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Kurzreferat 

Listeria monocytogenes (Lm) ist ein ubiquitär vorkommendes, grampositives, fakul-

tativ intrazelluläres Bakterium. Humaninfektionen können nach oraler Aufnahme 

Lm-kontaminierter Nahrung auftreten. Bei immunkomprimierten, wie auch älteren 

Patienten, Neonaten und Schwangeren, können nach Infektion lebensbedrohliche 

Verläufe entstehen. Dendritische Zellen (DCs) tragen als potente Antigenpräsentie-

rende Zellen bedeutend zur Kontrolle einer Listerieninfektion bei. Die immunologi-

sche Funktion der DCs wird wesentlich durch den NF-κB (Nuclear factor kappa-

light-chain enhancer of activated B-cells)-Signalweg gesteuert, der seinerseits 

durch Ubiquitinierung und Deubiquitinierung reguliert wird. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Beeinflussung der Immunantwort von DCs durch short 

CYLD (sCYLD) im Rahmen der murinen Listeriose zu erforschen. sCYLD ist eine 

natürlich vorkommende Splicevariante der Deubiquitinase CYLD (fl-CYLD), der 

Bindungsstellen für die NF-κB-Signalmoleküle TRAF2 (TNF receptor-associated 

factor 2) und NEMO (NF-κB essential modulator) fehlen. In der vorliegenden Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen die NF-κB-Aktivität 

in DCs mit einer sCYLD-Überexpression bei gleichzeitig fehlender fl-CYLD-

Expression erhöht ist. CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs produzieren als Folge nach Infek-

tion vermehrt Tumornekrosefaktor-α, Interleukin-12 und Interleukin-10, wodurch 

es zu einer gesteigerten Aktivierung Interferon-γ produzierender Natürlicher Kil-

lerzellen (NK-Zellen) und T-Zellen kommt. Zudem präsentieren CD11c-Cre           

Cyld ex7/8 fl/fl DCs Listerienantigen den CD8+ T-Zellen effektiver, was zu einer ver-

stärkten, pathogenspezifischen CD8+ T-Zellproliferation und erhöhten IFN-γ Pro-

duktion führt. Zusammengefasst führt eine fehlende fl-CYLD-Expression bei gleich-

zeitiger sCYLD-Überexpression in DCs zu einer verbesserten angeborenen und er-

worbenen Immunantwort. Dies weist dem Gleichgewicht zwischen fl-CYLD und 

sCYLD eine bedeutende Rolle als Modulator antigenspezifischer T-Zell- und NK-

Zellantworten zu. 

Schlüsselwörter: Cylindromatosis (CYLD), short CYLD (sCYLD), Dendritische Zellen 
(DCs), Listeria monocytogenes (Lm), NF-κB (Nuclear factor kappa-light-chain enhancer 
of activated B-cells) 
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1 Einführung 

1.1 Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes (Lm) wurde erstmals 1924 von E.G.D. Murray aus dem Blut 

infizierter Kaninchen isoliert (Murray et al. 1926). Zunächst als Bacterium monocy-

togenes beschrieben, wurde es später zu Ehren des britischen Chirurgen Joseph 

Lister, Begründer der antiseptischen Chirurgie, in Listeria monocytogenes umbe-

nannt. Heute ist es eines der am besten untersuchten Pathogene und wird in der 

Zellbiologie und Immunologie als Prototyp für fakultativ intrazelluläre Infektionen 

verwendet. Die murine Listeriose hat sich über die Jahre zu einem etablierten In-

fektionsmodell für die Erforschung von Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen 

etabliert und einen signifikanten Beitrag zum Verständnis der zellulären Immun-

antwort geleistet. 

Listeria monocytogenes ist ein ubiquitär vorkommendes, grampositives, fakultativ 

intrazelluläres Bakterium, dessen Übertragung über orale Aufnahme kontaminier-

ter Nahrung erfolgt. Nach Passage der gastrointestinalen Mukosa verbreiten sich 

die Bakterien über die Blut- und Lymphbahn zunächst in Leber (Gregory et al. 

1996) und Milz (Conlan 1996) und können in einer späteren Phase weitere Organe 

infizieren (Abb.1).Die Kontrolle einer Listerieninfektion hängt maßgeblich von der 

Immunkompetenz des infizierten Individuums ab. Bei immunkompetenten Indivi-

duen resultiert die orale Aufnahme selbst einer hohen Anzahl an Listerien meist 

nur in einer selbst-limitierenden, febrilen Gastroenteritis, einhergehend mit grip-

peähnlichen Symptomen (Ooi & Lorber 2005). Bei immunkomprimierten Patienten, 

wie auch älteren Patienten, Neonaten und Schwangeren, können hingegen lebens-

bedrohlichen Verläufe auftreten. Am häufigsten sind Kinder unter einem Jahr und 

über Sechzig- jährige von einer Listeriose betroffen. Klinisch manifestiert sich dies 

häufig als Meningitis bzw. Meningoenzephalitis (Jurado et al. 1993), selten können 

auch Pneumonien (Koufakis et al. 2015) und Augeninfektionen auftreten (Weber et 

al. 2015). Bei Neonaten führt eine Infektion häufig zu Enterokolitiden (Larsson et 

al. 1978), bei infizierten Schwangeren kann eine Infektion des Fetus auftreten, was 

zu einem Abort (Mylonakis et al. 2002) oder der Granulomatosis infantiseptica füh-

ren kann (Erdmann & Potel 1953).  
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Abb. 1 Pathophysiologie der Listerieninfektion 

1.1.1 Pathogenese der Listeriose 

Nach oraler Aufnahme muss L. monocytogenes zunächst die Schutzbarriere des sau-

ren Magenmilieus überwinden (Ho et al. 1986; Schuchat et al. 1992). Im Dünndarm 

angekommen fungieren M-Zellen, Bestandteile des Follikel-assoziierten Epithels, 

welches die Peyer-Plaques des Dünndarms bedeckt, als Eintrittspunkt (Jensen et al. 

1998). L. monocytogenes bindet über die bakteriellen Proteine Internalin A und B 

an den auf diesen Zellen vorhandenen Rezeptor E-Cadherin (Mengaud et al. 1996; 

Drevets et al. 1995). Das Oberflächenadhesin LapB wird ebenfalls für den Eintritt in 

eukaryotische Zellen benötigt (Reis et al. 2010). 

Nach Eintritt in die Wirtszelle werden die Listerien zunächst von Phagosomen um-

schlossen (Gaillard et al. 1987) deren Ausreifung zu Phagolysosomen durch das 

Bakterium gehemmt wird (Alvarez-Dominguez et al. 1997). Daraufhin überwinden 

die Listerien das sie umgebende Phagosom durch Sekretion von Listeriolysin O 

(LLO) und gelangen in das Zytoplasma (Grenningloh et al. 1997). Im Zytoplasma 

Durch kontaminierte Nahrungsmittel aufgenommene Listerien passieren die gastrointestinale 
Mukosa, disseminieren über die Lymph- und Blutbahn zunächst in Leber und Milz sowie 
nachfolgend in weitere Organe. Über Passage der Blut-Hirn-Schranke kann das ZNS, über die 
Blut-Plazenta-Schranke der Fetus infiziert werden (modifiziert nach Vázquez-Boland et al. 
2001 und Lebreton-Mansuy 2016). 
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exprimieren sie das Actin-assembly-inducing protein A (ActA), welches Aktin der 

Wirtszelle an einem Pol des Bakteriums akkumuliert und zur Formation eines    

Aktinschweifs führt, mit dessen Hilfe sich die Listerien aktiv in der Wirtszelle be-

wegen können (Theriot et al. 1992; Southwick & Purich 1998). Gelangen die Liste-

rien zur Zellmembran der Wirtszelle, haftet der Aktinschweif an diese an und es 

bilden sich Pseudopodien aus, die uninfizierte Nachbarzellen penetrieren. Die Zell-

membran der Nachbarzelle stülpt sich um diese Pseudopodien herum aus und 

nimmt das Bakterium auf (Pust et al. 2005; Robbins et al. 1999). In der Nachbarzel-

le sind die Listerien somit nun zusätzlich von einer Sekundärvakuole umgeben, 

diese wird durch Sezernierung von Phospholipase C, Metalloprotease und LLO 

(Pamer 2004) überwunden. Durch die direkte Ausbreitung von Zelle zu Zelle wird 

die humorale Immunantwort des Wirts unterlaufen. Dies stellt einen wichtigen 

Immunevasionsmechanismus der Listerien dar (Abb.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2 Pathogenese von Listeria monocytogenes 

1) Die Adhäsion und 2) Endozytose von Lm findet durch Bindung an Zelloberflächenproteine 
mittels Internalin A und B statt. 3) Nach erfolgter Endozytose lysiert das Bakterium die 
umgebende phagozytische Vakuole durch Sekretion von LLO. 4) Im Zytoplasma exprimiert Lm 
ActA. Dies führt zur Bildung eines Aktinschweifs. 5) Nach Ausbreitung in der Zelle bewegt sich 
das Bakterium mit Hilfe dieses Schweifes von Zelle zu Zelle fort. 6) In der Nachbarzelle wird 
das Bakterium von einer Sekundärvakuole umgeben. Dieser entkommt das Bakterium durch 
Sekretion von Phospholipasen, Metalloproteasen und LLO (modifiziert nach Cossart 2011). 
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1.1.2 Immunreaktion auf Listeria monocytogenes 

1.1.2.1 Etablierung einer Listeria monocytogenes Infektion in Leber und Milz 

Nach Passage der gastrointestinalen Mukosa disseminieren die Bakterien über den 

Blut- und Lymphstrom zunächst in Leber und Milz (Gregory et al. 1996; Conlan 

1996). Ein Großteil der Bakterien akkumuliert in den residenten Makrophagen der 

Leber, den Kupffer-Zellen, und wird von diesen abgetötet (Ebe et al. 1999), wäh-

rend sich die überlebenden Bakterien in Hepatozyten vermehren können (Conlan 

1996; Gregory et al. 1992). Von infizierten Hepatozyten produzierte Chemokine 

und Zytokine führen zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, welche für die 

Kontrolle der akuten Phase der Listerieninfektion in der Leber essentiell sind 

(Rogers & Unanue 1993). Zwei bis vier Tage nach Beginn der Infektion werden 

neutrophile Granulozyten durch Zellen des mononukleär-phagozytierenden Sys-

tems und Lymphozyten ersetzt, die charakteristische Granulome bilden und somit 

eine Weiterverbreitung der Bakterien verhindern (Heymer et al. 1988). 

Die Milz ist ein wichtiger Replikationsort für L. monocytogenes und trägt als sekun-

däres lymphatisches Organ zugleich maßgeblich zur Infektionsbewältigung bei. 

Histomorphologisch lässt sich in der Milz eine B- und T-Zellen enthaltende weiße 

Pulpa (periarterioläre lymphatische Scheiden) und eine rote Pulpa, die durch      

venöse Sinusoide gebildet wird, unterscheiden. Diese beiden Regionen werden 

durch die Marginalzone voneinander getrennt, in der sich Makrophagen und    

Dendritische Zellen (DCs) befinden. In der Milz infiziert L. monocytogenes zunächst 

CD8α+ DCs der Marginalzone (Neuenhahn et al. 2006), welche daraufhin in die       

T-Zellregion der periarteriolären lymphatischen Scheiden wandern (Idoyaga et al. 

2009). Im Verlauf werden auch CD8α- DCs sowie weitere Zelltypen des angebore-

nen Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten 

infiziert (Aoshi et al. 2009).  
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1.1.2.2 Die Bedeutung der angeborenen Immunantwort bei der Listeriose 

1.1.2.2.1  Makrophagen 

In der Leber werden Listerien zunächst von residenten Makrophagen, sogenannten 

Kupffer-Zellen aufgenommen. Auch in der Milz gehören Makrophagen nach initialer 

Infektion von CD8α+ DCs zu den mehrheitlich infizierten Zelltypen. Makrophagen 

sind Antigenpräsentierende Zellen und produzieren die für die Kontrolle und Eli-

mination der Listeriose wichtigen Zytokine IL-6 (Liu & Cheers 1993), TNF-α 

(Havell 1987) und IL-12 (Skeen et al. 1996). Zudem sind sie durch Produktion  

reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies in der Lage Listerien abzutöten 

(MacMicking et al. 1997; Forman & Torres 2002). 

1.1.2.2.2  Neutrophile Granulozyten 

Neutrophile Granulozyten spielen vor allem bei der Kontrolle und Elimination einer 

Listerien-Infektion in der Leber eine wichtige Rolle. Angelockt durch IL-6 

(Dalrymple et al. 1995) eliminieren sie Listerien durch Produktion reaktiver Sauer-

stoff- und Stickstoffspezies (Segal 2005). 

1.1.2.2.3  Dendritische Zellen 

DCs sind potente Antigenpräsentierende Zellen, die in lymphatischen und nicht-

lymphatischen Organen vorkommen, und CD11c und MHC-Klasse-I und -II Oberflä-

chenantigene aufweisen. Die wichtige Rolle von DCs zur Etablierung einer             

Listerieninfektion wird durch Studien von Neuenhahn et al. (2006) und Kang et al. 

(2008) unterstrichen, die zeigten, dass Mäuse ohne DCs gegen eine Listerieninfek-

tion der Milz resistent sind. Die CD8α+ DC-Subpopulation ist der am frühesten infi-

zierte Zelltyp der Milz und essentiell für die Etablierung einer Listerieninfektion 

(Neuenhahn et al. 2006; Edelson et al. 2011).  

Darüber hinaus sind DCs wichtige Produzenten proinflammatorischer Mediatoren. 

Von Monozyten abstammende inflammatorische Tip-DCs produzieren überwiegend 

TNF-α und induzierbare NO-Synthasen (iNOS) (Serbina et al. 2003), während 

CD8α+ DCs maßgebliche Produzenten von IL-12 sind (Kapadia et al. 2011; Mitchell 

et al. 2011). Zusätzlich zu ihrer Kommunikation mit anderen Zellpopulationen 

durch Zytokine, sind DCs als Antigenpräsentierende Zellen in der Lage T-Zellen zu 

aktivieren und somit wichtige Vermittler an der Schnittstelle zwischen angebore-
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ner und erworbener Immunantwort. CD8α+ DCs aktivieren CD8+ T-Zellen durch 

MHC-Klasse-I Antigenpräsentation (Lin et al. 2008), während CD8α- DCs vorrangig 

MHC-Klasse-II gebundene Antigene an CD4+ T-Zellen präsentieren.  

1.1.2.2.4  NK-Zellen 

NK-Zellen sind zytotoxische Lymphozyten, die durch Produktion von Perforinen 

und Granzymen zur Apoptose von Zielzellen führen. Aktiviert durch Zytokine wie 

IL-12 und TNF-α produzieren NK-Zellen IFN-γ, welches zu einer gesteigerten Bak-

terizidität von Makrophagen führt (Bancroft et al. 1989). Die wichtige Rolle von 

IFN-γ wird durch eine verminderte Infektionsbewältigung bei Mäusen mit Störun-

gen der für IFN-γ (Harty & Bevan 1995) und IFN-γ Rezeptor (IFNGR) (Huang et al. 

1993) kodierenden Gene illustriert. 

1.1.2.3 Die Bedeutung der erworbenen Immunantwort bei der Listeriose 

Während die angeborene Immunantwort das Ausmaß der Listerieninfektion in der 

initialen Infektionsphase begrenzt, sind listerienspezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen 

essentiell für die Elimination des Pathogens. Zudem entwickeln sich bei primärer 

Infektion mit L. monocytogenes Gedächtnis CD4+ und CD8+ T-Zellen, die spezifisch 

vor einer Infektion schützen (Bancroft et al. 1989; Bhardwaj et al. 1998). 

1.1.2.3.1  T-Zellen 

Zur Initiierung einer T-Zellantwort müssen bakterielle Antigene zunächst von infi-

zierten Zellen präsentiert werden. Dies geschieht über zwei hauptsächliche Mecha-

nismen. 1) Infizierte Zellen wie CD8α+ DCs können von Listerien freigesetzte Pro-

teine proteasomal degradieren und über MHC-Klasse-I Moleküle an CD8+ T-Zellen 

präsentieren. Diese lysieren infizierte Zielzellen durch Perforine und Granzyme und 

exponieren somit die enthaltenen Listerien, welche daraufhin durch Makrophagen 

abgetötet werden können. Des Weiteren führt die durch IL-12 verstärkte IFN-γ-

Produktion von CD8+ T-Zellen zur Aktivierung von Makrophagen (D’Orazio et al. 

2006; Harty & Badovinac 2002). 2) Professionelle Antigenpräsentierende Zellen 

wie Makrophagen und DCs präsentieren Antigene von lysosomal abgebauten Bak-

terien über MHC-Klasse-II Moleküle an CD4+ T-Zellen (Hsieh et al. 1993; Skoberne 

et al. 2002). Unter den DCs nehmen wiederum CD8α+ DCs eine Sonderstellung ein, 

da sie in der Lage sind Antigen sowohl MHC-I als auch MHC-II gebunden zu präsen-

tieren (Belz et al. 2005; Lemos et al. 2003). 
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CD4+ T-Zellen produzieren nach Infektion ebenfalls IFN-γ (Daugelat et al. 1994), 

spielen im Vergleich zu CD8+ T-Zellen aber bei der Listeriose eine untergeordnete 

Rolle (Kursar et al. 2004). Allerdings zeigten Studien von Sun & Bevan (2003) und 

Shedlock & Shen (2003), dass die optimale Entwicklung eines funktionalen        

CD8+ T-Zell-Gedächtnisses nur mit Hilfe von CD4+ T-Zellen möglich ist. 

1.1.2.3.2  B-Zellen 

Aufgrund der intrazellulären Vermehrung von L. monocytogenes spielen B-Zellen 

und Antikörper in der Infektionsbewältigung eine untergeordnete Rolle. Eventuell 

von Bedeutung sind natürlich vorkommende Antikörper naiver Mäuse zur Verhin-

derung der Disseminierung der Infektion (Ochsenbein et al. 1999). Des Weiteren 

sind B-Zellen wichtig für die Aufrechterhaltung von Gedächtnis T-Zellen (Shen et al. 

2003). 
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1) Der kanonische NF-κB-Signalweg wird durch TNF-α, IL-1 und LPS induziert. Aktivierung 
von IKK führt zur Phosphorylierung von IκBα, was zur Ubiquitinierung und nachfolgendem 
Abbau durch das 26S Proteasom führt. Dies führt zur Freisetzung des RelA p50 Komplexes, der 
in den Nukleus transloziert und die Transkription initiiert. 2) Beim nicht-kanonischen NF-κB- 
Signalweg wird IKKα durch die NF-κB-induzierende Kinase (NIK) aktiviert. IKKα 
phosphoryliert daraufhin die NF-κB Untereinheit p100. Dies führt zur Prozessierung von p100 
zu p52 durch das Proteasom. P52 bildet dann einen Heterodimer mit RelB, welcher in den 
Nukleus transloziert und die Transkription initiiert. 3) Der atypische NF-κB Signalweg ist IKK-
unabhängig. Hier wird IκBα durch die Casein-Kinase-II (CK2) und andere Tyrosinkinasen 
phosphoryliert und somit der NF-κB Signalweg aktiviert (modifiziert nach Perkins 2007). 

1.2 Der NF-κB-Signalweg  

Der NF-κB-Signalweg ist ein zentraler Mediator der Immunantwort, da er eine Viel-

zahl zellulärer Prozesse reguliert. Zielgene dieses Signalwegs beeinflussen unter 

anderem Zellentwicklung, Zellwachstum (Gerondakis & Siebenlist 2010), Apoptose 

(Dutta et al. 2006) und immunologische Prozesse (Hayden & Ghosh 2011). Fehl-

regulationen sind mit der Entstehung von dysreguliertem Entzündungsgeschehen, 

Autoimmunkrankheiten (Courtois & Gilmore 2006) und malignen Erkrankungen 

(Bassères & Baldwin 2006) assoziiert.  

Der NF-κB Proteinkomplex besteht aus fünf Elementen: RelA (p65), RelB, c-Rel,  

NF-κB1 (p50/p105) und NF-κB2 (p52/p100). Es sind drei NF-κB Signalwege be-

kannt, der kanonische, der nicht-kanonische sowie der atypische Signalweg 

(Abb.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3 Aktivierung des kanonischen-, des nicht-kanonischen- und des atypischen NF-κB-
Signalwegs 
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1.2.1 Der kanonische NF-κB-Signalweg 

Beim kanonischen NF-κB-Signalweg liegt NF-κB gebunden an inhibitorische IκB-

Proteine als inaktive Form im Zytoplasma vor (Hayden & Ghosh 2012) (Abb.3). 

Nach Stimulation durch proinflammatorische Mediatoren wie TNF-α, Lipopolysac-

charide (LPS) oder IL-1ß kommt es, vermittelt durch Signalmoleküle wie TNF Re-

zeptor assoziierter Faktor 2 und 6 (TRAF2/TRAF6) und NF-κB essential modulator 

(NEMO), zur Aktivierung des Inhibitor κB (IκB) Kinase-Komplex (IKK-Komplex) 

(Hayden & Ghosh 2012). IKKß phosphoryliert daraufhin IκBα, welches nach 

Ubiquitinierung durch das 26S Proteasom abgebaut wird. Der dadurch freigesetzte 

RelA-p50-Komplex transloziert in den Nukleus, bindet dort an regulatorische Regi-

onen der DNA und initiiert die Transkription von Zielgenen. 

1.2.2 Der nicht-kanonische NF-κB-Signalweg  

Der nicht-kanonische NF-κB-Signalweg ist ebenfalls für die Regulation von Immun-

antworten, insbesondere in B-Zellen wichtig (Gardam & Brink 2014).  

NF-κB wird durch Bindung an p100 in inaktivem Zustand gehalten. Der B-Zell akti-

vierende Faktor (BAFF), Lymphotoxin-ß (LTß) und CD40 führen unter Vermittlung 

der NF-κB induzierenden Kinase (NIK) zur Phosphorylierung der katalytischen 

Untereinheit von IKKα (Mahoney et al. 2008; Zarnegar et al. 2008) (Abb.3). IKKα 

phosphoryliert daraufhin NF-κB2/p100, was zur proteolytischen Abspaltung der C-

terminalen inhibitorischen Domäne des phosphorylierten p100 führt. Der somit 

freigesetzte p52-RelB-Komplex transloziert in den Nukleus und initiiert die Tran-

skription von Zielgenen (Zarnegar et al. 2008).  

1.2.3 Der atypische NF-κB-Signalweg 

Der atypische NF-κB-Signalweg reguliert Immunfunktionen (Hayden et al. 2006). 

Als Antwort auf Hypoxie (Culver et al. 2010), UV-Strahlung (Chang et al. 2011) oder 

die Expression des Onkogens Her-2/neu (Pianetti et al. 2001) wird der NF-κB-

Signalweg, vermittelt durch Protein-Tyrosinkinasen (PTK) oder Casein-Kinase II 

(CK2), aktiviert. PTK und CK2 phosphorylieren hierzu IκBα. Dies führt zu dessen 

proteasomalen Abbau und der RelA-p50 Komplex kann in den Nukleus translozie-

ren (Perkins 2007). 
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1.2.4 Der NF-κB-Signalweg in Dendritischen Zellen 

Der NF-κB-Signalweg beeinflusst Entwicklung, Überleben und Zytokinproduktion 

von DCs. Bei Mäusen, denen die NF-κB-Signalmoleküle p50 und RelA fehlten, waren 

keine CD11c+ DCs in der Milz nachweisbar (Ouaaz et al. 2002). Bei fehlendem p50 

und cRel produzierten DCs kein IL-12 (Ouaaz et al. 2002; Hilliard et al. 2002). Stu-

dien von Zanetti et al. (2003) zeigten, dass DCs von Rel B -/- Mäusen ihre Fähigkeit 

T-Zellen zu primen verloren. DCs von TRAF6 defizienten Mäusen konnten nach 

Stimulation durch mikrobielle Antigene weder inflammatorische Zytokine bilden, 

noch MHC-Klasse-II Antigene hochregulieren (Kobayashi et al. 2003). 

1.3 Regulation des NF-κB-Signalwegs durch Ubiquitinierung und Deubiquiti-

nierung 

Ubiquitine sind regulatorische Proteine, die Substratmoleküle durch Bindung an 

Lysinreste posttranslational modifizieren können (Hershko & Ciechanover 1998). 

Ein Ubiquitin-Molekül besitzt sieben Lysinreste (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63). 

Jeder dieser Lysinreste kann über das carboxyterminale Ende aneinander gebun-

den werden und so eine Polyubiquitinkette bilden. Die Ubiquitinierung läuft in drei 

Schritten ab. Zunächst wird Ubiquitin in einer ATP-abhängigen Reaktion durch das 

Ubiquitin-aktivierende Enzym 1 (E1) aktiviert. Daraufhin wird das aktivierte 

Ubiquitin durch eine Thioesterverbindung an das Ubiquitin-konjugierende Enzym 2 

(E2) gebunden. Schlussendlich wird Ubiquitin durch das Ubiquitin-ligierende En-

zym 3 (E3) über eine Isopeptidverbindung an das Zielprotein gebunden (Hershko & 

Ciechanover 1998) (Abb.4). Je nachdem über welchen Lysinrest die Polyubiquitin-

kette verbunden ist, resultieren unterschiedliche Konsequenzen für das Substrat-

molekül. Eine Ubiquitinierung an den Lysinresten K48 und K29 führt beispielswei-

se zum Abbau des Substratmoleküls durch das 26S Proteasom (Hershko & 

Ciechanover 1998; Hochstrasser 1995). K63-verbundene Polyubiquitinketten regu-

lieren hingegen Funktionen wie Proteintransport, Proteininteraktionen, DNA-

Abbau und Signaltransduktion (Chen 2005; Adhikari et al. 2007; Hershko & 

Ciechanover 1998). 

Der Prozess der Ubiquitinierung ist reversibel. Ubiquitinmoleküle können von Sub-

stratproteinen durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs) proteolytisch entfernt 

werden. Abhängig von ihrer katalytischen Domäne werden deubiquitinierende En-

zyme in die Ubiquitin-Familien der carboxy-terminalen Hydrolasen (UCHs), 
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Ubiquitin-spezifische Proteasen (USPs), Ovarielle Tumor-assoziierten Proteasen 

(OTUs), Machado-Joseph Krankheit Protein Abschnitt Proteasen (MJDs) und 

Jab1/Pab1/MPN-Abschnitt enthaltenden Metalloenzyme (JAMMs) eingeteilt 

(Nijman et al. 2005; Sun 2008). Die Familie der Ubiquitin-spezifische Proteasen 

(USPs) ist der am häufigsten vertretene Typ der deubiquitinierenden Enzyme 

(Gong & Leznik 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4 Schritte der Ubiquitinierung 

1.4 CYLD und sCYLD 

1.4.1 CYLD 

Studien zum familiären Zylindrom, einem Tumor der Hautanhangsgebilde, führten 

zur Identifikation des Cylindromatosis-Gens (Cyld) als Tumorsuppressorgen (Biggs 

et al. 1995; Bignell et al. 2000). Weitere Studien identifizierten CYLD (fl-CYLD) als 

negativen Regulator des NF-κB-Signalwegs (Kovalenko et al. 2003).  

Als Vertreter der Ubiquitin-spezifischen Proteasen (USPs) gehört CYLD zu den deu-

biquitinierenden Enzymen und entfernt K63-gebundene Polyubiquitinketten von 

Signalmolekülen wie NEMO (Brummelkamp et al. 2003), TRAF2 (Kovalenko et al. 

2003), TRIP (Regamey et al. 2003), TRAF6 (Trompouki et al. 2003), TRAF7 

Für die drei Schritte der Ubiquitinierung werden das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1, das 
Ubiquitin-konjugierende Enzym E2, welches Ubiquitin auf das E3-Enzym transferiert, und die 
Ubiquitin-Ligase E3, welche das Ubiquitin Molekül an das Substratprotein legiert, benötigt 
(modifiziert nach Rieser et al. 2013). 
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(Yoshida et al. 2005), Rip1 (Wright et al. 2007; Moquin et al. 2013), TAK1(Koga et 

al. 2008), Lck (Reiley et al. 2004), Bcl-3 (Massoumi et al. 2006), STAT3 (Nishanth et 

al. 2013) sowie RipK2 (Wex et al. 2015) und greift so hemmend in den NF-κB-

Signalweg ein. 

CYLD spielt eine entscheidende Rolle in der Onkogenese einer Vielzahl hämatoon-

kologischer Erkrankungen wie der Leukämie (Wu et al. 2014), dem malignen Mela-

nom (Ke et al. 2013), dem Magenkarzinom (Sun et al. 2015) und dem hepatozellu-

lären Karzinom (Huang et al. 2015). Verminderte Cyld-mRNA ist zudem mit chro-

nisch entzündlichen Erkrankungen wie der Colitis ulcerosa und Morbus Crohn as-

soziiert (Costello et al. 2005). Des Weiteren spielt CYLD eine Rolle in der Apoptose 

(Brummelkamp et al. 2003), Nekroptose (Moquin et al. 2013), Embryogenese (Zhao 

et al. 2015), Spermatogenese (Wright et al. 2007), in der Zellzyklusprogression 

(Wickström et al. 2010) und Zellmigration (Gao et al. 2008).  

Verschiedene Mausmodelle illustrieren, dass CYLD im Rahmen von Infektionen 

sowohl einen protektiven als auch einen schädlichen Einfluss haben kann. Studien 

von Lim et al. (2007) zeigten, dass CYLD-defiziente Mäuse (Cyld-/-) nach intra-

trachealer Inokulation von E.coli eine höhere Anfälligkeit für E.coli-assoziierte 

Pneumonien und erhöhte Mortalitätsraten aufwiesen. Der NF-κB Inhibitor IκBα 

wurde bei Cyld-/- Mäusen verstärkt abgebaut, was in einer erhöhten Aktivierung 

des NF-κB-Signalwegs resultierte. Nishanth et al. (2013) zeigten, dass C57BL/6 

Cyld-/- Mäuse im Vergleich zu ihren Wildtyp-Artgenossen auch Infektionen mit ho-

hen Listeriendosen überlebten und identifizierten als zugrunde liegenden Mecha-

nismus die fehlende Hemmung der STAT3 abhängigen Fibrinproduktion durch 

CYLD. Cyld-/- Mäuse wiesen zudem eine höhere Anfälligkeit für chemisch-induzierte 

Hauttumoren (Massoumi et al. 2006), chronische entzündliche Darmerkrankungen 

und Dextransulfat-induzierte Kolonkarzinome (Zhang et al. 2006) sowie für Osteo-

porose (Jin et al. 2008) auf.  
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Abb. 5 Regulation des NF-κB- und MAPK-Wegs durch CYLD 
 

1.4.2 sCYLD 

Zusätzlich zu Cyld-Mutationen gibt es natürlich vorkommende Splicevarianten. 

Hövelmeyer et al. (2007) konnten zeigen, dass eine Splicevariante von fl-CYLD, 

short CYLD (sCYLD), der Exon 7 und 8 fehlt, natürlicherweise in murinen Zellen 

vorkommt. Dieser Splicevariante fehlen die Bindungsstellen für die Signalmoleküle 

TRAF2 und NEMO (Hövelmeyer et al. 2007). Während fl-CYLD nach Bindung an 

diese Signalmolekülen K63-gebundene Polyubiquitinketten entfernt und somit 

verhindert, dass TRAF2 und NEMO den IKK-Komplex und somit den NF-κB-

Signalweg aktivieren, findet durch die fehlenden Bindungsstellen von sCYLD eine 

solche Hemmung des NF-κB-Wegs nicht statt. 

Mäuse denen fl-CYLD fehlte, die aber die Splicevariante sCYLD exprimierten      

(Cyld ex7/8), wiesen eine stark erhöhte Anzahl von B-Zellen in allen lymphatischen 

Organen, einhergehend mit Lymphomegalie und Splenomegalie, auf. Des Weiteren 

CYLD reguliert den kanonischen NF-κB-Weg durch Deubiquitinierung der Signalmoleküle RIP1, 
TRAF2, TRIP, TRAF6, TRAF7, RIPK2 und NEMO. CYLD inhibiert zudem indirekt den nicht-
kanonischen NF-κB-Signalweg, da die Expression der Signalmoleküle RelB und NF-κB2 p100, 
sowie des Kofaktors Bcl3 abhängig vom kanonischen NF-κB ist. Zusätzlich inhibiert CYLD den 
MAPK Signalweg durch Deubiquitinierung von TAK1 (modifiziert nach Sun 2010 und Nishanth 
2013). 
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zeigten B-Zellen dieser Mäuse längere Überlebensraten und produzierten mehr 

IgG1 (Hövelmeyer et al. 2007). Männliche Cyld ex 7/8 Mäuse waren steril, wiesen ei-

nen schlankeren Phänotyp als ihre Wildtyp-Artgenossen auf und konnten Glucose 

nach Insulin-Injektion schneller metabolisieren (Hövelmeyer 2006).  

Studien von Srokowski et al. (2009) zeigten, dass DCs von Cyld ex 7/8 Mäusen sowohl 

in vitro als auch in vivo einen hyperaktiven Phänotyp besaßen, der verstärkt auf 

Lipopolysaccharid-Stimulation ansprach. Zudem wiesen die Cyld ex7/8 Mäuse eine 

erhöhte T-Zellexpansion auf und konnten durch α-DEC-205-ova induzierte Tole-

ranz unterdrücken. Dies ging mit erhöhter NF-κB Aktivierung einher. 

Urbanik et al. (2012) zeigten, dass Mäuse mit einer leberspezifischen Deletion von 

Cyld ex7/8 (CYLDFFxAlbCre), denen fl-CYLD bei Überexpression von sCYLD in He-

patozyten und Cholangiozyten fehlte, eine billiäre Zirrhose entwickelten. Zusätzlich 

zeigten diese Mäuse eine erhöhte Anfälligkeit für Diethylnitrosamin- und Blei-

induzierte hepatozelluläre Karzinome. Dies ging ebenfalls mit erhöhter NF-κB Akti-

vierung einher. 
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1.5 Aufgabenstellung 

Die Deubiquitinase CYLD ist ein wichtiger negativer Regulator des                             

NF-κB-Signalwegs (Kovalenko et al. 2003). Als solcher ist seine bedeutende Rolle 

bei einer Vielzahl von Karzinomen, in der Regulation des Immunsystems und des 

Zellzyklus gut untersucht. Die natürlich vorkommende Splicevariante von fl-CYLD, 

sCYLD, greift aufgrund fehlender Bindungsstellen für TRAF2 und NEMO hingegen 

nicht inhibierend in den NF-κB-Signalweg ein. Die hieraus erwachsenden Konse-

quenzen für Immunantworten sind erst in Ansätzen untersucht worden.  

Ziel dieser Arbeit war es, einen tieferen Einblick in die Funktion von sCYLD in     

Dendritischen Zellen bei Infektionen zu erhalten. Hierzu wurden                             

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse mit einer selektiven Überexpression von sCYLD bei 

fehlendem fl-CYLD in Dendritischen Zellen mit Listeria monocytogenes infiziert und 

die sich entwickelnde Immunantwort untersucht. 

Es wurden folgende Fragestellungen definiert: 

1. Ausmaß des Einflusses einer Überexpression von sCYLD bei fehlendem        

fl-CYLD in Dendritischen Zellen auf den NF-κB-Signalweg. 

2. Einfluss der sCYLD-abhängigen Regulation des NF-κB-Signalwegs auf die 

Funktion Dendritischer Zellen. 

3. Untersuchung der sCYLD-abhängigen Interaktion Dendritischer Zellen mit 

Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Zellbiologische Arbeiten 

Alle Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen Greiner-Bio-One (Frickenhau-
sen, Deutschland) und Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 

 

PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

Hank’s BSS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

FKS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

Zellkulturmedium RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH,           
Pasching, Österreich), 20 % fetales Kälber Se-
rum (FKS, PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich), 100 U/ml Penicillin/Streptomycin 
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich), 2mM L-Alanin-L-Glutamin (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

Hybridoma Kulturmedium DMEM (PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich), 10 % FKS, 100 U Penicillin / Strep-
tomycin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich) 

Trypanblau Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland 

RMA-S Zelllinie Institut für Molekulare und Klinische Immuno-
logie, Universitätsklinikum Magdeburg, Mag-
deburg, Deutschland 

B3Z Hybridoma Zelllinie Dr. N. Shastri, University of California, Ber-
keley, USA 
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2.1.2 Tierexperimentelle Methoden 

Isofluran (Forene®) Abbott, Wiesbaden, Deutschland 

70 μm Sieb BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Erythrozytenlysepuffer 155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, und 0,1 mM 
EDTA 

2.1.3 Infektionsbiologische Methoden 

Listeria monocytogenes Wildtyp  Institut für Medizinische Mikrobiologie und 
Hygiene, Universitätsklinikum Heidelberg 
Campus Mannheim, Deutschland 

Listeria monocytogenes Oval-
bumin  

Institut für Medizinische Mikrobiologie und 
Hygiene, Universitätsklinikum Heidelberg 
Campus Mannheim, Deutschland 

Erythromycin 10 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Herz-Hirn-Bouillon  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Herz-Hirn-Agar  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

0,1 % Triton X 100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

2.1.4 Molekularbiologische Methoden 

EasyDNA Kit  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

1,5 ml/2 ml Eppendorf Gefäß  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Chloroform  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Ethanol unvergällt (80%, 100%)  Apotheke des Universitätsklinikums Magde-
burg, Deutschland 

Agarose Gel   1x TBE Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 
mM EDTA), 100 μg Ethidiumbromid 

10x PCR Puffer   Qiagen, Hilden, Deutschland 
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dNTPs Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Cre-Primer sense/antisense Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutsch-
land 

Hot Star Taq Polymerase Qiagen, Hilden, Deutschland 

Aqua dest   Berlin Chemie AG, Berlin, Deutschland 

Tabelle 1: Primer für Genotypisierung 

Cre sense: 5'- GAACC TGATG GACAT GTTCA GG -3' 

Cre anti-sense: 5'- AGTGC GTTCG AACGC TAGAG CCTGT -3' 

Tabelle 2: Primer für HPRT- Kontroll-PCR  

HPRT sense: 5´-GCT GGT GAA AAG GAC-3´ 

HPRT antisense: 5´-CCA GTT TCA CTA ATG-3´ 

 

RNeasy Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

RLT Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland 

β- Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

QIA Schredder Qiagen, Hilden, Deutschland 

5x First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

DTT  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Superscript II Reverse Transkrip-
tase 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Taqman ® Universal PCR Master 
Mix 

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 

Taqman ® Gene Expression    
Assay 

 

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 
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Tabelle 3: Primer für RT-PCR 

IFN-γ sense: 5'-TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA-3' 

IFN-γ antisense: 5'-TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG-3' 

2.1.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.1.5.1 Isolation von Protein und Absorptionsmessung   

Zelllysepuffer  50 mM Tris-HCl pH 7,4, 5 mM EDTA, 100 mM 
NaCl, 1 % Triton-X 100, 10 % Glycerol, 10 mM 
KH2PO4, 0,5 % Desoxycholsäure, 1 mM Phe-
nylmethylsulfonylfluorid, 1 mM Natriumfluo-
rid, 1 mM Natrium-Molybdat, 1 mM Natriump-
hospatpuffer, Aproptinin, Leupeptin, Pepstatin 
(alle Reagenzien von Sigma, Taufkirchen, 
Deutschland) 

Bradford Reagenz  BioRad, München, Deutschland 

2.1.5.2 SDS-PAGE und Westernblot 

5x SDS-Puffer  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

Proteinmarker  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

SDS-Polyacrylamid-Sammelgel  Aq. dest, 5 % Acrylamid 30 %ig (Applichem, 
Darmstadt, Deutschland), 0,17 M Tris pH 7,4, 
0,1 % Natriumdodecylsulfat (beide Carl Roth, 
Karlsruhe, Deutschland), 0,1 % Ammonium-
persulfat, 0,1 % TEMED (beide Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) 

SDS-Polyacrylamid-Trenngel  A. dest, 10 % Acrylamid 30 %ig (Applichem, 
Darmstadt, Deutschland), 0,4 M Tris pH 8,8, 0,1 
% Natriumdodecylsulfat (beide Carl Roth, 
Karlsruhe, Deutschland), 0,1 % Ammonium-
persulfat, 0,1 % TEMED (beide Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) 
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Gellaufpuffer pH 8,3  25 mM Tris, 0,1 % Natriumdodecylsulfat (beide 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 250 mM 
Glycin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)- 
Membran Immobilon P 

Millipore, Schwalbach, Deutschland 

Filterpapier  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Transferpuffer pH 8,4  25 mM Tris, 0,1 % Natriumdodecylsulfat (beide 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 500 mM 
Glycin (Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land), 20 % Methanol (J.T. Baker, Deventer, 
Niederlande) 

Blockierlösung  1,5 g Milchpulver blotting grade (Carl Roth, 
Karlsruhe, Deutschland), 150 ml TBS-Tween, 
1,5 g BSA 

BSA  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

TBS-Tween 20 pH 7,4 20 mM Tris, 140 mM NaCl (beide Carl Roth, 
Karlsruhe, Deutschland), 0,1 % Tween 20 (Sig-
ma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

ECL Plus Kit  GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 

2.1.5.3 Immunpräzipitation 

Sepharose G Beads  GE Healthcare Europe GmbH, München, 
Deutschland 

SDS-Probenpuffer 1 g SDS, 2,5 ml 1 M Tris pH 6,8, 4 ml 100 % Gly-
cerin, 2 ml 14,3 M ß- Mercaptoethanol 
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Tabelle 4: Primäre Antikörper für Westernblot und Immunpräzipitation 

Antikörper Blockierungslösung Verdünnung 

Anti-GAPDH (# 5174)  1 % Milchpulver 

1 % BSA in TBS-Tween20 

1:1000 

α-CYLD (# 4495)  1 % Milchpulver  

1 % BSA in TBS-Tween20 

1:1000 

Anti-STAT3-Antikörper (# 9139)  1 % Milchpulver  

1 % BSA in TBS-Tween20 

1:1000 

Anti-Ubiquitin K63 (# 3936)  1 % Milchpulver  

5 % BSA in TBS-Tween20 

1:1000 

Alle Antikörper wurden von Cell Signalling Technology, Danvers, USA, erworben 

Tabelle 5: Sekundäre Antikörper für Westernblot und Immunpräzipitation 

Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immuno-
globulins/HRP (# P 0399)  

Dako, Glostrup, Dänemark  

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immu-
noglobulins/HRP (# P 0260)  

Dako, Glostrup, Dänemark 

2.1.6 Immunologische Methoden 

2.1.6.1 Durchflusszytometrie 

FACS Röhrchen  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS Puffer  500 ml PBS + 10g BSA 

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate 
(PMA) 

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Ionomycin  Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 

Golgi Plug (+ Brefeldin A)  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Listeriolysin (LLO190-201)  JPT, Berlin, Deutschland 

MHC-Klasse-Ia SIINFEKL         
(Ova 257-264 ) 

JPT, Berlin, Deutschland 
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Cytofix/Cytoperm  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Permwash  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Cytofix Puffer  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Permeabilisierungspuffer II/III BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Stain Puffer  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

 

Tabelle 6: Antikörper für Fluoreszenzzytometrie 

Antikörper Klon Detektierter Zelltyp Firma 

Rat Anti-Mouse CD16/32 
(Mouse BD Fc Block) 

2.4G2 Blockierung unspezifi-
scher Bindungen 

BD  

V450 Rat Anti-Mouse CD45  30-F11 Leukozyten BD 

FITC Rat Anti-Mouse CD3 
Molecular Complex 

17A2 T-Zellen BD 

APC Rat Anti-Mouse CD4 RM4-5 CD4+ T-Zellen BD 

PE Rat Anti-Mouse CD8α 53-6.7 CD8+ T-Zellen               
CD8α+ DCs 

BD 

APC Rat Anti-Mouse CD19  1D3 B-Zellen BD 

PE Rat Anti-Mouse 
CD45R/B220 

RA3-6B2 B-Zellen BD 

PE Mouse Anti-Mouse NK 1.1  PK136 NK-Zellen BD 

APC Hamster Anti-Mouse 
CD11c 

HL3 Dendritische Zellen BD 

FITC Rat Anti-Mouse CD 11b M1/70 CD11b+ DCs BD 

APC Rat Anti-Mouse PDCA1 (CD 
317) 

927 PDCA1 DCs BioLegend 

PE Rat Anti-Mouse F4/80  6F12 Makrophagen BD 

APC Rat Anti-Mouse CD68+ FA-11 Makrophagen BioLegend 
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FITC Rat Anti-Mouse Ly6-G  1A8 Monozyten                 
Granulozyten 

BD 

FITC Rat Anti-Mouse Ly6-C  AL-21 Monozyten                  
Granulozyten 

BD 

PE Rat Anti-Mouse MHC II  M5/114.
15.2 

MHC-Klasse-II eBioscience 

PE MHC I (H-2Kb) Rat Anti-
Mouse 

AF6-
88.5.5.3 

MHC-Klasse-I eBioscience 

PE Rat Anti-Mouse CD40 3/23 CD40 BD 

PE Hamster Anti-Mouse CD80 16-10A1 CD80 BD 

PE Rat Anti-Mouse CD86 GL-1 CD86 BD 

PE Rat Anti-Mouse IL-12 
(p40/p70)  

C15.6 IL-12 BD 

PE Rat Anti-Mouse TNF  MP6-
XT22 

TNF BD 

PE Rat Anti-Mouse IL-6  MP5-
20F3 

IL-6 BD 

PE Rat Anti-Mouse IL-10  JES5-
16E3 

IL-10 BD 

PE Rat Anti-Mouse IFN-γ  XMG1.2 IFN-γ BD 

V450 Rat IgG Isotypenkontrolle A110-1  BD 

FITC Rat IgG Isotypenkontrolle 187.1  BD 

APC Rat IgG Isotypenkontrolle B39.4  BD 

PE Rat IgG Isotypenkontrolle A95-1  BD 

APC BrdU flowkit   BD  

7AAD   BD  

CFSE   BD 
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Antikörper wurden von BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland; eBioscience, San 

Diego, USA und BioLegend, San Diego, USA bezogen und in den vom Hersteller an-

gegeben Konzentrationen verwendet. 

Tabelle 7: Antikörper und Restimulationsbedingungen für Signalmoleküle 

Antikörper Firma Restimulation  

pERK  BD 612566 50 nM PMA (10 min, 37 °C) 

pP38  BD 560406 50 nM PMA, 1μM Ionomycin (10 min, 37 °C) 

IκBα Cell Signaling 
L35A5 

Keine Restimulation 

2.1.6.2 MACS 

Collagenase D Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

MACS Puffer 0,5 % BSA mit 2 mM EDTA in PBS pH 7,2 

Nycodenz 14,5 % 50 ml Aq. dest, 7,25 g Nycodenz (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) 

LS Magnetsäulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

NK cell isolation kit II, mouse  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD11c isolation kit, mouse  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

2.1.6.3 B3Z Hybridoma T-Zell Assay 

Chlorphenolrot ß-d-
Galaktopyranosid  

Boehringer, Mannheim, Deutschland 

Nonidet P-40  Calbiochem, San Diego, USA 

Glycin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Na2EDTA  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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2.1.7 Software 

LabImage ID Software Kapelan Bio-Imaging Solutions, Leipzig, 
Deutschland 

Flow Jo Software Flow Jo, LLC Ashland, Oregon, USA 

FACS Diva Software BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

2.1.8 Geräte 

Standard power pack P25 Biometra, Göttingen, Deutschland 

Bio Photometer Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS Verse BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Gel Logic 100 Imaging System Kodak, Rochester, USA 

Gellaufkammer Biorad mini 
protein system 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Vortex Genius 3 IKA, Staufen, Deutschland 

Schüttelinkubator für Bakterien 
GFL 3032 

GFL, Burgwedel, Deutschland 

Hämocytometer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Inkubationsschrank für Bakte-
rien 

Memmert, Schwabach, Deutschland 

Intas Chemo Cam Luminescent 
Image Analysis System 

INTAS, Göttingen, Deutschland 

Light-Cycler 480 II Roche Diagnostik, Mannheim, Deutschland 

MACS Multistand Seperator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Nanodrop 1000 Thermo Scientific, Waltham, USA 

Mikroskop Olympus CX-41 Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan 

Pipette Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Pipette boy Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Power PAC 200 Bio-Rad, Kalifornien, USA 

Semi Dry Blotkammer Peq lab, Erlangen, Deutschland 

Westernblot Rollinkubator Stu-
art roller mixer SRT 9 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Synergy HT microplate reader Biotec, Winooski, Vermont, USA 

Tenbrook Homogenisatoren Thermo Scientific, Waltham, USA 

Thermo Cycler Biometra, Göttingen, Deutschland 

Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifuge Mikro 22R Hettich Lab Technology, Beverly, USA 

Zellkulturinkubator Heraeus, Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Rotanta 460R Hettich Lab Technology, Beverly, USA 

2.2 Methoden  

2.2.1 Zellbiologische Arbeiten 

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter einer Sterilbank. Die Zellen wurden in Zell-

kultur Inkubatoren bei 37 °C, 5 % CO2 und 60 % Wasserdampfsättigung kultiviert. 

Vor Anwendung des sterilen Mediums erfolgte eine Erwärmung bei 37 °C im     

Wasserbad. 

2.2.2 Tierexperimentelle Methoden 

2.2.2.1 Zucht gentechnisch veränderter Mauslinien  

Alle Tierexperimente wurden in Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutz-

gesetz durchgeführt und vom Landesverwaltungsamt Halle unter dem Aktenzei-

chen 203.h-42502-2-901 (Universität Magdeburg) genehmigt. Der Schein zur Mit-

arbeit in Tierexperimenten für Doktoranden wurde an der Medizinischen Fakultät 

der Universität Magdeburg erlangt.  
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Für die Experimente wurden C57BL/6 Cyld ex7/8 fl/fl und C57BL/6 CD11c-Cre        

Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse verwendet, welche von Prof. Ari Waisman, Institut für Molekula-

re Medizin Mainz, Mainz, Deutschland, zur Verfügung gestellt wurden.           

C57BL/6 Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse besitzen zwei loxP Bereiche, die Exon 7 flankieren, bei  

C57BL/6 CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl fehlen Exon 7 und 8 nach Cre-vermittelter Re-

kombination in CD11c+  Zellen (Hövelmeyer et al. 2007; Massoumi et al. 2006). 

Die Mäuse wurden unter konventionellen Bedingungen im zentralen Tierlabor des 

Universitätsklinikums Magdeburg bei einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus sowie Was-

ser und Futter gehalten. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Experimente sechs bis 

acht Wochen alt und wurden für die Experimente nach Alter und Geschlecht grup-

piert. 

2.2.2.2 Organentnahme und Gewinnung einer Einzelzellsuspension  

Für die Organentnahme wurden die Tiere durch Inhalation von Isofluran getötet 

und mit 0,9 % PBS kardial perfundiert um intravasale Leukozyten zu entfernen. Die 

Organe wurden entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in Hank’s BSS 

(HBSS) mit 3 % FKS auf Eis gelagert. 

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Organe mit Hilfe eines 

Spritzenstempels durch ein 70 µm Sieb gerieben und in HBSS mit 3 % FKS aufge-

fangen. Nach Zentrifugation (1200 rpm, 4 °C, 6 min) wurde das Zellpellet mit 5 ml 

Erythrozyten-Lyse-Puffer für 5 min bei 4 °C behandelt. Es wurde erneut HBSS mit   

3 % FKS hinzugefügt und mit o.g. Einstellungen zentrifugiert. Das entstandene Zell-

pellet wurde in 10 ml HBSS mit 3 % FKS resuspendiert. Ein Aliquot dieser Zellsus-

pension wurde durch Trypanblau im Verhältnis 1:10 angefärbt und die Zellen per 

Hämocytometer mit einem Lichtmikroskop (Olympus) in zehnfacher Vergrößerung 

gezählt.  

2.2.3 Infektionsbiologische Methoden 

2.2.3.1 Anzucht von Listerien und Infektion der Mäuse  

Die Infektion der Mäuse erfolgte mit Listeria monocytogenes Wildtyp (Lm) bezie-

hungsweise mit dem Ovalbumin exprimierenden Stamm Listeria monocytogenes 

Ova (LmOVA). Beide Stämme wurden in Herz-Hirn-Boullion angezüchtet und Ali-

quotes der Kulturen bei -80 °C eingefroren. 
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Für die Infektion wurden frische Kulturen angesetzt, indem 10 µl des Listerienali-

quots zu 10 ml Herz-Hirn-Bouillon hinzugefügt wurden. Den LmOVA-Kulturen wur-

de 5 μg/ml Erythromycin hinzugefügt. Die Kultur wurde für 12 h bei 37 °C im 

Schüttelinkubator angezüchtet. 1 ml dieser Kultur wurde zu 9 ml Herz-Hirn-

Boullion (+/- Erythromycin) hinzugefügt und eine weitere Stunde bei 37 °C inku-

biert. Nach Ablauf der Zeit wurde die optische Dichte bei 600 nm gemessen. Als 

Abgleich diente Herz-Hirn-Boullion. Die Anzahl der in der Kultur vorhandenen ko-

loniebildenden Einheiten (KBE) wurde anhand einer vorher angefertigten Wachs-

tumskurve bestimmt. Das benötigte Volumen für die gewünschte Infektionsdosis 

wurde der Kultur entnommen und in steriles, pyrogen freies PBS (pH 7,4) gegeben, 

sodass das Infektionsvolumen 200 µl betrug. Die Infektion der Mäuse erfolgte in-

travenös in die Schwanzvene. Zur Überprüfung der Infektionsdosis wurde eine 

Verdünnungsreihe des Inokulums angefertigt, auf Herz-Hirn-Agar (+/-5 μg/ml 

Erythromycin) ausplattiert und nach 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C 

ausgezählt.  

2.2.3.2 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten  

Zur Bestimmung der KBE nach Infektion wurden Leber und Milz entnommen und 

in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 0,1 % Triton X in PBS transferiert. Nach Dissozia-

tion der Organe mit sterilen Tenbrook Homogenisatoren wurde eine zehnfache 

Verdünnungsreihe der entstandenen Suspension erstellt und je 1 ml jeder Verdün-

nung auf eine Platte mit Herz-Hirn-Agar gegeben. Nach 24-48 h Inkubation bei      

37 °C wurden die KBE unter dem Mikroskop ausgezählt. 

Um die KBE in CD8α+ DCs zu bestimmen wurden Splenozyten von                      

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 24 h nach Infektion isoliert und 

mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen CD45, CD11c und CD8α gefärbt. An-

schließend wurden die Zellen mit einem FACS Verse in eine CD45+ CD11c+ CD8α+ 

Zellfraktion und eine CD45+ Restpopulation gesortet. Die sortierten Zellen wurden 

in HBSS mit 3 % FKS aufgenommen und gezählt. Nach Zentrifugation (3000 rpm,    

4 °C, 6 min) wurden die Zellen in 0,1 % Triton X lysiert und Aliquots der Verdün-

nungsreihe der Zellsuspension auf Herz-Hirn-Agar ausplattiert. Nach 24-48 h Inku-

bation bei 37 °C wurden die KBE unter dem Mikroskop gezählt und die Anzahl der 

Listerien pro Zelle berechnet. 
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2.2.4 Molekularbiologische Methoden 

2.2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien  

Zur Genotypisierung der Tiere wurde eine Gewebeprobe der Schwanzspitze ent-

nommen und genomische DNA mittels easyDNA Kit isoliert. 

Hierzu wurden 320 μl TE Puffer, 20 μl Solution A, 20 μl Solution B und 2,5 μl Pro-

tein Degrader zu jeder Gewebeprobe in ein 2 ml Eppendorf Gefäß gegeben. Die 

Proben wurden durch einen Vortexer gemischt und für 12 h bei 60 °C in einem 

Schüttelinkubator (Thermomixer) bei 300 rpm inkubiert. Anschließend wurden 

300 μl Solution A und 120 μl Solution B hinzufügt und die Probe durch einen Vor-

texer gemischt bis eine einheitliche Viskosität erreicht wurde. Nach Hinzugabe von 

750 μl Chloroform wurden die Proben für 10 min bei 14000 g und 4 °C zentrifugiert 

und der Überstand in ein steriles 1,5 ml Eppendorf Gefäß überführt. Nach Hinzuga-

be von 1 ml 100 % Ethanol (-20 °C) wurden die Proben für 30 min auf Eis inkubiert. 

Es folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 14000 g sowie Anschließend die Zugabe 

von 500 μl 80 % Ethanol (-20°C) und Vermischung durch mehrmaliges Schwenken. 

Nach erneuter Zentrifugation mit 14000 g für 5 min wurde der Ethanolüberstand 

mit einer Pipette entfernt, das Pellet in 45 μl TE Puffer resuspendiert, 1 μl RNase   

(2 mg/ml) hinzugegeben und die Proben für 30 min bei 37 °C inkubiert. 

2.2.4.2 Genotypisierung der Mäuse mittels PCR  

Um die Mäuse zu genotypisieren wurde eine Cre-PCR der Schwanz-DNA durchge-

führt. Das Cre-Enzym wurde mittels eines Cre-Primers amplifiziert. Nach abgelau-

fener PCR wurden die Proben auf Agarosegel aufgetragen, elektrisch aufgetrennt 

(140 V, 20 min) und mittels Gel Logic 100 Imaging System sichtbar gemacht. Er-

schien eine Bande bei 350 bp auf dem PCR Gel, wurde die Probe als Cre positiv und 

die Maus somit als CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl eingestuft. 

Pro Ansatz wurde folgendes Pipettierschema verwendet: 

10x Puffer  2,5 μl 

MgCl2 1,0 μl 

dNTPs  0,5 μl 

Cre-Primer sense 0,5 μl 
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Cre-Primer antisense 0,5 μl 

Polymerase  0,125 μl 

A. dest  18,375 μl 

DNA Probe  1,0 μl 

 

Alle Amplifikationen wurden mit folgendem Programm durchgeführt: 

95 °C  10 min 

95 °C 30 s 

60 °C 30 s 

72 °C 45 s 

72 °C 7 min 

4 °C ∞ 

38 Zyklen 

2.2.4.3 Isolation von mRNA aus Gewebe und Generierung von cDNA 

Zur Isolation von mRNA wurde den entnommenen Proben 600 μl RLT Puffer mit   

ß-Mercaptoethanol (10 μl/ml) hinzugefügt, das Gewebe mittels Stößel dissoziiert 

und mittels QIASchredder homogenisiert. Anschließend wurde die mRNA nach 

Herstelleranweisung mit dem RNeasy Mini Kit extrahiert. Die mRNA Konzentratio-

nen wurde mit Hilfe eines Nanodrop Photometers bestimmt. Die gewünschte 

mRNA-Menge wurde zu cDNA umgeschrieben indem 2,5 μl Oligo-dT und 4,5 μl 

dNTPs hinzugefügt und der Ansatz für 5 min auf 65 °C erhitzt wurde. Anschließend 

wurde den auf Eis gelagerten Proben 16 μl 5x First Strand Buffer, 8 μl DTT             

(10 mM), 3,5 μl Aq. dest und 1,5 μl Superscript II Reverse Transkriptase hinzuge-

fügt. Die Proben wurden für 50 min bei 42 °C zur cDNA-Synthese inkubiert. Um die 

Reaktion zu beenden, wurde die cDNA 10 min auf 70 °C erhitzt. 

Zum Ausschluss einer Kontamination mit genomischer DNA wurde eine HPRT-Gen 

PCR durchgeführt . Kontaminierte cDNA wurde verworfen. 
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Folgendes Pipettierschema wurde verwendet: 

Aq. dest 19,375 μl 

10x Puffer 2,5 μl 

dNTPs 0,5 μl 

Primer sense 0,5 μl 

Primer antisense 0,5 μl 

Polymerase 0,125 μl 

cDNA 1,5 μl 

25 μl Gesamtvolumen 

 

Die HPRT-Gen PCR wurde mit folgendem Programm durchgeführt: 

  Dauer Temperatur 

1 Aktivierung der Polymerase 10 min  95 °C 

2 Denaturierung der DNA  45 Sek. 94 °C 

3 Anlagerung der Primer 45 Sek. 52,5 °C 

4 Verlängerung der Fragmente 30 Sek. 72 °C 

5 Finale Fragmentverlängerung 7 min 72 °C 

6 Abkühlung und Aufbewahrung 6 ∞ 4 °C 

(Schritt 2-4 38 x) 
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2.2.4.4 RT-PCR 

Folgender Ansatz wurde zur Durchführung der RT-PCR verwendet: 

Taqman Universal PCR Master Mix 12,5 μl 

Taqman Gene Expression Assay 1,0 μl 

cDNA 2,5 μl 

Aq.dest 9 μl 

25 μl Gesamtvolumen 

 

Alle RT-PCRs wurden mit folgendem Programm durchgeführt: 

  Dauer Temperatur 

1 Aktivierung der Uracil-N-Glykosylase (UNG) 2 min 50 °C 

2 Initiale Denaturierung der cDNA 10 min  95 °C 

3 Denaturierung der cDNA  15 s  95 °C 

4 Anlagerung der Primer und Fragmentverlänge-
rung 

60 s  60 °C 

5 Abkühlung und Aufbewahrung  ∞  8 °C 

(Schritt 3-4 39 x) 

Die Auswertung erfolgte mit der ΔΔCt-Methode (Livak & Schmittgen 2001). 

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.5.1 Isolation von Protein und Absorptionsmessung   

FACS Verse sortierte CD45+, CD11c+ Zellen und CD45+, CD11c- -Zellen wurden für  

15 min bei 4 °C mit kaltem Zelllysepuffer lysiert. Um feste Zellbestandteile abzu-

trennen, wurde die Suspension für 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Über-

stand wurde in ein neues Röhrchen transferiert und der Proteingehalt mit Hilfe des 

Bradford-Reagenz bestimmt. Hierfür wurde die Bradford Lösung 1:5 mit Aq. dest 

verdünnt, 200 µl dieser Lösung mit 4 µl der Probe in einem neuen Röhrchen ver-

mischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde bei  
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595 nm in einem Spektralphotometer (Nanodrop) bestimmt. Zelllysepuffer diente 

als Abgleich. 

2.2.5.2 SDS-PAGE und Westernblot 

Zur Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Molekülmasse wurde eine Sodi-

um Dodecyl Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. 

Für die Versuche wurden gleiche Mengen der isolierten Proteine mit 5 x SDS Puffer 

(mit ß-Mercaptoethanol) zur Auftrennung der Primärstruktur vermischt. Zur Auf-

lösung von Sekundär- und Tertiärstrukturen wurden die Proben für 5 min auf 95 °C 

erhitzt und danach 2 min auf Eis gekühlt. Nach Anzentrifugieren in einer gekühlten 

Zentrifuge wurden die Proben bis zum Auftragen auf das Gel auf Eis gelagert. Glei-

che Mengen an Protein, sowie ein Proteinmarker wurden daraufhin durch SDS-

Polyacrylamid-Gele in einer Gellaufkammer nach Hinzugabe eines Gellaufpuffers 

aufgetrennt.  

Die aufgetrennten Proteine wurden von den Gelen mittels einer Semi Dry Blot-

kammer auf Polyvinylidenfluorid-Membranen transferiert. Hierzu wurden Filter-

papiere mit Transferpuffer getränkt und unter die Membran bzw. über das Gel plat-

ziert. Nach dem Transfer wurden die Membranen für zwei Stunden bei Raumtem-

peratur in Blockierungslösung in einem Falcon-Röhrchen auf einem Rotations-

schüttler inkubiert um unspezifische Bindungen abzusättigen. Anschließend erfolg-

te eine Inkubation mit dem primären Antikörper (Tabelle 4) für 12 h bei 4 °C.  

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Membranen dreimal für je 10 min in 

0,1 % TBS Tween20 bei Raumtemperatur gewaschen. Es erfolgte die Zugabe des 

entsprechenden sekundären, peroxidasegekoppelten Antikörpers (Tabelle 5), der 

1:1000 mit Blockierungslösung verdünnt wurde sowie eine 60 min Inkubation bei 

Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen für 10 min in 0,1 % TBS Tween20 bei 

Raumtemperatur wurde der Blot mit dem ECL Plus Kit entwickelt. Die durch die 

Peroxidasereaktion entstandenen Lichtsignale wurden mit dem Intas Chemo Cam 

Luminescent Image Analysis System sichtbar gemacht und die Proteinintensität 

densitometrisch mittels der LabImage 1D Software gemessen. 
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2.2.5.3 Immunpräzipitation  

CD45+ CD11c+ und CD45+ CD11c- Zellen wurden mittels Fluoreszenzzytometrie sor-

tiert und analog zum Protokoll 3.2.5.1 lysiert. Die  Proben wurden aufgereinigt in-

dem sie bei 4 °C für 30 min mit Sepharose G Beads unter ständigem Schütteln inku-

biert wurden. Die Beads wurden durch Zentrifugation (10 000 rpm, 5 sec) entfernt 

und gleiche Mengen des Lysates für 12 h mit Anti-STAT3 Antikörper bei 4 °C inku-

biert. Die entstandenen Immunkomplexe wurden erfasst, indem die Lysate für wei-

tere 12 h bei 4 °C mit Sepharose G Beads inkubiert wurden. Daraufhin wurden die 

Proben dreimal mit PBS per Zentrifugation (10 000 rpm, 5 sec) gewaschen und der 

Überstand entfernt. Um die Proteine zu eluieren wurde das Pellet in SDS-

Probenpuffer suspendiert und für 5 min auf 100 °C erhitzt. Nach Zentrifugation   

(10 000 rpm, 5 sec) wurde aus dem Überstand STAT3 und K63-Ubiquitin per SDS-

PAGE und Westernblot nachgewiesen. 

2.2.6 Immunologische Methoden 

2.2.6.1 Durchflusszytometrie 

Um die aus den Milzen gewonnenen Leukozyten bezüglich ihrer Subpopulationen 

näher zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen mit einem FACS 

Canto II und der FACS Diva 6 Software durchgeführt. 

2.2.6.1.1  Extrazelluläre Färbung 

Zur Differenzierung verschiedener Zelltypen wurde eine extrazelluläre Färbung 

von Oberflächenantigenen durchgeführt. Hierfür wurden 106 Zellen in ein FACS-

Röhrchen pipettiert und mit 3 ml kaltem FACS Puffer bei 1200 rpm, 4 °C für 6 min 

gewaschen. Um unspezifische Bindungen bei der späteren Antikörperfärbung abzu-

sättigen, wurde 1 μg CD16/32 Antikörper, verdünnt in 50 μl FACS Puffer, hinzuge-

geben. Dieser Ansatz wurde für 10 min bei 4 °C unter Lichtschutz inkubiert. Da-

raufhin wurden Färbungen mit den in Tabelle 6 angegebenen, spezifischen Anti-

körpern durchgeführt. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C unter Lichtschutz wurden 

die Zellen mit kaltem FACS Puffer mit o.g. Einstellungen gewaschen. Das Pellet 

wurde in 200 µl FACS-Puffer resuspendiert und die Zellen bis zur Messung bei 4 °C 

unter Lichtschutz gelagert. 
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2.2.6.1.2  Intrazelluläre Färbung von Zytokinen 

Um intrazelluläre Färbungen von Zytokinen durchzuführen, wurden Splenozyten 

mit 50 ng/ml PMA, 500 ng/ml Ionomycin und 1 μl/ml Golgi-Plug (mit Brefeldin A) 

für 4 h in RPMI bei 37 °C inkubiert. PMA und Ionomycin führen zur Anregung der 

Zytokinproduktion, während Golgi-Plug den intrazellulären Proteintransport und 

die Zytokinsekretion blockiert und somit zur Anreicherung von Proteinen im Golgi-

Komplex der Zelle führt.  

Für die intrazelluläre Färbung von CD4+ T-Zellen wurden Splenozyten von LmOVA-

infizierten Mäusen mit 10-6 M Listeriolysin (LLO190-201) und CD8+ T-Zellen mit        

10-8 M MHC-Klasse-Ia-SIINFEKL (OVA257-264) sowie 1 μl/ml Golgi-Plug (mit Brefel-

din A) für 6 h restimuliert. Nach zweimaligem Waschen mit 3 ml FACS-Puffer (4 °C) 

bei 1200 rpm für 6 min, 4 °C wurde 1 μg CD16/32 Antikörper verdünnt in 50 μl 

FACS Puffer zu dem Zellpellet hinzugegeben, um unspezifische Bindungen zu blo-

ckieren. Der Ansatz wurde für 10 min bei 4 °C unter Lichtschutz inkubiert. 

Daraufhin erfolgte die Färbung der extrazellulären Proteine durch Zugabe der spe-

zifischen Antikörper (Tabelle 6) und Inkubation bei 4 °C unter Lichtschutz für       

20 min. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen durch Zugabe von 250 μl 

Cytofix/Cytoperm für 20 min bei 4 °C fixiert und anschließend zweimal mit 1 ml 

Permwash in einer 1:10-Verdünnung permeabilisiert. Es folgte die intrazelluläre 

Färbung mit den spezifischen Antikörpern (Tabelle 6) bei 4 °C für 30 min. Nach 

zwei weiteren Waschschritten mit Permwash wurde das Pellet in FACS Puffer        

(4 °C) resuspendiert und die Proben bis zur Analyse bei 4 °C unter Lichtschutz ge-

lagert. 

Bei allen Experimenten wurden entsprechende Isotypenkontrollen eingesetzt.  

2.2.6.1.3  Intrazelluläre Färbung von Signalmolekülen 

Für den Nachweis von IκBα wurden Splenozyten nach Protokoll 3.2.5.4.1/2 mit 

Antikörpern gegen CD45, CD11c und CD8α eingefärbt, fixiert, permeabilisiert und 

intrazellulär mit IκBα-Antikörper gefärbt.  

Zur Anfärbung von p-ERK und p-p38 wurden die Splenozyten zu 2 x 106 Zellen in 

FACS-Röhrchen aliquotiert. Nach Färben der Zellen mit CD45-, CD11c- und CD8α-

Antikörpern für 10 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen wie in Tabelle 7 
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angegeben stimuliert. Gleichzeitig wurde eine unstimmulierte Kontrolle angesetzt. 

Nach der Stimulation wurden die Zellen mit Cytofix-Puffer (RT) fixiert                        

(1 ml/ml Zellsuspension) und bei 37 °C für 10 min inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen mit Zellkulturmedium gewaschen (1200 rpm, 6 min, 4 °C), durch Zugabe 

von 1 ml Perm-Puffer II/III pro 106 Zellen permeabilisiert und für 30 min auf Eis 

inkubiert. Den Zellen wurden 3 ml Stain-Puffer pro ml verwendetem Perm-Puffer 

hinzugefügt und die Zellen dreimal gewaschen (o.g. Einstellungen). Daraufhin wur-

de der entsprechende BD Phosflow-Antikörper hinzugefügt. Nach Inkubation für   

60 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen            

(1200 rpm, 6 min, 4 °C) und in selbigem resuspendiert. Die Messung erfolgte mit-

tels FACS Canto II sowie die Auswertung mit der Flow Jo Software. Entsprechende 

Isotypenkontrollen wurden verwendet. 

2.2.6.2 MACS-Isolation  

Um spezifische Zellpopulationen der aus Organen gewonnenen Zellen für nachfol-

gende Experimente zu erhalten, wurden MACS-Isolationen durchgeführt. NK-Zellen 

sowie CD11c+ DCs wurden mittels MACS-Isolationskits isoliert. Alle Schritte der 

Isolation wurden zwischen 2-8 °C durchgeführt, um den Zellstoffwechsel zu blo-

ckieren und unspezifische Bindungen zu vermeiden. Um eine große Anzahl von 

Zellen mit größtmöglicher Reinheit der gewünschten Subpopulation zu erhalten, 

wurden die zu untersuchenden Milzen mit Collagenase D Lösung (30 mg/ml) desin-

tegriert. Hierfür wurden die Milzen in eine Petrischale mit Collagenase D Lösung 

eingelegt (5ml/Milz), 500 µl Collagenase D Lösung in jede Milz injiziert und diese 

mit einer sterilen Schere zerteilt. Nach Inkubation für 30 min bei 37 °C wurden die 

Milzfragmente mit der Rückseite einer Spritze durch ein 70 µm Zellsieb gerieben 

und in einem 15 ml Falcon-Röhrchen gesammelt. Das Volumen wurde mit MACS-

Puffer (NK-Zellen) bzw. Zellkulturmedium (DCs) auf 15ml aufgefüllt und die Proben 

per Zentrifugation gewaschen (1200 rpm, 6 min, 4 °C).  

Zur Isolation von NK-Zellen wurde zunächst die Anzahl der Zellen mittels Hämocy-

tometer ausgezählt und die Zellsuspension bei 300 g, 4 °C für 10 min zentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde in 40 µl MACS Puffer je 107 Zellen resuspendiert und 10 µl    

NK-Zell Biotin Antikörper Cocktail je 107 Zellen hinzugefügt. Die Suspension wurde 

gevortext und für 5 min bei 4 °C inkubiert. Den Zellen wurde 2 ml MACS Puffer je 

107 Zellen hinzugefügt und die Zellen bei 300 g für 10 min zentrifugiert, der Über-
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stand verworfen. Zum Zellpellet wurden 80 µl MACS Puffer sowie 20 µl Anti Biotin 

Microbeads je 107 Zellen pipettiert. Die Zellsuspension wurde gemischt und für     

10 min bei 4 °C inkubiert. Die magnetische Separation erfolgte anschließend auf 

einer LS Säule, welche durch Spülen mit 3 ml MACS Puffer vorbereitet wurde. Die 

Zellsuspension wurde auf die Säule gegeben und die eluierten, angereicherten NK-

Zellen gesammelt. Die Säule wurde dreimal mit je 3 ml MACS Puffer gewaschen und 

die eluierten Zellen erneut gesammelt. Eine Reinheit der NK-Zellpopulation von   

90-95 % wurde mittels FACS Färbung ermittelt. 

Zur Isolation von CD11c+ DCs wurde vor der magnetischen Auftrennung eine Auf-

reinigung der Splenozyten mittels Nycodenz-Gradienten durchgeführt. Dies ermög-

lichte den Erhalt einer höheren Anzahl an vitalen DCs. Das nach Zentrifugation ent-

standene Pellet wurde zunächst mit Erythrozytenlysepuffer für 10 min bei 4 °C be-

handelt. Die Zellen wurden dann mit Zellkulturmedium für 6 min bei 1200 rpm,      

4 °C gewaschen. Je Milz wurden 2 ml 14,5 % Nycodenz in ein neues Falcon-

Röhrchen gegeben und mit 2 ml der Zellsuspension langsam überschichtet. Die Zel-

len wurden daraufhin bei 530 g, 25 °C für 20 min zentrifugiert. Die obere Schicht 

wurde abgezogen und verworfen. Die darunterliegenden angereicherten DCs wur-

den in ein Falcon-Röhrchen übertragen und mit Zellkulturmedium mit o.g. Einstel-

lungen gewaschen. Das Zellpellet wurde in Zellkulturmedium resuspendiert und 

die Anzahl der Zellen mittels Hämocytometer ausgezählt. Anschließend erfolgte die 

MACS-Separation der Zellen. Die Zellen wurden zunächst in einem 15 ml Falcon- 

Röhrchen mit MACS Puffer bei 200 g für 10 min gewaschen. Zu dem Pellet wurden 

400 µl MACS Puffer pro 108 Zellen hinzugegeben sowie 100 µl der CD11c+ Microbe-

ads. Die Suspension wurde gemischt und für 15 min bei 4 °C inkubiert. Daraufhin 

wurden die Zellen mit 2 ml MACS Puffer pro 107 Zellen bei 200 g für 10 min gewa-

schen. Auf das entstandene Pellet wurde pro 108 Zellen 500 µl Puffer gegeben. Die 

magnetische Separation erfolgte auf einer LS Säule. Die Säule wurde dafür in das 

magnetische Feld des MACS Separators gestellt, durch Spülen mit 3 ml MACS Puffer 

vorbereitet, die Zellsuspension auf die Säule gegeben und die eluierten Zellen ge-

sammelt. Die Säule wurde dreimal mit je 3 ml MACS Puffer gewaschen und die elu-

ierten Zellen erneut gesammelt. Um die angereicherte CD11c+ Zellpopulation zu 

erhalten, wurde die Säule aus dem magnetischen Feld genommen, auf ein 15 ml 

Falcon-Röhrchen platziert und 5 ml MACS Puffer auf die Säule pipettiert. Durch 

Pressen des Stempels wurden die Zellen in dem Falcon-Röhrchen gesammelt. Um 
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eine höhere Reinheit der Population zu erreichen, wurden die Schritte zur magneti-

schen Separation erneut durchgeführt. Eine gewünschte Reinheit der CD11c+ Zell-

population von 90-95 % wurde mittels FACS Färbung bestätigt. 

2.2.6.3 Ex-vivo NK-Zell Zytotoxizitätsassay  

Zur Quantifizierung der Zytotoxizität von NK-Zellen wurden RMA-S Zellen, die eine 

verringerte Expression von MHC-Klasse-I Antigen aufweisen, mit dem fluoreszie-

renden Farbstoff Carboxyfluorescien (CFSE) markiert. Teilen sich CFSE markierte 

Zellen, verringert sich die Menge des Farbstoffes in den Tochterzellen und Zelldivi-

sionen können somit mittels durchflusszytometrischer Messung sichtbar gemacht 

werden. 

Für das Experiment wurden RMA-S Zellen in RPMI Medium entweder mit 5 μM 

CFSE (CFSEhigh Zellen) oder 0,25 μM CFSE (CFSElow Zellen) markiert und für 5 min 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal gewaschen. Die CFSEhigh 

und CFSElow Zellen wurden daraufhin in einem Verhältnis von 1:1 mit NK-Zellen 

inkubiert. Diese wurden zuvor mittels MACS aus den Milzen von Lm-infizierten 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen gewonnen. CFSEhigh Zellen wurden 

nach 24 h Inkubation mittels FACS quantifiziert. 

2.2.6.4 B3Z T-Zell Hybridoma-Assay  

Die OVA257–264–spezifische B3Z Hybridoma T-Zelllinie enthält das LacZ Gen, welches 

für das Enzym β-Galaktosidase kodiert. Lac Z wird induziert, sobald der T-Zell Re-

zeptor das Ova Peptid Kb-SIINFEKL (OVA257–264) erkennt. Die β-Galaktosidase Akti-

vität des induzierten LacZ Gens kann mittels Hinzugabe des Farbstoffs Chloro-

phenolrot β-d-Galaktopyranosid gemessen werden.  

Die B3Z Zellen wurden uns von Dr. N. Shastri, University of California, Berkeley, 

USA, zur Verfügung gestellt und in 150 cm3 Zellkulturflaschen in Hybridomamedi-

um angezüchtet. Für das Experiment wurden B3Z T-Zellen (1 × 105/well) mit 

MACS-isolierten CD11c+ DCs in Mikrotiterplatten inkubiert. Die isolierten DCs wur-

den 24 h nach Infektion von LmOVA infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und           

Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen gewonnen. Zu den Proben wurden 0,15 M Chlorophenolrot β-

d-Galaktopyranosid, 1 mM MgCl2 und 0,125% Nonidet P-40 in PBS hinzugegeben 

und die Zellen bei 37 °C für 6 h inkubiert.  Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
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300 mM Glycin und 15 mM Na2EDTA beendet und die Absorption bei OD595-665 ge-

messen, um die β-Galaktosidase-Aktivität der B3Z T-Zellen zu bestimmen. 

2.2.6.5 BrdU -Assay  

Zur Bestimmung der T-Zellproliferation in der Milz von Lm-infizierten Mäusen 

wurde ein BrdU-Assay durchgeführt. BrdU ist ein Nukleotidanalogon, welches an-

statt Thymidin während der Synthesephase des Zellzyklus in die DNA eingebaut 

wird. Das inkorporierte BrdU kann mit spezifischen Antikörpern angefärbt und 

mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. Zusätzlich wurde eine Färbung mit 

7AAD durchgeführt, ein Zellfarbstoff, der mit DNA interkaliert und eine Bestim-

mung des gesamten DNA-Gehalts der Zelle ermöglicht. Durch die Kombination von 

7AAD und BrdU, lassen sich Zellen, welche aktiv DNA synthetisieren, enummerie-

ren und entsprechend ihrer Position im Zellzyklus charakterisieren. Für die Expe-

rimente wurde den Mäusen an Tag vier und fünf nach Infektion intraperitoneal    

1,5 mg BrdU verabreicht. 24 h danach wurden die Mäuse getötet und die BrdU In-

korporation in CD8+ und CD4+ T-Zellen mittels FACS und dem APC BrdU flowkit 

gemessen. Hierzu wurden Einzelzellsuspension aus entnommenen Milzen herge-

stellt, die Zellen extrazellulär mit Antikörpern für CD8+ und CD4+ T-Zellen ange-

färbt und dem Herstellerprotokoll folgend mit BrdU Antikörper sowie 7AAD mar-

kiert. Nach Resuspension in FACS Puffer wurde die FACS Messung nach Hersteller-

angaben durchgeführt. Zur Auswertung wurde der Anteil der BrdU-positiven Zellen 

im Verhältnis zur Gesamtzellzahl in Prozent angegeben. 

2.2.7 Statistische Analyse 

Die Daten der Arbeit wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) angege-

ben. Statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem students t-test ermittelt. 

Alle Experimente wurden mindestens zwei Mal durchgeführt und p-Werte von         

≤ 0,05 als signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Hochregulation von sCYLD in Cyld ex7/8 fl/fl DCs nach Listerieninfektion  

Um die Regulation von sCYLD durch eine Listerieninfektion zu untersuchen, wurde 

die Expression von sCYLD und fl-CYLD in CD11c+ und CD11c- DCs von Cyld ex7/8 fl/fl 

und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen vor, sowie nach einer Infektion durch Wes-

ternblot Analysen überprüft. 

In uninfizierten Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen wurde in CD11c+ DCs vor allem fl-CYLD expri-

miert, während sCYLD nur in geringem Maß vorlag (Abb.6 A). Nach Infektion kam 

es zu einer Hochregulation von sCYLD, während die Menge an fl-CYLD geringfügig 

abnahm. Das Verhältnis von sCYLD zu fl-CYLD änderte sich somit von 0,2 vor Infek-

tion auf 0,5 nach Infektion (Abb.6 A).  

In CD11c+ DCs von uninfizierten und infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen lag, 

wie erwartet, kein fl-CYLD vor. sCYLD wurde sowohl vor als auch nach Infektion in 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen in gleichem Maß exprimiert (Abb.6 A). In CD 11c– 

DCs lag fl-CYLD in normalem Maß vor (Abb.6 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6 Westernblotanalyse der sCYLD-Expression bei Listerieninfektion 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden i.v. mit 3 x 104 Lm infiziert. 24 h nach 
Infektion wurden fl-CYLD und sCYLD aus FACS sortierten (A) CD45+ CD11c+ DCs und (B)  
CD45+ CD11c- DCs von uninfizierten und infizierten Mäusen mittels Westernblot analysiert 
(drei Mäuse pro Gruppe). GAPDH wurde als Kontrolle verwendet. fl-CYLD und sCYLD wurden 
aus den Westernblot Daten densitometrisch quantifiziert. 
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3.2 Schutz vor letaler Listerieninfektion durch alleinige sCYLD-Expression in 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Um herauszufinden, ob die alleinige Expression von sCYLD einen Einfluss auf den 

Verlauf einer Listerieninfektion in vivo hat, wurden Cyld ex7/8 fl/fl und                  

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse mit einer nicht-letalen Listeriendosis von 3 x 104 Lm 

i.v. infiziert und das Überleben der Tiere bis zum zehnten Tag nach Infektion ver-

folgt. Sowohl Cyld ex7/8 fl/fl als auch CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse überlebten die 

Infektion (Abb. 7 A). Bei einer höheren Listeriendosis von 1 x 105 Lm waren signifi-

kant bessere Überlebensraten bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen zu beobachten. 

Alle CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse überlebten die Infektion, während 67 % der 

Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse bis zum sechsten Tag nach Infektion verstarben (Abb. 7 B). Bei 

Infektion mit einer weiter gesteigerten Listeriendosis von 1 x 106  Lm erlagen beide 

Mausstämme der Infektion (Abb. 7 C). Die Überexpression von sCYLD führte somit 

abhängig von der Listeriendosis zu einem Überlebensvorteil der                         

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7 Höhere Überlebensraten bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen nach 
Listerieninfektion 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden mit (A) 3 x 104, (B) 1 x 105, (C) 1 x 106 

Lm i.v. infiziert. Überlebensraten wurden bis Tag zehn nach Infektion beobachtet (A, B). In (A) 
ist eins von drei Experimenten in (B, C) eins von zwei unabhängigen Experimenten mit je neun 
Mäusen dargestellt. (**p < 0,005, t-test).  
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3.3 Verbesserte Pathogenkontrolle bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

Um zu klären, ob sCYLD zusätzlich zum Einfluss auf die Überlebensrate auch zu 

einer verringerten Pathogenlast in den Organen der CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse 

führt, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Listerieninfektion Organe zur 

Ermittlung der koloniebildenden Einheiten (KBE) entnommen. Bei einer Dosis von     

3 x 104 Lm i.v. (Abb.8 A-D), sowie bei erhöhter Dosis von 1 x 105 Lm (Abb.8 E-H) 

war die Bakterienlast in Milz, Leber und Lunge von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

verglichen mit Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen signifikant geringer. Bei einer noch höheren 

Dosis von 1 x 106 Lm (Abb.8 I-L) zeigte sich hingegen kein signifikanter Unter-

schied. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8 Bessere Pathogenkontrolle bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen nach 
Listerieninfektion 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden mit 3 x 104 (A-D), 1 x 105 (E-H),                
1 x 106 (I-L) Lm i.v. infiziert. KBE wurden in Leber (A, E, I), Milz (B, F, J), Lunge (C, G, K) und 
Gehirn (D, H, L) zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion gemessen (*p < 0,05, t-test). 
Daten sind als Mittelwert +/- SD von neun Mäusen pro Gruppe und Zeitpunkt aus zwei unab-
hängigen Experimenten dargestellt. ND = nicht nachweisbar.  
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(A) Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl  Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert. 16 h nach 
Infektion wurden Zellen per FACS sortiert, die Zellen gepoolt und die KBE in CD8α+ DCs und 
übrigen Leukozyten bestimmt. Fünf Mäuse je Gruppe wurden untersucht. (B) Gating-Strategie 
zur Identifizierung und Isolation von CD45+ CD11c+ CD8α+ DCs. Eins von zwei unabhängigen 
Experimenten mit je fünf Mäusen ist dargestellt. 

 

3.4 Unveränderte Listerieninvasion in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Um herauszufinden, ob die Ursache für die verbesserte Pathogenkontrolle und das 

verlängerte Überleben an einer bereits zu Beginn des Infektionsgeschehens gerin-

geren Pathogenanzahl in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen lag, wurde das Eintritts- 

und Verbreitungsverhalten von Listerien in den Mausorganismus untersucht. Da 

CD8α+ DCs die entscheidende zelluläre Eintrittsstelle für Listerien in die Milz dar-

stellen, wurde nach Listerieninfektion diese Zellpopulation durch FACS aus der Milz 

isoliert und ermittelt, ob sich die Listerienanzahl zwischen Cyld ex7/8 fl/fl und    

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl  Mäusen unterschied. Die Anzahl der Listerien in CD8α+ DCs 

war jedoch in beiden Mausstämmen gleich (Abb.9 A, B). Dies galt auch für die Liste-

rienanzahl in den übrigen CD45+ Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9 Ähnliche Listerienzahl in DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 
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3.5 Erhöhte NF-κB-Aktivierung in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Da die Infektion der CD8α+ DCs durch L. monocytogenes in beiden Mausgruppen 

gleich war, wurde überprüft, ob sich die Zellantwort auf das Pathogen zwischen 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyldex7/8 fl/fl  Mäusen unterschied. Hierzu wurden Mäuse 

beider Gruppen mit 3 x 104 Lm infiziert, zu angegeben Zeitpunkten die Milzen ent-

nommen und in hieraus aufbereiteten Zellen die Expression der Signalwege NF-κB, 

ERK und p38 in DCs durch intrazelluläre Fluoreszenzzytometrie gemessen    

(Abb.10 A-F).  

IκBα, ein inhibitorisches Signalmolekül des kanonischen NF-κB Wegs, war nach 

Listerieninfektion von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen sowohl in CD8α+ DCs          

(Abb. 10 A) als auch in CD8α– DCs (Abb. 10 D) stärker reduziert als in                     

Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen. Somit zeigte sich bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen eine ver-

stärkte Aktivierung des kanonischen NF-κB Wegs. Die Aktivierung von ERK war in 

CD8α+/CD8α- DCs beider Mausgruppen gleichermaßen ausgeprägt (Abb.10 B, E). 

Die p38-Phosphorylierung wurde zu den gemessenen Zeitpunkten nicht von einer 

Infektion beeinflusst (Abb.10 C, F). 
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Abb. 10 sCYLD-Überexpression führt zu einer verstärkten Aktivierung des NF-κB-Wegs  

3.6 Induktion einer sCYLD unabhängigen K63-Ubiquitinierung von STAT3 in 

DCs durch Listeria monocytogenes  

STAT3 ist ein weiteres Signalmolekül, welches in Signalwege eingebunden ist, die 

im Verlauf einer Listerieninfektion aktiviert werden. Da eine K63-

Deubiquitinierung von STAT3 durch fl-CYLD bekannt ist, war es von Interesse, ob 

STAT3 auch einer Regulation durch sCYLD unterlag und ob es bezüglich dieses Sig-

nalwegs Unterschiede zwischen Cyld ex7/8 fl/fl  und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

gab. 

 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl  Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert. Signalmoleküle 
wurden zu angegebenen Zeitpunkten durch Fluoreszenzzytometrie gemessen und sind als 
Histogramme sowie als MFI in Balkendiagrammen dargestellt (A-F). Isotypenkontrollen sind 
als offene Histogramme dargestellt. Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse sind in Hellgrau, CD11c-Cre Cyldex7/8 fl/fl  
Mäuse in Dunkelgrau dargestellt. Repäsentative Daten individueller Mäuse von einem aus zwei 
Experimenten, welche jeweils mit fünf Mäusen pro Gruppe durchgeführt wurden, sind 
dargestellt. MFI werden als Mittelwert +/- SD von fünf Mäusen aus einem Experiment, 
repräsentativ für zwei Experimente dargestellt (**p < 0,01, t-test). 
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Um eine mögliche Regulation näher zu analysieren, wurde STAT3 aus CD11c+ DCs 

von infizierten und uninfizierten Cyld ex7/8 fl/fl, CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und CYLD-/-   

(-fl-CYLD/-sCYLD) Mäusen immunopräzipitiert und die K63-Ubiquitinierung durch 

Westernblot analysiert. Nach Infektion war die Menge an K63-polyubiquitiniertem 

STAT3 Protein im CYLD-/- Mausstamm erhöht. Die CYLD ex7/8 fl/fl und                  

CD11c-Cre CYLD ex7/8 fl/fl Mäuse zeigten hingegen gleichermaßen reduzierte Mengen 

an K63-polyubiquitinierten STAT3 (Abb.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 11 Ubiquitinierung von STAT3 ist sCYLD unabhängig 

3.7 Erhöhte Zytokinproduktion durch CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl CD8α+ DCs 

Der NF-κB-Weg reguliert unter anderem die Zytokinproduktion von Zellen. Zytoki-

ne ermöglichen eine Zell-Zell-Kommunikation und somit die Koordination des Im-

munsystems bei Infektionen. Um den Einfluss des stärker aktivierten NF-κB-Wegs 

in CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen auf die Zytokinproduktion zu 

analysieren, wurden CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse mit 3 x 104 Lm 

Proteinlysate von uninfizierten und 3 x 104 Lm-infizierten CD11c+ DCs von                                 
CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl, Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld -/- Mäusen wurden mit STAT3 immunpräzipitiert. 
Die Immunpräzipitate wurden für K63-Ubiquitin und GAPDH gefärbt. Als Kontrolle wurden 
Beads plus Lysate (B+L) und Beads plus STAT3-Antikörper (B+A) verwendet. 
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infiziert, Zellen aus entnommenen Milzen isoliert und die intrazelluläre Expression 

von TNF-α, IL-6, IL-12 und IL-10 mittels Durchflusszytometrie ermittelt. 

Während CD8α+ DCs in uninfizierten Mäusen nur sehr geringe Mengen dieser Zyto-

kine produzierten, führte eine Infektion zum Anstieg der gemessenen Zytokine in 

beiden Mausgruppen. In CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen war der prozentuale sowie 

absolute Anstieg von TNF-α, IL-12, und IL-10 produzierenden CD8α+ DCs jedoch 

signifikant höher (Abb. 12 A-D). Zudem wurden an Tag drei nach Infektion in einem 

weiteren Experiment Milzen entnommen und die Expression von IFN-γ durch se-

miquantitative RT-PCR bestimmt. Hier zeigte sich in den entnommenen Milzen von 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 Mäusen eine signifikante Hochregulation dieses Zytokins   

(Abb. 12 E). 
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Abb. 12 Erhöhte Zytokinproduktion durch CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 
 

3.8 Erhöhte Leukozytenzahlen in der Milz von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

Bei der Organentnahme für Experimente fiel wiederholt auf, dass die Milzen von 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen ein größeres Volumen als die der Cyld ex7/8 fl/fl Mäu-

se aufwiesen (Abb.13 A). Weiterhin ergaben Zählungen der Leukozyten höhere 

Zellzahlen (Abb.13 B). Es stellte sich die Frage, ob sich auch die Zahl einzelner   

Leukozytensubpopulationen unterschied. Um dies näher zu untersuchen, wurden 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse i.v. mit 3 x 104 Lm infiziert und mit-

tels Fluoreszenzzytometrie die Leukozyten-Subpopulationen ermittelt. 

Analog zu der Gesamtzellzahl war die Zahl CD11c+ DCs, CD8α+ DCs sowie CD8+        

T-Zellen nach Infektion in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl  Mäusen im Vergleich zu             

Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen erhöht (Abb.13 C, D). In nicht infizierten CD11c-Cre                

Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen lagen gleiche Anzahlen von B-Zellen, CD4+ und 

CD8+ T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen, Monozyten und Granulozyten und DCs vor. 

 

 

 

Cyld ex7/8 fl/fl und CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl  Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert. (A-E) Zytokine 
wurden 24 h nach Infektion durch Fluoreszenzzytometrie gemessen. (A) Absolute Zahlen 
zytokinproduzierender CD8α+ DCs vor und nach Infektion von Cyld ex7/8 fl/fl und                         
CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen. Angabe als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen pro Gruppe. 
Das gezeigte Experiment ist repräsentativ für zwei durchgeführte Experimente (*p < 0,05            
t-test).(B-E) Dot-Plots zytokinproduzierender CD8α+ DCs. Repräsentative Daten von einer von 
sechs Mäusen pro Gruppe. (F) Hochregulation von IFN-γ in Milzen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl 

Mäusen. Die Ermittlung erfolgte durch RT-PCR und semiquantitative Analyse. mRNA-
Expression wird als x-facher Anstieg im Vergleich zur naiven Kontrolle dargestellt. Angabe als 
Mittelwert +/- SD von drei Mäusen pro Gruppe (*p < 0,05 t-test). 
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CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert.                                 
(A) Organvolumen der Milz von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen an Tag drei 
nach Infektion. (B) Gesamtanzahl der Leukozyten in Lm-infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und        
Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen an Tag null, eins, drei, sechs nach Infektion. Daten werden als Mittelwert    
+/- SD von fünf Mäusen pro Gruppe und Zeitpunkt von einem Experiment repräsentativ für 
zwei Experimente dargestellt (**p < 0,01, t-test). (C, D) Durch Fluoreszenzzytometrie 
gemessene absolute Anzahl von B-Zellen (CD19+ B220+), CD4+ T-Zellen (CD3+ CD4+), CD8+ T-
Zellen (CD3+ CD8+), NK-Zellen (NK1.1 CD3-), Makrophagen (CD68+ F4/80), Granulozyten               
(Ly6Ghigh Ly6chigh), inflammatorische Monozyten (Ly6Gmiddle Ly6chigh), CD11c+ DCs, 
konventionelle DCs (CD11c+ CD11b+ CD8α-), CD11c+ CD11b- CD8α+ DCs und plasmazytoide DCs                  
(CD11clow PDCA1+) aus Milzen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen vor und 
nach Infektion (Tag drei). Daten werden als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen pro Gruppe 
von einem Experiment repräsentativ für  zwei Experimente dargestellt (*p < 0,05, t-test). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13 Erhöhte Leukozytenzahlen und größeres Organvolumen bei CD11c-Cre              
Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen  
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3.9 Verstärkte MHC-Klasse-II Expression in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

DCs sind wichtige Antigenpräsentierende Zellen, die zusätzlich zur Produktion von 

Zytokinen, Oberflächenmoleküle exprimieren, welche eine Kommunikation mit 

anderen Zellpopulationen ermöglichen. Um zu überprüfen, ob DCs von             

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen ein verbessertes Antigenpräsentationsvermögen 

besitzen, wurde nach Listerieninfektion die Expression der Oberflächenmoleküle 

MHC-Klasse-II, MHC-Klasse-I, CD40, CD80 und CD86 mittels Fluoreszenzzytometrie 

gemessen.  

Sowohl CD11c+ DCs als auch CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen expri-

mieren nach Infektion mehr MHC-Klasse-II Antigene als Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse, wäh-

rend die Expression der anderen gemessenen Oberflächenantigene sich zwischen 

beiden Mausgruppen nicht unterschied (Abb.15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14 MHC-Klasse-II Expression in Dendritischen Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und 
Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen  

 

 

 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen wurden mit 3 x 104 Lm infiziert. An Tag drei 
wurde die MFI von MHC-Klasse-I, MHC-Klasse-II, CD40, CD80 und CD86 durch 
Fluoreszenzzytometrie von DCs der Milz von uninfizierten und infizierten Mäusen bestimmt. 
Daten werden als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen eines Experiments repräsentativ für 
zwei Experimente dargestellt (*p < 0,05, t-test). 
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CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert. (A, B) An Tag 
drei nach Infektion wurde die Prozentzahl IFN-γ produzierender NK-Zellen durch 
Fluoreszenzzytometrie ermittelt. (A) Representative Daten von einer von sechs Mäusen pro 
Gruppe. (B) Daten gezeigt als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen pro Gruppe von einem 
Experiment, repräsentativ für zwei durchgeführte Experimente (*p < 0,05, t-test). 

3.10 Verstärkte Aktivierung von NK-Zellen durch CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Da die zuvor durchgeführten Experimente zeigten, dass CD8α+ DCs von            

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen sowohl ein verbessertes Antigenpräsentationsver-

mögen als auch eine erhöhte Zytokinproduktion aufwiesen, stellte sich die Frage 

nach dessen Auswirkung auf andere Zelltypen. Um zu analysieren, in welchem 

Ausmaß NK-Zellen, die wesentlich durch DCs aktiviert werden, durch diese Mecha-

nismen beeinflusst wurden, wurde deren Aktivierung nach Infektion durch intra-

zelluläre IFN-γ-Färbung und durchflusszytometrische Messung untersucht.  

Sowohl die prozentuale als auch die absolute Anzahl IFN-γ produzierender             

NK-Zellen war in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen verglichen mit Cyld ex7/8 fl/fl Mäu-

sen signifikant erhöht (Abb. 15 A, B).  

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 15 NK-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen produzieren mehr IFN-γ 
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3.11 Erhöhte Zytotoxizität von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl NK-Zellen  

Um zu untersuchen, ob NK-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen zusätzlich zu 

ihrer vermehrten IFN-γ Produktion auch eine erhöhte Zytotoxizität aufwiesen, 

wurde ein Zytotoxizitäts-Assay durchgeführt. Hierzu wurden NK-Zellen von infi-

zierten Mäusen isoliert und mit CFSE-gelabelten RMA-S Zellen (TAP-2 defiziente 

Zellen, mit einem Defekt der MHC-Klasse-I Antigenpräsentation) koinkubiert. 

NK-Zellen aus infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen konnten CFSEhigh gelabelte 

RMA-S Zellen signifikant besser abtöten als NK-Zellen von Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

(Abb. 16).  

 

 

 

 

 

Abb. 16 Durchflusszytometrische Analyse der NK-Zell Zytotoxizität 
 

3.12 Verbesserte MHC-Klasse-I Antigenpräsentation durch CD11c-Cre            

Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Um zu untersuchen, ob die Hochregulation von sCYLD in DCs von                       

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen neben NK-Zellantworten auch listerienspezifische 

CD8+ und CD4+ T-Zellantworten beeinflusst, wurde die Zahl IFN-γ produzierender, 

listerienspezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen bestimmt. Hierzu wurden             

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse mit Ovalbumin-transgenen Listerien 

(LmOVA) infiziert, T-Zellen aus den Milzen beider Mausstämme isoliert und ent-

weder mit MHC-Klasse-I spezifischem SIINFEKL (OVA257-264) Peptid oder                   

MHC-Klasse-II-spezifischem Listeriolysin (LLO190-201) Peptid stimuliert.                  

MACS isolierte NK-Zellen von 3 x 104 Lm infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und                          
Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen wurden an Tag drei nach Infektion mit CFSE-gelabelten RMA-S Zellen 
koinkubiert. Die Zytotoxizität der NK-Zellen wurden nach 18 h durch fluoreszenzzytometrische 
Analyse des aufgenommenen CFSE Farbstoffs gemessen (*p < 0,05, t-test). Daten von einem aus 
zwei unabhängigen Experimenten sind dargestellt. 

 

 



Ergebnisse  

53 

Anschließend wurde die Anzahl IFN-γ produzierender CD8+ und CD4+ T-Zellen 

durch Durchflusszytometrie ermittelt.  

Sowohl in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl als auch in Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen waren nach Infek-

tion IFN-γ produzierende listerienspezifische CD8+ und CD4+ T-Zellen nachweisbar. 

Die Anzahl dieser Zellen war jedoch in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen signifikant 

höher (Abb.17 A,B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17 Durchflusszytometrische Analyse listerienspezifischer CD8+ und CD4+ T-Zellen 

3.13 Verbessertes CD8+ T-Zell Priming durch CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

Um zu analysieren, ob eine verbesserte MHC-Klasse-I-Antigenpräsentation von 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl DCs mit der erhöhten Zahl listerienspezifischer                  

CD8+ T-Zellen in den Mäusen korrelierte, wurde die T-Zell-Stimulation durch DCs 

mittels eines ex vivo Antigen-Präsentations-Assay gemessen. DCs aus                              

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen wurden hierfür mit                      

LacZ-induzierbaren B3Z Reporter T-Zell-Hybriden inkubiert, welche nach Aktivie-

rung ihre β-Galaktosidase-Expression hochregulieren. 

Splenozyten wurden an Tag sieben nach Infektion mit 1 x 105 LmOVA isoliert und mit                    
(A) OVA 257-264 und (B) LLO 190-201 Peptiden stimuliert. Die Frequenzen gesamter und listerien-
spezifischer, IFN-γ produzierender (A) CD8+ und (B) CD4 + T-Zellen wurden durch Fluoreszenz-
zytometrie ermittelt. Daten werden als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen pro Gruppe aus 
einem Experiment repräsentativ für zwei durchgeführte Experimente dargestellt (**p < 0,01,    
t-test). 
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Die β-Galaktosidase-Expression in CD8+ T-Zellen, welche durch DCs aus            

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen aktiviert wurden, war signifikant höher, als in den 

von Cyld ex7/8 fl/fl DCs aktivierten CD8+ T-Zellen (Abb.18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 Ex vivo Antigen-Presentations-Assay 
 

3.14 Erhöhte CD8+ T-Zellproliferation in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

Um zu klären, ob sCYLD neben einem verbesserten T-Zell Priming auch einen Ein-

fluss auf die T-Zellproliferation hatte, wurde ein BrdU-Assay durchgeführt. Hierzu 

wurde infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen BrdU verabreicht 

und dessen Inkorporation in CD8+ und CD4+ T-Zellen durchflusszytometrisch er-

mittelt.  

CD11c+ DCs wurden mittels MACS aus Mäusen von LmOVA-infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl   
und Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 24 h nach Infektion isoliert. DCs von fünf Mäusen pro Gruppe wurden 
mit B3Z T-Zellen für 6 h kokultiviert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gemessen und die 
gemessenen Werte von der Extinktion bei 665 nm subtrahiert, nachdem β-Galaktosidase 
Substrat CPRG hinzugefügt wurde. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SD von DCs aus fünf 
Mäusen pro Gruppe. Ein Experiment steht repräsentativ für zwei durchgeführte Experimente                            
(*p < 0,05, t-test). 
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CD8+ T-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen inkorporierten mehr als dreimal 

so viel BrdU wie CD8+ T-Zellen der Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse (Abb.19 A, C). CD4+ T-Zellen 

von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen inkorporierten hingegen nur geringfügig mehr 

BrdU (Abb.19 B, C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19 Durchflusszytometrische Analyse des BrdU-Gehalts von CD4+ und CD8+ T-Zellen 

 

 

 

 

 

 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl und Cyld ex7/8 fl/fl Mäuse wurden mit 3 x 104 Lm infiziert und an Tag vier 
und fünf nach Infektion mit BrdU i.p. behandelt. An Tag sechs nach Infektion wurde die BrdU-
Inkorporation in (A) CD8+ T-Zellen und (B) CD4+ T-Zellen durch Fluoreszenzzytometrie 
gemessen. Gezeigte Daten sind repräsentativ für sechs Mäuse pro Gruppe. (C) Die absolute 
Anzahl an BrdU+ CD8+ und CD4+ T-Zellen wird als Mittelwert +/- SD von sechs Mäusen pro 
Gruppe von einem aus zwei unabhängigen Experimenten dargestellt (p* < 0,05, t-test).  
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4 Diskussion 

Es konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine sCYLD-Überexpression bei 

fehlender fl-CYLD-Expression in DCs, durch erhöhte Antigenpräsentation und Zyto-

kinproduktion, zur Aktivierung zytotoxischer NK- und T-Zellen führt und in einer 

verbesserten Immunantwort und Überlebensvorteil gegenüber einer Listerienin-

fektion resultiert. Dies belegt, dass das Gleichgewicht zwischen fl-CYLD und sCYLD 

die Zellaktivität von DCs reguliert und identifiziert sCYLD als Antagonisten von fl-

CYLD während einer Infektion mit L. monocytogenes. 

4.1 Hochregulation von sCYLD in Cyld ex7/8 fl/fl DCs nach Listerieninfektion und 

Schutz vor einer letalen Listerieninfektion 

Westernblotanalysen von CD11c+ DCs zeigen, dass es nach einer Listerieninfektion 

zu einer Hochregulation von sCYLD bei Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen (Wildtyp) kommt    

(siehe 3.1). Die Hochregulation von sCYLD nach Infektion weist auf eine Rolle in der 

Regulation von DCs bei der Kontrolle einer Listerieninfektion hin. Das durch diese 

Hochregulation veränderte Verhältnis von sCYLD zu fl-CYLD in DCs infizierter Mäu-

se, ist wahrscheinlich durch verstärktes Splicen von fl-CYLD zu sCYLD bedingt. Eine 

gleichartige Hochregulation von sCYLD in BMDC (bone marrow derived dendritic 

cells) nach Stimulation mit LPS wurde bereits von Srokowski et al.  (2009) be-

schrieben. 

Unsere Untersuchungen bezüglich der Überlebensraten beider Mausgruppen zei-

gen ein verlängertes Überleben von CD11c-Cre Cyld ex 7/8 fl/fl Mäusen bei Infektions-

dosen von 1 x 105 Lm sowie eine signifikant geringere Bakterienlast bei 3 x 104 Lm 

und 1 x 105 Lm in allen untersuchten Organen mit Ausnahme des Gehirns                     

(siehe 3.2/3.3). Eine Überexpression von sCYLD in DCs führt somit neben einer 

verbesserten Kontrolle einer Listerieninfektion auch zu einem Überlebensvorteil. 

Bei höheren Infektionsdosen von 1 x 106 Lm finden sich zwischen beiden Maus-

gruppen, weder in den Überlebensraten, noch in der Bakterienlast, in den unter-

suchten Organen signifikante Unterschiede. Der protektive Effekt von sCYLD ist 

demnach dosisabhängig. Als Ursache hierfür lassen sich unterschiedliche Hypothe-

sen formulieren. Besonders die hohe Bakterienlast im Gehirn bei Listeriendosen 

von 1 x 106 Lm könnte durch die Entwicklung einer Meningoenzephalitis den leta-
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len Ausgang der Erkrankung in beiden Mausgruppen bestimmen. Da DCs als resi-

dente Immunzellen im ZNS nur eine untergeordnete Rolle spielen und ihre Funkti-

on als Antigenpräsentierende Zellen hauptsächlich von Mikroglia übernommen 

wird (D’Agostino et al. 2012), ist es wahrscheinlich, dass das ZNS nur bedingt von 

der protektiven Funktion einer sCYLD-Überexpression in DCs profitiert. Weiterhin-

könnte eine Hochregulation anderer antagonistischer Deubiqitinasen bei hohen 

Listeriendosen (1 x 106 Lm) zum Verlust der protektiven Funktion von sCYLD füh-

ren. So ist bekannt, dass eine fehlende Funktion von CYLD durch andere DUBs wie 

A20, welches den NF-κB-Signalweg ebenfalls negativ reguliert (Shembade et al. 

2010), kompensiert werden kann (Sun 2008). Denkbar ist, dass es bei sehr hohen 

Listeriendosen zu einer vermehrten A20 Bildung kommt, was dann antagonisie-

rend zu sCYLD wirkt. Die Überprüfung einer möglichen A20-Hochregulation bei 

hohen Listeriendosen (1 x 106 Lm) könnte durch Westernblotanalysen durchge-

führt werden. 

4.2 Normale Invasion von Listerien, aber verstärkte Aktivierung von CD11c-

Cre Cyld ex 7/8 fl/fl DCs 

Untersuchungen bezüglich der Bakterienlast in verschiedenen Zelltypen während 

den ersten Stunden nach Infektion zeigen, dass Listerien mehrheitlich in CD8α+ DCs 

vorzufinden sind (siehe 3.4). Dies bestätigt die Rolle von CD8α+ DCs als hauptsäch-

licher, zellulärer Eintrittspunkt für L. monocytogenes und steht in Einklang mit 

früheren Untersuchungen (Neuenhahn et al. 2006; Edelson et al. 2011). Beach-

tenswert ist, dass kein Unterschied in der Zahl der Listerien in CD8α+ DCs zwischen 

beiden Mausgruppen vorliegt. Demzufolge ist der Eintritt der Listerien in CD8α+ 

DCs von dem Gleichgewicht zwischen fl-CYLD und sCYLD unabhängig . Dieses Er-

gebnis wird durch die annähernd gleiche Bakterienlast in untersuchten Organen an 

Tag eins nach Infektion unterstützt (siehe 3.3). Im weiteren Verlauf der Infektion 

vergrößert sich die Zahl an CD8α+ DCs und CD11c+ DCs bei CD11c-Cre Cyld ex 7/8 fl/fl 

Mäusen (siehe 3.8), während die Zahl CD11b+ konventioneller DCs und PDCA1+ 

plasmazytoider DCs in beiden Mausgruppen gleich bleibt. Dies unterstreicht erneut 

die besondere Rolle von CD8α+ DCs während einer Listerieninfektion. 

Um die zugrundeliegenden Mechanismen des verbesserten Schutzes von          

CD11c-Cre Cyld ex 7/8 fl/fl Mäusen gegenüber einer Listeriose näher zu betrachten, 

untersuchten wir die Regulation des NF-κB-Wegs durch sCYLD. Im Gegensatz zu     
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fl-CYLD fehlen sCYLD die Bindungsstellen für die NF-κB-Signalmoleküle TRAF2 und 

NEMO (Hövelmeyer et al. 2007). Als Deubiquitinase entfernt fl-CYLD unter ande-

rem K63-gebundene Polyubiquitinketten von diesen Signalmolekülen (Kovalenko 

et al. 2003; Brummelkamp et al. 2003), wodurch deren biologische Funktion und 

eine konsekutive Aktivierung des NF-κB-Signalwegs verhindert wird. Da sCYLD die 

NEMO- und TRAF2-Bindungsstellen fehlen, bleiben diese Signalmoleküle ubiquiti-

niert und es kommt zur Aktivierung des NF-κB-Signalwegs (vgl. 1.2.1 und 1.4.2). 

Die durchgeführten Experimente zeigen, dass IκBα in CD8α+ DCs von               

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen in Vergleich zu Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen verstärkt abge-

baut wird (siehe 3.5). Daraus folgt eine gesteigerte Aktivierung des NF-κB-

Signalwegs in CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen. Weitere untersuchte 

Signalmoleküle, die einer Regulation durch fl-CYLD unterliegen, wie ERK              

(Sun 2010) und STAT3 (Nishanth et al. 2013) (siehe 3.6), zeigen in unseren Versu-

chen keine Regulation durch ein verändertes Gleichgewicht zwischen sCYLD und fl-

CYLD in CD8α+ DCs. Eine Aktivierung des Signalmoleküls p38 war zum untersuch-

ten Zeitpunkt bei beiden Mausgruppen nicht messbar. Zusammenfassend zeigen 

unsere Ergebnisse, dass sCYLD während einer Listerieninfektion ein spezifischer 

Regulator des NF-κB-Signalwegs in DCs ist. 

Eine Aktivierung des NF-κB-Wegs führt zur Transkription verschiedener Zielgene. 

Hierzu gehören Gene für Zytokine, die während einer Listerieninfektion eine wich-

tige Rolle in der Aktivierung von protektiven Immunzellen und der Regulation der 

Immunantwort spielen (Hayden et al. 2006). In unseren Versuchen produzieren 

CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen erhöhte Mengen TNF-α, IL-12 und 

IL-10 (siehe 3.7). Des Weiteren war die IFN-γ mRNA-Expression nach Listerienin-

fektion in entnommen Milzen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen erhöht (siehe 

3.7). 

TNF-α ist während einer Listerieninfektion ein essentielles, protektiv wirkendes 

Zytokin. Als Ligand aktiviert TNF-α den NF-κB- und MAPK-Signalweg und koordi-

niert die Immunantwort auf eine Infektion (Aggarwal 2003). Weiterhin kann TNF-α 

die Apoptose von Zielzellen herbeiführen (Decker et al. 1987) und die Phagozytose 

durch Makrophagen stimulieren (Parameswaran & Patial 2010). Mäuse bei denen 

die TNF-α Produktion durch Antikörper blockiert wurde, starben bereits bei suble-
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talen Listeriendosen (Nakane et al. 1988). Zudem gibt es mehrere Berichte 

schwerwiegender Listerieninfektionen bei Patienten unter Anti-TNF-α-Therapie 

(Abreu et al. 2013). Maßgebliche Produzenten von TNF-α während einer Listeri-

eninfektion sind die von Monozyten abstammenden, inflammatorischen TNF/iNOS 

produzierenden (Tip)-DC (Serbina et al. 2003). Unsere Versuche zeigen eine nach 

Infektion stark erhöhte Produktion von TNF-α auch in CD8α+ DCs, was ein Grund 

für die bessere Kontrolle der Listerieninfektion in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

sein könnte. Interessant für zukünftige Versuche wäre die Frage, ob Tip-DCs von 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen verglichen mit Cyld ex7/8 fl/fl ebenfalls mehr TNF-α 

produzieren.  

IL-12, ein weiteres wichtiges protektives Zytokin im Rahmen einer Listeriose, wird 

hauptsächlich von CD8α+ DCs produziert (Mitchell et al. 2011; Kapadia et al. 2011). 

Versuche von Brombacher et al (1999) zeigten, dass IL-12p35-/- Mäuse verglichen 

mit Wildtypmäusen nach Infektion mit subletalen Dosen von L. monocytogenes eine 

höhere Bakterienlast in ihren Organen aufwiesen und bereits in der ersten Woche 

nach Infektion verstarben. Weiterhin produzierten diese Mäuse weniger IFN-γ, das 

unerlässlich für die Aktivierung von Makrophagen während einer Listerieninfekti-

on ist. Bekannt ist, dass IL-12 zur erhöhten IFN-γ Produktion von NK- und T-Zellen 

führt (Tripp et al. 1994; Henry et al. 2008). In Einklang mit der verstärkten Produk-

tion von IL-12 durch CD8α+ DCs in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen (siehe 3.7) war 

die IFN-γ Produktion durch NK- und listerienspezifische T-Zellen von CD11c-Cre 

Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen gesteigert (siehe 3.11/3.12). Weiterhin war die IFN-γ mRNA-

Expression in Milzen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen nach Infektion signifikant 

erhöht (siehe 3.7). 

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin, welches die Synthese der proinflamma-

torischen Zytokine TNF-α, IL-1β (Opp et al. 1995), IL-12 (Aste-Amezaga et al. 1998) 

und IFN-γ (Varma et al. 2001) inhibiert. Während einer Infektion hat es vor allem 

die Aufgabe eine überschießende, proinflammatorische Immunantwort zu verhin-

dern. Mäuse, bei denen eine Blockade des IL-10 Rezeptors durchgeführt wurde, 

waren vor einer letalen Listeriose geschützt (Silva & Appelberg 2001). In unseren 

Experimenten wird IL-10 nach Listerieninfektion erwartungsgemäß in CD8α+ DCs 

beider Mausgruppen herunterreguliert. Die Menge an IL-10 ist jedoch in CD8α+ DCs 

von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen höher als bei Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen. Ursache für 
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diesen erhöhten IL-10 Spiegel könnte die Notwendigkeit einer Regulation der weit-

aus größeren proinflammatorischen Immunantwort in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl 

Mäusen sein. 

Bei der Organentnahme für Experimente viel wiederholt auf, dass die Milzen von 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen verglichen mit Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen ein größeres 

Organvolumen und höhere Leukozytenzahlen aufwiesen (siehe 3.8). Diese Verän-

derungen werden durch Expansion der CD11c+ - und CD8α+ DCs sowie CD8+               

T-Zellen ausgelöst. Da Zielgene des NF-κB-Signalwegs Zellentwicklung und Zell-

wachstum beeinflussen (Gerondakis & Siebenlist 2010), ist es wahrscheinlich, dass 

die Proliferation der DCs in CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen durch Hochregulation 

dieses Signalwegs ausgelöst wird. Durch die erhöhte Zytokinproduktion, besonders 

von IL-12, welches für eine optimale klonale Expansion und Proliferation von    

CD8+ T-Zellen benötigt wird (Valenzuela et al. 2002) und verbesserte Antigenprä-

sentation der DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen, findet nachfolgend eine Ex-

pansion der CD8+ T-Zellpopulation statt. Interessant ist, dass die Anzahl der CD4+ 

und CD8+ T-Zellen bei beiden Mausgruppen nach Infektion zunächst abnimmt. Die-

se Beobachtung geht mit früheren Erkenntnissen einher, dass Listerien T-Zell 

Apoptose induzieren (Mannering et al. 2002). Da diese Entwicklung jedoch in bei-

den Mausgruppen gleichartig abläuft, scheint das Verhältnis zwischen  fl-CYLD und 

sCYLD die Listerien-induzierte T-Zell Apoptose nicht zu beeinflussen. 

Zusätzlich zur der signifikant erhöhten Produktion proinflammatorischer Zytokine 

durch CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl CD8α+ DCs, ist nach Infektion die Expression von 

MHC-Klasse-II Antigen erhöht (siehe 3.9). MHC-Klasse-II Antigene werden auf Anti-

genpräsentierenden Zellen exprimiert und dienen der Präsentation lysosomal ab-

gebauter Bakterienbestandteile an CD4+ T-Zellen. Die Expression von MHC-Klasse-

II Antigen wird durch Interaktion von IFN-γ mit MHC class II transactivator (MHC 

CIITA) (Steimle et al. 1994) und über den NF-κB-Signalweg gesteuert (Yoshimura et 

al. 2001). Die bei CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen erhöhte IFN-γ Produktion durch 

NK- und T-Zellen (siehe 3.11/3.12) sowie die verstärkte NF-κB Aktivierung in 

CD8α+ DCs (siehe 3.5) führen synergistisch zu der erhöhten MHC-Klasse-II Antigen 

Expression. Hierdurch, sowie mittels ihrer verstärkten Zytokinproduktion, können 

CD8α+ DCs von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen in verbessertem Maße als Antigen-

präsentierende Zellen mit anderen Zellen kommunizieren. Die Menge der kostimu-
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latorischen Moleküle CD80, CD86 und CD40, die ebenfalls NF-κB abhängig sind 

(Yoshimura et al. 2001), war auf der Zelloberfläche von DCs bei beiden Mausgrup-

pen gleich. Diese kostimulatorischen Moleküle scheinen somit keiner Regulation 

durch sCYLD zu unterliegen. 

4.3 Verstärkte Aktivierung von NK-Zellen und CD8+ T-Zellen durch CD11c-Cre 

Cyld ex7/8 fl/fl DCs 

NK-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen produzieren nach Aktivierung durch 

IL-12 verglichen mit Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen vermehrt IFN-γ (siehe 3.10). Dieses Zyto-

kin wird benötigt um Makrophagen zu aktivieren, die Listerien daraufhin durch 

Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies abtöten. Studien von 

Buchmeier & Schreiber (1985) zeigten, dass die Gabe eines IFN-γ Antikörpers wäh-

rend einer Listerieninfektion die Aktivierung von Makrophagen verhinderte und 

somit zu einer verminderten Bakterienclearance und erhöhter Letalität in unter-

suchten Mäusen führte. Ein interessanter Ansatzpunkt für weiterführende Experi-

mente in Bezug auf unser Infektionsmodell könnte die Überprüfung der durch die 

erhöhte Produktion von IFN-γ wahrscheinlich gesteigerten Produktion reaktiver 

Sauerstoff- und Stickstoffspezies durch Makrophagen sein. Zusätzlich zu ihrer ge-

steigerten IFN-γ Produktion haben NK-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen 

eine erhöhte zytotoxische Aktivität, gemessen an ihrer besseren Abtötung von 

RMA-S Zellen (siehe 3.11) und haben somit einen direkten Einfluss auf die Bak-

terienclearance. 

CD4+ und CD8+ T-Zellen sind während einer Listerieninfektion ebenfalls wichtige 

IFN-γ Produzenten (Daugelat et al. 1994; D’Orazio et al. 2006). In unseren Experi-

menten zeigt sich, dass LmOVA spezifische CD8+ T-Zellen und in geringerem Maße 

auch CD4+ T-Zellen von CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen signifikant mehr IFN-γ pro-

duzieren (siehe 3.12). Sie leisten somit zusammen mit den ebenfalls IFN-γ produ-

zierenden NK-Zellen einen signifikanten Beitrag zur Infektabwehr. In dem von uns 

durchgeführten Antigen-Präsentations-Assay, zeigt sich eine signifikant erhöhte    

β-Galaktosidase-Expression und somit verstärkte Aktivierung des untersuchten 

LmOVA-spezifischen CD8+ T-Zell Hybridomas bei Kokultivierung mit DCs von    

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen (siehe 3.13). Eine detailliertere Analyse der LmOVA-

spezifischen T-Zellantwort zeigt weiterhin, dass es in der Milz von infizierten 

CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen zu einer signifikant erhöhten CD8+                                 
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T-Zellproliferation kommt. Die Proliferation und absolute Anzahl an                            

CD4+ T-Zellen ist hingegen nicht signifikant erhöht (siehe 3.14). Zusammengefasst 

ist diese verstärkte Aktivierung LmOVA-spezifischer CD8+ T-Zellen nach Stimulati-

on mit DCs aus LmOVA-infizierten CD11c-Cre Cyld ex7/8 fl/fl Mäusen ein direkter Be-

leg für die verstärkte Antigenpräsentation dieser spezifischen DCs im Vergleich zu 

Cyld ex7/8 fl/fl DCs. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Diese Arbeit identifiziert sCYLD als einen Antagonisten von fl-CYLD, welcher die 

Aktivierung von DCs während einer Infektion mit L. monocytogenes maßgeblich 

reguliert. Eine sCYLD-Überexpression bei fehlendem fl-CYLD in DCs resultiert in 

einer Hochregulation des NF-κB-Signalwegs, was durch Produktion proinflamma-

torischer Zytokine und einer gesteigerten Interaktion von DCs mit NK- und T-Zellen 

zu einer verbesserten Immunantwort gegen L. monocytogenes führt. 

Es stellt sich die Frage, ob ein verändertes Gleichgewicht zwischen sCYLD und        

fl-CYLD in DCs auch therapeutisch genutzt werden könnte. Angesichts voranschrei-

tender Antibiotika- und Virostatikaresistenzen, der eine geringe Zahl neu entwi-

ckelter Medikamente gegenüberstehen, ist es von großer Wichtigkeit, neue Metho-

den zur Infektionsbehandlung zu entwickeln. In einer Reihe muriner Modelle wur-

de die Möglichkeit der Vakzinierung mit DCs bereits erprobt. So zeigte sich, dass 

DC-Vakzinierung zu protektiver Immunität bei Leishmaniose (Agallou et al. 2011), 

Herpes simplex (Schön et al. 2001), Influenza (Konduri et al. 2013), Candida 

(Kundu & Noverr 2011) und HIV-Infektionen (Lu et al. 2004) führt. Im Jahr 2012 

wurde erstmals ein DC-Vakzin bei Patienten mit chronischer Hepatitis C getestet 

(Zabaleta et al. 2015). Ein bereits bekanntes Problem der DC-Vakzinierung zeigte 

sich allerdings auch in dieser klinischen Studie. Die DCs der Patienten produzierten 

nach Transduktion große Mengen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10, wel-

ches wiederum zur Aktivierung regulatorischer T-Zellen und einer somit vermin-

derten Immunantwort führte. Eine Überexpression von sCYLD in DCs könnte dieses 

Problem durch eine verstärkte NF-κB-Aktivierung und der daraus folgenden Pro-

duktion proinflammatorischer, zytotoxische T-Zellen aktivierender, Zytokine lösen. 

Um eine sCYLD-Überexpression in von Patienten entnommenen DCs herbeizufüh-

ren, könnte ein CYLD Knockdown durch siRNA durchgeführt und anschließend 

sCYLD mittels eines Vektors in die Zellen eingebracht werden.  

Das Prinzip der selektiven sCYLD-Überexpression durch Einbringen eines Vektors 

in DCs könnte auch in der Immuntherapie maligner Erkrankungen von Nutzen sein. 

Seit mehreren Jahren werden DCs experimentell eingesetzt, um die Tumor-Antigen 

spezifische T-Zellantwort zu verbessern. 2010 erhielt das DC-Vakzin Sipuleucel-T 
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(APC 8015) die FDA-Zulassung zur Therapie des metastasierten Prostatakarzi-

noms. Als problematisch bei der Tumortherapie mit DCs hat sich erwiesen, dass 

Tumorzellen über verschiedene Mechanismen verfügen, um die Kapazität von DCs 

als Antigenpräsentierende Zelle abzuschwächen. Da DCs mit einer selektiven 

sCYLD-Überexpression sowohl ein besseres Antigenpräsentationsvermögen, als 

auch ein verbessertes Vermögen zur Aktivierung von NK-Zellen und T-Zellen durch 

Zytokinproduktion aufweisen, könnte dies eine Möglichkeit sein, die Herunterregu-

lation der DCs durch Tumorzellen zu umgehen und somit eine gesteigerte Immun-

antwort gegen den Tumor hervorzurufen. 

Diese therapeutischen Ansätze sind jedoch noch rein hypothetischer Natur. Bevor 

an einen therapeutischen Einsatz von sCYLD gedacht werden kann, ist noch inten-

sive Forschung hinsichtlich der Expression und der Aufgabe von sCYLD sowohl in 

murinen, als auch in humanen Zellen nötig. Durch murine konditionelle Knockout-

Modelle wurde bereits die Auswirkung einer Zelltyp-spezifischen sCYLD-

Überexpression in DCs (Wurm et al. 2015) sowie in Hepatozyten untersucht              

(Urbanik et al. 2012). Weitere konditionelle Knockoutmodelle könnten einen inte-

ressanten Einblick in die Funktion von sCYLD in anderen Zellpopulationen und Or-

gansystemen liefern. Des Weiteren wäre es interessant, den von Hövelmeyer 

(2006) beschriebenen Einfluss von sCYLD auf die Spermatogenese und den meta-

bolischen Phänotyp von Cyld ex 7/8 Mäusen, näher zu untersuchen. 

Bis dato gibt es noch keine Studien zu Auftreten und Funktion von sCYLD im huma-

nen Organismus. Während die Rolle von fl-CYLD in der Onkogenese und Inflamma-

tion beim Menschen schon eingehend untersucht wurde, ist bisher unklar, ob die 

natürlich vorkommende Splicevariante sCYLD hier ebenfalls eine Rolle spielt. Es 

wäre denkbar, dass nicht nur ein fl-CYLD-Mangel, sondern auch eine sCYLD-

Überexpression zu einer Beeinflussung biologischer Tumoraktivität und chronisch 

entzündlicher Erkrankungen wie Colitis ulcerosa und M. Crohn führt. Bisher ist je-

doch weder bekannt ob sCYLD beim Menschen exprimiert wird, noch ob die sCYLD 

Expression in diesen Zusammenhängen eine Rolle spielt. Dies könnte eine interes-

sante Fragestellung zukünftiger Studien sein.  
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