Foxol zum Fe@xsamtprotein. Sternchen verdeutlichen statistisch
Signifikanz;” p < 0,01; Studentischer t-Te¢€) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM vo 9 aus

drei unabhangigen Experimenten, dargestellt al®&tris von phosphoryliertem Akt zum Akt-Gesamtpiot

Um die Aussage zu uberprifen, dass eine beschleudigphosphorylierung die Ursache fur
die reduzierte Foxol-Phosphorylierung in stimuéiertSLyl KO T-Zellen ist, wurden T-
Zellen von SLyl KO und WT Tieren erneut aufgerdingiimuliert und anschliel3end nach
Nukleus und Zytoplasma fraktioniert. Wie erwartéipnnte nach 20 Minuten TZR-
Stimulation der Export des Foxol-Proteins vom Nugklens Zytoplasma beobachtet werden
(Abb. 28A). Der nukleare Export war vollstandigakt in SLyl KO T-Zellen, da das
Verhéltnis zwischen der Proteinmenge in Nukleus dgithplasma nach 20 Minuten TZR-
Stimulation in SLyl KO und WT Zellen vergleichbaramw Allerdings konnte nach 60
Minuten Stimulation wesentlich weniger Foxol-Proten Zytoplasma und gleichzeitig mehr
Foxol-Protein im Nukleus der SLyl KO T-Zellen imrgkeich zu WT Zellen detektiert
werden. Eine quantitative Auswertung der subzeakuid/erteilung der Foxol-Proteine ist in
Abb. 28B dargestellt.
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Abbildung 28: Lokalisationsanalyse von Foxol.

(A) Repréasentativer Western Blot von Foxol-Lokalisation Nukleus (N) und Zytoplasma (Z) von
aufgereinigten SLyl KO und WT T-Zellen nach anti-&0D28 Stimulation fur 20 und 60 Minuten. Lamin A/C
und GAPDH dienten als Kontrollen der Fraktionieru(®) Quantitative Auswertung zeigt Mittelwert + SEM
von n = 8 aus vier unabhangigen Experimenten, dargesildl Verhaltnis des zytoplasmatischen Foxol-
Proteingehalts zum nukledren Foxol-Proteingeh&tnshen verdeutlichen statistische Signifikaqzs 0,05;

Studentischer t-Test.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass Foxol nZékStimulation von Akt phosphoryliert
wird und anschlieRend den Nukleus verlasst. Jeédahgt der nukledre Rucktransport von
Foxol in SLyl KO T-Zellen schneller als in den WTorrollen. Dieser vorzeitige
Ruckeintritt in den Nukleus beruht folglich auf eirbeschleunigten Dephosphorylierung der

Foxol-Proteine.

4.3.5 Interaktionsanalyse zwischen SLy1 und Foxol

Wie bereits oben beschrieben, wird Foxol nach T#RuHation phosphoryliert und im

Proteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen aus dem Nuklexysortiert [42]. Aus den Vorarbeiten
von Bernhard Reis ist bekannt, dass SLyl nach T@Refation ebenfalls aus dem Nukleus
ins Zytoplasma wandert und dieser Export auch gdimstierungsabhéngig erfolgt

(Doktorarbeit Reis). Interessanterweise entstelthdaie Phosphorylierung von SLyl am
Ser27 eine putative 14-3-3 Bindestelle (DoktorariRais). Tatsachlich konnte in weiteren
Arbeiten fir SLyl eine Interaktion mit 14-3-3-Prioien beobachtet werden (Doktorarbeit
Brandt). Beide Proteine, Foxol und SLyl, zeigeremiahnlichen Regulationsverlauf und
gleichzeitig fuhrt eine SLyl-Deletion zur Fehlregiidbn des Foxol-Proteins, womit sich die

Frage ergibt, ob SLyl mit Foxol interagiert. Umséid-rage zu beantworten wurden Ko-
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Immunpréazipitationsanalysen (Ko-IP) durchgefuhrazD wurden Foxol-HA- und SLyl-
myc-Plasmide in HEK-Zellen ko-transfiziert. Nachr &elllyse erfolgte die Ko-IP mit anti-
HA- bzw. anti-myc-gekoppelter Protein-A-Sepharoseanschliel3ender Analyse im Western
Blot. Leider konnte weder fur das HA-gebundene Hox@ne Interaktion mit SLyl
(Abb. 29A) noch fur das myc-gebundene SLyl eineraktion mit Foxol (Abb. 29B)
bestimmt werden. Somit kann man schlussfolgerns dés SLyl-abhéangige Regulation des
Transkriptionsfaktors Foxol nicht tber eine dirdRiedung sondern tber einen komplexeren

Mechanismus erfolgt.

Cx & 0&«} ¥ IR\ O‘é‘v &
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WB
anti-HA anti-myc

Abbildung 29: Interaktionsanalyse von SLy1 mit Foxd.

Western Blot Analyse des Proteingehalts an HA-gpktipn Foxo1(A) und myc-gekoppelten SLy(B). Die
Préazipitation erfolgte mit anti-HA und anti-myc Akirpern. Negativkontrolle (-Kontr.): Prazipitatioshne

Antikorper. Ladekontrolle (-): Proteinlysat ohn&iPipitation.

Zusammenfassend kann man nun sagen, dass die eedhdfddligkeit der SLyl KO Mause
gegenuber LM auf einer reduzierten Proliferation G&ellen des adaptiven Immunsystems
beruht. Die gehemmte Expansion hat zur Folge, dasSLyl KO Maus ein kleinerer Pool
an LM-spezifischen T-Zellen zur Verfligung stehtJalher besonders in der frihen Phase der
Infektion von entscheidender Bedeutung ist. Dielbmnte Proliferation erfolgte aufgrund
einer erhdohten Expression der Zellzyklusinhibieen@&engp130 und p27 in SLyl KO T-
Zellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass digréssionserh6hung durch eine
Fehlregulation des Transkriptionsfaktors Foxol rsaoht wurde. Wahrend der nukleéare
Export von Foxol in beiden Genotypen vergleichlidief erfolgte der Wiedereintritt in den
Nukleus in SLyl KO T-Zellen friher als in WT Konllem. Dadurch konnte Foxol seine
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transkriptionelle Aktivitat in SLyl KO T-Zellen fhier als in WT T-Zellen wieder aufnehmen
und so fur eine erhdhte Expression der Zielgel®@0undp27 sorgen.

4.4 Untersuchung des Proliferationsdefekts in SLyl KO Tiymozyten

Die reifen T-Zellen der SLyl KO Maus zeigen einexdébbedingte Reduktion der
Proliferation durch eine erhdhte Expression vonlzgklusinhibierenden Genepl30 und
p27. Da in vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde, dash die Thymozyten der SLyl KO
Maus einen Defekt in der Proliferation und einermdaeinhergehenden Defekt in der
Entwicklung aufweisen [93], stellt sich die Frade adiese Proliferationsblockade auch tber

Foxol gesteuert ist.

4.4.1 Expressionsanalyse der Zellzyklus-Gene im Thymus

Um herauszufinden ob Foxo-Proteine am Proliferatlefekt in SLyl KO Thymozyten
beteiligt sind, wurden zunéachst die Zellzyklusinbibnden Gen@130 und p27 untersucht.
Dazu wurden Thymozyten aus SLyl KO und WT Mauseslied und mittels gPCR
analysiert. Die Expressionsanalyse ergab sowohlpfiBO (Abb. 30A) als auch flip27

(Abb. 30B) signifikant erhbhte mRNA-Level in SLy1(KThymozyten verglichen mit WT
Kontrollen.
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Abbildung 30: Expressionsanalyse vopl30 und p27.

(A) p130 und (B) p27 mRNA-Expression in SLyl KO und WT Thymozyten. Grap zeigen Mittelwert
+ SEM vonn = 6 Méausen. Sternchen verdeutlichen statistisclymiffkanz; 'p < 0,05; p < 0,001;

Studentischer t-Test.

Dieses Ergebnis lasst vermuten dass Foxo-Proteine dar Hochregulation der
Zellzyklusinhibierenden Gene beteiligt sind und gorebenfalls fur die reduzierte
Proliferation der SLyl KO Thymozyten verantwortlisimd.

4.4.2 Unbeeintrachtigte Foxo-Regulation in SLyl KO Thymoyten

Um zu Uberprifen ob die erhohpd30- und p27-Expression durch eine verandeRexol

oder Foxo3Expression bedingt war, wurden Thymozyten aus SK¢@l und WT Mausen
isoliert und mRNA-Level gemessen. Die Expressiagakrvergleichbaré&oxol und Foxo3
MRNA-Level in SLyl KO und WT Thymozyten (Abb. 31A).

Wie bereits fir reife T-Zellen gezeigt wurde, kagine beschleunigte Foxol- oder Foxo3-
Dephosphorylierung die Ursache fur eine erhéhteré&sgion vornpl130 und p27 darstellen.
Um dies zu tberprifen, wurden Thymozyten aus SL@Ludd WT Mausen isoliert und mit
PMA/lonomycin stimuliert. Allerdings konnte sowoliD als auch 30 Minuten nach der
Stimulation kein Unterschied zwischen der Phosgiemyng von Foxol, Foxo3 und Akt in
SLyl KO und WT Mausen festgestellt werden (Abb. B1Baruber hinaus konnte eine
veranderte subzellulare Lokalisation von Foxol ufako3 in SLyl KO Thymozyten
ebenfalls ausgeschlossen werden (Abb. 31C).
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Abbildung 31: Foxol- und Foxo3-Regulationsanalysen Thymus.

(A) Foxol und Foxo3 mRNA-Expressionsanalyse in SLyl KO und WT ThymenytGraph zeigt Mittelwert

+ SEM vonn = 6 Mausen(B) Repréasentativer Western Blot von Foxol-, Foxo3} Akt-Phosphorylierung in
SLyl KO und WT Thymozyten nach PMA/lonomycin Stimtibn fir 10 und 30 Minuten. Abbildung
reprasentativ fir ein Experiment aus insgesamt. diehktin dient als Ladekontrolle(C) Reprasentativer
Western Blot der Foxol- und Foxo3-Lokalisation iokid¢us (N) und Zytoplasma (Z) von SLyl KO und WT
Thymozyten. Abbildung reprasentativ fir ein Expeithaus insgesamt drei. Lamin A/C und GAPDH dienen

als Kontrollen der Fraktionierung.

Somit kann die Uberexpression der Zellzyklusinhisielen Gen@130undp27in SLyl KO

Thymozyten nicht auf eine veranderte Foxol- odemoBeRegulation zurtickgefuhrt werden.

4.4.3 Veranderte Bcl-2-Expression in SLyl KO Thymozyten

Fur Bcl-2 wurde, unabhangig zur anti-apoptotischioile, eine anti-proliferative Rolle
beschrieben [111]. Diese konnte bereits wahrendAdatysen der Thymozytenentwicklung
in SLyl KO x Bcl-2 TG und WT x Bcl-2 TG Mausen beahtet werden. Wie zuvor
beschrieben, zeigten SLyl1 KO x Bcl-2 TG Thymozytach Inkubation mit OP9-DL1-Zellen
eine reduzierte Differenzierung und Proliferatiom iVergleich zu WT x Bcl-2 TG
Thymozyten. Ein direkter Vergleich mit den WT Thymyten zeigte, dass die Uberexpression
von Bcl-2 die Differenzierung und Proliferation gesamt stark reduzierte (Abb. 32A und B).
Dieses Experiment beweist, dass die Bcl-2-Uberessiva in Thymozyten zu einer

reduzierten Proliferation fihren kann.
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Abbildung 32: Einfluss der Bcl-2-Uberexpression autlie Thymozytenentwicklung.

Abbildung zeigtdie FACS-Analyse der Differenzierung und Expanséws Abb. 9 im Verhaltnis zum WT.
Graphen zeigen Mittelwert + SEM vom = 4-5 Mausen aus vier unabhangigen Experimenten.
(A) Differenzierung dargestellt als Quotient aus DB-DIN-Thymozyten.(B) Expansion dargestellt als das

Vielfache der ausgesaten Zellzahl.

Die anti-proliferative Funktion von Bcl-2 beruht estfalls auf einer Hochregulation der
Zellzyklusinhibierenden Gergl30undp27[112]. Somit kann eine Uberexpression von Bcl-
2 zu einer erhbhten Expression vpth30 und p27 fuhren. Um zu uberprifen ob dieser
Mechanismus fir die SLyl KO Thymozyten zutrifft, sfan Thymozyten aus SLyl KO und
WT Mausen isoliert und die Bcl-2-Expression untehdu Die FACS-Analyse ergab eine
signifikant erhdhte Bcl-2-Expression in allen vientwicklungsstadien der SLyl KO Maus
verglichen mit WT Kontrollen (Abb. 33A). Zuséatzlidkonnte eine erhdhtBcl-2 mRNA-

Expression in SLyl KO Thymozyten festgestellt wardabb. 33B). Somit kann die erhdhte
p130- und p27-Expression in SLyl KO Thymozyten auf eine erh6Bid-2-Expression

zuruckgefuhrt werden.

73



Ergebnisse

. WT c . S .
6000 1 KO 2 0.08- 3 0.151
T 3 o
E ok * é -1 %
- - — 05 0.06 ul
S 4000+ < < 0.101 T
g i & &
N
1" 20004 . 3 & 0.05-
3 —_ Q 0.02- -
m Q o
= =
5 =
© 0.00- T < 0.00-
& x &
N © N ©

Abbildung 33: Bcl-2- und IL-7Ra-Expressionsanalyse im Thymus.

(A) FACS-Analyse der Bcl-2 Protein-Expression in SLyD Kind WT Thymozyten. Graph zeigt Mittelwert
+ SEM vonn = 4 aus zwei unabhéngigen Experimen{&).Bcl-2 und (C) IL-7Ra mRNA-Expression in SLyl
KO und WT Thymozyten. Graphen zeigen Mittelwert ENS von n = 6 Mausen. Sternchen verdeutlichen
statistische Signifikanzp < 0,05;”p < 0,01; Studentischer t-Test.

Interessanterweise wird die Expression von Bcl-Zruie IL-7/IL-7R-Signalkaskade
reguliert. Dabei wird das Signal Uber STATS5 in dMokleus geleitet und didcl-2-
Transkription initiiert. Um zu tberprifen ob einestprte IL-7/IL-7R-Signalkaskade fir die
erhohte Expression von Bcl-2 verantwortlich ist,rell zunachst di¢él-7RaExpression in
Thymozyten von SLyl KO und WT Mausen analysierttsdehlich konnte eine erhéhte
Expression deslL-7Ra in SLyl KO Thymozyten festgestellt werden (Abb.C33
Zusammenfassend lasst sich daraus schliel3en, idasdhdhte Bcl-2-Expression in SLyl KO
Thymozyten, und die damit einhergehend#30- und p27Hochregulation, durch eine
Fehlregulation in der IL-7/IL-7R-Signalkaskade zuste kommt. Dieser Mechanismus ist
unterschiedlich zu dem in reifen T-Zellen und lassimuten, dass SLy1 die Proliferation von
T-Zellen in Abhangigkeit des Differenzierungsstatusd des Aufenthaltsortes, sowie der

Aktivierung, reguliert.
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5 Diskussion

5.1 Die SLyl-abhangige Regulation der T-Zell-Proliferaton

5.1.1 Die Rolle von SLy1 wahrend einer LM-Infektion

Die LM-Infektion in M&ausen dient als ein klassisshdodel zur Untersuchung des zellularen
Immunsystems [113]. Da bereits friher gezeigt wuddess SLyl eine immunregulatorische
Funktion aufweist [92, 93], wurde in dieser Arbelie Rolle des SLyl-Proteins in der
Generierung der angeborenen und adaptiven Immupantviher untersucht. Tatséchlich
konnte eine erhohte Anfélligkeit gegeniber dem LEk®rium in SLyl KO Mausen
beobachtet werden, allerdings nur bei einer métietM-Dosis (1xLBg). Infolge dieser
Infektionsdosis starben alle SLyl KO Mause inndslur ersten funf Tage, wahrend tber die
Halfte der WT Mause Uberlebten. Eine Fehlfunktionder angeborenen Immunantwort der
SLyl KO Mause konnte als Ursache ausgeschlossedeweida samtliche analysierten
Parameter zwischen SLyl KO und WT Mausen vergleichiaren. Zusétzlich zeigte die
Analyse von IL-12, TNE und IFNy, dass die angeborene Immunantwort bereits 24 8tund
nach der Infektion eine maximale Aktivierung erhdé& und somit nicht fir das Sterben der
SLyl KO Mause am Tag vier und funf verantwortliginskonnte. Diese Beobachtung, sowie
auch der Zeitpunkt des mehrheitlichen SterbensSlgrl KO Mause, weisen auf einen
Defekt im Ubergang von der angeborenen zur adaptiwmemunantwort hin. Dass die T-
Zellen des adaptiven Immunsystems eine wichtiggeReéihrend der LM-Infektion spielen,
haben Studien mit. (y-Untereinheit) KO Mausen eindrucksvoll gezeigt [L1diese Mause
haben aufgrund eines NK-Zell-Entwicklungsdefektsn&eNK-Zellen, sind aber trotzdem in
der frihen Phase der LM-Infektion geschitzt. AlsNyHProduzenten wahrend der
angeborenen Immunantwort wurden anstelle von NKeRAealie CD8 T-Zellen identifiziert.
Entsprechend resultierte die Deletion der T-Zellerdeny. KO Mausen im Sterben aller
infizierten Mause innerhalb der ersten vier Tagehnder Infektion [114]. Berg et al.
beschrieben die CD8T-Zellen sogar als Teil des angeborenen Immunsystaufgrund der
Zytokin-induzierten Aktivierung der CD8T-Zellen, die bereits 16 Stunden nach der LM-
Infektion auftrat [115]. Zusatzlich wurde die Wiaikeit einer schnellen und vollstandigen T-
Zell-Expansion in Experimenten mit CD28 KO Mauseamausgestellt, die reduzierte T-Zell-
Zahlen und zugleich eine reduzierte UberlebensKaiigvahrend der LM-Infektion zeigten
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[116]. In der Tat konnte in der vorliegenden ArbeitSLyl KO Mausen eine reduzierte T-
Zell-Proliferation festgestellt werden. Der darawesultierende verkleinerte Pool an LM-
spezifischen T-Zellen erklart besonders wahrend tldmargang von der angeborenen zur
adaptiven Immunantwort einen reduzierten Schutzegéger LM und fuhrt daher zur
erhohten Sterblichkeit der SLyl KO Mause. Untemdtiird diese Vermutung zusatzlich
durch Uberlebensanalysen nach Infektionen mit hgrheund niedrigeren LM-Dosen.
Wahrend der Infektion mit der hohen LM-Dosis was @ngeborene Immunsystem nicht in
der Lage das Bakterium entscheidend an der Exparsichindern, wodurch alle SLyl KO
und WT Mause starben. Die adaptive Immunantwortzmaar am Tag vier nach der Infektion
bereits in Form von zytotoxischen CD& -Zellen vertreten, konnte aber wegen der
bakteriellen Uberladung nichts ausrichten. Im Gegéndazu filhrte die LM-Infektion mit
der niedrigen LM-Dosis zum Uberleben aller infizégr Mause. Dieses Ergebnis lasst darauf
schlieBen, dass die angeborene Immunantwort dibamdenen Bakterien bereits in den
ersten Tagen erfolgreich bekdmpfen konnte und ndibt Unterstiitzung des adaptiven

Immunsystems bendtigte.

5.1.2 SLyl in der Regulation der T-Zell-Proliferation

Die T-Zell-Apoptose spielt wahrend der LM-Infekti@ine wichtige Rolle. Dabei wird in
nicht LM-spezifischen T-Zellen eine Irif-gesteuerte Apoptose ausgelést um Platz und
Ressourcen fur die massive Expansion der LM-sgenién T-Zellen zu ermdglichen [104,
105]. In der Tat konnte wéahrend der Infektion elEdhdhung der Apoptose in T-Zellen
beobachtet werden, aber im gleichen Ausmal3 in 3l Q1nd WT Mausen. Somit konnte die
Apoptose als ein moglicher Grund fur die reduzierfeZell-Zahlen in SLyl KO Mausen
ausgeschlossen werden. Stattdessen wurde eine Jabkéhgige Blockade des Zellzyklus
infolge einer Hochregulation der Zellzyklusinhimaden Genp130undp27in SLyl KO T-
Zellen festgestellt. Interessanterweise waren andelizyklusinhibierende Gene wpd 6 und
pl8 die nicht Uber Foxol gesteuert werden, zwischeyl KO und WT Mausen nicht
verandert. Dies legt die Vermutung nahe, dass @izyklusinhibierung in SLyl KO T-
Zellen ausschlie3lich Gber Foxol induziert wird it eine globale Zellzyklusblockade
ausgeschlossen werden kann. Zusatzlich konnte giezxeerden, dass die veranderte
Expression vorpl30 und p27 nicht durch eine verénderte Foxol-Expression @dbdhte
Foxol-Degradierung bedingt war, sondern durch eiRkehlregulation in der

Dephosphorylierung zustande kam. Foxol wird nachR-Bfimulation Akt-abhangig
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phosphoryliert und im Proteinkomplex mit 14-3-34#inen aus dem Nukleus exportiert. Im
Zytoplasma erfolgt die Degradierung [109, 110] oBephosphorylierung [56] des Foxol-
Proteins. Durch die detaillierte Analyse der Phasplerung von Foxol konnte eine
beschleunigte Dephosphorylierung des Foxol-Proieisd yl KO T-Zellen gezeigt werden.
Dadurch wurde ein beschleunigter Wiedereintritden Zellkern ermdglicht, der wiederum
Voraussetzung fur die Transkription von Foxol-Zesignp130undp27ist. Die Folgen einer
veranderten Dephosphorylierung konnten eindruckskotler in vivo Studie von Liu et al.
demonstriert werden [117]. Dabei fuhrte die Hypératdat der Phosphatase PP2A zur
beschleunigten Dephosphorylierung von Foxol unceimer erhéhten Expression des pro-
apoptotischen Proteins BIMBEI-2 interacting mediator of cell degthDurch eine erhdhte
Apoptose sank die T-Zell-Expansion wahrend der Idfgktion [117]. Obwohl die Analyse
der Foxol-induzierten Reduktion der T-Zell-Prol#gon in SLyl KO Mauserex vivo
erfolgte, ist eine Ubertragung auf die T-Zell-Exgiamshemmung wahrend der LM-Infektion
durchaus mdéglich. Rao et al. zeigten namlich, aass gleichzeitige Antigen- und IL-12-
Stimulation der T-Zellenex vivo zur Foxol-Phosphorylierung und zum Export ins
Zytoplasma fuhrte [118]. Gleichzeitig wurde einertigerregulation des Foxol-Zielgens
KLF2 (Kruppel-like Factor 2 und ein Zellzyklusfortschritt beobachtet [118]ieBe Art der
Stimulation @hnelt sehr der Aktivierung der T-Zellwédhrend der LM-Infektion und somit
kann einein vivo Foxol-abhéngige T-Zell-Proliferationsreduktion 8Lyl KO Mausen

vermutet werden.

Der Transkriptionsfaktor Foxol kontrolliert neb@i30 und p27 die Expression einiger
weiterer Zielgene die an der Regulation des Metaimis, der Tumorsuppression und der
Entwicklung beteiligt sind [119]. Ein beschleunigteukledrer Wiedereintritt infolge der
SLyl-Defizienz wirde somit eine erhdhte Transkoptsamtlicher Zielgene nach sich ziehen.
Von interessanter Bedeutung ist die Beobachtunss &axol die Differenzierung der CD8
T-Zellen tiber die Regulation der T-bet-Expressi@uern kann [118]. Die Analyse der CD8
T-Zellen der SLyl KO und WT Mause sechs Tage namhlLdl-Infektion bestatigte zwar
einen deutlichen Anstieg der T-bet-Expression (ABBA), allerdings ohne erkennbaren
Unterschied zwischen SLyl KO und WT T-Zellen (AB4B). Dartber hinaus spielt Foxol
auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Kiion der regulatorischen T-Zellen,£J),

die die Effektorfunktion der CD8 und CD4 T-Zellen iber die Ausschiittung von
inhibitorischen Zytokinen wie IL-10 und T@Kontrollieren. Die Deletion von Foxol ineds
fuhrt dabei zu schweren immunologischen Defektar, Awtoimmunitat und Splenomegalie
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[120]. Die Analyse der £gsin SLyl KO und WT Mausen vier Tage nach LM-Infektiergab
allerdings ebenfalls keinen Unterschied zwischentw@den Genotypen (Abb. 34C).
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Abbildung 34: CD8-Differenzierung und T.g-Analyse nach LM-Infektion.

(A) Differenzierung der CD8T-Zellen (definiert als CD3CD8" Lymphozyten) am Beispiel eines infizierten
Individuums sechs Tage nach der Infektion verglicineit einer reprasentativen nicht infizierten Katit.

(B) Quantitative Auswertung der differenzierten COBZellen in SLyl KO und WT Mé&usen sechs Tage nach
der Infektion, gemessen mit FACE) Der prozentuale Anteil vonJgsin der CD4-Population (definiert als
CD3' CD4' CD25 FoxP3 Lymphozyten) der SLyl KO und WT Mause vor (Tagu@jl sechs Tage nach der
LM-Infektion. In (B) und (C) sind jeweils Mittelwerte + SEM von n = 5-12 Mausaus zwei bis vier

unabhéngigen Experimenten dargestellt.

Diese Ergebnisse weisen auf einen sehr spezifiselegunlationsmechanismus von SLy1 hin,
der die Foxol-Funktionen nur selektiv reguliert. TRZellen fuhrt das TZR-Signal zur
Proliferation und zum Foxol-Export aus dem Nukleas, dem entsprechend den hier
gezeigten Daten auch SLyl beteiligt ist. Anderezsse, wie die Foxol-abhangie CD8-
Differenzierung und die dgEntwicklung sind jedoch in SLyl KO Mausen nichtamdert
und laufen offensichtlich unabhangig von SLyl abom& kann fur SLyl eine
Signalspezifische Regulation des Foxol-Proteinsufies werden.

5.1.3 Wie reguliert SLy1 die Foxol-Lokalisation?

Die hier gezeigten Daten geben einen klaren Hindaiauf, dass SLy1 in die Regulation von
Foxol involviert ist. Obwohl eine direkte Interakii zwischen SLyl und Foxol in Ko-IP-

Analysen nicht gezeigt werden konnte, wird diesenvgung durch Ahnlichkeiten in der
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Regulation beider Proteine unterstitzt. SLyl wirdcn TZR-Stimulation an Ser27
phosphoryliert [91]. Dadurch wird ein Sequenzmugkamneriert, das einer 14-3-3-Bindestelle
entspricht [121]. Tats&chlich konnte eine Intemaktivon SLyl mit 14-3-3-Proteinen in
verschiedenen Ko-IP-Analysen nachgewiesen werdekt{Parbeit Brandt). Dass die SLyl-
Phosphorylierung essentiell fir die 14-3-3-Bindusty zeigen SLyl Ser27Ala-Mutanten die
anstelle von Serin an Stelle 27 ein Alanin exprimemeund daher keine Bindung mit 14-3-3-
Proteinen eingehen kénnen (Doktorarbeit Brandte {delfach beschriebene Funktion der
14-3-3-Proteine, namlich phosphorylierte Proteiberidie Maskierung der NLS-Domanen
im Zytoplasma zu halten, kénnte dabei auch die chlisfliche zytoplasmatische
Lokalisation von phosphoryliertem SLy1 erklaren][9&/ie bereits beschrieben, wird Foxol
nach TZR-Stimulation von Akt phosphoryliert und Pnoteinkomplex mit 14-3-3-Proteinen
aus dem Nukleus exportiert [42]. Dabei generiernt drch die Phosphorylierung von Foxol
an Ser256 eine 14-3-3-Konsensussequenz, die eddoigende 14-3-3-Bindung ermdoglicht.
Das gebundene 14-3-3-Protein verdeckt dabei didebheNLS-Domanen des Proteins und
verhindert damit den nuklearen Wiedereintritt vaax&l [51, 54]. Interessanterweise zeigen
beide Proteine, SLyl und Foxol, einen verhindeRemmport in den Nukleus durch die
phosphorylierungsabhangige Bindung von 14-3-3-Rrete und eine dadurch bedingte
Maskierung der NLS-Domanen. Somit muss der Protamiex mit 14-3-3-Proteinen erst
zerstort werden um die NLS-Domanen frei zu legeth die Dephosphorylierung einzuleiten.
Eine gut beschriebene Phosphatase, die in Verbgnhaaibh der Dephosphorylierung aller
Foxo-Proteine steht, ist die PP2A. Diese Phospbata@n den Foxo-14-3-3-Komplex
zerstoren, Foxo dephosphorylieren und damit dededodn Reimport initiieren [56]. An
dieser Stelle ist es interessant zu erwahnen, PB2% eine viel gro3ere Affinitat zu Foxo3
als zu Foxol oder Foxo4 aufweist [122]. Diese kadurch die grof3e Vielfalt an
verschiedenen PP2A-Untereinheiten bedingt sein derddamit verbundenen spezifischen
Bindung. Daraus folgt, dass PP2A vermutlich nureeamdirekte oder sogar untergeordnete
Rolle in der Foxol- und Foxo4-Dephosphorylierungimund andere Phosphatasen fur diese
Dephosphorylierung in Frage kommen. Diese Tatsachde erklaren warum die Regulation
von Foxol durch eine SLyl-Defizienz gestort isthve@ad Foxo3 unverandert zum WT
reguliert wird. Dies wirde heil3en, dass SLyl diplasphorylierung der Foxol-spezifischen
Phosphatase stort, wahrend die Phosphatase PPBA&ntag von SLyl funktioniert. Daher
scheint SLyl eine schutzende oder stabilisierend&tion zu haben, die einer vorzeitigen
Dephosphorylierung des 14-3-3-Foxol-Proteinkomeratgegenwirkt. Das Fehlen des

79



Diskussion

SLyl-Proteins fuhrt hingegen zur Instabilitéat desnplexes und einer leichteren Zerstdrung

durch eine Phosphatase.

Insgesamt kann der potenzielle Mechanismus, wi€l3lig Foxol Funktion reguliert, in der
nachfolgenden Abbildung zusammengefasst werden.(86p Nach TZR-Stimulation wird
Foxol durch Akt an drei Akt-spezifischen Phosphieryingsstellen phosphoryliert und damit
wird eine Bindung an 14-3-3-Proteine eingeleitetei@hzeitig fuhrt das TZR-Signal zur
Phosphorylierung von SLyl an Ser27 und der damibwelenen Einbeziehung in den
Foxo1-14-3-3-Proteinkomplex. Dieser Proteinkompkaxn den Nukleus verlassen und ins
Zytoplasma wandern. Im Zytoplasma stabilisiert Slddn Foxol-14-3-3-Proteinkomplex
und schitzt ihn vor vorzeitiger Dephosphorylierthgch Phosphatasen. Fehlt SLyl, erfolgt
eine schnellere Dissoziation des Proteinkomplexasd infolge dessen gelangt der
Transkriptionsfaktor Foxol friher in den Nukleusrimk, wo er die Transkription der

Zielgenep130undp27 vorantreiben kann.

TZR

{

& .o
p27

Nukleus

S

Zytoplasma

®
<D 5]
€D @& . 4.

Dephosphorylierung

Abbildung 35: Schematische Darstellung der SLyl-akdngigen Foxol-Regulation.

SLyl und Foxol werden nach TZR-Stimulation phosplient und verlassen im Proteinkomplex mit
14-3-3-Proteinen den Nukleus. Im Zytoplasma kanmKaemplex zerstdrt werden und eine Foxol-Degradigru

oder Foxol-Dephosphorylierung erfolgen.
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5.2 Die Rolle von SLy1 in der Thymozytenentwicklung

5.2.1 SLyl1 reguliert den Zellzyklus von Thymozyten

Der Zellzyklus wird streng wahrend der hamatopobgs Zellentwicklung kontrolliert [123].
Von besonderer Bedeutung sind dabei die negativelizyklusregulatoren, die die
hamatopoetischen Zellen und Vorlauferpopulationem ginem vorzeitigen Verlust der
Selbsterneuerung schiitzen konnen. Die Zellzyklilsiatenden Vertreter der CKI-Familie
p21 und p27 spielen eine wichtige Rolle in der Kol der Zellzyklusinitiation als Antwort
auf mitogene Stimulationsreize. P21 und p27 regatiedabei den Ruhezustand der
hamatopoetischen Zellen und Vorlauferzellen undtiim@sen dadurch die Grol3e des
Zellbestandes [124, 125]. Trotz dieser wichtige-pRnktion in der Zellzyklusregulation
zeigen p27 KO Mause keine Abnormalitat in der hapaetischen Proliferation, obwohl eine
lymphatische Hyperplasie im Thymus und in der Mitzliegen. Dieser Befund deutet auf
eine kompensatorische Rolle von anderen Zellzykhibierenden Proteinen hin, die fur die
Aufrechterhaltung der hamatopoetischen Zellzahtegen. Fir die Kompensation der p27-
Deletion kamen als erstes die beiden anderen Mgt der CKI-Familie p21 und p57 in
Frage. Allerdings ergaben die Untersuchungen, gagsnicht in hamatopoetischen Zellen
exprimiert wird [126] und dass p21 keine Rolle er ¢chamatopoetischen Proliferation spielt
[124, 125]. Ein interessanter Befund zeigte, dds30pals CDK2-Inhibitor agieren kann und
somit das Fehlen von p27 in p27-Null embryonalerusfibroblasten (MEF) kompensieren
kann [127, 128]. In MEFs mit gleichzeitiger p27-dup130-Deletion erfolgte keine CDK2-
Inhibierung. Somit ist die hdmatopoetische Pradifiensstorung durch die p27-Deletion
zumindest theoretisch durch eine pl30-Kompensatimiglich. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden p27/p130 doppel-KO Mause wuer$l29]. Diese Mause zeigten ein
erhohtes Vorkommen von Lymphozyten und Thymozytender S- und M-Phase im
Vergleich zu den WT Kontrollen, was auf eine Komgegtionsfahigkeit beider Proteine
schlieBen lasst und eine Einordnung in den gleicBgmalweg nahe legt. Die erhdhte
Proliferation in diesen doppel-KO Mausen war dusihe Ubermalige CDK2-Aktivitat

bedingt.

Vorarbeiten haben gezeigt, dass SLyl KO Mause midazierte Thymozytenproliferation
aufweisen, die mit einer Entwicklungsstérung im fug einhergeht [93]. Als Ursache dafir
wurde eine erhdhte Apoptose der DN-Thymozyten piestu Gleichzeitig kann aber diese
geringe, wenngleich signifikante, Erh6hung der Dplbptose nicht eine 50-prozentige
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Reduktion der DP-Zellzahl in SLyl KO Ma&ausen erkiirevie bereits von Bernhard Reis
geschlussfolgert wurde (Doktorarbeit Reis). Zusétzkonnte die in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Apoptose-Hemmung durch Bcl-2-Ubersgjor nicht den gewiinschten WT-
Phanotyp in SLyl KO x Bcl-2 TG Mausen wiederhetstel Somit missen zusétzliche
Defekte in den SLyl KO Thymozyten vorliegen, dieeehormale Entwicklung einschranken.
Als einen moglichen weiteren Faktor in der Proatensstérung wurde eine erhohte
Expression von Zellzyklusinhibierenden Geneh30 und p27 in SLyl KO Thymozyten

identifiziert. Diese erhdhte Expression kann zueei@ellzyklusblockade in Thymozyten
fuhren. Von interessanter Bedeutung ist dabei @diesache, dass sowobl30als auchp27

verstarkt exprimiert waren und damit keine komp@rssche Funktion ausfiihren kdnnen.

Um der Frage nachzugehen was die erhdhte Expressiompl30 und p27 in SLyl KO
Thymozyten verursachte, wurde die Regulation di€eme genauer angeschaRl30 und
p27 sind direkte Zielgene der Foxo-Proteine und wieeite fir SLyl KO T-Zellen gezeigt
wurde, fuhrt eine erhéhte Expression dieser GemePraoliferationsstérung. Somit liegt der
Schluss nahe, dass Foxo-Proteine auch fur den Thyenwefekt in SLyl KO Tieren
verantwortlich sind. Allerdings ergaben die Analysger Foxol- und Foxo3-Expression,
deren Phosphorylierung sowie deren zellularen liskabn keine veranderte Regulation in
SLyl KO Thymozyten. Zusatzlich zeigen die Beobacban mit Foxo KO Mausen, dass
Foxo-Proteine keine entscheidende Rolle bei demdzytenentwicklung spielen [130, 131].
Ein weiteres Protein, das die Expression pdB80 und p27 regulieren kann ist Bcl-2 [112].
Studien haben zusatzlich zu der gut beschriebengrapoptotischen Funktion des Bcl-2-
Proteins, eine Zellzyklusregulierende Rolle entdeBlabei kann Bcl-2 sowohl den Austritt
aus dem Zellzyklus beschleunigen [132] als auch \dBedereintritt hemmen [133-135].
Diese anti-proliferative Funktion verlauft dabei albh&ngig von der anti-apoptotischen
Funktion und wird daher durch unterschiedliche 8tinmduziert [132]. Diese Hypothese
wird auch in Studien mit mutierten Bcl-2-Proteinenterstitzt, die die Zellzyklusaktivitat
verlieren, aber die anti-apoptotische Funktion éediten [136, 137]. Wie Bcl-2 den
Ruhezustand der Zellen reguliert ist grof3tentailsekannt. Weder die Regulation tUber p53
noch Uber p1l6 kénnen dabei eine Rolle spielen, d&2Rlie Ruhephase in Zellen welchen
beide Gene fehlen, reguliert [111, 135]. Vairolekannten allerdings zeigen, dass Bcl-2 die
Herunterregulation von p27 und pl130 wahrend de$zyels verhindert und damit eine
Retardierung des Zellzyklus verursacht [112]. Diehninale Region von Bcl-2 in der Nahe
von Tyr28 ist stark mit der Zellzyklusregulierendeéanktion von Bcl-2 verbunden, denn die
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Mutation an dieser Stelle flihrt zum Verlust deri-pnbliferativen Rolle des Bcl-2-Proteins,
wahrend die anti-apoptotische Funktion besteheibtb]#37]. Gleichzeitig fuhrt der Verlust

von Tyr28 zu reduzierten p27-Level [112]. Welchest&in an diese Stelle von Bcl-2 bindet
und flr die Regulation von p27 und p130 sorgtieidbch unklar.

In der vorliegenden Arbeit konnte in verschiedertamwicklungsstadien von SLyl KO
Thymozyten eine erhéhte Bcl-2-Expression beobactvetden. Damit kénnte SLyl ein
maoglicher Regulator dggl130 und p27-Expression tber die Kontrolle der Bcl-2-Expression
im Anschluss auf eine mitogene Stimulation seinghah fuhrt der Verlust von SLyl zu
einer erhdhten Expression der beiden Zellzyklubibiien, und einer damit einhergehenden
verminderten Proliferation, die eine verringertdizghl im Thymus der SLyl KO Mause
erklaren wirde. Interessant an dieser Stelle esBdiobachtung, dass die gleichzeitige Bcl-2-
Uberexpression in SLyl KO x Bcl-2 TG und WT x BcIF& Mausen die Proliferation nicht
angleichen konnte. Somit scheint die Zellzykludondnung nicht allein fur die
Zellzahlreduktion von SLyl KO Thymozyten verantviolt zu sein und weitere Defekte

missen mit einer SLyl-Defizienz verbunden sein.

5.2.2 Die Einbindung von SLy1 in den IL-7/IL-7R-Signalweg

Bcl-2 erflllt eine wichtige Funktion wahrend der Z&Hreifung und die am besten
beschriebene Regulation des Bcl-2-Proteins erfabgr die IL-7/IL-7R-Signalkaskade. IL-7
spielt wahrend der Thymozytenentwicklung sowohleeimichtige positiv- als auch eine
negativ-regulatorische Rolle. Eine IL-7/IL-7R-Sitmebung vermittelt das Uberleben der
DN-Thymozyten durch eine JAK/STAT-vermittelte Ak#wvung von anti-apoptotischen
Genen, wie Bcl-2. Gleichzeitig aktiviert das ILIATR-Signal Uber zusatzliche
Signalkaskaden Gene, die die Signalweiterleitungtaldolismus und Zellwachstum wéahrend
der Thymozytenentwicklung regulieren [138]. DaheddL-7Ra-Mutationen oftmals mit T-
Zell-Leukamien verbunden [139]. Interessant istradngch die Tatsache, dass ILe/Rur
wahrend der DN- und SP-Phase exprimiert wird undresdd der DP-Phase herunterreguliert
wird [140], was flr eine negativ-regulatorische Kion von IL-7 spricht. Tatséchlich zeigen
Inkubation von DN-Thymozyten mit hohen Dosen IL44]] und Studien mit IL-7& TG
Tieren [15] eine starke Reduktion der DP-Entwickjlubiese beruht zum Teil auf einer
inhibitorischen Funktion von IL-7 auf die Differaerung von DN- zu DP-Zellen. Der
maogliche Mechanismus liegt dabei in der IL-7-betitmgHemmung deffCF1, LEF1 und
RORt Genexpression [142]. Diese Gene sind wichtig farRifferenzierung der DN- zu DP-
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Thymozyten, denn die Deletion dieser Gene fuhrtvalistandigen Entwicklungsblockade in
diesem Stadium. SLyl KO Méause zeigen zusatzlicherudhten Bcl-2-Expression auch eine
erhohte IL-7Ra-Expression in Thymozyten und damit kann eine Ulb&ige IL-7/IL-7R-
Signalgebung fur eine erhdéhte Expression von Babi@en. Gleichzeitig kann ein Defekt in
der Herunterregulation der IL-aRExpression auch fir die DP-Zellzahlreduktion inySIKO
Mausen verantwortlich sein. Die negativ-regulatdres Funktion von IL-7 konnte Bernhard
Reis bereits wahrend seiner Doktorarbeit beobachi®abei zeigten die SLyl KO
Thymozyten in Kultur mit OP9-DL1-Zellen eine redee Differenzierung und Expansion
am Tag drei und sechs, wahrend die IL-7-Zugabeediefekte sowohl am Tag drei als auch
am Tag sechs kompensieren konnte (Doktorarbeit)RBig IL-7-Zugabe bewirkte eine
insgesamt stark erhéhte Expansion der Thymozytderdings erlaubt das OP9-DL1-System
nur eine Differenzierung bis zum DP-Stadium. Dangghen die Thymozyten in eine
Ruhephase uber, weil weitere Entwicklungssignaldefe Aus der Analyse der Expansion
der DN-Thymozyten am Tag sechs ist nicht ersidmtigie schnell die WT und die SLyl KO
Thymozyten dieses DP-Stadium erreichen. Somit kammler Stelle ein bestehender SLyl
KO Proliferationsdefekt nicht geklart werden. Atlergs zeigt die Expansionsanalyse am Tag
drei bereits keine Unterschiede in der Proliferaiavischen SLyl KO und WT Thymozyten.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die IL-7-Zeigadine Angleichung der
Thymozytenentwicklung in SLyl KO und WT nach siciehz. Der zugrunde liegende
Mechanismus konnte eine Maskierung He7Ra-Uberexpression in SLyl KO Zellen sein.
In diesem Fall konnte das massive Vorhandenseinilxanim Medium die erhohtél-7Ra-
Expression und die damit verbundene gesteigert@/Il-7R-Signalgebung in SLyl KO
Thymozyten tberdecken und die Differenzierung iy SKO und WT Zellen insgesamt stark
reduzieren, wodurch Unterschiede ausgeglichen weldnten. Dass eine Ubermalige
IL-7/IL-7R-Signalgebung fir Defekte in SLyl KO vetaortlich ist, wird auch durch die
Tatsache gestarkt, dass IL-7 die Differenzierung @8" SP-Zellen beginstigt [143] und
entsprechend die SLyl KO Mause tatsachlich sigmifiknehr CD8 SP-Zellen im Vergleich
zu WT aufweisen [93].

Zusammenfassend kann die7Ra-Uberexpression sowohl die erhéhten Bel-2-Leveblryl

KO Thymozyten als auch die DP-ZellzahlreduktiorSibyl KO und SLyl KO x Bcl-2 TG
Mausen erklaren. Allerdings liefert die Literatugiken klaren Zusammenhang zwischen der
negativ-regulatorischen IL-7-Rolle und der antiifpevativen Bcl-2-Rolle. Alle bisherigen
Beobachtungen reduzierten die IL-7-Funktion aukdfdrderung des Uberlebens der DN-
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Population durch die Expression des Bcl-2-Protelirst die neuesten Studien zeigen, dass
IL-7 die Bcl-2-Expression nicht nur Gber JAK/STATgBalweg sondern auch tUber NFAT
kontrollieren kann [144] und dass IL-7 uber das gisifen in unterschiedliche
Signalkaskaden an der Regulation verschiedenereBsezbeteiligt ist [138]. An welcher
Stelle SLyl in die IL-7/IL-7R-Signalkaskade eindtreimuss in weiteren Analysen
identifiziert werden. Einen Hinweis darauf kann diealyse weiterer IL-7-Zielgene in SLyl
KO und WT Thymozyten geben und damit eine Einordnuon SLyl in einen spezifischen

Signalweg ermdglichen.

5.2.3 Die Thymozytenentwicklung mit Hilfe des OP9 Systems

Die Entwicklung des OP9-Systems fur die Analyse diaymozytenentwicklung durch
Schmitt und Zuniga-Pfliicker war ein Meilenstein dia Prozesse wéhrend der DN-Reifung
zu verstehen und gezielt zu manipulieren [94]. Dudie® Expression von DL1 oder DL4 auf
der Oberflache der OP9-Zellen wird die Interaktmm Notch-Rezeptoren auf der Oberflache
der Thymozyten erméglicht und gemeinsam mit demTR&-Signal ein Entwicklungssignal
induziert, das die Differenzierung ins DP-Stadiusndért. Bei all den Vorteilen die dieses
System mit sich bringt, birgt es aber auch einigachiteile wodurch eine eindeutige
Interpretation der Versuchsergebnisse schwierig &ann. Einer dieser Nachteile ist die
Expression von CXCL12Q-X-C motif chemokine J2und CXCR4 C-X-C chemokine
receptor type ¥von den OP9-Zellen [145]. CXCL12 kann autokrindean CXCR4 binden
und das Wachstum der OP9-Zellen induzieren. Der RX@ird aber auch auf den DN-
Thymozyten exprimiert und initiiert nach CXCL12-Bung ein wichtiges Signal fur die
Reifung. Somit kdnnen Versuchsergebnisse, wie drechlechterte Entwicklung von SLyl
KO Thymozyten, nicht eindeutig nur dem Notch- oge#-TZR-Signalweg zugeschrieben
werden, sondern kdénnen auch aufgrund eines Defiekt€CXCR4-Signalweg zustande
kommen. Zusatzlich kébnnen auch weitere, noch unbdka Faktoren von OP9-Zellen
produziert werden, die den Reifeprozess der DNedelleeinflussen. Ein weiterer Parameter
der den Reifeprozess der DN-Zellen beeinflusstdistDichte der ausgesaten OP9-Zellen.
Durch unterschiedliche Passagen und ungenaue Ebl&stimmung kann die Zelldichte zum
Teil sehr variieren und kann somit auch zu unteesttithen Ergebnissen fuhren. Daher
werden mittlerweile Systeme mit kontrollierten Beglingen genutzt, wie z.B. DL1- oder
DL4-beschichtete Zellkulturschalen in die DN-Thymten ausgesat werden [145].
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Nichtsdestotrotz konnten mit Hilfe des OP9-Systemishtige Hinweise zur Funktion von
SLyl wahrend der Thymozytenentwicklung gesammeldesm Bernhard Reis vermutete in
seiner Arbeit, dass SLyl entweder im SignalwegptasTZR und/oder des Notch-Rezeptors
einzuordnen ist. Um die beiden Signalwege unablgévgneinander zu untersuchen, wurden
RAG1 KO Méause verwendet. Diese Mause exprimierenekepra-TZR und somit kann das
Notch-Signal allein das Uberleben der DN-Thymozygewahrleisten. Allerdings lieferte die
Analyse keine Unterschiede in der Apoptose zwiscBepl KO x RAG1 KO und WT x
RAG1 KO Thymozyten. Somit kann die Beteiligung v@Lyl im Notch-Signalweg
ausgeschlossen werden. Interessant an dieser Btadlgvdhnen ist die Beobachtung, dass die
Uberexpression von Bcl-2 nicht das Uberleben deGRAXO Thymozyten sicherstellen kann
[18]. Somit hat die erhéhte Bcl-2-Expression, dieSLyl KO DN-Thymozyten beobachtet
wurde, keinen zuséatzlichen Vorteil wahrend der Apepanalyse in den SLyl KO x RAG1
KO Mausen im Vergleich zu den Kontrollen. Das Edrmen von SLyl in den pra-TZR-
Signalweg kann zusatzlich durch die Tatsache aubfgessen werden, dass die
Zellzahlreduktion bereits in SLyl-deletierten RAGD Mausen manifestiert ist. Auf3erdem
kann SLyl in RAG1 KO Mausen phosphoryliert werdemd wzeigt damit eine TZR-
unabhangige Funktion [93]. Diese Hinweise erhadenHypothese dass SLyl in den IL-

7/1L-7R-Signalweg einzuordnen ist.

In dieser Arbeit wurden weitere Anhaltspunkte zdentifizierung der SLyl Rolle in der
Thymozytenentwicklung geschaffen. Die hier erbranhE&rgebnisse geben einen klaren
Hinweis darauf, dass die Zellzahlreduktion in SIK@ Thymozyten nicht die Ursache eines
einzelnen Defekts, sondern eines komplexen Zusaspieds zwischen mehreren
Fehlregulationen ist. In Anlehnung an die Stadiwbk&ngige Regulation von IL-7R, Bcl-2
und Notch wahrend der Thymozytenentwicklung isgesvorstellbar, dass auch SLyl eine
Entwicklungs-abhangige Funktion hat. Daher miusserzakinftigen Analysen spezifisch in
einzelnen  Subpopulationen und in Abhangigkeit deinzednen Thymozyten-

Entwicklungsstadien durchgefihrt werden.

5.3 Perspektive und klinische Relevanz von SLy1

Die SLyl-Defizienz fihrt zu grof3en Defekten in siighen untersuchten lymphatischen
Geweben. Im Thymus &uf3ert sich das Fehlen von Shyéiner massiven Stérung der
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Thymozytenentwicklung und einer damit verbundeneeduktion der T-Zell-Zahl in
peripheren Lymphorganen [93]. In B-Zellen hat deyEDefekt, in Form eines trunkierten
SLyl-Proteins, eine Reduktion der Marginalzonen ddeéh zu Folge, die nach
anschlieBender Immunisierung zu einer reduziemdhProduktion fihrt [146]. Reife SLyl
KO T-Zellen durchlaufen eine verlangsamte Proltierg die in einer erhdhten Anfalligkeit
fur Infektionen mit dem LM-Bakterium resultiert. \terhin weisen die NK-Zellen in der
Lunge der SLyl KO Mé&use eine reduzierte Expressomnaktivierenden NK-Rezeptoren auf,
die mit einer schlechteren Tumorbekdmpfung in etbing steht (Kooperation mit A.
Krupnick, St. Louis, USA). All diese Defekte zeigeme positive und wichtige Rolle des
Adapterproteins SLyl in der Regulation des Immutesys. Daher liegt der Schluss nahe,
dass eine zusétzliche Expression von SLyl eineniyers Effekt auf den Verlauf bestimmter
Krankheitsbilder haben kdnnte. Eine solche Mdglahkietet eine neu entwickelte Methode
der gezielten Expression von therapeutischen FPrertenach mRNA-Einbringung in Zellen
[147]. Dabei wird die gewiinschte mRNA modifiziewtn die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems in Form von TLRo(l-like recepto), RIG1 §etinoic acid inducible gene)1
und PBMCs peripheral blood mononuclear cgltu unterbinden und in den gewtinschten Ort
appliziert. Das Einfuhren des Surfactant-Protein$SB-B) in SP-B-defiziente Mause konnte
die Lebenserwartung der Mause um das Dreifachengbge den Kontrollen erhéhen [147].
Ein ahnlicher Therapieansatz scheint auch bei dekdBpfung des Lungenkarzinoms
vorstellbar zu sein. In Kooperation mit A. Krupnikknnte gezeigt werden, dass 129SvEv
und AJ Mause eine hohe Anfélligkeit fur Lungentumom Vergleich zu B6 und C3H
Mausen aufweisen. Ein wesentlicher Unterschied iesah beiden Gruppen war die
verminderte Expression von SLyl in NK-Zellen de®32Ev und AJ Mause. Somit ware eine
gezielte Applikation von SLyl mRNA in die Lungen-N&llen dieser tumorsuszeptiblen
Mause ein vielversprechender Therapieansatz, desseendung am Menschen in Zukunft
durchaus vorstellbar ware. Erwdhnenswert an diSselie ist aber auch die Beobachtung,
dass ALL-Patienten (Akute lymphatische LeukamieperrhohteSLylmRNA-Expression in
isolierten PBMCs aufweisen im Vergleich zu PBMCsnvELL-Patienten (Chronische
lymphatische Leukamie) und Kontrollen (Abb. 36A).
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Abbildung 36: SLyl-Expression in humanen PBMC-Proben.

(A) SLyl mRNA-Expression in PBMC-Proben von ALL, CLL odeesgnden Patienten (PBMQB) SLyl
MRNA-Expression in PBMC-Proben von Rauchern odechiMauchern mit oder ohne Lungenkrebs. Die
Graphen zeigen den Mittelwert + SEM von n = 4-8idtden. Sternchen verdeutlichen statistische Slgnit;

"p < 0,05; Studentischer t-Test.

ALL nimmt ihren Ursprung oftmals im Thymus und @misatzlich zu zahlreichen anderen
Mutationen mit Genverdnderungen ipR27 assoziiert. P27-defiziente Mause zeigen eine
beschleunigte T-ALL-Entwicklung aufgrund der Aufluely der Zellzykluskontrolle [148].
Die T-Zellen wie auch Thymozyten der SLyl KO Mauwseisen erhoht@27 mRNA-Level
auf. An dieser Stelle kann man jedoch nur spelerieob eine erh6ht8LytExpression die
Entstehung einer ALL Uber die Hemmung @@7-Expression begunstigt oder ob &ey1
Expression in Folge dieser Erkrankung als gegetamische MalRhahme ansteigt. Gleiches
Phanomen zeigt sich bei der Analyse der hum&igri mRNA-Expression in Lungenkrebs-
Patienten. Wahrend die PBMCs von Rauchern mit Lokiggbs verglichen mit PBMCs von
gesunden Patienten signifikant me8Lyl aufwiesen, zeigten sowohl die PBMCs von
Rauchern ohne Krebs wie von Nichtrauchern mit Kiebee signifikante Veranderung in der
SLy1mRNA-Expression (Abb. 36B). Somit kbnnte eine Hnndg derSLy1Expression auch
Nachteile mit sich bringen, weshalb dieser Zusanirapg unbedingt in weiteren

Untersuchungen abzuklaren bleibt.
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