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1

Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Zellen, chemischer
und mechanischer Barrieren und Botenstoffe, die den Korper vor pathogenen Keimen aus

der Umwelt und entarteten Zellen des eigenen Organismus schiitzen.

Das angeborene Immunsystem reagiert unspezifisch auf unbekannte Strukturen, wihrend
das erworbene Immunsystem zielgerichtet bestimmte Pathogene zerstoren kann. Um ausrei-
chenden Schutz zu gewihren, bei groltmdglicher Sicherheit fiir die eigenen Korperzellen,
ist eine komplexe Ausbildung der entsprechenden Zellen notwendig und eine ausgiebige
Selektion, bevor diese das lymphatische System patrouillieren. Makrophagen, Granulozy-
ten, Mastzellen und NK-Zellen gehoren zum angeborenen Immunsystem und erkennen
tiber Mustererkennungsrezeptoren unspezifisch und schnell Krankheitserreger. NK-Zellen
dienen hier vor allem der Inmunabwehr von Viren und Tumorzellen. B-Zellen sind als Teil
des erworbenen Systems fiir die gezielte Abwehr mit Hilfe von Antikdrpern verantwortlich.
Sie entwickeln sich im Knochenmark und werden iiber Kontakt mit antigenpréasentieren-
den Zellen oder direktem Kontakt mit Erregern aktiviert. Auf ihren Oberflachenrezeptor
prisentieren sie Antigenanteile, die von T-Helfer-Zellen erkannt werden und die B-Zellen

zur Antikorperproduktion anregen.

Im Folgenden soll weiter auf Funktion und Entwicklung der T-Zellen als Teil des erworbe-

nen Immunsystems eingegangen werden.

1.1.1 T-Zellen

Als T-Zellen bezeichnet man hiimatopoetische Zellen der lymphatischen Reihe, die im Thy-
mus die Reifung zu ihrer adulten Form erfahren. Man kann drei Haupttypen unterscheiden.
«3-T-Zellen konnen iiber den «[3-T-Zell-Rezeptor (TZR) identifiziert werden und tragen
in ihrer adulten Form entweder den CD4- oder CD8-Rezeptor an ihrer Zelloberfldche.
CD4* T-Zellen (auch: T-Helfer-Zellen) erkennen Antigene auf den MHCII-Rezeptoren

Antigen-prisentierender Zellen und helfen durch Zytokinausschiittung mit bei der Akti-
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vierung von B-Zellen und Makrophagen, wihrend CD8" T-Zellen (auch: zytotoxische
T-Zellen) eigenstiindig die Lyse virusinfizierter oder entarteter Zellen einleiten konnen.

vd-T-Zellen, die etwa 5% aller T-Zellen ausmachen, halten sich vor allem in Haut, Lunge
und Schleimhiuten des Gastrointestinaltrakts auf. Uber Besonderheiten ihrer Funktion ist

bisher wenig bekannt.

T-Zellen konnen zum Entstehen verschiedener Krankheiten fiithren, hierzu zihlen Leuk-
dmien und Lymphome, sowie Immundefizienzen. Im Folgenden soll genauer auf die
Entwicklung der «3-T-Zellen und im Abschnitt 1.2 auf die relevanten Signalwege der

Entwicklung eingegangen werden.

1.1.2 Die Entwicklung von «{3-T-Zellen

Der Thymus dient als Entwicklungsorgan der «f3- sowie yd-T-Zellen. Ihre direkten Vor-
laufer entstammen dem Knochenmark und bevolkern den Thymus himatogen (Donskoy
und Goldschneider 1992). Zu diesem Zeitpunkt ist noch die Entwicklung zu verschiedenen
Lymphozyten méglich (Donskoy und Goldschneider 1992). Die Entscheidung der neu
eingewanderten Stammzellen zur T-Zell-Linie ist von verschiedenen Faktoren abhiingig.
Dazu gehort die Bindung des Transmembranproteins Notch1 an den Liganden Deltal, der

von den Epithelzellen des Thymus exprimiert wird (Radtke etal. 1999).

Die frithesten T-Zell-Vorldufer durchlaufen nun das doppelt negativ (DN)-Stadium, in
dem sie weder CD4- noch CD8-Rezeptoren an ihrer Oberflache priasentieren, und stattdes-
sen iiber die Expression von CD44 und CD25 in die Entwicklungsstufen DN1 bis DN4
eingeteilt werden (s. Tab. 1) (Godfrey etal. 1993). Das Rearrangement der fiir den T-Zell-
Rezeptor relevanten Gene TZR[3, TZRy und TZRd findet RAG1- und RAG2-abhingig
im DN2-Stadium statt (Godfrey etal. 1994; Capone etal. 1998; Livak etal. 1999). Die
TZR 3-Kette bildet gemeinsam mit der invarianten priTZR oc-Kette den pra-T-Zell-Rezeptor
(prdTZR) und verhindert damit eine Apoptose bei mangelnder Differenzierung im Rahmen
der (3-Selektion (Dudley etal. 1994; Michie und Zuniga-Pflucker 2002).

Im weiteren Verlauf exprimieren Thymozyten im DP-Stadium CD4- und CD8-Rezeptoren
auf ihrer Zelloberfliche. Im frithen DP-Stadium findet ein RAG1- und RAG2-abhingiges
Rearrangement der TZR «-Kette statt, um nun den finalen TZR zu bilden. Dies geschieht
so lange, bis das Erkennen von Selbst-Peptid / Selbst-MHC-Komplexen im Rahmen
der positiven Selektion erfolgreich ist (Kisielow etal. 1988; Petrie etal. 1993). Bei der
nachfolgenden negativen Selektion werden Zellen aussortiert, die sehr stark auf Selbst-
Peptid / Selbst-MHC-Komplexe ansprechen, um die Ausbildung autoreaktiver T-Zellen
zu vermeiden (Starr etal. 2003). Weniger als 5% der DP Thymozyten iiberstehen diese
beiden Auswahlschritte (Starr et al. 2003).
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Tabelle 1. T-Zell-Entwicklung im Thymus

T-Zellen entwickeln sich im Thymus und durchlaufen hier verschiedene Entwicklungsstadien.

Stadium | Oberflichenrezeptoren | Ereignisse
1 CD44
DN 2 CD25 und CD44 RAG1/2-abh. Rearrangement TZR (3-Kette
3 CD25; praTZR [3-Selektion, Expression des priTZR
4 praTZR Proliferation
DP frith | CD4 und CDS; prdiTZR | Prolif.; RAG1/2-abh. Rearrangement TZR oc-Kette
spiat | CD4 und CDS; TZR positive und negative Selektion
Sp CD4 oder CDS

Thymozyten verlassen als einfach positive (SP) Thymozyten mit entweder CD4- oder
CD8-Rezeptor den Thymus und gehen als naive T-Zellen in den Blutkreislauf iiber. Bei
Kontakt mit einem entsprechenden Antigen erfolgt die Aktivierung und Reifung zur aktiven
T-Zelle.

1.2 Signalwege der T-Zell-Entwicklung

Fiir Differenzierung, Proliferation und Vermeidung von DNA-Schédden sind im Thymus
verschiedene Signalwege verantwortlich und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der T-Zell-

Entwicklung aktiv.

1.2.1 Der Notch-Signalweg

Die Signaliibertragung iiber Notch-Proteine und ihre Liganden ist hochkonserviert und
wird in verschiedenen Zelltypen iiber Speziesgrenzen hinweg genutzt. In der Entwicklung
von T-Zellen werden Notch-Proteine in der Kommunikation der Thymozyten mit den
Thymusepithelzellen im Rahmen des sogenannten thymus crosstalk genutzt (Ewijk et al.
1994; Hozumi et al. 2008). Intrazelluldr wirkt die Bindung entsprechender Liganden an
den Notch-Rezeptor der Thymozyten durch die Aktivierung der Transkription verschiede-
ner Gene. Diese stidrken einerseits die Zugehorigkeit zur T-Zell-Entwicklung und l16sen
andererseits die Verhinderung der Expression des TZRx-Gens und damit der Bildung von
pra-T-Zell-Rezeptoren auf (Bellavia etal. 2007).
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1.2.2 Der IL-7-Rezeptor-Signalweg

Hauptfunktion des IL-7-Rezeptor (IL-7R)-Signalwegs in den Thymozyten ist die Ge-
wihrleistung der Proliferation, des Uberlebens und der Differenzierung der sich rapide
entwickelnden Zellen (Hong etal. 2012). Je nach Entwicklungsschritt der Thymozyten
werden unterschiedlich starke Signale durch den Signalweg dieses Zytokins benotigt, damit
die Weiterentwicklung der Zellen korrekt erfolgen kann (Hong etal. 2012). Hierbei wird
die Quantitédt der Signaliibertragung auf die Zelle nicht durch die Menge des extrazel-
luldren IL-7, sondern durch die bedarfsgerechte Expression des IL-7-Rezeptors an der
Zelloberfliche gesteuert (Hong et al. 2012; Jiang etal. 2005).

Die hochste IL-7R-Expression wird in DN1 und DN2 Thymozyten beobachtet, bei ge-
ringerer Expression in DN3 Thymozyten und weiter verringerter Expression in DN4
Thymozyten (ElKassar und Gress 2010). In DP Thymozyten wird zunédchst kaum IL-7-
Rezeptor exprimiert und erst nach der positiven Selektion wiederaufgenommen (Hong
etal. 2012). Diesem Mechanismus wird ein altruistisches Motiv unterstellt, da die DP
Thymozyten so nicht das IL-7 verbrauchen, fiir das die DN Thymozyten einen héheren
Bedarf haben (Park et al. 2004).

Bei Binden des Zytokins an seinen Rezeptor wird die Bildung eines Heterodimers aus der
fiir den IL-7R spezifischen IL-7Ra Kette mit der fiir verschiedene Zytokine verwendeten
v-Kette ausgeldst (Jiang et al. 2005). So kommen das an die IL-7Rx-Kette gebundene Jak1
und das mit der y-Kette assoziierte Jak3 in raumliche Nihe und Jak3 kann Jak1 sowie die
«-Kette phosphorylieren (s. Abb. 1) (Jiang etal. 2005). Jak1 hat Phosphorylierungsstellen
an Tyr1034 und Tyr1035, die zur Aktivierung der Kinase-Aktivitdt und Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktors Signal Transducer and Activator of Transcription 5 (Stat5) fiihren
(Liu etal. 1997). Fiir Jak3 sind unterschiedliche Phosphorylierungsstellen bekannt, wobei
Tyr980 und Tyr981 Ziel der Autophosphorylierung sind. Die Phosphorylierung von Tyr980
hat eine aktivierende Funktion auf die Kinaseaktivitit und erlaubt die Phosphorylierung der
v-Kette und Stat5, wihrend die Phosphorylierung von Tyr981 eine hemmende Wirkung
hat (Zhou et al. 1997).

An die phosphorylierte IL-7Rx-Kette bindet Stat5 und wird durch die Tyrosinkinasen
phosphoryliert. Das phosphorylierte Stat5 transloziert in den Nukleus und verdndert dort
die Expression verschiedener zellzykluswirksamer Gene (Jiang et al. 2005). Erhoht wird
die Expression der anti-apoptotisch wirksamen B cell lymphoma 2 (Bcl-2) Genfamilie
und des den Zellzyklus antreibenden cell division cycle 25 homologue A (CDC25A). Die
pro-apoptotischen Gene des Bcl-2 assoziierten X Protein (BAX), des Bcl-2-interagierenden
Mediator des Zelltods (BIM), sowie des Bcl-2-Antagonisten des Zelltods (BAD) werden
hingegen in ihrer Expression durch die Wirkung von Stat5 reduziert (Mackall etal. 2011).
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IL-7 — Aktivierung
i — Inhibition
IL-7R .
ac yc —> Phosphorylierung
/ ‘\\ —» transkriptionelle Aktivierung
Stat5 Jakl «<— Jak3 —1 transkriptionelle Inhibition
CDC25a  Bcl-2 BAX
BIM
BAD
Zellzyklus Apoptose

Abbildung 1. Der IL-7-Rezeptor-Signalweg

Nach Aktivierung des IL-7-Rezeptors wird durch das phosphorylierte Stat5 transkriptionell Proliferation und
Uberleben der Zelle gefordert (Jiang etal. 2005; Hong etal. 2012; Ren et al. 2016).

oc: o-Kette des IL-7-Rezeptors

vc: y-Kette des IL-7-Rezeptors

Das Ergebnis der Transkriptionsverdnderung nach Aktivierung des IL-7R-Signalwegs
auf den Zellzyklus ist also eine Foérderung von Proliferation und Uberleben. Auch ein
zweiter Downstreamsignalweg von p-Stat5 mit dem Ergebnis einer pS3-Hemmung fiihrt

zu dhnlichen Entwicklungen in der Zelle und wird im Abschnitt 1.2.3 beschrieben.

1.2.3 Der p53-Signalweg

p53

p53 ist ein zentraler Tumorsuppressor und wirkt indem er Wachstum bzw. Vermehrung von
Zellen mit potentiell onkogen mutierter DNA verhindert. Da etwa 50% der menschlichen
Tumore eine pS3-Mutation zugrunde liegen haben, wird ihm besondere Bedeutung in der

Verhinderung der Karzinogenese zugeschrieben (Klusmann et al. 2016).

Bestimmend fiir das Ausmal3 der Funktion von p53 ist das zelluldre Proteinlevel, welches
durch eine kurze Halbwertszeit gering gehalten wird (Levine 1997). p53 kann an mehreren
Aminosiuren durch verschiedene Kinasen phosphoryliert werden und damit auf seine
Funktion Einfluss genommen werden. Die beiden Kinasen Chk1 und Chk2 phosphory-
lieren p53 an den Aminosdureresten Serl5, Ser20 und Ser37 (Shieh et al. 2000), ATM
phosphoryliert p5S3 an Serl5 (Khanna etal. 1998). Die Phosphorylierung an Ser15 und
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Nukleotiddepletion blockierte
AW / Replikationsgabeln
dsDNA-Briiche —— ssDNA - —» Aktivierung
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A Verhinderung von Replikationsschéden
ATM ATR » Phosphorylierung
Stat5s \ » transkriptionelle Aktivierung
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BRCA1/BARDI

e
l 4”. ‘ —» p21 — Seneszenz
NPM1 —l; Mdm2 aktives P33\

p53-Ubiquitinylierung
und -Abbau

P
Mdm?2

Abbildung 2. Der p53-Signalweg

Der Tumorsuppressor p53 wird als Folge von dsDNA-Briichen und dem Vorliegen von ssDNA iiber die
Signalkaskade der DDR-Kinasen phosphoryliert und damit aktiviert (Mihara etal. 2003). Mdm?2 ist eine
Ubiquitin-Ligase und inaktiviert im Ruhezustand p53 (Moll und Petrenko 2003). Wenn Mdm?2 und p53
phosphoryliert werden, kann p53 als Transkriptionsfaktor Seneszenz und Apoptose induzieren und durch
direkte Interaktion mit unter anderem Bcl-2 die Apoptose verhindern. Uber den Stat5-Signalweg wird
NPM1 iiber BRCA1/BARDI inhibiert. NPM1 kann die Bindung von Mdm?2 und p53 hemmen, so dass
p53 als Tumorsuppressor wirken kann (Ren etal. 2016). AuBSerdem kann p53 auch die Entstehung von
Replikationsschéiden reduzieren (Klusmann etal. 2016).

Ser37 behindert die Bindung von Mdm?2 an p53 und schrinkt damit die Inaktivierung des
Tumorsuppressors ein (s. Abb. 2) (Shieh etal. 1997).

Als Reaktion auf einen Schaden in der DNA hat p53 mehrere Moglichkeiten die Apoptose
auszulosen, sowie die Moglichkeit die Zelle in die Seneszenz zu fiihren (Mihara et al. 2003).
Die transkriptionsabhédngige Apoptose wird von p53 durch eine Hochregulierung verschie-
dener pro-apoptotischer Gene, wie unter anderen den Bcl-2-homologen (BH)3-only Genen
Noxa und PUMA, kombiniert mit der Transkriptionsinhibition von anti-apoptotischen
Genen, wie Bcl-2, ausgelost (Mihara et al. 2003). Zusitzlich gibt es die Moglichkeit einer
transkriptionsunabhiingigen Induktion der Apoptose durch p53, indem p53 direkt mit unter
anderem Bcl-2 an der duBleren Mitochondrienmembran Komplexe bildet, die schiitzenden
Proteine hierdurch deaktiviert und die dulere Mitochondrienmembran permeabel macht
(Mihara et al. 2003).

Zusitzlich zu einer ,,ex-post*“-Funktion von p53 durch die Elimination von Zellen nach
stattgefundenem Zellschaden, schlagen Klusmann et al. (2016) eine ,,ex-ante‘-Funktion
von p53 wihrend der S-Phase vor. p53X0-Zellen haben eine verzogerte DNA-Replikation
und mehr replikativen Stress im Vergleich zu ihren Wildtyp-Kontrollen (Klusmann et al.
2016). p53 trdgt also nicht nur dazu bei die Konsequenzen eventueller Schiaden der DNA-

Replikation zu verhindern, sondern auch dazu, das Entstehen dieser Schiden zu verhindern.
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Mdm2 und die Antagonisierung von p53

Mdm?2 ist eine E3 Ubiquitin-Ligase und mit seiner Funktion der Hauptantagonist von p53
(Moll und Petrenko 2003). In Zellen, die keinem Stress ausgesetzt sind, ist das Protein
stindig aktiv und verkiirzt dadurch die Halbwertszeit von p53 von einigen Stunden auf fiinf
bis 30 Minuten (Moll und Petrenko 2003). Der Mechanismus dahinter ist eine Polyubiqui-
tinylierung von p53 im Nukleus unter Unterstiitzung durch p300 (CREB-binding protein)
(Moll und Petrenko 2003). Diese fiihrt zum Abbau von p53 durch ein 26S-Proteasom im
Nukleus, was ein rasches Abschalten des pS3-Signalwegs bei Bedarf ermoglicht (Moll und
Petrenko 2003).

Aktivierend auf die Mdm?2-p53-Interaktion wirkt die Akt-abhiingige Phosphorylierung von
Mdm?2 an Ser166 und Ser186, welche notwendig ist fiir die Translokation von Mdm?2 in den
Nukleus, wo die Interaktion mit p53 stattfindet (Mayo und Donner 2001). Die Hemmung
erfolgt iiber verschiedene Mechanismen. Auf DNA-Schaden hin wird Mdm?2 von ATM
noch vor der Akkumulation von p53 an Ser395 phosphoryliert und damit in seiner Bindung
an p53 gehindert (Khosravi etal. 1999; Maya etal. 2001). Nach mehreren Stunden wird
Mdm?2 transkriptionell durch p53 hochreguliert (Wu und Levine 1997). Auflerdem kann
die Komplexbildung von Mdm?2 und p53 durch Nukleophosmin (NPM1) gehemmt werden
(Ren etal. 2016). NPM1 bindet die Aminosduren 1-110 von Mdm?2, welche unter anderem
die Interaktionsdoméne fiir p53 beinhalten (Kurki et al. 2004). Durch diese Bindungsstelle
kann NPM1 p53 kompetitiv von der Bindung mit Mdm2 verdringen und dem Abbau
entgegenwirken (Kurki etal. 2004).

Ren etal. (2016) haben einen Zusammenhang zwischen phosphoryliertem Stat5 (s. Ab-
schnitt 1.2.2) und NPM1 entdeckt, der darauf hinweist, dass das zelluldre p53-Niveau in
den Thymozyten nicht nur durch den DDR-Signalweg, sondern auch iiber den Jak-Stat5-
Signalweg reguliert wird. Phosphoryliertes StatS induziert iiber BRCA1/BARDI eine ver-
ringerte Expression von NPM1 und hemmt somit indirekt die p5S3-Mdm?2-Komplexbildung
(Ren etal. 2016). Auf diesem Weg hat IL.-7 also neben seiner zuvor (s. Abschnitt 1.2.2)
beschriebenen proliferationstordernden Wirkung iiber die Transkription, eine zusétzliche

antagonisierende Wirkung auf p53.

DDR-Signalweg: ATR und Chk1, ATM und Chk2

Um addquat auf Schéaden des Erbguts reagieren zu konnen, gibt es ein System aus Kinasen
des DNA Damage Response (DDR)-Signalwegs (ATR, ATM, Chk1 und Chk?2), die als
Antwort auf entsprechende Schiden unter anderem eine Stabilisierung von p53 und damit

das Aussetzen des Zellzyklus ausldsen konnen.

ATM und Chk2 reagieren primir auf radiogen und genotoxisch ausgeloste Doppelstrang-
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briiche der DNA (Matsuoka et al. 2000). Die Phosphorylierung von ATM an Ser1981 wird
durch entsprechende Schiden ausgelost und hat eine Monomerisierung in die aktive Form
zur Folge (Bakkenist und Kastan 2003). Chk2 wird durch ATM an Thr68 phosphoryliert
und wirkt unter anderem auf p53, indem es dieses an Serl5, Ser20 und Ser37 phosphory-
liert, wodurch p53-Mdm2-Komplexe aufgelost werden konnen (Chehab et al. 2000; Shieh
etal. 2000). ATM kann auch direkt pS3 und Mdm?2 phosphorylieren (s. Abb. 2) (Chen et al.
2005).

Die Aktivierung von ATR durch einzelstringige DNA (ssDNA) hat zur Folge, dass diese
Kinase bei verschiedenen DNA-Ereignissen eingesetzt wird. Durch eine Nukleotiddepleti-
on blockierte DNA-Replikationsgabeln lassen ssDNA entstehen, ebenso wie die Reparatur
von dsDNA, wodurch eine Uberlappung zwischen der Aktivierung von ATM und ATR
entsteht (Smith et al. 2010). ATR wirkt also auch Downstream von ATM indem es durch
die bei der Reaktion von ATM auf Doppelstrangbriiche entstehenden ssDNA aktiviert
wird (Shiotani und Zou 2009). Bei Vorliegen von ssDNA wird ATR iiber Replikations-
protein A (RPA) und das ATR-interagierende Protein (ATRIP) rekrutiert (Shiotani und
Zou 2009). Um nun aktiviert zu werden, wird auBerdem ein 9-1-1-Komplex und das DNA
Topoisomerase 2 bindende Protein (TopBP1) benétigt (Shiotani und Zou 2009). Als Fol-
ge von Strangbriichen wird ATR an Ser428 phosphoryliert (Vauzour et al. 2007), wobei
Smith etal. (2010) argumentieren, dass keine posttranslationale Modifikation von ATR
notwendig ist fiir die Aktivierung und Liu etal. (2011) eine Autophosphorylierung an
Thr1989 beschreiben, die als einzige notwendig sei fiir die Phosphorylierung von Chkl1.
Auf Chk1 wirkt ATR als Kinase und phosphoryliert Chk1 an Ser317 und Ser345 (Zhao
und Piwnica-Worms 2001). Chk1 phosphoryliert darauthin p53 an Ser15, Ser20 und Ser37
(s. Abschnitt 1.2.3) (Shieh etal. 2000). ATR kann p53 auch direkt an Ser15 und Ser37
phosphorylieren (Tibbetts etal. 1999).

Pelletier etal. (2020) schlagen dariiber hinaus ein Modell vor, das einen Zusammen-
hang zwischen Onkogenexpression und DDR-abhéngiger p53-Expression aufzeigt. Der
vermehrte Nukleotidverbrauch durch die gesteigerte Zellproliferation sowie der erhohte
Ribosomgehalt der Zelle fiihren zu einem p21-mediierten Eintritt der Zelle in die G1-Phase
bei Durchlaufen des impaired ribosome biogenesis checkpoint (IRBC). Bei zunehmender
Hemmung der Inosin Monophosphat Dehydrogenase und folglich zunehmendem Nukleo-
tidmangel wird p21 abgebaut. Dies fiihrt dazu, dass die Zelle in die S-Phase eintritt und
die DDR-Proteine aktiviert werden (Pelletier et al. 2020).
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1.3 SLy1

Das SH3-Lymphozytenprotein (SLy1) ist ein Lymphozyten-spezifisches Adapter-Protein,
das zunichst durch Isolation der cDNA aus einem murinen T-Zell Lymphom entdeckt
wurde (Beer etal. 2001). Das SLy1-Gen liegt auf dem X-Chromosom am Lokus Xq25-26
in der Nidhe anderer Gene, die fir verschiedene Immunkrankheiten verantwortlich sind.
Die Nukleotidsequenz des murinen SLy1-Gens ist zu 89% identisch mit der des Menschen,

die Homologie der Aminosdurensequenz betrigt 94% (Beer etal. 2001).

1.3.1 Die SLy-Proteinfamilie

SLy1 gehort gemeinsam mit SLy2 und SASH1 zu einer Familie hochhomologer Adapter-
proteine (Jaufmann et al. 2021). Thnen gemeinsam sind ein nukleédres Lokalisationssignal,
eine Src homology 3 (SH3)- sowie eine sterile «x motif (SAM)-Doméne (s. Abb. 3).

Ser27 NES 264-268

ISOVIR NLS1 NLS2 SH3 ISAM —— COOH

3-20 74-91 176-233 249-316

Abbildung 3. Das SLy1-Protein

Das SLy1-Protein weist wie die anderen Proteine der SLy-Familie die fiir Adapterproteine typische SH3- und
eine SAM-Domaine auf. Das zweigeteilte nukleédre Lokalisationssignal erlaubt den intrazelluldren Transport
von SLy1. Auf TZR- sowie Notchsignal hin findet eine Phosphorylierung an Ser27 statt.

Die Zahlen entsprechen den Aminosduren-Lokalisationen. modifiziert nach Schill 2015

SLy2 wird in hdmatopoetischen Zellen sowie in Endothelzellen, Muskel, Herz, Gehirn,
Lunge und Pankreas exprimiert. Es transloziert in Nukleus und Zytoplasma und interagiert
mit 14-3-3-Proteinen (Brandt etal. 2010). SLy2 ist funktionell relevant fiir die Organisa-
tion des Zytoskeletts, die Regulation der B-Zell-Antwort und in der Krebsentwicklung
(Jaufmann etal. 2021). Bei hepatozellulirem Karzinom, Magenkarzinom und multiplem
Myelom konnen eine reduzierte SLy2-Expression beobachtet werden und teilweise mit

einem verschlechterten Outcome assoziiert werden (Jaufmann etal. 2021).

SASHI1 (auch SLy3 genannt) wird in vielen Geweben auller lymphatischen Zellen expri-
miert. Wie SLy?2 hat es eine Funktion in der Organisation des Zytoskeletts. Vor allem im
Brust- und Darmkrebs kann eine Funktion von SASH1 als Tumorsuppressor beobachtet
werden (Zeller et al. 2003; Rimkus et al. 2006). Eine reduzierte Expression sind mit einem

verringerten Uberleben und einer groBeren TumorgroBe assoziiert (Jaufmann et al. 2021).
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1.3.2 Proteinstruktur

SH3-Domainen haben vielfiltige Funktionen und kénnen unter anderem Protein-Protein-
Interaktionen und daher die Bildung von Komplexen zur Signaliibertragung beeinflussen
(Kurochkina und Guha 2013). Durch die Kopplung von Downstream-Molekiilen des
Signalwegs mit Rezeptoren in der Zell-Membran konnen SAM-Doménen in der Zell-
Zell-Signaliibertragung mediieren (Schultz etal. 1997). Wegen dieser Proteinstrukturen
vermuteten Beer etal. (2001) eine Funktion von SLy1 in der Signaliibertragung bei Im-

munreaktionen.

SLy1 besteht aus 380 Aminosduren und besitzt neben der SH3- und SAM-Doméne am
N-terminalen Ende ein zweigeteiltes nukledres Lokalisationssignal und innerhalb der
SAM-Domine ein nukledres Exportsignal (NES) (Beer et al. 2005) (s. Abb. 3). Kukuk et al.
(2019) beschreiben eine Homodimerisierung der SAM-Doménen zweier SLy1-Molekiile.
Die Bildung solcher Dimere ist bei Adapterproteinen bekannt und erlaubt ihnen iiber
eine grofere Fliche andere Proteine zu binden. Als Interaktionspartner von SLy1 sind
14-3-3-Proteine beschrieben, welche ebenfalls Dimere bilden konnen (Schill et al. 2015).
Hier wire eine Interaktion zwischen einem SLy1-Dimer und einem 14-3-3-Dimer moglich
(Kukuk etal. 2019).

Das nukledre Lokalisationssignal (NLS) (s. Abb. 3) ermdglicht SLy1 das Einwandern in
den Nukleus. Bei Deletion des C-terminalen Anteils dieser Sequenz kann SLy1 nicht mehr

im Nukleus dargestellt werden (Beer etal. 2005).

Die Phosphorylierung von SLy1 an der Aminosédure Ser27 erfolgt in peripheren T-Zellen
auf T-Zell-Rezeptor (TZR)-Stimulation hin (Astoul etal. 2003). Allerdings kann phos-
phoryliertes SLy1 ebenfalls in zur Bildung des praTZR unfihigen Ragl”-DN3 und DN4
Thymozyten detektiert werden, woraus das Vorhandensein einer TZR-unabhingigen Funk-
tion in frithen Thymozytenstufen geschlussfolgert wird (Reis etal. 2009). In praiTZR-
defizienten Rag1®® Thymozyten wird SLyl auf ein Notch-Signal hin phosphoryliert,
wihrend es in Thymozyten mit priTZR (Rag1WV7T) auf ein Notch-Signal hin zu einer Re-
duktion der SLy1-Phosphorylierung kommt (Reis et al. 2009). Reis et al. interpretieren dies
als eine integrative Funktion von SLy1 in Thymozyten im Notch- und priTZR-Signalweg
als Folge der [3-Selektion, die die vorzeitige Apoptose in sich entwickelnden Thymozyten

verhindern konnte.
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1.3.3 Funktion in Immunzellen

SLy1 ist ein Lymphozyten-spezifisches Protein. SLy1-mRNA kann in Miusen vor allem in
den Lymphorganen Thymus, Lymphknoten, Peyer’sche Plaques, Knochenmark und in der

weillen Pulpa der Milz gefunden werden (Beer etal. 2001).

Ein Maus-Modell mit Teildeletion des SLy1-Proteins (SLy1%), dem die Phosphorylierungs-
stelle Ser27, sowie die zweite NLS fehlt (Beer etal. 2005), sowie Méuse mit vollstindig
entferntem SLy1-Protein (SLleO) (Reis etal. 2009) zeigen funktionelle Auswirkungen
durch den Verlust von SLy1 auf das Immunsystem. Diese Verdnderungen fiithren zu phéno-
typischen Veridnderungen im Maus-Organismus wie der vollstindige Knockout, wodurch
von einer Hauptfunktion von SLy1 mit Translokation in den Nukleus ausgegangen werden
kann (Beer et al. 2005; Reis et al. 2009).

Die SLylA/ A_Miuse entwickeln ein geschwichtes Immunsystem im Vergleich zu ihren
Wildtyp-Geschwistern, wodurch sie eine verlangerte Akzeptanz von Allotransplantaten
und somit ein funktionelles Defizit zeigen (Beer et al. 2005). Grund fiir die beobachtete
Schwiiche des Immunsystems sind Funktionsstorungen der B-, T- und NK-Zellen bei SLy1-
Defizienz. Bei der in-vitro-Untersuchung von Thymozyten und peripheren Lymphozyten
aus SLylA/ A_Miusen haben Beer et al. (2005) gezeigt, dass die CD4-T-Zell-Entwicklung,
die T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion, sowie die Entwicklung und Proliferation

der Marginalzonen-B-Zellen und der humoralen Immunantwort von SLy1 abhéngig sind.

Die SLyl-Defizienz wirkt hemmend auf die T-Zell-Entwicklung und reduziert die Pro-
gression von DN zu DP Thymozyten (Reis et al. 2009). Die Zellzahlen in Thymus, Milz
und Lymphknoten sind in SLy1¥°-Miusen um 42-51% reduziert. Der relative Anteil der
DN Thymozyten an den Gesamtthymozyten ist erhoht, der Anteil der DP Thymozyten
reduziert. Auch innerhalb der DN-Stufen gibt es Unterschiede bei der Entwicklung in
SLleO— und WT-Tieren, wie erhohte Anteile von Zellen im DN2 und DN3 Stadium, bei
einem verringerten Anteil an Zellen im DN1 und DN4 Stadium zeigen (Reis et al. 2009).

In SLy1¥C-M:usen wird auBerdem eine reduzierte T-Zell-Tmmunantwort sichtbar, wie
Schill etal. (2015) mit einer Listeria monocytogenes-Infektion zeigen konnten, die bei
SLy1-Knockout-Tieren haufiger letal ist als bei WT-Tieren. Das angeborene Immunsystem
ist nicht durch den SLy1-Knockout eingeschrinkt. In T-Zellen wurde jedoch nach Infektion
eine reduzierte Proliferation von CD4- und CD8-T-Zellen beobachtet (Schill et al. 2015).

Die peripheren SLy1XO-T-Zellen zeigen eine reduzierte Proliferation durch Zellzyklusinhi-
bition. Sie exprimieren mehr p27- und p130 als WT-T-Zellen und verharren bei Stimulation
in der S-Phase des Zellzyklus (Schill etal. 2015).

Auch SLy1XO-NK-Zellen sind in ihrer Funktion eingeschrinkt. Sie sind in vitro weniger
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effizient in der Bekdmpfung von Tumorzellen und weisen in vivo eine erhohte Tumorlast
auf (Arefanian etal. 2016). Dies konnte mit einer reduzierten ribosomalen Stabilitét bei

SLy1-Defizienz assoziiert werden.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Entwicklung von T-Zellen ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Signalwege
und Interaktionspartner im Umfeld der heranreifenden Thymozyten. Das Adapter-Protein
SLy1 ist als ein unverzichtbarer Faktor fiir die physiologische Entwicklung der Thymozyten
und das effektive Funktionieren des Immunsystems bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, im Mausmodell mit dem Vergleich von SLy1¥0- und WT-Miusen
auf Proteinebene die Auswirkungen der SLy1-Defizienz auf den p53-Signalweg in Thymo-
zyten und peripheren T-Zellen genauer zu charakterisieren. Dazu soll die Phosphorylierung
der Proteine im DDR-Signalweg, p53 und Mdm?2 untersucht werden. Des Weiteren sollen
Expression und Phosphorylierung der dem durch den SLy1X© beeintrichtigten IL-7R-
Signalweg angehorigen Proteine Jak1 und Jak3 auf eine Verinderung in den SLy1¥O-
Thymozyten untersucht werden. Um Verdnderungen Downstream von p53 aufzudecken,
soll die mRNA-Expression der pro-apoptotischen Gene Noxa und PUMA in Thymozyten

und T-Zellen untersucht werden.

Dartiber hinaus soll die Bedeutung des p53-Signalwegs fiir die SLy 1-Funktion in einem
Mausmodell mit T-Zell-spezifischer pS3-Deletion untersucht werden. Hier soll gepriift
werden, ob die durch den SLyl-Knockout ausgelosten Beeintriachtigungen der T-Zell-
Entwicklung p53 als Effektorprotein bendtigen oder auch unabhéngig vom p53-Signalweg
ausgelost werden. AuBerdem soll in diesem Mausmodell untersucht werden, ob das Risiko
fiir eine Tumorentwicklung der Thymozyten und T-Zellen mit Hintergrund einer p53-
Defizienz durch das Vorliegen oder Fehlen von SLy1 beeinflusst wird. Hierdurch soll
die Hypothese iiberpriift werden, ob es sich bei SLy1, um ein Onkogen handelt, dessen

Wirkung im priadisponierten Umfeld das Entstehen von Tumoren begiinstigt.
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2

Methoden und Materialien

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Puffer

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden verschiedene Gerite, Verbrauchsmaterialien

und Kits verwendet. Diese sind in den Tabellen 2 und 3 zu finden. Angaben zu den

verwendeten Antikdrpern und Primern sind in den jeweiligen Abschnitten zu finden.

Tabelle 2. Geriite
Gerit Hersteller
BD FACSCanto™ II | BD Biosciences
LightCycler 480 11 Roche

Nano Photometer

Implem

VersaDoc

Bio-Rad Laboratories

Tabelle 3. Verbrauchsmaterialien und Kits
Diese Materialien wurden zur Durchfiihrung der Versuche genutzt.

Materialien / Kits Verwendung Hersteller

BSA Verdiinnung WB-Antikoérper | Sigma-Aldrich
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | cDNA-Synthese Applied Biosystems
Milchpulver Verdiinnung WB-Antikorper | Roth

PBS Puffer fiir Zellsuspensionen | Sigma-Aldrich
Bio-Rad DC™ Protein Assay Proteinbestimmung Bio-Rad

SYBR qPCR Master Mix Bioline

WeStar SuperNova Western Blot Detektion Cyanagen

ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution | Western Blot Stripping Millipore
Roti-Load 1, 4x konzentriert Western Blot Probenpuffer Roth
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Tabelle 4. Puffer und Losungen

Puffer und Losungen fiir die Vorbereitung von Proben und die Durchfithrung von Western Blots

Puffer Zusammensetzung

0,155M NH4Cl
Erythrozytenlysepuffer 0,0IM KHCOs3
10,ilmM EDTA

500ml PBS
MACS-Puffer 0,5% (w/v) BSA
2,5mM EDTA

1% NP40
50mM Tris
150 mM NaCl
2mM EDTA
1x Proteinaseinhibitor
I1x Phosphataseinhibitor
pH 7.4

NP40-Proteinlysepuffer

0,5M Tris/HCI

4x Sammelgelpuffer pH 6,8

1,875ml  Acrylamid Gel 30
6,25ml  4x Sammelgelpuffer
0,125ml  20% SDS
4,118ml ddH,0
0,0075ml TEMED
0,Iml  12,5%APS

Sammelgel (5%)

1,5M  Tris/HCI

4x Trenngelpuffer pH 8.8

8,33ml  Acrylamid Gel 30
6,25ml  4x Sammelgelpuffer
0,125ml  20% SDS
10,03ml ddH,O
0,0125ml TEMED
0,2ml 12,5%APS

Trenngel (10%)

2,5mM Tris
19,2mM Glycin

Tris-Glycin-SDS-Lauf-Puffer 0,1% (v/v) SDS
pH 8,3

100ml Methanol absolut
2,5mM Tris
Transferpuffer 19,2mM Glycin
800ml ddH,0O
pH 8,3

50mM Tris
TBS/T 150mM NaCl
0,1% (v/v) Tween20

5% (wlv) fettfreies (nf) Milchpulver bzw. BSA

Milch- bzw. BSA-Losung 1000ml TBS/T
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2.2 Tierversuche

2.2.1 Tierzucht und -haltung

Alle Proben fiir die Versuche wurden Miusen entnommen, die im spezifisch pathogenfreien
Bereich der Tierhaltung Pharmakologie/Toxikologie der Medizinischen Fakultét Tiibingen
geziichtet und gehalten werden. Hier wird ein zwolfstiindiger Tag-Nacht-Rhythmus einge-
halten und die Tiere haben freien Zugang zu Futter und Wasser. Der Nachwuchs wurde mit
drei bis vier Wochen von den Eltern getrennt und ab dem Alter von acht Wochen verpaart.
Durch die Verwendung heterozygoter Tiere zur Zucht, werden verschiedene Genotypen
innerhalb eines Wurfs geboren. Im Alter von ca. drei Wochen wurden die Tiere mit Ohr-
lochmarkierungen versehen und diese Ohrbiopsate wurden zur Genotypisierung mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt. Post mortem wurde die Genotypisierung zur
Kontrolle an einer Schwanzbiopsie wiederholt. Die zum Versuch eingesetzten Tiere waren
zwischen acht und 50 Wochen alt.

Samtliche Tierexperimente erfolgten laut den Tierversuchsangaben und wurden durch das

Regierungsprisidium Tiibingen genehmigt (Anzeige vom 26.04.2018).

2.2.2 Mausmodelle

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Mausmodelle verwendet. Beide gehen auf
C57BL/6N-Miuse von Jackson Laboratories zuriick.

SLy1KO

Die Tiere dieses Stamms kennzeichnen sich durch einen Knockout des in Abschnitt
1.3 beschriebenen SLy1-Gens. Dieser wurde zuvor von Reis etal. (2009) beschrieben.
Durch die Lokalisation des SLy1-Gens auf dem X-Chromosom entstehen bei der Zucht
Wildtyp (SLy1WT)- und Knockout (SLy1¥°)-M:innchen, sowie SLy1WT-, SLy1X0- und
heterozygote (SLy1M!)-Weibchen.

T-Zell-spezifische p53-Defizienz

Zur Erforschung der wechselseitigen Wirkung von p53 und SLy1 auf die Entwicklung
der Immunzellen, wurde ein weiteres Mausmodell mit T-Zell-spezifischer p53-Deletion
und gleichzeitigem SLy1-Knockout genutzt. Diese Genetik wurde erzielt, indem im Labor
Beer-Hammer Tiere mit einem von loxP-Stellen flankierten p53 Gen (p5 3%y (Marino et al.
2000) mit Tieren mit rekombinanter Lck-gekoppelter Cre-Rekombinase (Lck*®) (Orban
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etal. 1992) gekreuzt wurden. AnschlieBend wurden diese mit SLy1 heterozygoten Tieren
gekreuzt, so dass Tiere mit rekombinanter p53-Deletion in T-Zellen und T-Zell-Vorldufern

bei gleichzeitigem SLy1-Knockout geboren wurden (s. Abb. 4).

T — I SLy1T
\ SLy1Ko
p53+/+ LCkHtg SLylWT

loxP loxP p53+/+ Lck'te SLleO

p53WA Lek™* SLy1WT
p53M Lk SLy1KO
p53W Lek*e SLy1WT
pS3VMLckte SLy1KO

{0

Abbildung 4. Die verwendeten Mausmodelle

Dargestellt sind die verschiedenen Genotypen, an denen Analysen der Zellpopulationen in den Immunor-
ganen durchgefiihrt wurden. Die Lck-gekoppelte Cre-Rekombinase schneidet das p53-Gen an den loxP-
Schnittstellen spezifisch in T-Zellen und ihren Vorliufern heraus. Dies wurde jeweils mit einem SLy1%© und
als Kontrolle mit einem SLy1™T kombiniert.

Die in der rechten Spalte dargestellten Bezeichnungen entsprechen den in dieser Arbeit verwendeten Be-
zeichnungen.

2.2.3 Totung und Organentnahme

Die Tiere wurden mittels Isofluranbetiubung anisthesiert und mit anschlieBender zervi-
kaler Dislokation getotet. AnschlieBend wurden die gewiinschten Organe entnommen, in

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) gelegt und weiterverarbeitet.

2.3 Zellisolation

Thymus, Milz und Lymphknoten wurden den Tieren entnommen und durch ein 70 pm Sieb
gedriickt, um eine Einzellsuspension zu erhalten. Die Femuren wurden am proximalen
und distalen Ende je so ertffnet, dass sie mit PBS durchspiilt werden konnten, um die

Knochenmark-Zellen zu gewinnen.

Fiir die Versuche mit Durchflusszytometrie wurden die erythrozytenreichen Milz- und
Knochenmark-Proben vor der Weiterverarbeitung je drei Minuten bei Raumtemperatur mit
Erythrozytenlysepuffer (Tab. 4) behandelt. Dieser wurde mit kaltem PBS abgestoppt und
die Zellen konnten nach einem Waschgang weiterverarbeitet werden. Wenn nachfolgend
eine MACS-Isolation aus der Milz durchgefiihrt wurde, wurde keine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt.
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2.3.1 Isolation peripherer T-Zellen aus der Milz per MACS

Um Analysen an den T-Zellen der Milz durchzufiihren, wurden diese per magnetischer
Zellsortierung (MACS) aufgereinigt. Die T-Zellen der Milz wurden gewonnen, indem die
Splenozyten in MACS-Puffer (s. Tab. 4) gelost wurden und mit CD90.2-Antikorper (s.
Tab. 5) fiir 10 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert wurden. AnschlieBend wurden diese
auf eine LS-Séaule (s. Tab. 5) gegeben, so dass die magnetisch gebundenen CD90.2 Zellen
zunichst gebunden wurden und anschlieBend abseits des Magneten aus der Séaule gedriickt

werden konnten.

Mit dieser Methode konnte eine per Durchflusszytometrie (APC-CD90.2 1:200 - Fiarbung)
bestimmte Reinheit von ca. 85% erreicht werden.
Tabelle 5. MACS-Beads und -Siulen

Diese MACS-Materialien wurden zur Aufreinigung von DN Thymozyten aus dem Thymus und von T-Zellen
aus der Milz benotigt.

Produktname Hersteller Bestellnummer
CD90.2 MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec | 130-121-278
CD4 (TIL) MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec | 130-116-475

CD8a (Ly-2) MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec | 130-117-044
TZRyd+ T Cell Isolation Kit, mouse | Miltenyi Biotec | 130-092-125
Anti-Ter119 MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec | 130-049-901
LS Séulen Miltenyi Biotec | 130-042-401
LD Séulen Miltenyi Biotec | 130-042-901

2.3.2 Isolation DN Thymozyten per MACS

Zur Isolation der DN Thymozyten wurden die Thymozyten zunichst mit dem TZRyd
Isolation Kit und Anti-Ter119 (s. Tab. 5) fiir 5 Minuten inkubiert, bevor der Anti-Biotin-
Antikorper hinzugegeben wurde und fiir weitere 15 Minuten inkubiert wurde. Nach ei-
ner 10-miniitigen Zentrifugation bei 300 rcf und Resuspension in MACS-Puffer wurden
Erythrozyten, TZRyd-Zellen sowie CD11b- und CD45R-positive Zellen mit Hilfe einer
LD-Séule (s. Tab. 5) depletiert. Die verbleibenden Zellen wurden nun fiir 15 Minuten mit
CD4- und CD8a-Antikorper (s.Tab. 5) inkubiert, gewaschen und mit einer neuen LD-Séule
aufgetrennt. Die Durchflussfraktion stellt die DN Thymozyten dar und erreichte eine per
FACS (wie Tab. 12) gemessene Reinheit von ca. 83%.
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2.4 Analyse der Noxa-, PUMA- und Mdm2-
Expression auf mRNA-Ebene

Zur quantitativen Bestimmung des mRNA-Gehalts der Gene Noxa, PUMA und Mdm?2 in
den Thymozyten, DN und DP Vorstufen, sowie peripheren T-Zellen aus der Milz wurde
eine quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) durchgefiihrt.

Das Prinzip ist eine temperaturgesteuerte Replikation von synthetisierter komplementérer
DNA (cDNA) mit Primern, die die gewiinschten Transkripte umfassen. Durch zyklisches
Erwidrmen der Proben auf 98°C und anschlieBendes Abkiihlen auf 60°C (Tab. 6) trennen
sich die Doppelstringe der cDNA, die Primer lagern sich an und werden mit den im
Reagens enthaltenen fluoreszierenden Nukleotiden zu komplementiren Strangen durch die

ebenfalls enthaltene Polymerase verldangert.

Tabelle 6. LightCycler-Programm fiir die qPCR

Dargestellt ist das Temperaturprogramm des LightCyclers fiir die qPCR. Durch das zyklische Aufwidrmen
und Abkiihlen trennen sich zunéchst die Doppelstriange, anschlieBend konnen sich die Primer anlagern und
zuletzt die Polymerase die Nukleotide ankniipfen.

Temperatur Zeit

98°C 5 min

98°C - 60°C - 72°C | 45 Zyklen zu je 10 sek
72°C 5 min

2.4.1 mRNA-Gewinnung

Die mRNA der Thymozyten, sowie der durch MACS isolierten (wie in Abschnitt 2.3) DN
Thymozyten und peripheren T-Zellen wurden von Lena Gruber und Daniel Schill ge-
wonnen und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die mRNA von per Flow Sorter
isolierten DP Zellen wurde von Isabel Kloos gewonnen und freundlicherweise zur Verfii-

gung gestellt.

2.4.2 Umschreibung von mRNA zu cDNA

Die cDNA wurde aus der mRNA mit dem Umschreibungskit ,,High Capacity cDNA Rever-
se Transcription Kit“ nach Anleitung des Herstellers Qiagen hergestellt. Um die geeignete
Menge mRNA in der Reaktionslosung zu erreichen, wurde die Konzentration photome-
trisch mit dem NanoDrop bestimmt. Hier wurde aulerdem das RNA-zu-Protein-Verhiltnis

bestimmt, um eine ausreichende Reinheit der Probe zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde
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zur umgeschriebenen cDNA RNAse-freies H,O gegeben, um die gewiinschten Konzentra-
tionen zu erreichen. Dies waren fiir die Thymozyten und peripheren T-Zellen 20 ng/pl und
fiir die DN sowie DP Thymozyten 2 ng/pl.

2.4.3 AQuantitative PCR

Der verwendete Reaktionsansatz fiir die qPCR besteht je Probe aus 5 pul 2xSYBR bioline,
0,4 ul 10 uM Primer je Richtung und 1,7 ul Wasser (7). Hierzu kommen 2,5 pl der
cDNA-Probe. Die verwendeten Primer wurden so gewihlt, dass sie die Zielgene Noxa,
PUMA und Mdm?2 umfassen (Tab. 8). Als Referenzgen wurde (3-Aktin verwendet. Um eine
relative Quantifizierung durchzufiihren, wurde ein internes cDNA-Gemisch als Kalibrator
verwendet und H,O als Negativprobe zum Vergleich genommen. Um ein valides Ergebnis
zu erhalten, wurde jede Probe zwei- bzw. dreifach pipettiert und die gleiche Anzahl an KO-
und Kontrollproben innerhalb eines Versuchs untersucht.

Tabelle 7. Master Mix fiir die gPCR

Fiir jede Probe wurde je Gen ein Master Mix wie folgt hergestellt und zusammen mit 2,5 ul der cDNA-Probe
in ein Well der gPCR-Platte gegeben.

Master Mix Ansatz fiir die qPCR, je Probe von 2,5 pl
5 ul  2xSYBR bioline
0,4 ul 10 uM Primer right, bzw. forward

0,4 ul 10 uM Primer left, bzw. reverse
1,7 ul  RNAse-freies H,O

Tabelle 8. Primer fiir die gPCR

Dargestellt sind die verwendeten Primer fiir die untersuchten Gene Noxa, PUMA und Mdm2, sowie fiir das
Referenzgen 3-Aktin.

right bzw. forward left bzw. reverse

Noxa 5’ -tgagcacactcgtccttcaa-3" | 57 - cag atg cct ggg aag tcg - 3’
PUMA | 5’ - tac agc gga ggg catcag -3’ | 5 - ttc tcc gga gtg ttc atg ¢ - 3’
Mdm2 | 5’ -catggaattctgectegtg-3’ 5’ - catggaattctgectegtg - 3’
[3-Aktin | 5°- aag gcc aac cgt gaa aag at -3’ | 5°- gtg gta cga cca gag gca tac -3’

2.5 Analyse von Protein-Expression und -Phospho-
rylierung per Western Blot

Fiir die Analyse auf Protein-Ebene wurden aus 12-Wochen-alten Miusen Thymozyten
gewonnen, sowie DN Thymozyten aus dem Thymus und periphere T-Zellen aus der Milz
von 8- bis 12-Wochen-alten Miusen per MACS (s. Abschnitt 2.3) isoliert.
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Die Zellen wurden mit NP40-Lysepuffer lysiert und die Proteine mittels Western Blot
elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliefend wurden diese auf eine Membran iibertragen
und mit Hilfe von Antikorpern angefarbt. Um die Phosphorylierung zu untersuchen, wurde
jeweils zuerst mit dem gegen das Phospho-Protein spezifische Antikdrper und danach mit
dem nicht-Phospho-spezifischen Antikorper das Protein detektiert. Fiir die Detektion von
Mdm?2 in Thymozyten wurde zuerst die Mdm?2-Expression bestimmt und anschlieBend die

Phospho-Mdm2-Expression untersucht.

2.5.1 Proteingewinnung

Um das Protein der Thymozyten zu gewinnen, wurden Zellen mit 10 pul NP40-Puffer je
107 Zellen unter Schutz durch einen Phosphatase- und Proteinase-Inhibitor (Tab. 4) lysiert.
Bei Zugabe des Lysepuffers wurden die Zellen im Lysepuffer mehrfach durch 100 pl
Pipettenspitzen pipettiert, um mit Scherkriften auf die Zellen einzuwirken. Anschlie3end
wurden sie im Puffer 30 min auf Eis inkubiert, und mehrfach mit dem Vortex durchschiittelt.
Zuletzt wurde die Lysemischung 10 Minuten bei 4°C mit 15.000 rcf zentrifugiert. Der

entstandene Uberstand wurde abgenommen und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Um gleiche Proteinmengen beim Western Blot erreichen zu konnen, wurde die Proteinkon-
zentration nach Lowry laut Herstellerprotokoll bestimmt. Eine Standardreihe mit BSA in
Lysepuffer wurde angelegt und fiir die Bestimmung aller Proben genutzt. Alle Proben wur-
den doppelt bestimmt und der Mittelwert berechnet. Die Proteinkonzentrationen erreichten

Werte zwischen 0,4 und 0,7 pg/ul.

2.5.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine

Zur Reduktion der Proteine und um eine Proteinmenge von 14 pg der Thymozyten- und
T-Zell-Proben je Tasche im Western Blot zu erreichen, wurden die Proben nach dem
Ergebnis der Proteinkonzentration mit Lysepuffer verdiinnt und mit Laemmli-Puffer fiir
zehn Minuten bei 95°C gekocht. Bei den Proben der DN Thymozyten wurde wegen der
geringen Zellzahl auf die Proteinbestimmung verzichtet und jeweils das Lysatdquivalent
von 750*10° Zellen pro Tasche geladen.

Alle Proben wurden in SDS-Gele (s. Tab. 4) aufgetragen und bei 90 V in ca. 20 Minuten
gesammelt und anschlieend bei 140 V in ca. 100 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.5.4 Western Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Gel 25 Minuten in kaltem Transferpuffer
equilibriert. Dann wurde das Gel zusammen mit der zuvor in Transferpuffer getrinkten
Membran in den Transfertank eingespannt und dieser mit kaltem Transferpuffer gefiillt.
Um eine ausreichend kiihle Transferumgebung zu schaffen, wurde auBBerdem ein Eisblock
in den Tank gegeben und der Tank als Ganzes in Eis gestellt. Die Transferdauer bei 100 V
variierte je nach GroBe der zu detektierenden Proteine und lag zwischen 60 und 120
Minuten. Um einen moglichst vollstindigen Transfer im gewiinschten Groenbereich
zu priifen, wurde das Gel mit einer Coommassie- und die Membran mit einer Ponceau

S-Losung angefirbt.

Um die Membran auf die Inkubation mit den Antikdrpern vorzubereiten, wurde sie fiir 60
Minuten unter leichtem Schiitteln mit 5% fettfreier (nf) Milch-Losung (s. Tab. 4) blockiert.

2.5.5 Antikorperfarbung und Entwicklung

Die Nitrocellulosemembranen wurden iiber Nacht bei 4°C unter stindigem Rollen mit dem
ersten Primérantikorper inkubiert. Zunédchst wurde der Phospho-Antikorper genutzt, da sich
dieser anschlie3end besser von der Membran strippen liel. Die verwendeten Antikorper

wurden von verschiedenen Herstellern bezogen und sind in Tabelle 9 zu finden.

Tabelle 9. Western Blot: Priméire Antikorper

Mit diesen priméren Antikorpern wurden die Membranen iiber Nacht inkubiert.

Antigen Konz. gelost in Ursprung | Hersteller Bezeichnung
ATM 1:1000 | 5% nf Milch | Rabbit Cell Signaling Technology | 2873
Phospho-ATM 1:1000 | 5% BSA Mouse ThermoFisher MA1-2020
ATR 1:1000 | 5% nf Milch | Rabbit Cell Signaling Technology | 13934
Phospho-ATR 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 2853

Chkl1 1:1000 | 5% nf Milch | Mouse Cell Signaling Technology | 2360
Phospho-Chk1 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 12302
Chk2 1:1000 | 5% nf Milch | Rabbit Cell Signaling Technology | 26625
Phospho-Chk2 1:1000 | 5% BSA Rabbit ThermoFisher MAS5-27988
p53 1:1000 | 5% nf Milch | Mouse Cell Signaling Technology | 2524
Phospho-p53 1:1000 | 5% nf Milch | Rabbit Cell Signaling Technology | 12571
Mdm?2 (in T-Zellen) 1:8000 | 5% nf Milch | HRP-linked | Santa Cruz Biotechnology | 965

Mdm?2 (in Thymozyten) | 1:1000 | 5% nf Milch | Mouse Santa Cruz Biotechnology | 13161
Phospho-Mdm?2 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 3521

Jakl 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 3344
Phospho-Jak1 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 74129

Jak3 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 8827
Phospho-Jak3 1:1000 | 5% BSA Rabbit Cell Signaling Technology | 5031
[3-Aktin 1:10000 | 5% nf Milch | Rabbit abcam ab8227
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AnschlieBend wurden die Membranen drei mal fiinf Minuten unter Schiitteln in TBS/T
gewaschen und mit dem Sekundirantikorper (Tab. 10) eine Stunde bei Raumtemperatur
auf dem Rollenmischer inkubiert. Dann wurde ein weiteres Mal drei Mal fiinf Minuten in
TBS/T gewaschen.

Tabelle 10. Western Blot: Sekundire Antikorper

Mit diesen sekundédren Antikorpern wurden die Membranen fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Antigen | Konz. | gelostin Hersteller Bezeichnung
Rabbit 1:2000 | 5% nf Milch | Cell Signaling Technology | 7074
Mouse 1:2000 | 5% nf Milch | EasyBlot GTX221667-01

Zur Entwicklung der Membranen wurden diese 60 Sekunden mit einem ECL-Reagenz

inkubiert und mit dem VersaDoc detektiert.

Die Membran wurde nach 15-miniitigem starkem Schiitteln in Stripping-Losung, 10 mi-
niitigem Waschen in TBS/T und 60 Minuten erneuten Blockens in Milch-Losung mit
dem nicht-Phospho-spezifischen Antikorper inkubiert. Bei verschiedenen Urspriingen des
Phospho- und des Gesamtprotein-Antikorpers wurde zu diesem Zeitpunkt als Stripping-
kontrolle erneut mit gleichem Vorgehen wie zuvor beschrieben entwickelt. Bei gleichem
Ursprung der beiden Antikdrper wurde erneut 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Rollenmischer in Sekundérantikdrper inkubiert bevor die Strippingkontrolle durchgefiihrt

wurde.

Nach dem néchtlichen Inkubieren des zweiten Primérantikorpers wurden die gleichen

Schritte wie zuvor beschrieben unternommen, um das Protein zu detektieren.

Der Membranabschnitt, auf dem sich das als Ladekontrolle befindliche [3-Aktin befindet,
wurde wenn moglich direkt zu Beginn abgetrennt und mit dem entsprechenden Antikorper
(s. Tab. 9) inkubiert. Wenn dies nicht moglich war, da die Zielproteine eine dhnliche
GroBe hatten, wurde die Membran nach dem Entwickeln des Zielproteins ohne weiteres
Strippen mit dem {3-Aktin-Antikorper inkubiert und am néchsten Tag wie oben beschrieben

entwickelt.
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2.6 Quantitative Bestimmung der Zellpopulation in
lymphatischen Organen

Um den Einfluss von SLy1 bei depletiertem p53 zu untersuchen, wurde 10-, 25- und 50-
Wochen-alten Méusen post mortem der Thymus, die Milz und die inguinalen Lymphknoten
beidseits entnommen. Es wurden sowohl die absoluten Zellzahlen des Gesamtorgans, als
auch die Anteile verschiedener Populationen mittels Antikorperfiarbung und Durchflusszy-

tometrie bestimmt.

2.6.1 Zellisolation und -zahlung

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 2.3 beschrieben isoliert und anschlieend in einer
Neubauer-Kammer gezihlt. Milz und Thymusproben wurden in 10 ml PBS gel6st und
im Verhiltnis 1:10 mit in PBS geldstem Trypanblau gemischt. Die Lymphknotenproben
wurden in 500 pl PBS gemischt und im Verhéltnis 1:2 mit in PBS geldstem Trypanblau

versetzt. Anschlieend erfolgte die Zihlung in der Zdhlkammer.

2.6.2 Farbung mit Fluorophor-konjugierten Antikorpern

Fiir die Antikorperfarbung wurden der Zellsuspension jedes Organs je Firbepanel ein
beziehungsweise zwei Millionen Zellen entnommen. Die Zellen wurden abzentrifugiert
und Milz- und Lymphknoten-Zellen wurden in Fc-Block (CD16/32-Antikorper 1:25, Bio-
Legend 101321) resuspendiert und 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Wihrenddessen
wurden die T1-Proben mit der Biotin-Fiarbung (Tab. 11) inkubiert und nach 15 Minuten mit
PBS gewaschen. Anschlieend wurden alle Proben mit ihren jeweiligen Farbmischungen
(s. Tab. 11, 12 und 13, ) auf Eis 30 min lang inkubiert, bevor sie zuletzt mit PBS gewaschen,
zentrifugiert, abgesaugt und in 200 pl PBS resuspendiert wurden.

2.6.3 Datenaufnahme mit dem Durchflusszytometer

Die Proben wurden direkt vor dem Einlesen am Durchflusszytometer mit dem Vortex
geschiittelt, um eine homogene Verteilung zu erreichen. Je nach GroBe der gesuchten
Population wurden unterschiedlich viele Events am Durchflusszytometer eingelesen. Fiir
die beiden Thymozytenproben waren dies jeweils 100.000 Events, bei den LK- und
Milzproben 20.000 Events.
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Tabelle 11. Antikorper-Panel Thymus 1 (DN1-4)

Die Zellen wurden mit 50 pl der angegebenen Biotinfarbung inkubiert und dann nach dem Waschen 30
Minuten mit der Farbung fiir CD44, CD25 und CD90.2, sowie dem Biotin-bindenden Streptavidin-Antikorper
inkubiert. Das Ziel ist, mit dieser Farbung die DN-Vorstufen darzustellen.

Antigen Konjugat Konzentration | Hersteller Bezeichnung
CD44 V450 1:200 BD Pharmingen | 560452
CD25 PE 1:200 BD Pharmingen | 558642
CD90.2 APC 1:1000 BD Pharmingen | 553007
Streptavidin | PerCP-Cy5.5 | 1:200 BD Pharmingen | 551419
CD4 Biotin 1:1000 BD Pharmingen | 553044
CD8a Biotin 1:800 BD Pharmingen | 553028
TZRyd Biotin 1:400 BD Pharmingen | 553176

Tabelle 12. Antikorper-Panel Thymus 2 (DN, DP, SP)

Die Zellen wurden 30 Minuten lang mit 50 pl der Farbung im Dunkeln inkubiert. Das Ziel dieser Farbung ist

es zwischen DN, DP, CD4" und CD8* SP Zellen zu unterscheiden.

Antigen | Konjugat Konzentration | Hersteller Bezeichnung
CD4 Pacific Blue | 1:500 BD Pharmingen | 558107
CD8a PerCP-Cy5.5 | 1:100 BD Pharmingen | 551162
TZRyd | PE 1:100 BD Pharmingen | 553178
CD90.2 | APC 1:800 BD Pharmingen | 553007

Tabelle 13. Antikorper-Panel Lymphknoten und Milz

Die Zellen wurden nach einem 15-miniitigen Fc-Block 30 Minuten lang mit 50 pl der Farbung im Dunkeln

inkubiert. Das Ziel der Farbung ist es, CD19%-B-Zellen, CD4*- und CD8*-T-Zellen zu unterscheiden.

Antigen | Konjugat Konzentration | Hersteller Bezeichnung
CD19 V450 1:300 BD Horizon 560376
CD4 PE 1:200 BD Pharmingen | 553049
CD8a PerCP-Cy5.5 | 1:100 BD Pharmingen | 551162
CD90.2 | APC 1:100 BD Pharmingen | 553007
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2. Methoden und Materialien

2.6.4 Gatingstrategie
Thymus-Farbung 1 (DN1-4)

Mit der ersten Thymus-Firbung (s. Tab. 11) wurden die Stufen der DN Thymozyten DN1-
DN4 identifiziert. Zunéchst wurde aus einem Lymphozytengate ein Gating auf Einzelzellen
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden CD90*-Zellen und im vierten Schritt Streptavidin-
negative Zellen ausgewihlt. Uber eine Biotin-Firbung wurden zuvor CD4*-, CD8*- und
TZRyd*-Zellen gebunden. Die verbleibenden DN Thymozyten wurden nun entsprechend
ihrer CD25- und CD44-Expression aufgegliedert (s. Abb. 5).

Fiir alle verwendeten Antikorper wurde eine Fluorescence minus one (FMO)-Firbung

durchgefiihrt um Gategrenzen setzen zu konnen.
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Abbildung 5. Gatingstrategie DN Thymozyten

Die Lymphozyten wurden zunéchst nach ihrem Vorliegen als Einzelzelle, dann nach CD90-Expression und
fehlender Expression von CD4, CD8 und TZRy$ ausgewihlt und anschlieBend nach Expression von CD25
und CD44 aufgetrennt.
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2. Methoden und Materialien

Thymus-Farbung 2 (DN, DP, SP)

Zur Bestimmung der Anteile von DN, DP und SP Thymozyten in den untersuchten Thymi
wurden zunéchst Einzelzellen aus einem Lymphozytengate bestimmt und nachfolgend die
CD90*TCRY & -Zellen (entsprechend Abb. 6 Q1) ausgewihlt. Diese wurden anschlieBend
nach Expression von CD4- und CD8-Rezeptoren aufgegliedert (s. Abb. 6). In dieser
Farbung wurden fiir die CD90- und TCRyd-Antikorper FMO-Firbungen durchgefiihrt.

Aus den aufgenommenen Daten wurden ebenfalls die durchschnittlichen SSC- und FSC-

Werte der Lymphozyten ausgewertet.
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Abbildung 6. Gatingstrategie Thymozyten

Um die Aufteilung in DN, DP, CD4* und CD8* Thymozyten durchzufiihren, wurden Lymphozyten des
Thymus zunidchst auf ihr Vorliegen als Einzelzelle gepriift und nach Expression von CD90 und fehlender Ex-
pression von TCRy®6 (Population Q1) ausgewihlt. Die verbliebenen Thymozyten wurden je nach Expression

von CD4 und CDS in die vier Populationen aufgetrennt.
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2. Methoden und Materialien

LN- und Milz-Farbung

Bei den durchflusszytometrisch bestimmten Daten zu Zellen aus der Milz und den in-
guinalen Lymphknoten wurden zunéchst aus einem Lymphozytengate die Einzelzellen
bestimmt (s. Abb. 7). Anschlielend wurden diese je nach Expression von CD19- und
CD90-Rezeptoren in B- und T-Zellen aufgegliedert. Bei den T-Zellen wurde anschlie3end
zwischen CD4*- und CD8*-T-Zellen unterschieden.
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Abbildung 7. Gatingstrategie Lymphozyten in Lymphknoten und Milz

Die Einzelzellen der Lymphozyten in Lymphknoten und Milz wurden je nach Expression von CD19 und
CD90 ihrer Zugehorigkeit zu B- oder T-Zellen zugeordnet. Die CD90*-T-Zellen wurden anschlieBend je
nach Expression von CD4 und CDS sortiert.

2.7 Statistische Auswertung und Darstellung

Die statistische Auswertung und Darstellung erfolgte mit der GraphPad Prism 9 Software.
Fiir die Gruppenvergleiche wurden normalverteilte Ergebnisse angenommen und mittels
ungepaartem t-Test verglichen. Bei der Analyse der Uberlebenskurven wurden je zwei
Kurven mit Hilfe des Log-Rank (Mantel-Cox)-Tests verglichen. Ndhere Angaben hierzu

finden sich bei den einzelnen Abbildungen.

Weitere Abbildungen wurden mit ImageLab, FlowJo und Powerpoint erstellt.
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3

Ergebnisse

3.1 Analyse von Expression und Phosphorylierung
der Kinasen Jak1 und Jak3 des IL-7R-Signalwegs

Aus Vorarbeiten ist eine Uberexpression des IL-7-Rezeptors und von phosphoryliertem
Stat5 in SLy1X©-Thymozyten bekannt (Kloos 2021). Der IL-7R-Signalweg ist verantwort-
lich fiir die Regulation von Proliferation, Uberleben und Differenzierung in Thymozyten.
Die beiden Tyrosinkinasen Jak1 und Jak3 werden als Reaktion auf eine Aktivierung des
IL-7-Rezeptors in rdumliche Nihe gebracht, phosphorylieren sich gegenseitig und fiihren
so iiber eine Phosphorylierung des Rezeptors zu einer Aktivierung des Transkriptionsfak-

tors Stat5.

Um zu untersuchen, ob das Vorliegen oder Aktivieren der durch den IL-7-Rezeptor rekru-
tierten Tyrosinkinasen Jak1 und Jak3 durch das Fehlen von SLy1 veridndert werden, wurden
sowohl mit Thymozyten als auch mit DN Thymozyten Immunoblots durchgefiihrt, um die
Expression und Phosphorylierung der Tyrosinkinasen zu priifen. Hierzu wurden die Protei-
ne gelelektrophoretisch aufgetrennt, zuerst mit dem Antikorper gegen das phosphorylierte
Protein und anschlieBend mit dem Antikorper gegen das Gesamtprotein inkubiert. Fiir Jak1
wurden die Phosphorylierungsstellen Tyr1034/1035 und fiir Jak3 die Phosphorylierung an
Tyr980/981 untersucht. Als Ladekontrolle diente stets 3-Aktin. Um die Vergleichbarkeit
einzelner Blots herzustellen, wurden alle Werte auf einen durchschnittlichen blotinternen

Wildtyp normalisiert.

3.1.1 Jak1 und Jak3 in Thymozyten

Jak1

Bei der Analyse von Proteinexpression und -Phosphorylierung der Kinase Jak1 des IL-7-
Rezeptor-Signalwegs in Thymozyten fillt eine um den Faktor 1,6 erhohte Expression

bei nicht signifikant verdnderter Phosphorylierung auf (s. Abb. 8). Beim Vergleich der
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3. Ergebnisse

1KO

Phospho-Jak1-Expression von SLy1**- und WT-Thymozyten bezogen auf 3-Aktin zeigt

sich eine Tendenz zu einer erhohten Expression mit dem Faktor 1,4 (s. Tab. 14).

Die SLy1-Defizienz fiihrt also zu einer erhohten Proteinexpression der Kinase Jak1 bei

gleichbleibender Phosphorylierung.
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Abbildung 8. Expression und Phosphorylierung von Jakl in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von Jakl bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak1 bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak1 bezogen auf Jak1.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Jak1. 3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-Jak1 300 sek, Jak1 10 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=10 Miusen, ungepaarter t-Test, **p<0,001.

Jak3

Bei der Analyse der Jak3-Expression und -Phosphorylierung zeichnet sich ab, dass das
Protein in SLy1X0- und WT-Thymozyten in dhnlicher Menge vorliegt, allerdings in ge-
ringerem Ausmal phosphoryliert ist. Wie Abbildung 9 zeigt und in Tabelle 14 dargestellt
ist, ist die Expression von phosphoryliertem Jak3 bezogen auf (3-Aktin um den Faktor 1,3

reduziert und bezogen auf unphosphoryliertes Jak3 um den Faktor 1,5 reduziert.
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Abbildung 9. Expression und Phosphorylierung von Jak3 in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von Jak3 bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak3 bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak3 bezogen auf Jak3.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Jak3. 3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-Jak3 20 sek, Jak3 60 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=10 Miusen, ungepaarter t-Test, **p<0,001.

Tabelle 14. Expression und Phosphorylierung von Jak1 und Jak3 in Thymozyten
Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung der Kinasen Jak1 und Jak3 des IL-7-Rezeptor-
Signalwegs per Immunoblot. Signifikanz wird angenommen bei *p<0,05 bzw. **p<0,01.

Protein / Bezugsprotein | Stichprobengrofie | WT: Mittelwert £ SD | KO: Mittelwert = SD | p-Wert
Jakl / 3-Aktin 10 1,000£0,21 1,572+£0,44 0,0015
Phospho-Jak1 / 3-Aktin 10 1,000+0,40 1,420+0,62 0,0897
Phospho-Jak1 / Jak1 10 1,000+£0,36 0,928+0,36 0,6568
Jak3 / 3-Aktin 10 1,000£0,33 1,096 £0,23 0,4556
Phospho-Jak3 / 3-Aktin 10 1,000£0,19 0,762£0,17 0,0098
Phospho-Jak3 / Jak3 10 1,000£0,31 0,658 £0,13 0,0050

3.1.2 Jak1 und Jak3 in DN Thymozyten

Beim Vergleich der unreifen DN Thymozyten mit und ohne SLy1-Knockout zeigten sich
die Unterschiede, die beim Vergleich der Thymozyten aufgefallen sind, nicht mehr. Wie in
den Abbildungen 10 und 11 und der Tabelle 15 erkenntlich ist, gibt es im Bezug auf die
Expression und Phosphorylierung der beiden IL-7-Rezeptor-Kinasen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 10. Expression und Phosphorylierung von Jak1 in DN Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von Jakl bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak1 bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem Jak1 bezogen auf Jakl1.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Jak1. 3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-Jak1 300 sek, Jak1 30 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=4 WT-Proben und n=7 KO-Proben gepoolt von je n=8 Miusen,
ungepaarter t-Test, *p<0,01.
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Abbildung 11. Expression und Phosphorylierung von Jak3 in DN Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von Jak3 bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Jak3 bezogen auf 3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem Jak3 bezogen auf Jak3.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Jak3. 3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-Jak3 180 sek, Jak3 60 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte - SD von n=4 WT-Proben und n=7 KO-Proben gepoolt von je n=8 Miusen,
ungepaarter t-Test, *p<0,01.
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Tabelle 15. Expression und Phosphorylierung der Kinasen Jak1 und Jak3 des IL-7-
Rezeptor-Signalwegs in DN Thymozyten

Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung der Kinasen Jakl und Jak3 des IL-7-
Signalwegs in DN Thymozyten per Immunoblot.

Protein / Bezugsprotein | Stichprobengrofie | WT: Mittelwert + SD | KO: Mittelwert + SD | p-Wert
Jakl / 3-Aktin WT: 4 | KO: 7 1,000+ 0,08 1,203+0,21 0,1055
Phospho-Jak1/ 3-Aktin | WT: 4 | KO: 7 1,000+0,12 1,217+0,87 0,6396
Phospho-Jak1/ Jak1 WT: 4 | KO: 7 1,000+0,18 0,968 £0,56 0,9154
Jak3 / 3-Aktin WT: 4 | KO: 7 1,000+0,08 0,934+0,19 0,5409
Phospho-Jak3/ 3-Aktin | WT: 4 | KO: 7 1,000+0,41 0,837+0,29 0,4609
Phospho-Jak3 / Jak3 WT: 4 | KO: 7 1,000+0,42 0,886+0,23 0,5710

3.2 Phosphorylierungsanalyse des p53-Signalwegs
auf Protein-Ebene

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass der Zellzyklusregulator pS3, sowie seine Regulations-
kaskade auf mRNA- und Protein-Ebene teilweise erhoht sind (Gruber 2021). Um diese
Ergebnisse zu bestitigen und gleichzeitig die Phosphorylierung der Proteine zu unter-
suchen, wurden Immunoblots durchgefiihrt. Zunichst wurde mit dem Antikdrper gegen
das phosphorylierte Protein inkubiert und anschlieBend mit dem Antikorper gegen das
unphosphorylierte Protein. Als Ladekontrolle wurde stets 3-Aktin genutzt. Alle Ergebnisse

wurden auf den jeweiligen blotinternen Wildtypen normalisiert.

3.2.1 Der p53-Signalweg in Thymozyten

p53

pS3 ist ein zentrales Tumorsuppressorprotein und wird iiber verschiedene Mechanismen
reguliert (s. Abschnitt 1.2.3). Die hier untersuchte Phosphorylierungsstelle Ser15 wird unter
anderem durch die Kinasen Chk1, Chk2 und ATM auf DNA-Schaden hin phosphoryliert
(Shieh et al. 2000; Khanna et al. 1998).

Bei der Analyse der Phosphorylierung des Zellzyklusregulators pS3 konnten keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den SLy1X0- und WT-Proben festgestellt werden. Der
Mittelwert der KO-Werte ist um den Faktor 1,2 tendenziell etwas erhoht. Wenn das phos-
phorylierte Protein auf [3-Aktin bezogen wird, wird eine signifikante, um den Faktor 1,4
erhohte Expression des phosphorylierten Proteins sichtbar. Die Ergebnisse der Phosphory-
lierungsanalyse sowie ein reprisentatives Western Blot-Ergebnis sind in Abbildung 12 zu
finden.
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Abbildung 12. Expression und Phosphorylierung von p53 in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von p53 bezogen auf [3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem p53 bezogen auf 3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem p53 bezogen auf p53.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem p53. (3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-p53 120 sek, p53 60 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=10 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05.

DDR-Kinasen: ATR und Chk1, ATM und Chk2

Die Analyse der mRNA- und Proteinexpression von ATR, ATM, Chkl und Chk2 hat
zuvor gezeigt, dass die DDR-Kinasen in SLy1XC-Thymozyten im Vergleich zu SLy1WVT-
Thymozyten vermehrt vorliegen (Gruber 2021). Nun sollte untersucht werden, ob die

Phosphorylierung der Proteine bei einer SLy1-Defizienz verdndert ist.

ATR

Die Kinase ATR wird durch verschiedene DNA-Schéden aktiviert und ist unverzichtbar
fiir das Uberleben der Zelle. Die untersuchte Phosphorylierung an Ser428 geschieht als
Folge von Strangbriichen (Vauzour etal. 2007).

Die Proteinexpression von ATR ist in den SLy1¥C-Thymozyten deutlich und signifikant
erhoht. Das Expressionsniveau von ATR verdoppelt sich wie in Abbildung 13 zu sehen und
in Tabelle 16 abzulesen ist, wihrend das Vorliegen von phosphoryliertem ATR unveréindert
ist. Wenn das phosphorylierte ATR auf das nicht-phosphorylierte ATR bezogen wird, zeigt
sich eine leichte, jedoch nicht statistisch signifikante Reduktion der Phosphorylierung in
den SLy1XO-Thymozyten.

33



3. Ergebnisse

3,0 3,0+
A _ *k o B . o
g 25 - F < 2,57
2 £ g
(=3 - (=3 -
E E 20 § EZ,O " -0
T < 1,5 . 4 S T 1,51 .
e 5 - S S L ole
t e 1,04 ° % ?1’0_
2 Z =
i (G| |+
2 2 g [} [ ]
0,0 T . 0,0 T :
WT KO WT KO
3,0
C ) ’ D WT KO
2 2,57 g
£ o 207
@ 9>
S = []
£ ¢ | —
5 u 3
: o

Abbildung 13. Expression und Phosphorylierung von ATR in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von ATR bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem ATR bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem ATR bezogen auf ATR.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem ATR. (3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-ATR 300 sek, ATR 30 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=8 Méusen, ungepaarter t-Test, **p<0,01.

Chk1

Eine vermehrte Expression der DDR-Kinase Chk1 in SLy1¥C-Thymozyten hat sich in
diesen Versuchen nicht bestétigt, wie in Abbildung 14 zu erkennen ist. Auch die Proteinex-
pression von phosphoryliertem Chk1 und der Anteil von phosphoryliertem Chk1 an der
vorliegenden Chk1-Menge sind bei SLy-1WT- und SLy1X°-Thymozyten auf dem gleichen

Niveau.
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Abbildung 14. Expression und Phosphorylierung von Chk1 in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von Chk1 bezogen auf (3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Chk1 bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem Chk1 bezogen auf Chkl.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Chk1. 3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-Chk1 180 sek, Chk1 30 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte = SD von n=10 Miusen, ungepaarter t-Test.

ATM

Die bei DNA-Schiden durch Phosphorylierung aktivierte Kinase ATM liegt in SLy1¥0-
Thymozyten, sowohl im phosphorylierten als auch im unphosphorylierten Zustand um
den Faktor 1,9 bzw. 1,8 erhoht vor im Vergleich zum Wildtypen (vgl. Tab. 16). Bei der
untersuchten Phosphorylierung handelt sich um die durch Doppelstrangbriiche ausgelos-
te aktivierende Transphosphorylierung an Ser1981 (s. Abschnitt 1.2.3). Bei gleichem
Ausmal an Verianderung der Proteinmengen des phosphorylierten sowie des unphospho-
rylierten Proteins ergeben sich zwischen den beiden Gruppen keine Unterschiede in der
Proteinphosphorylierung (s. Abb. 15).

35



3. Ergebnisse

A 3,01 *k B 3,01 *okok

'I\)
>
1
X
°
Il
'I\)
>
1
b
|o| |o
b

relative Proteinexpression
von ATM
S e
T o n
1 1 1
relative Proteinexpression
von phosphoryliertem ATM
" .
= W
1 1
]
[ ]
°

0,51 .
[ |
0,0 - . 0,0 . .
WT KO WT KO
3,0
C e D WT KO
= 2,54
3 p-ATM E 350 kDa
Ezz,o- u
= [ ]
e = °
2.0
U7 [ X -Aktin 42 kDa
£ anln, s, P - -
05
2
0,0 T T
WT KO

Abbildung 15. Expression und Phosphorylierung von ATM in Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von ATM bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem ATM bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem ATM bezogen auf ATM.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem ATM. 3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-ATM 120 sek, ATM 30 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=8 Mausen, ungepaarter t-Test, **p<0,01, ***p<0,001.

Chk2

Chk2 wird durch ATM infolge eines Doppelstrangbruchs an Thr68 phosphoryliert. Nach
Aktivierung phosphoryliert es selbst p353.

Die Auswirkung des SLy1-Knockouts auf das Vorliegen von phosphoryliertem Chk?2 ist
in Abbildung 16 dargestellt. In diesem Datensatz hat sich wie bei Chk1 eine signifikant
erhohte Proteinexpression von Chk2 nicht bestétigt. Auch die Phosphorylierung ist un-
verdndert, wobei hier eine starke Streuung, sowohl bei den Wildtyp- wie auch bei den
Knockout-Proben, auffillt.
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Abbildung 16. Expression und Phosphorylierung von Chk2 in Thymozyten
(A) Relative Proteinexpression von Chk2 bezogen auf (3-Aktin.
(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Chk2 bezogen auf (3-Aktin.
(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem Chk2 bezogen auf Chk?2.
(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Chk2. 3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-Chk2 180 sek, Chk2 60 sek, 3-Aktin 1 sek.
Die Graphen zeigen Mittelwerte = SD von n=10 Miusen, ungepaarter t-Test.

Tabelle 16. Expression und Phosphorylierung von p53 und den DDR-Kinasen in

Thymozyten

Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung von p53 und den DDR-Kinasen ATM, ATR,
Chk1 und Chk?2 des p53-Signalwegs per Immunoblot. Signifikanz wird angenommen bei *p<0,05, **p<0,01

bzw. ***p<0,001.

Protein / Bezugsprotein | Stichprobengrofie | WT: Mittelwert + SD | KO: Mittelwert = SD | p-Wert
p53 / B-Aktin 10 1,000+0,31 1,141+0,32 0,3351
Phospho-p53/ 3-Aktin 10 1,000+0,22 1,390+0,38 0,0120
Phospho-p53 / p53 10 1,000+0,22 1,2244+0,44 0,1644
ATM / 3-Aktin 8 1,000+ 0,46 1,8431+0,44 0,0022
Phospho-ATM/ {3-Aktin 8 1,000+0,37 1,914+0,32 0,0001
Phospho-ATM / ATM 8 1,000+0,58 0,880+0,21 0,5898
ATR / 3-ATR 8 1,000+0,39 2,016+0,63 0,0016
Phospho-ATR / (3-Aktin 8 1,000+ 0,69 1,149+0,61 0,6537
Phospho-ATR / ATR 8 1,000+0,48 0,692+0,44 0,2050
Chkl1 / 3-Aktin 10 1,000+0,22 1,177+0,45 0,2823
Phospho-Chk1 / 3-Aktin 10 1,200+ 0,59 1,362+0,68 0,5787
Phospho-Chk1 / Chk1 10 1,100+0,39 1,114+0,56 0,9494
Chk2 / 3-Aktin 10 1,000+0,22 1,1624+0,37 0,2494
Phospho-Chk2 / 3-Aktin 10 1,000+ 0,49 1,197+0,82 0,5222
Phospho-Chk2 / Chk2 10 1,000+ 0,62 1,098+ 1,06 0,8033
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3.2.2 Der p53-Signalweg in DN Thymozyten

Die DN Thymozyten sind die erste Entwicklungsstufe der Thymozyten und stellen nur
einen geringen Anteil dieser dar. Um die Proteine dieser Zellen im Immunoblot zu un-
tersuchen, wurden sie per MACS aus den Thymi von SLy1¥°- und WT-M:usen isoliert,
lysiert und auf ihre Proteinexpression der im DDR-Signalweg relevanten Proteine pS3 und
ATM, bei denen sich in der Analyse von Thymozyten Unterschiede beim SLy1-Knockout

ergeben haben, untersucht.

Da je nach Genotyp unterschiedlich viele Zellen gewonnen werden konnten, wurden
unterschiedlich viele Proteinproben untersucht. Die DN Thymozyten von acht Wildtyp-
Miusen wurden zu vier Proben gepoolt, die DN Thymozyten der acht SLy1X0-Miuse
wurden zu sieben Proben gepoolt.

p53

Die p53-Expression ist in den DN Thymozyten nicht signifikant veridndert. Sowohl das
nicht-phosphorylierte, wie auch das phosphorylierte Protein scheinen eher reduziert vorzu-
liegen, wobei beim Bezug auf das nicht-phosphorylierte Protein, das phosphorylierte p53
eine statistische signifikante Erhohung zeigt (s. Abb. 17). Dies ist eine geringe Erhohung
um den Faktor 1,2 (s. Tab. 17).

ATM

In den DN Thymozyten ist kein Unterschied in der ATM Expression und Phosphorylierung
je nach Vorliegen von SLy1 ersichtlich (s. Abb. 18).

Tabelle 17. Expression und Phosphorylierung von pS3 und der DDR-Kinase ATM in
DN Thymozyten

Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung von p53 und der DDR-Kinase ATM des
p53-Signalwegs per Immunoblot. Signifikanz wird angenommen bei *p<0,05.

Protein / Bezugsprotein | Stichprobengriofie | WT: Mittelwert = SD | KO: Mittelwert = SD | p-Wert
p53 / B-Aktin WT:4 | KO: 7 1,000+0,27 0,7132+0,25 0,3351
Phospho-p53/ 3-Aktin WT: 4 | KO: 7 1,000+0,36 0,833+0,21 0,3479
Phospho-p53 / p53 WT: 4 | KO: 7 1,000+0,10 1,236+0,16 0,0253
ATM / 3-Aktin WT: 4 | KO: 7 1,000+0,25 0,976 +£0,28 0,0770
Phospho-ATM/ 3-Aktin | WT: 4 | KO: 7 1,000+0,59 1,186 +0,54 0,6076
Phospho-ATM / ATM WT: 4 | KO: 7 1,00040,43 1,347+0,55 0,3116
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Abbildung 17. Expression und Phosphorylierung von p53 in DN Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von p53 bezogen auf [3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem p53 bezogen auf 3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem p53 bezogen auf p53.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem p53. (3-Aktin als Ladekon-
trolle. Belichtungszeit Phospho-p53 180 sek, p53 60 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=4 WT-Proben und n=7 KO-Proben gepoolt von je n=8 Miusen,
ungepaarter t-Test, *p<0,01.
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Abbildung 18. Expression und Phosphorylierung von ATM in DN Thymozyten

(A) Relative Proteinexpression von ATM bezogen auf (3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem ATM bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem ATM bezogen auf ATM.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem ATM. 3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-ATM 180 sek, ATM 10 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte - SD von n=4 WT-Proben und n=7 KO-Proben gepoolt von je n=8 Miusen,
ungepaarter t-Test.
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3.2.3 Der p53-Signalweg in T-Zellen

Nachfolgend wurden die Expression und Phosphorylierung der beiden zentralen Proteine
des DDR-Signalwegs p53 und ATM in den maturen T-Zellen von SLy1¥°- und SLy1WVT-
Miusen untersucht. Diese wurden per MACS iiber die CD90.2-Expression aus den Milzen

isoliert.

p53

Wie in Abbildung 19 dargestellt ist, gibt es keinen signifikanten Unterschied in der p53-
Expression zwischen reifen T-Zellen mit oder ohne SLy1-Knockout. Die Phosphorylierung
von p53 liegt bei beiden Gruppen nur in sehr geringem Ausmal} vor, sodass von einer

Auswertung der Western Blots abgesehen wurde.
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Abbildung 19. Expression von p53 in SLy1¥0-T-Zellen
(A) Relative Proteinexpression von p53 bezogen auf [3-Aktin in T-Zellen.

(B) Reprisentativer Western Blot von p53. [3-Aktin als Ladekontrolle. Belichtungszeit p53 120 sek, (3-Aktin
1 sek.
Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=6 Méusen, ungepaarter t-Test.

ATM

Die DDR-Kinase ATM liegt sowohl in ihrer phosphorylierten wie auch in ihrer unphospho-
rylierten Form in gleichem Ausmaf in SLy1¥0- und SLy1VT-T-Zellen vor. Die gemessenen
Werte sind in Tabelle 18 aufgefiihrt und in Abbildung 20 dargestellt.

Tabelle 18. Expression und Phosphorylierung von p53 und der DDR-Kinase ATM in
T-Zellen

Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung von p53 und der DDR-Kinase ATM des
pS53-Signalwegs per Immunoblot.

Protein / Bezugsprotein | Stichprobengrofie | WT: Mittelwert + SD | KO: Mittelwert + SD | p-Wert

p33 / B-Aktin 6 1,000£0,21 0,771 +0,42 0,2563
ATM / B-Aktin 6 1,000+ 0,24 0,977 +0,30 0,8835
Phospho-ATM/ B-Aktin 6 1,000 +0,35 0,877+0,37 0,5648
Phospho-ATM / ATM 6 1,000 0,20 0,908 +£0,21 0,4564
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Abbildung 20. Expression und Phosphorylierung von ATM in T-Zellen

(A) Relative Proteinexpression von ATM bezogen auf 3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem ATM bezogen auf (3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosporyliertem ATM bezogen auf ATM.

(D) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem ATM. 3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-ATM 180 sek, ATM 10 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=6 Miusen, ungepaarter t-Test.

3.3 Analyse der Mdm2-Expression auf mRNA- und
Protein-Ebene

Mdm? ist eine p53-spezifische E3 Ubiquitin-Ligase und wird durch Phosphorylierung
reguliert (s. Abschnitt 1.2.3). Akt-abhéngig wird Mdm?2 an Ser166 und Ser186 phospho-
ryliert und kann dadurch in den Nukleus eintreten und mit p53 interagieren (Mayo und
Donner 2001).

Sowohl iiber ATM, als auch iiber Phospho-Stat5 wird die Interaktion von p53 und Mdm?2
gehemmt. Da diese beiden fiir die Mdm?2-Regulation verantwortlichen Signalwege in
SLy1KO_-Thymozyten aktiviert sind, hat uns besonders interessiert, inwiefern die Expression
von Mdm?2 beeintréachtigt ist. Hierzu wurden qPCR-Versuche mit Gesamtthymozyten, DN
und DP Thymozyten, sowie aus der Milz gewonnenen T-Zellen durchgefiihrt. Aulerdem
wurden mit Gesamtthymozyten und T-Zellen Western Blots durchgefiihrt, bei denen die
Expression von Mdm?2 und dessen Phosphorylierung analysiert wurden. Die untersuchte
Phosphorylierungsstelle ist Ser166, entsprechend der aktivierenden Phosphorylierung
durch Akt.
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3.3.1 Mdm2-Expression und -Phosphorylierung in Thymozyten

Wie in Abb. 21 zu sehen ist, konnten bei den Thymozyten keine Unterschiede je nach
Vorliegen eines SLyl-Knockouts festgestellt werden. Sowohl auf mRNA-Ebene, wie

auch hinsichtlich Protein-Expression und -Phosphorylierung, waren die beiden Gruppen

vergleichbar.
2.5+ 2,51
A = B = ’
£ £ .
g _ 20 . T .
5§ =9
:: L 22 : T
% £ 1.07 £ =10 u
- B > N B
_g 0.5 g 0,5
= 2
0.0 T T 0,0 T T
WT KO WT KO
o 2,57 . 2,57
c 5k D g
2 = 2,01 _ g 2,01
5 E =
2L s - e
E2 " £ b e
% t} uf® [ ] ? E ! u
£ 2 1,04 (] £ 5 1,04
2 g ] —sle ° ” rLI' .
£ 5 051 £ 05
2 g ]
> 0,0 T T 0,0 T T
WT KO WT KO
E WT KO

Abbildung 21. Mdm2 mRNA- und Protein-Expression und -Phosphorylierung in
Thymozyten

(A) Relative mRNA-Expression von Mdm?2 bezogen auf (3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von Mdm?2 bezogen auf [3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Mdm?2 bezogen auf (3-Aktin.

(D) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Mdm?2 bezogen auf Mdm?2.

(E) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Mdm?2. (3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-Mdm?2 60 sek, Mdm?2 30 sek, 3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte relativ zu (3-Aktin + SD von n=5-8 Miusen, ungepaarter t-Test.
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3.3.2 Mdm2 in DN und DP Thymozyten

In DN und DP Thymozyten wurde das Vorliegen einer Verdnderung der Mdm?2-Expression
auf mRNA-Ebene gepriift. Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, konnten weder bei DN
noch bei DP Thymozyten abhiingig vom Vorliegen eines SLy1-Knockouts Unterschiede

festgestellt werden.
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Abbildung 22. Mdm2 mRNA-Expression in DN und DP Thymozyten
(A) Relative mRNA-Expression von Mdm?2 in DN Thymozyten bezogen auf 3-Aktin
(B) Relative mRNA-Expression von Mdm?2 in DP Thymozyten bezogen auf 3-Aktin
Die Graphen zeigen Mittelwerte relativ zu 3-Aktin & SD von je n=6 Méusen.

3.3.3 Mdm2-Expression und -Phosphorylierung in T-Zellen

In den maturen T-Zellen der Milz wurde die mRNA-Expression (s. Tab. 19) sowie Protein-
Expression und -Phosphorylierung (s. Tab. 20) von Mdm?2 in SLy1%©-Zellen gegeniiber
WT-Zellen verglichen. Wie auch bei der Untersuchung des p53-Signalwegs (s. Abschnitt
3.2.3) konnten bei dieser Population keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
beobachtet werden (s. Abb. 23).

Tabelle 19. mRNA-Expression von Mdm2

Ergebnisse der gPCR-Analyse der Mdm2-mRNA-Expression in Thymozyten, DN Thymozyten, DP Thymo-

zyten und peripheren T-Zellen. Die dargestellten Mittelwerte sind die Mittelwerte der CPI-Werte relativ zu
[3-Aktin. Signifikanz wird angenommen bei p*<0,05 bzw. p**<0,01.

Population Stichprobengréfie | WT: Mittelwert = SD | KO: Mittelwert £ SD | Verhiltnis KO/ WT | p-Wert
Thymozyten WT: 6 ‘ KO: 5 1,155+0,13 1,458 £0,37 1,26 0,0931
DN Thymozyten 6 4,490+0,44 4,834+0,32 1,08 0,1549
DP Thymozyten 6 1,470+0,22 1,518+0,22 1,03 0,7165
periphere T-Zellen 6 0,429+0,11 0,345+0,15 0,80 0,2801
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Tabelle 20. Expression und Phosphorylierung von Mdm?2 in Thymozyten und T-Zellen
Ergebnisse der Analyse von Expression und Phosphorylierung der Ubiquitin-Ligase Mdm?2 in Thymozyten
und T-Zellen per Immunoblot.

Population | Protein / Bezugsprotein | Stichprobengriofie | WT: Mittelwert + SD | KO: Mittelwert £ SD | p-Wert
Thymozyten | Mdm?2 / 3-Aktin 8 1,000+0,21 1,286 40,53 0,1796
Thymozyten | Phospho-Mdm?2/ 3-Aktin 8 1,000+0,37 1,3234+0,58 0,2031
Thymozyten | Phospho-Mdm2 / Mdm?2 8 1,000+0,26 1,087 40,31 0,5516
T-Zellen Mdm?2 / 3-Aktin 6 1,000£0,48 0,810+0,37 0,4595
T-Zellen Phospho-Mdm?2/ 3-Aktin 6 1,000+0,31 0,841+0,39 0,4522
T-Zellen Phospho-Mdm?2 / Mdm2 6 1,000+ 0,43 0,869 +0,23 0,5238
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Abbildung 23. Mdm2 mRNA- und Protein-Expression und -Phosphorylierung in
T-Zellen

(A) Relative mRNA-Expression von Mdm?2 bezogen auf (3-Aktin.

(B) Relative Proteinexpression von Mdm?2 bezogen auf [3-Aktin.

(C) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Mdm2 bezogen auf (3-Aktin.

(D) Relative Proteinexpression von phosphoryliertem Mdm?2 bezogen auf Mdm?2.

(E) Reprisentativer Western Blot von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Mdm?2. (3-Aktin als Lade-
kontrolle. Belichtungszeit Phospho-Mdm?2 20 sek, Mdm2 300 sek, (3-Aktin 1 sek.

Die Graphen zeigen Mittelwerte relativ zu (3-Aktin + SD von n=6 Méiusen, ungepaarter t-Test.
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3.4 Analyse von p53-Downstream-Apoptosemarkern
auf mRNA-Ebene

Noxa und PUMA sind zelluldre Molekiile, die durch p53 hoch reguliert werden und
die Funktion haben eine Apoptose auszulosen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
p21, ein von p53-ausgeloster Seneszenzbote, in SLy 1X0-Thymozyten auf mRNA-Niveau
erhoht exprimiert wird (Gruber 2021). Um herauszufinden, ob Seneszenz oder Apoptose
der zugrundeliegende Mechanismus fiir die reduzierten Zellzahlen in SLy1XO-Tieren ist,
wurde die mRNA verschiedener Zellpopulationen dieser Tiere auf Unterschiede in der

Expression von Apoptose-relevanten Genen untersucht.

3.4.1 Noxa und PUMA in Thymozyten

Wie in Abbildung 24 dargestellt ist, ist das mRNA-Niveau von Noxa bei der Analyse der
Thymozyten in den Knockout-Proben signifikant um den Faktor 1,9 erhoht.

Die Expression von PUMA-mRNA zeigt diese Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
nicht. Die Messwerte liegen hier insgesamt deutlich hoher (s. Tab. 21) als die der Noxa-
mRNA.
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Abbildung 24. Noxa und PUMA mRNA-Expression in Thymozyten

(A) Relative mRNA-Expression von Noxa bezogen auf 3-Aktin

(B) Relative mRNA-Expression von PUMA bezogen auf 3-Aktin

Die Graphen zeigen Mittelwerte relativ zu (3-Aktin + SD von n=6 Miusen, **p<0,01, ungepaarter t-Test.
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3.4.2 Noxa und PUMA in DN und DP Thymozyten

Um genauer aufzuschliisseln, wie die Apoptosemarker in den einzelnen Entwicklungsstufen
der Thymozyten exprimiert werden, wurde das mRNA-Niveau von Noxa und PUMA in
DN und DP Thymozyten untersucht. Die einzelnen Zellpopulationen wurden per MACS
und FACS isoliert.

Wie in Abbildung 25 zu erkennen ist, gibt es keine signifikanten Unterschiede in der
mRNA-Expression dieser beiden Proteine zwischen SLy1¥°- und WT-Zellen in diesen
Entwicklungsstufen. Auch das Vorliegen von p21-mRNA war in diesen beiden Zellgruppen
in der SLy1¥C-Gruppe nicht verindert (Gruber 2021).
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Abbildung 25. Noxa und PUMA mRNA-Expression in DN und DP Thymozyten
(A) Relative mRNA-Expression von Noxa in DN Thymozyten bezogen auf 3-Aktin

(B) Relative mRNA-Expression von Noxa in DP Thymozyten bezogen auf (3-Aktin

(C) Relative mRNA-Expression von PUMA in DN Thymozyten bezogen auf 3-Aktin

(D) Relative mRNA-Expression von PUMA in DP Thymozyten bezogen auf (3-Aktin

Alle Graphen zeigen Mittelwerte £+ SD von je n=6 Miusen relativ zu 3-Aktin.
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3.4.3 Noxa und PUMA in T-Zellen

In der Abbildung 26 ist die mRNA-Expression von Noxa und PUMA in den maturen,

peripheren T-Zellen dargestellt. Hier sind fiir beide Gene zwischen den SLy1WVT- und

SLy1XO_Proben keine Unterschiede zu erkennen.
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Abbildung 26. Noxa und PUMA mRNA-Expression in T-Zellen

(A) Relative mRNA-Expression von Noxa in peripheren T-Zellen bezogen auf [3-Aktin
(B) Relative mRNA-Expression von PUMA in peripheren T-Zellen bezogen auf (3-Aktin
Die Graphen zeigen Mittelwerte relativ zu 3-Aktin & SD von je n=6 Méusen.

Tabelle 21. mRNA-Expression von Noxa und PUMA

Ergebnisse der gPCR-Analyse der Noxa- und PUMA-mRNA-Expression in Thymozyten, DN Thymozyten,
DP Thymozyten und peripheren T-Zellen. Die dargestellten Mittelwerte sind die Mittelwerte der CPI-Werte
relativ zu (3-Aktin. Signifikanz wird angenommen bei p*<0,05 bzw. p**<0,01.

Gen Population StichprobengroBe | WT: Mittelwert + SD | KO: Mittelwert + SD | Verhiltnis KO/ WT | p-Wert
Noxa | Thymozyten 6 0,587+0,21 1,108 £0,30 1,89 0,0050
Noxa | DN Thymozyten 6 0,487+0,12 0,715+£0,32 1,47 0,1288
Noxa | DP Thymozyten 6 0,586 +0,23 0,743 +£0,36 1,27 0,3918
Noxa periphere T-Zellen 6 1,61240,46 1,726 +0,38 1,07 0,6486
PUMA | Thymozyten 6 2,172+0,61 1,830+£0,52 0,84 0,3225
PUMA | DN Thymozyten 6 0,447 +0,20 0,563+0,18 1,26 0,3144
PUMA | DP Thymozyten 6 0,868 +0,30 1,121+0,23 1,29 0,1372
PUMA | periphere T-Zellen 6 0,251+0,07 0,289+0,21 1,15 0,6884
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3.5 Die T-Zell-Entwicklung in Tieren mit SLy1-
Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Um die Auswirkung einer p53-Defizienz auf die T-Zell-Entwicklung abhingig vom Vorlie-
gen von SLy1 zu untersuchen, wurden Miuse mit T-Zell-spezifischer pS3-Deletion und
SLy1-Knockout geziichtet. Diese wurden gemeinsam mit ihren Kontrollgruppen im Alter
von 10, 25 und 50 Wochen prépariert, die Zellzahlen der lymphatischen Organe bestimmt

und die entsprechenden Zellen per Durchflusszytometrie analysiert.

3.5.1 Uberpriifung der T-Zell-spezifischen p53-Defizienz

Durch die Kombination eines von loxP-Stellen flankierten p53-Gens und einer Lck-
gekoppelten Rekombinase, konnte T-Zell-spezifisch eine p53-Defizienz erzeugt werden.
Um dies zu iiberpriifen, wurden Thymozyten einer 10-Wochen-alten p53%/1 Lck-+2
SLy1"-Maus lysiert und per Western Blot auf ihre p53-Expression analysiert. Diese
wurde mit der p53-Expression in Thymozyten einer p53™% Lck*+ SLy1"*-Maus und einer
p53** Lek*® SLy1P'-Maus verglichen.

Wie in Abbildung 27 zu erkennen ist, konnte durch die Kombination aus loxP-Stellen
am p53-Gen und T-Zell-spezifischer Rekombinaseaktivitit eine p5S3-Defizienz in den

Thymozyten erreicht werden.

SN
B X\XA“ x\\"ﬁ
\/a% w& Vae
N
§ &3
pS3 oy —— 53 kDa

B-AKtin | e s =~ | 42 kDa

Abbildung 27. Uberpriifung der p53-Defizienz in p53"1 Lck*/t8 SLy1"*t.Thymozyten
Western Blot von p53 aus Thymozyten einer p53%/1 Lek* SLy 1Mt einer p53%/1 Lek*+ SLy1et- und einer
p53** Lek*® SLy1"-Maus. 3-Aktin als Ladekontrolle.

Belichtungszeit p53 120 sek, [3-Aktin 1 sek.
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3.5.2 Wahl einer geeigneten Kontrollgruppe

Um den Effekt der T-Zell-spezifischen pS3-Defizienz und des SLy1-Knockouts beobachten
zu kénnen, wurden als Kontrollgruppen fiir die p53%% Lck*/®-Tiere p53%1 Lek*+- und
p53*"* Lek*8-Geschwister jeweils mit und ohne SLy1-Knockout untersucht. Um zu verste-
hen, welche Unterschiede durch das Einfiihren der loxP-Stellen und der Cre-Rekombinase
in den untersuchten Parametern entstehen, wurden die Ergebnisse der beiden Kontrollgrup-
pen mit parallel durchgefiihrten Untersuchungen von SLy1X0- und SLy1WT-Thymozyten
verglichen.

In allen Kontrollgruppen waren die aus Voruntersuchungen erwarteten Auswirkungen des
SLy1-Knockouts sichtbar. Hierzu gehoren die reduzierte Thymozytenzahl (s. Abb. 28),
der erhohte Anteil der DN-Thymozyten, sowie der CD8"-Thymozyten und der verringerte
Anteil der DP-Thymozyten an den CD90" TCRyd “-Thymozyten (s. Abb. 29).
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Abbildung 28. Thymozytenzahl im Alter von 10 und 25 Wochen in allen Kontroll-
gruppen

Dargestellt sind die Thymozytenzahlen der Versuchs- und aller Kontrollgruppen.
Die Graphen zeigen Mittelwerte £ SD von n=5-14 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
**#*p<0,001. Signifikanzen sind nur angegeben bei Tieren mit gleichem p53- und Lck-Cre-Status.

Im Vergleich zu den SLy1%VT- und SLy1X©-Tieren konnten bei den p53*/* Lck™®-Tieren
eine reduzierte Thymozytenzahl um 33% (SLy1WT) und 58% (SLy1X©) in 25-Wo-alten
und um 24% (SLy1™T) und 51% (SLy1¥©) in 10-Wo-alten Tieren beobachtet werden. In
den jeweiligen SLy1XO-Gruppen waren die Anteile der DN Thymozyten signifikant erhoht,
diejenigen der DP Thymozyten signifikant erniedrigt, sowie der CD8* SP Thymozyten
erhoht (s. Anhang Abb. 43). AuBerdem fiel bei den p53** Lck*® SLy 1XC-Thymozyten
eine grofle Streuung beim prozentualen Anteil der DN und DP Thymozyten im Gegensatz
zu der SLy1X©- und der p53¥f Lck** SLy1¥C-Gruppe auf (s. Abb. 29).
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Abbildung 29. Thymozytenpopulationen in allen Kontrollgruppen
Dargestellt sind die Anteile der DN, DP, CD4*- und CD8*-Thymozyten als % aller CD90* TCRYS -

Thymozyten.

Die Graphen zeigen Mittelwerte + SD von n=8-14 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
**#%p<0,001, ****p<0,0001. Signifikanzen sind nur angegeben bei Tieren mit gleichem p53- und Lck-
Cre-Status. Rot markiert sind Proben mit groBen Anteilen DN Thymozyten und geringen Anteilen DP
Thymozyten (entspricht der Rotmarkierung in Abb. 32, 33, 41 und 42 und 43).

Beim Vergleich der SLy1WT- und SLy1XO-Miuse mit den p53™1 Lck*+ SLy1WT/KO.
Mausen fallen zwar ebenfalls signifikant reduzierte Zellzahlen bei den 25-Wochen-alten
Tieren auf, die Zellzahlen bei den 10-Wochen-alten Tieren sind jedoch in der Wildtyp-
gruppe nicht reduziert und die Zusammensetzung der Zellpopulationen ist nicht relevant
veridndert. Im Alter von 25 Wochen ist die Thymozytenzahl bei p537/1 Lck**+ SLy1WT-
Tieren um 29% erniedrigt, bei p53V1 Lck*™* SLy1XO-Tieren um 31%. Im Alter von 10
Wochen ist die Thymozytenzahl in den p53V1 Lek** SLy1WT-Tieren um 21% erhoht, in
den p53™1 Lck** SLy1XO-Tieren um 25% erniedrigt. Der Anteil DN Thymozyten in den
p5311 Lek*™* SLy1WT-Tieren ist um 23% signifikant reduziert.

In Anbetracht der beobachteten Veridnderungen durch die Einfithrung der Lck-abhéngigen
Rekombinase, die wie auch in der Literatur beschrieben (Carow etal. 2016) in den rele-

vanten Parametern zu Unterschieden im Gegensatz zur Wildtyp-Gruppe fiihrt, werden im
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Folgenden die p53** Lck™® SLy1WT/KO_Tiere als Vergleichsgruppe zu den eigentlichen
p53WA [ ck+'te SLy 1 WTKO_versuchsgruppen herangezogen.

3.5.3 Entwicklung der Zellzahlen in lymphatischen Organen

Die Zellzahlen von Thymus, Milz und Lymphknoten der 10- und 25-Wochen-alten Tiere

wurden in einer Neubauer-Kammer bestimmt.

Sowohl im Alter von 10 als auch von 25 Wochen zeigten sich SLy1-abhidngige Unterschiede
in der Thymozytenzahl und Splenozytenzahl (s. Abb. 30). Bei den SLy1%©-Proben war die
Zahl der Thymozyten und Splenozyten jeweils reduziert im Vergleich zur SLy1WT-Gruppe.
Beim Vergleich der p531/f Lck*te SLy1WTKO_ ynd p53*/* Lk SLy 1 WT/KO_Gruppen
fielen eine signifikante Erhchung der Thymozytenzahl bei SLy1™T-Miusen und eine
signifikante Erhohung der Splenozytenzahl bei SLy1X0-Miusen je nach Vorliegen der
pS3-Defizienz auf. Die Zahl der Lymphknotenzellen unterschied sich nicht zwischen den

Gruppen auBer einer Erhohung bei den 10-Wochen-alten p531/1 Lck*® SLy1WVT-Miusen.

Die Thymozytenzahl reduzierte sich in allen Gruppen vom 10-Wochen- zum 25-Wochen-
Alter. Die Zellzahlen von Milz und inguinalen Lymphknoten zeigten in den vier Gruppen
keine einheitliche Reduktion oder Zunahme. Hierbei ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (s. Tab. 22).

Tabelle 22. Entwicklung der Zellzahlen in lymphatischen Organen in Abhiingigkeit
vom Alter

Dargestellt ist der Quotient der Zellzahlen von Thymus, Milz und Lymphknoten der 25-Wo-alten Tiere
bezogen auf die durchschnittliche Zellzahl der entsprechenden Organe der 10-Wo-alten Tiere.

Organ | Genotyp Zellzahl 25 Wo / 10 Wo £+ SD
p5311 Lek*e SLy1XO | 0,5499 + 0,49
p53VA Lektte SLy1WT | 0,5249 +0,51

Thymus
p53*+ Lek*e SLy1XO | 0,7283 £ 0,52
p53** Lek*® SLy1WVT | 0,6682 + 0,28
p53VA Lck+/e SLy1XO | 1,383 +0,56

Mily p5311 Lek*e SLy1WT | 1,137 +£0,44
p53*/* Lek*e SLy1KO | 0,9424  +0,42
p53** Leke SLyIWT | 1,493 +0,83
p53VA Lekt/te SLy1XO | 0,8461 + 0,62

LK p53WA Lck+te SLy1WT | 1,303 +2,27
p53** Lek*® SLy1X© | 0,7998 + 1,17
p53** Leke SLy1WT | 0,7768 £ 0,47
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Abbildung 30. Zellzahlen in Thymus, Milz und Lymphknoten in p53%/f Lck*/®
SLy1WTKO_Tieren im Alter von 10 und 25 Wochen

(A) Thymozytenzahl in Millionen im Alter von 10 und 25 Wochen

(B) Splenozytenzahl in Millionen im Alter von 10 und 25 Wochen

(C) Zellzahl in den inguinalen LK in Millionen im Alter von 10 und 25 Wochen

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=5-14 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,

*4%p<0,001.
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3.5.4 Veranderungen in den Thymozyten-Populationen

In den Thymus wandern T-Zell-Vorliduferzellen aus dem Knochenmark ein und reifen
heran zu inaktiven, aber maturen T-Zellen mit Expression des T-Zell-Rezeptors sowie
entweder CD4- oder CD8-Expression. Auf dem Weg hierhin, werden verschiedene Ent-
wicklungsstufen durchlaufen. Zunichst werden weder CD4 noch CD8 exprimiert, die
Thymozyten sind doppelt negativ (DN) und werden iiber ihre CD25- und CD44-Expression
in 4 Untergruppen aufgeteilt (DN1-4). Nachfolgend sind die Thymozyten zundchst doppelt
positiv (DP) und exprimieren sowohl CD4 als auch CDS8. Die letzte Entwicklungsstufe

sind die einfach positiven (SP) Thymozyten, welche entweder CD4 oder CD8 exprimieren.

Im Alter von 10 Wochen konnten SLyl-abhingige Veridnderungen in den Thymi mit
p53-Defizienz wie in den p53*"* Lck*/®®-Thymi beobachtet werden (s. Abb. 31). Hierzu
gehoren ein erhohter Anteil DP Thymozyten, sowie ein reduzierter Anteil DN Thymozyten
und ein erhohter Anteil CD8" SP Thymozyten. Als Auswirkung der p53-Defizienz konnten
ein reduzierter Anteil CD4* SP Thymozyten und DN Thymozyten sowie ein erhohter
Anteil DP Thymozyten beobachtet werden.

Bei der Analyse der Anteile der einzelnen Thymozytenpopulationen an den CD90* TCRyd-
Thymozyten in den 25-Wochen-alten Miusen fiel auf, dass sich bei den p53%/f Lck*/te
SLy1WTKO_Gruppen die jeweiligen Anteile an DN und DP Thymozyten in zwei Un-
tergruppen teilten (s. Abb. 32). Eine Gruppe entspricht in ithrem Anteil an DN und DP
Thymozyten der p53*+ Lek*€ SLy1WTKO_Gruppe, withrend die andere (in Abb. 32 rot
markiert) einen erhohten DN und verringerten DP Anteil hat. Unter Ausschluss der rot
markierten Gruppe sind auch bei p53f Lkt SLy1%0-Thymi im Gegensatz zu p53™7/f
Lck*®€ SLy1WT-Thymi der Anteil an DN Thymozyten signifikant erhoht, sowie der Anteil
DP Thymozyten tendenziell reduziert. Bei den 10-Wochen-alten Tieren fiel diese Streuung

hingegen noch nicht auf.

Bei den Unterstufen der DN Thymozyten (DN1-4, s. Abb. 31A und 32A) konnten keine
SLy1-abhédngigen Unterschiede beobachtet werden, aber je nach Alter der Mduse Auswir-
kungen durch die p53-Defizienz. Im Alter von 10 Wochen hatten die p53 Lck*/®-Thymi
einen erhohten Anteil DN2 Thymozyten unabhédngig von ihrer SLy1-Expression. Im Alter
von 25 Wochen ist der Anteil an DN1 Thymozyten erhoht, sowie der Anteil der DN3
Thymozyten SLy1-unabhiingig beim Fehlen von p53 reduziert.
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Abbildung 31. Thymozytenpopulationen in p53"f Lck*/te SLy1WT/KO. und p53+/+
Lck*®8 SLy1WTKO_Tieren im Alter von 10 Wochen

(A) Anteil der DN1-4 Thymozyten an den DN Thymozyten in %

(B) Anteil der DN, DP, CD4* SP und CD8* SP Thymozyten an allen CD90* TCRy6 -Thymozyten

Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=5-8 Maiusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
*#%kp<0,001, ****p<0,0001. 54
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Abbildung 32. Thymozytenpopulationen in p53Vfl Lck*/® SLy1WT/KO_ ynd p53++
Lck*® SLy1WTKO_Tieren im Alter von 25 Wochen

(A) Anteil der DN1-4 Thymozyten an den DN Thymozyten in %

(B) Anteil der DN, DP, CD4" SP und CD8* SP Thymozyten an allen CD90* TCRy$ -Thymozyten

Die Graphen zeigen Mittelwerte += SD von n=10-12 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
**#%p<0,001. Rot markiert sind Proben mit groen Anteilen DN Thymozyten und geringen Anteilen DP

Thymozyten (entspricht der Rotmarkierung in Abb. 29, 33, 41, 42 und 43).
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Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Untersuchung eines der Tiere mit verdndertem
Anteil von DN und DP Thymozyten ist in Abschnitt 3.6.1 in Abbildung 37C dargestellt.
Die Thymozyten dieser Maus haben einen deutlich erhdhten Anteil SP Thymozyten und
DN Thymozyten, sowie einen deutlich verringerten Anteil DP Thymozyten. Des Weiteren
fallt auf, dass sich nur ein geringer Teil der Thymozyten im an gesunden Tieren gewéhlten
,Lymphozyten*“-Gate befindet (vgl. Abb. 6), sodass wir vermuten, dass sich bei diesen
Tieren eine Entartung entwickelte. Vor allem im Bezug auf ihre SSC-Werte unterscheiden
sich die Proben der Tiere mit hohen DN und geringen DP Thymozytenanteilen von den

restlichen Proben (s. Abb. 33).
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Abbildung 33. SSC- und FSC-Werte der Thymozyten in allen Kontrollgruppen
Durchschnittliche SSC- (links) und FSC-Werte (rechts) entsprechend Zellgranularitit und -groe der Lym-

phozyten der Thymusproben

Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=8-14 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05. Signifikanzen
sind nur angegeben bei Tieren mit gleichem p53- und Lck-Cre-Status. Rot markiert sind Proben mit gro3en
Anteilen DN Thymozyten und geringen Anteilen DP Thymozyten (entspricht der Rotmarkierung in Abb. 29,

32,41, 42 und 43).

Insgesamt kann bei der Verteilung der Thymozytenpopulationen ein SLy1-abhéngiger Ef-
fekt in beiden Altersgruppen beobachtet werden, wohingegen die Folgen der p53-Defizienz
erst in der dlteren Gruppe erscheinen. Hier fillt vor allem eine Streuung der Messwerte

und eine unterschiedliche Verteilung der Anteile von DN und DP Thymozyten auf.
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3.5.5 Veranderungen in den Splenozyten- und Lymphknoten-
Populationen

Lymphknoten und Milz sind sekundire lymphatische Organe und dienen der Immunabwehr.
B- und T-Zellen warten hier auf ihre Aktivierung durch Erreger, die ins Blut gelangen
konnten. Die CD19*-B-Zellen werden im Knochenmark gebildet und sind wie die CD90*-
T-Zellen Teil des spezifischen Immunsystems. Die T-Zellen entstammen dem Thymus und
konnen in die CD4*-T-Helfer-Zellen und die zytotoxischen CD8*-T-Zellen untergliedert

werden.

Im Alter von 10 Wochen lagen aufler einer leichten Erh6hung des B-Zell-Anteils bei den
p53W [ ck+'e SLy1WT-Proben im Vergleich zu den p53%1 Lck*/€ SLy1¥C-Proben keine
Unterschiede im Anteil von B- im Vergleich zu den T-Zellen vor (s. Abb. 34). Bei den 25-
Wochen-alten Tieren zeigten sich erhohte Anteile von T-Zellen in Milz und Lymphknoten
der p5371 Lck*® SLy1XO-Tiere (s. Abb. 35).

Der Anteil der CD4*-T-Zellen in der Milz war bei den p53™® Lck*'¢ SLy1'WT-Miusen im
Alter von 10 Wochen reduziert und der Anteil der CD8"-T-Zellen in Milz und Lymphknoten
im Vergleich zu den p53**+ Lck*/®® SLy1WT-Vergleichstieren erhht (s. Abb. 34). Im Alter
von 25 Wochen zeigt sich hingegen ein erhdhter Anteil CD8*-T-Zellen in p537/f Lck*/t2
SLy1XO-Milzen und -Lymphknoten im Vergleich zum entsprechenden Anteil in p53*/*
Lck*® SLy1¥0-Milzen und -Lymphknoten, wihrend sich bei den SLy1%T-Proben diese

Unterschiede nicht ergeben.

In den Milzen und inguinalen Lymphknoten der 25 Wochen alten Tiere sind die Anteile
der CD4*- und CD8*-T-Zellen SLy1-abhingig verindert (s. Abb. 35C/D). SLy1XC-Miuse
haben einen verringerten Anteil CD4*-T-Zellen und einen erhohten Anteil CD8*-T-Zellen
in Milz und Lymphknoten unabhéngig von der pS3-Expression. Diese Unterschiede sind
bei den Miusen im Alter von 10 Wochen nicht statistisch signifikant vorhanden (s. Abb.
34C/D).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in beiden Altersgruppen SLy1X%O-typische Verin-
derungen in Milz- und Lymphknoten-Populationen zu beobachten sind, wéihrend sich durch
die p53-Defizienz der T-Zellen keine Konsequenzen fiir die Verteilung der Lymphozyten-
Populationen in den peripheren lymphatischen Organen ergeben.
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Abbildung 34. Lymphozytenpopulationen in Milz und inguinalen LK von p53%/f

Lck*® SLy1WTKO_Tieren im Alter von 10 Wochen

(A) Anteil CD19*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(B) Anteil CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(C) Anteil CD4*-T-Zellen an CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(D) Anteil CD8*-T-Zellen an CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

Die Graphen zeigen Mittelwerte == SD von n=5-8 Maiusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, ****p<0,0001. 58
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Abbildung 35. Lymphozytenpopulationen in Milz und inguinalen LK von p53/f

Lck*® SLy1WT/KO_Tieren im Alter von 25 Wochen

(A) Anteil CD19*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(B) Anteil CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(C) Anteil CD4*-T-Zellen an CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

(D) Anteil CD8*-T-Zellen an CD90*-Zellen in Milz und inguinalen LK

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=9-12 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
*#%kp<(,001. 59



3. Ergebnisse

3.6 Eingeschrinktes Uberleben und Tumorentwick-
lung bei p53-Defizienz

Eine FACS-Analyse der lymphatischen Organe 50-Wochen-alter Méduse mit p53-Defizienz
entsprechend des Vorgehens bei den 10- und 25-Wochen-alten Miusen war geplant, wurde
jedoch bei deutlich reduziertem Uberleben der Tiere mit T-Zell-spezifischer p53-Defizienz
nicht durchgefiihrt.

Einige p53" Lck*'2-Tiere sind mit sichtbaren Tumoren axillir und inguinal oder einge-
schrinktem Allgemeinzustand mit sichtbaren Atembemiihungen aufgefallen und konnten
prapariert werden. Hier waren deutliche Raumforderungen der Thymi bzw. von Lymph-
knoten und Milz sichtbar (s. Abb. 36). In Abbildung 36A sind Thymus, Milz und inguinale
Lymphknoten einer Maus mit deutlicher Vergrolerung des Thymus (einem Thymom ent-
sprechend) und leichter VergroBerung der Milz dargestellt. In Abbildung 36B sieht man
die Lymphorgane einer Maus mit deutlich vergroBerter Milz, sowie deutlich vergroerten
inguinalen und axilliren Lymphknoten (einem Lymphom entsprechend). Der Thymus
dieser Maus erscheint nicht vergroBert. In den Gruppen ohne p53-Defizienz sind keine

Thymome oder Lymphome aufgetreten.
A Thymus Milz ing. LK

B LK Thymus  Milz

reing.  liing. re ax. li ax.

¢ “‘ﬂi 9
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Abbildung 36. Thymom- und Lymphomphéinotyp p53-defizienter Tiere

(A) Thymus (einem Thymom entsprechend), Milz und inguinale Lymphknoten einer 17-Wo-alten p531/1
Lck*® SLy 1WT-Maus

(B) Axilldre und inguinale Lymphknoten (einem Lymphom entsprechend), Thymus und Milz einer 33-Wo-
alten p53"1 Lck*e SLy1VT-Maus
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3.6.1 Durchflusszytometrische Untersuchung entarteter Zellen

Ein Teil der Tiere mit diesen Phinotypen wurde entsprechend den Untersuchungen an
gesunden Tieren per Durchflusszytometrie analysiert. Hierbei fiel auf, dass sich die Zellen
der betroffenen Tiere nicht mit der Antikorper-Fiarbung zuordnen lieen. In Abbildung
37A/B sind die durchflusszytometrische Untersuchung der Thymozytenpopulationen zwei-
er solcher Miuse dargestellt. Die Thymozyten einer Maus mit vergroBBertem Thymus (s.
Abb. 37A), lieen sich nicht nach ihrer CD4- und CD8-Expression auftrennen. Bei einer
Maus mit Lymphom-Phinotyp und makroskopisch gesund erscheinendem Thymus lieBen
sich nur sehr wenige Zellen mit dem CD90.2-Antikorper anfirben (s. Abb. 37B). In Ab-
bildung 37C sind die Ergebnisse der Untersuchung der Thymozytenpopulationen einer
gesund erscheinenden Maus gezeigt, welche jedoch deutlich von den iiblichen Werten
abweichende Anteile der DN, DP und SP Thymozyten zeigen (rot markiert in Abb. 32).

Lymphknoten- und Milzzellen dieser Tiere wurden ebenfalls durchflusszytometrisch ana-
lysiert (s. Abb. 38). Bei der Maus mit vergrolertem Thymus (A) fiel eine Zellpopulation
mit Expression von CD19 und CD90.2 auf, sowie ein groBer Anteil der T-Zellen, die sich
weder den CD4- noch den CD8-T-Zellen zuordnen lieBen. In dem untersuchten Tier mit
vergroferter Milz und Lymphknoten (B) sind nur ein sehr geringer Anteil der Zellen iiber
den CD90.2-Rezeptor den T-Zellen zuzuordnen, so dass auf eine Auftrennung nach CD4-

und CD8-Expression verzichtet wurde.

In allen diesen Proben aus Thymus, Lymphknoten und Milz fillt auf, dass bei der Dar-
stellung nach Lichtstreueigenschaften (d.h. FSC- und SSC-Parameter) (s. Abb. 37 und
38, jeweils linke Spalte) eine groB3e Streuung der Zellen mit teilweise deutlich iiber die
Grenzen des an gesunden Lymphozyten festgelegten Lymphozytengates (s. Abb. 6 und 7)
hinausgehen. Auch bei den Thymusproben der p53%/1 Lck*/te SLy1W1T/KO_Tiere mit groBer
Abweichung in DN und DP Anteilen (in Abb. 29, 32, 33, 42 und 43 rot markiert) sind die
SSC-Werte erhoht.
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Abbildung 37. Durchflusszytometrische Untersuchung der Thymozytenpopulationen
bei Entartung

Dargestellt sind die Gesamtthymozyten, die Auftrennung nach Expression von CD90.2 und TCRy$d, sowie
die Auftrennung nach Expression von CD4 und CDS von einer

(A) Maus mit deutlich vergroertem Thymus

(B) Maus mit vergroBerter Milz und Lymphknoten

(C) p531 Lek*e SLy1WT-Maus ohne auffilligen Phinotyp, die im Rahmen der Versuche an 25-Wo-alten
Maiusen untersucht wurde
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Abbildung 38. Durchflusszytometrische Untersuchung der LK- und Milz-Zellen bei
Entartung
Dargestellt sind die LK- und Milzzellen, die Auftrennung nach Expression von CD90.2 und CD19, sowie

die Auftrennung der T-Zellen nach Expression von CD4 und CD8 von einer
(A) Maus mit deutlich vergroBertem Thymus

(B) Maus mit vergroferter Milz und Lymphknoten
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3.6.2 Uberlebensanalyse bei p53-Defizienz

Um die Anfilligkeit der Gruppen fiir letale Tumorleiden zu untersuchen, wurde retrospektiv
das Uberleben der Tiere bis zum Alter von 50 Wochen analysiert und in Abbildung 39
dargestellt. Von den p53*/* Lek*/®€ SLy1WT/KO_ ynd p53WA [ ck*+ SLy1WT/KO_Tiere sind
weniger als 25% vor Erreichen des Endes des Untersuchungszeitpunkts mit 50 Wochen
verstorben. Von den p53%/f Lck*'2 SLy1%C-Tieren haben 20% und von den p537/1 Lck*/te
SLy1W“T_Tieren keines das Alter von 50 Wochen erreicht. Fiir diese Analyse wurden
Tiere, die fiir die Versuche getotet wurden zensiert, so dass sich die Gesamtzahl der Tiere,
auf die sich der Anteil verstorbener Tiere bezieht, im Verlauf der Zeit reduziert. Eine
Ubersicht iiber Zensuren und Tode befindet sich in Tabelle 23, eine genaue Aufstellung
von Zensurzeitpunkten sowie Todeszeitpunkten und -ursachen sind im Anhang in Tabelle
24 aufgefiihrt.

p531 [ ck+'e SLy1WT-Tiere hatten in dieser Untersuchung die geringsten Uberlebenschan-
cen und erreichten ein medianes Uberleben von 27 Wochen. Bei den p531/f Lck*/te SLy 1KO-
Tieren lag dieses bei 39 Wochen. Die Uberlebenskurven wurden mit einem Log-Rank-Test
verglichen und unterschieden sich signifikant (p=0,0486). AuBBerdem unterschieden sich
die Uberlebenskurven der p53V Lck*/® SLy1WVT- und p5371 Lck*® SLy1¥C-Gruppen
jeweils signifikant zu ihren p53*/* Lck*'® SLy1WTKO_Vergleichsgruppen (s. Anhang Tab.
25).
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Abbildung 39. Uberleben von p531f1 Lck*t2 SLyitWTKO. jm Vergleich zu
p53** Lek*8 SLy1WT/KO_ ynd p5398 Lck** SLy1WTKO.Tieren

Der Graph zeigt das Uberleben von je n=25-31 Miusen bis zum Alter von 50 Wochen. Tiere, die zum geplan-
ten Versuch im Alter von 10, 25 und 50 Wochen getotet wurden, wurden zensiert (s. Tab. 23). Tiere, welche
wegen ihres schlechten Allgemeinzustands priapariert wurden, gelten als verstorben. Eine Aufschliisselung
der einzelnen Todeszeitpunkte und -ursachen befindet sich im Anhang in Tab. 24.

Ergebnisse der statistischen Auswertung mit Log-Rank-Test sind im Anhang in Tab. 25 angegeben.

Tabelle 23. Uberleben von p531/fl Lck*/t2 SLy1WT/KO_Tjeren

Tode entsprechen verstorbenen Tieren und solchen, welche wegen ihres schlechten Allgemeinzustands
pripariert wurden. Zensuren entsprechen dem Ausscheiden der Tiere aus der Uberlebensstatistik, wegen der
Préparation fiir Versuche im Alter von 10, 25 und 50 Wochen.

Eine Aufschliisselung der einzelnen Todeszeitpunkte und -ursachen befindet sich im Anhang in Tab. 24.

Genotyp n-Zahl | Tode | Zensuren medianes Uberleben in Wo
p53WA [ ck+te SLy1KO 30 7 23 39
pS31/M Lekte SLy1WT | 31 15 16 27
p53** Lek*te SLy1¥O 25 0 25 Das natiirliche Uberleben dieser
p53** Leke SLytWT | 29 2 27 Tiere kann nicht beurteilt werden,
p53WA [ ckH+ SLy1KO 28 1 27 da der Endpunkt des Versuches
pS3WVA Lekt+ SLy1WT | 30 6 24 mit 50 Wochen erreicht wurde.

65



4

Diskussion

4.1 Aktivierung des p53-Signalwegs in SLy1KO-
Thymozyten

Der p53-Signalweg schiitzt den Organismus als Ganzes vor den Folgen von Zellen mit
DNA-Schiden und die einzelne Zelle vor dem Entstehen dieser und wirkt dadurch als
zentraler Tumorsuppressor (Klusmann etal. 2016). Wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben,
kann die p5S3-Expression iiber den DDR-Signalweg, sowie iiber die Mdm?2-abhiingige
Ubiquitinylierung reguliert werden. Folge einer Hochregulation von p53 sind Apoptose

und Seneszenz der Zellen.

Ein Zusammenhang zwischen einer SLy1-Defizienz und der Hochregulation des p53-
Signalwegs wurde zunichst von Isabel Kloos (2021) im Rahmen einer erhohten p53-
Expression in SLy1¥O-DN Thymozyten in einem Leukimie-Array festgestellt. Bei nachfol-
genden qPCR-Untersuchungen konnte die Hochregulation in SLy1¥°-Gesamtthymozyten
bestitigt werden, in DN und DP Thymozyten jedoch nicht. Bei Untersuchungen des DDR-

Signalwegs auf mRNA- und Protein-Ebene in SLy1XO

-Thymozyten hat Lena Gruber
(2021) eine vermehrte Expression der DDR-Proteine und von p53 in SLy1¥C-Thymozyten
beobachten kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob dies auch ein erhohtes

Vorliegen der phosphorylierten Proteine nach sich zieht.

Die beschriebene vermehrte Expression der DDR-Proteine konnte fiir ATM und ATR besté-
tigt werden, fiir Chk1, Chk2, und p53 jedoch nicht signifikant. Bei Kumulation der Daten
von Lena Gruber (2021) und aus der vorliegenden Arbeit, konnen jedoch auch fiir diese
Proteine signifikante Erhohungen festgestellt werden (s. Abb. 40). Die Hochregulation von
ATM und ATR war mit einer jeweils 1,8fachen Expression in SLy1X°-Thymozyten am

starksten.
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Abbildung 40. Proteinexpression der DDR-Kinasen und p53 in SLy1¥C-Thymozyten
Die Graphen zeigen Mittelwerte = SD von n=16-20 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, ****p<0,0001.

In griin dargestellte Datenpunkte wurden im Rahmen der Arbeit von Lena Gruber (2021) erhoben.

Die beobachtete vermehrte Expression von ATM bei anteilig gleichbleibender Phosphory-
lierung, spricht dafiir, dass das vermehrt vorliegende aktive ATM Resultat einer vermehrten
Transkription oder Translation ist. Dafiir sprechen auch die von Lena Gruber (2021) gemes-
senen erhohten ATM-mRNA-Level in SLy1X0-Thymozyten. Auch bei der ATR-Expression
deutet die erhohte Proteinexpression bei gleichbleibender Phosphorylierung auf eine SLy1-
abhingige Verdnderung in der ATR-Transkription oder einen Einfluss des SLy1-Knockouts

auf die Aktivierung des Signalwegs hin.

Sethy etal. (2018) schlagen Smarcall und BRGI1 als potenzielle Transkriptionsfaktoren
fiir ATM und ATR vor. Aullerdem ist p18 (auch EEF1EF oder AIMP3) als Bestandteil
des tRNA-Synthetase-Komplex an der Translation von ATM beteiligt (Park et al. 2005).
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p187-Tiere sind nicht lebensfihig, in p18* - Tieren werden eine spontane Tumorbildung,
vermehrte Proliferation und eine verringerte pS3-Expression beschrieben (Park et al. 2005).
Eine hemmende Interaktion von SLy1 mit p18 wire also eine mogliche Erkldrung fiir die

beobachteten Verinderungen im p53-Signalweg der SLy1XC-Thymozyten.

Alternativ ist ein moglicher Grund fiir die deutlich erhohte Expression von ATM und ATR
eine durch den SLy1-Knockout induzierte Aktivierung des DDR-Signalwegs durch die
entsprechenden DNA-Schiden. Hier ist jedoch unklar, wieso dieser Mechanismus nicht

gleichzeitig auch zur vermehrten Phosphorylierung fiithren wiirde.

Die verstirkte Phosphorylierung von p53 an Serl5 in SLy1X0-Thymozyten kann Folge der
erhohten Expression und Phosphorylierung von ATM sein. Da diese Phosphorylierung zu
einem vermindertem Abbau von p53 durch Mdm?2 fiihrt, kann davon ausgegangen werden,
dass in SLy1¥C-Thymozyten im Vergleich zu Wildtyp-Thymozyten, mehr aktives p53

vorhanden ist.

Bei der Expression und Phosphorylierung von Mdm2 wurden keine Unterschiede zwischen
SLy1WVT- und SLy1X0-Thymozyten und -T-Zellen festgestellt. Daher kann davon ausge-
gangen werden, dass SLy1 nicht direkt die Expression oder konstitutive Aktivierung durch
Akt beeinflusst. Allerdings kann durch die durchgefiihrten Versuche nicht bewertet werden,
ob Mdm?2 als Endstrecke des pStat5- und des ATM-Signalwegs indirekt SLy1-abhédngig in

seiner Bindung an p53 eingeschrinkt ist.

Auffillig ist, dass in den SLy1%©-Thymozyten phosphoryliertes Stat5 hoch reguliert ist
(Kloos 2021), bei gleichzeitig erhohter Expression von p53. Ren etal. (2016) zeigen,
dass die Phosphorylierung von Stat5 iiber die Herunterregulation von NPM1 zu einer
Mdm?2-abhingigen Herunterregulation von p53 fiihrt. Dieser Mechanismus scheint in
SLy1¥O_Thymozyten gestort zu sein. Ein moglicher Mechanismus fiir die Hochregulation

von p53 wire also auch eine Wirkung von SLy1 auf die Interaktion von NPM1 und Mdm?2.

Reis et al. (2009) haben in SLy1XC-DN Thymozyten erhohte Anteile apoptotischer Zellen
gemessen. Dass in der qPCR eine erhohte mRNA-Expression von Noxa beobachtet wurde,

entspricht dem erhohten Niveau von aktivem p53. Ob jedoch die SLy1X©

-Thymozyten
durch die Aktivierung des p53-Signalwegs eher zur Apoptose oder zur Seneszenz neigen,
kann hierdurch nicht verstanden werden, da eine Erhohung der fiir Seneszenz typischen

mRNA p21 ebenfalls in den SLy1X¥C-Thymozyten gemessen wurde (Gruber 2021).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Hochregulation des pS3-Signalwegs bestétigt wer-
den und erstmalig beobachtet werden, dass sich die Hochregulation von p53 und ATM
auch auf das jeweilige phosphorylierte Protein bezieht. Eine verdnderte Expression oder

Phosphorylierung von Mdm?2 als Hauptantagonist von p53 und Bindeglied des p53- und
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IL-7R-Signalwegs konnte nicht beobachtet werden, wobei dies keinen Ausschluss einer

reduzierten Interaktion erlaubt.

4.2 Aktivierung des IL-7R-Signalwegs in SLy1K°-
Thymozyten

Der IL-7R-Signalweg ist fiir Uberleben und Proliferation der Thymozyten wichtig. Der
IL-7-Rezeptor wird stadienabhiingig exprimiert und ist vor allem in den DN1-3 Thymo-
zyten vorhanden (ElKassar und Gress 2010). Isabel Kloos (2021) hat mittels gPCR gezeigt,
dass der IL-7-Rezeptor in den SLy1¥C-Thymozyten iiberexprimiert wird und dies an einer
vermehrten Expression in den DN Thymozyten liegt. Das physiologische Herunterregulie-
ren der IL-7R-Expression beim Ubergang vom DN zu DP Stadium findet sowohl in den
WT- als auch in den SLy1¥0-Zellen statt (Kloos 2021). Im Gegensatz hierzu konnte in
durchflusszytometrischen Versuchen gezeigt werden, dass die IL-7Rx-Expression zwar in
den Gesamtthymozyten erhoht ist, bei den SLy1X©-DN Thymozyten jedoch im Gegensatz
zur Kontrollgruppe reduziert. Bei den SLy1X©-DP Thymozyten konnte hingegen in der
Durchflusszytometrie eine erhohte Expression gezeigt werden (nicht publiziert, Daniel
Schaill).

AuBerdem hat Isabel Kloos (2021) beobachtet, dass in SLy1¥C-Thymozyten vermehrt
StatSb-mRNA vorliegt und Stat5 auf IL-7-Stimulation hin stirker phosphoryliert wird.
Bcl-2-mRNA liegt als eines der Endprodukte des IL-7-Signalwegs in den SLy1¥°-Thymo-
zyten ebenfalls vermehrt vor (Schill 2015). Bei einer FACS-Analyse lésst sich die vermehr-
te Expression von Bcl-2 sowohl in DN und DP Thymozyten, sowie auch in SP Thymozyten
feststellen (Schall 2015).

Jak1 und Jak3 sind das Bindeglied zwischen der Stimulation des IL-7-Rezeptors durch das
entsprechende Zytokin und der aktivierenden Phosphorylierung von Stat5. Die vermehrte

Expression von Jak1, die in der vorliegenden Arbeit in SLy1¥0

-Thymozyten beobachtet
wurde (s. Abb 8), entspricht dieser Hochregulierung des IL-7R-Signalwegs. Dass Jak3
nicht hoch reguliert ist und die Phosphorylierung reduziert ist (s. Abb. 9), konnte eine
kompensatorische Gegenregulation sein. Da auch die hemmende Phosphorylierung an
Tyr981 des Jak3-Proteins neben der aktivierenden Phosphorylierung an Tyr980 notwendig
ist fiir die Bindung des entsprechenden Antikorpers, ist das Fehlen dieser hemmenden Phos-
phorylierung als Bestandteil der Hochregulierung des Signalwegs eine weitere Erkldrung

fiir die reduzierte Phosphorylierung.

Dass bei den DN Thymozyten keine Verdnderungen in der Jak1- und Jak3-Expression und
-Phosphorylierung beobachtet wurden (s. Abb. 10 und 11), erlaubt die Vermutung, dass die
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Beobachtung der Hochregulierung des IL-7R-Signalwegs in SLy1¥0

-Thymozyten an der
Hochregulierung in den DP Thymozyten und nicht an einer Hochregulierung in den DN
Thymozyten liegt. Dies enstpricht den durchflusszytometrisch bestimmten Verdnderungen

der IL-7R-Expression in den SLy1X0-Thymozyten (nicht publiziert, Daniel Schill).

Obwohl der anti-apoptotische IL-7R-Signalweg in SLy1¥°-Thymozyten iiberaktiviert ist,
ist die Zahl der Thymozyten reduziert. Hong et al. (2012) schlagen eine altruistische Herun-
terregulation des IL-7-Rezeptors in DP Thymozyten vor, die in den SLy1X¥°-Thymozyten
moglicherweise gestort ist. Eine Erkldarung fiir die reduzierte Thymozytenzahl ist, dass die
den IL-7-Rezeptor iiberexprimierenden DP Thymozyten zu viel des Zytokins in Anspruch

nehmen und die anderen Thymozyten dadurch an einer addquaten Versorgung hindern.

Generell ist jedoch fraglich, inwiefern die durch die Analyse von Gesamtthymozyten erwor-
benen Kenntnisse zu SLy 1X°-Thymozyten dadurch beeinflusst sind, dass die Gewichtung

der einzelnen Thymozyten durch das Fehlen von SLy1 geprigt ist (Reis etal. 2009).

4.3 Mogliche Ursachen der Veranderungen in der
Signalweg-Aktivierung

Ein moglicher Grund fiir die beobachteten Veridnderungen in der Expression dieser bei-
den Signalwege ist eine SLyl-abhingige Regulation der IL-7R- oder Notch-Rezeptor-

Expression auf Stimulation des T-Zell-Rezeptors hin.

Schill etal. (2015) konnten einerseits eine TZR-abhingige Translokation von SLy1 in das
Zytoplasma sowie eine Bindung an 14-3-33- und 14-3-3t-Proteine in peripheren T-Zellen
aus der Milz zeigen. Von Untersuchungen an Thymozyten wissen wir, dass eine dem
Notch-Signal folgende Phosphorylierung von SLyl vom Vorhandensein eines praiTZR-
Signals abhingig ist (Reis et al. 2009). Reis et al. interpretieren dies als integrative Funktion
des Notch und priTZR-Signalwegs von SLy1 in DN3 Thymozyten. Die TZR-abhiingige
Translokation von SLy1 in das Zytoplasma in Thymozyten ist noch nicht untersucht, lieBe
aber, falls sie sich bestitigen ldsst, eine regulative Funktion im Zusammenhang mit der

[3-Selektion vermuten.

Als Adapterprotein ist eine mogliche Funktion von SLyl eine iiber ein 14-3-3-Protein
adaptierte Bindung an Transkriptionsfaktoren. 14-3-3-Proteine konnen eine Translokation
vom Nukleus in das Zytoplasma stabilisieren und dadurch auf den Zellzyklus einwirken
(Eckardt 2001; Muslin und Xing 2000). Bei der erstmaligen TZR-Aktivierung im Rahmen
der [3-Selektion konnte SLy1 gemeinsam mit einem Transkriptionsfaktor in das Zytoplasma
translozieren. Das Gen konnte nachfolgend nicht weiter abgelesen werden und wird im DP

Stadium nicht weiter transkribiert. Bei Fehlen des SLy1-Proteins wie in den untersuchten
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SLy1XO_-Thymozyten, wire eine mogliche Erklirung fiir die beobachteten Verinderungen,
dass das IL-7-Rezeptor-Gen im Rahmen der (3-Selektion nicht herunterreguliert wird und in
den DP Thymozyten weiter abgelesen wird. Die Hochregulierung des pS3-Signalwegs wire
in diesem Modell eine gegenregulatorische Maflnahme gegen die iberméBige proliferative

Wirkung des IL-7-Rezeptor-Signalwegs in den DP Thymozyten.

Die Transkription des IL-7-Rezeptors in Thymozyten unterliegt einer komplexen und
bisher nicht vollstindig verstandenen stadienabhéngigen Regulierung durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren (Hong etal. 2012). PU.1 ist ein Transkriptionsfaktor fiir den IL-7R
in der frithen B-Zell-Entwicklung (DeKoter et al. 2002). In naiven T-Zellen reguliert Foxo1
die IL-7R-Expression (Kerdiles et al. 2009). In CD4*-T-Zellen ist der Transkriptionsfaktor
Runx1 hierfiir verantwortlich (Hsu et al. 2016).

In DN, DP und SP Thymozyten und reifen T-Zellen werden mehrere Formen des Transkrip-
tionsfaktors GABP aus der Ets-Familie exprimiert (Xue et al. 2004). GABPx und GABP(
wirken als Heterodimer und binden die selbe Sequenz im IL-7R-Promoter wie PU.1 (Xue
etal. 2004). Unter einer durch einen Gene Trap erzeugten GABPo-Defizienz ist die IL-7R -
Expression deutlich reduziert und Méuse mit homozygoter GAPB «-Defizienz versterben
am 15. Entwicklungstag (Xue etal. 2004). Bei Lck-Cre-induzierter T-Zell-spezifischer
Depletion von GABP«x in den Thymozyten und T-Zellen ist die Thymozytenzahl deutlich
reduziert, es besteht eine Entwicklungsblockade der Thymozyten im DN3 Stadium und

eine reduzierte Expression von TCR[3 in DN4 Thymozyten (Yu etal. 2010).

Dass GABPf3 an 14-3-3-Proteine binden kann und dadurch vom Nukleus in das Zytoplasma
transloziert, konnte von Wu etal. (2013) im Zusammenhang mit der Regulation des Yap-
Gens im Hippo-Signalweg gezeigt werden. Da SLy1 ebenfalls 14-3-3-Proteine bindet
(Schéll etal. 2015), wire es denkbar, dass hier eine Funktion fiir SLy1 in der Stabilisierung
der Bindung von GABP an 14-3-3 und die nachfolgende Translokation in das Zytoplasma
besteht.

Um eine Wirkung von SLy1 auf die Transkription des IL-7-Rezeptors zu priifen, sol-
len im Anschluss an diese Arbeit Chromatin-Immunoprizipitations-Versuche (ChIP) zur
Abhingigkeit der Bindung der bekannten IL-7-Transkriptionsfaktoren wie GABP vom
Vorhandensein von SLy1 im Thymozyten erfolgen. AuBlerdem wire interessant zu untersu-
chen, ob sich die Translokation von SLy1 in das Zytoplasma auf TZR-Aktivierung hin, in
Thymozyten bestitigen lésst.
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4.4 Entartung bei T-Zell-spezifischer p53-Deletion in
Abhangigkeit von der SLy1-Expression

Um die Abhiéngigkeit der reduzierten Zellularitit in den lymphatischen Organen der
SLy1XO_Tiere vom p53-Signalweg und eine mogliche funktionelle Wirkung von SLy1 in
der Tumorigenese von T-Zell-Tumoren zu untersuchen, wurde eine Mauslinie mit T-Zell-

spezifischer p53-Defizienz generiert.

Tiere mit Lck-abhidngiger Cre-Rekombinase wurden mit Tieren mit einem von loxP-Stellen
flankierten p53-Gen und mit Tieren mit SLy1-Knockout gekreuzt. Thymus, Milz und
Lymphknoten der Tiere wurden im Alter von 10, 25 und 50 Wochen pripariert. Die
Zellzahl wurde bestimmt und die Thymozyten, sowie Zellen aus Milz und Lymphknoten

per Durchflusszytometrie untersucht.

4.4.1 Auswirkung der Cre-Rekombinase unabhangig von einer
p53-Defizienz

Bei der T-Zell-spezifischen p53-Defizienz unter Verwendung von p53-flankierenden loxP-
Stellen und einer Lck-abhingigen Cre-Rekombinase ergeben sich zugleich mehrere Ein-

fliisse auf den Versuch, die iiber verschiedene Kontrollgruppen kontrolliert werden miissen.

Carow et al. (2016) beschreiben Unterschiede zwischen WT-Miusen und Lek™ 8_Vergleichs-
tieren, die auch die hier vorliegenden Versuche betreffen. Zum einen beschreibt diese Grup-
pe eine reduzierte Thymozytenzahl, sowie erhohte Anteile von DN und CD8*-Thymozyten
in Lck*/'®-Miusen im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe (Carow etal. 2016). AuBer-
dem werden ein erhohter Anteil IL-7R*- und Annexin-V*-Thymozyten bei den Lck™€-
Tieren beschrieben. Als mogliche Erklarung hierfiir werden Pseudo-loxP-Stellen im Genom
vorgeschlagen, die bei hoher Rekombinaseaktivitit zusitzlich zu den eigentlichen loxP-
Stellen ausgeschnitten werden. In einer Literaturstudie zeigen Carow etal. (2016), dass
bei Publikationen, in denen die Rekombinase-negative Gruppe als Kontrollgruppe genutzt
wird, signifikant hiufiger eine der beobachteten Veridnderungen als Ergebnis dokumentiert

wird, im Vergleich zu Publikationen, die die Lck*'-Gruppe als Kontrolle nutzt.

In dieser Arbeit konnten auch einige der genannten Verianderungen beobachtet werden,

wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben wird und in den Abbildungen 28, 29 und im Anhang in

WT/KO_ ++
1 3

den Abbildungen 42 und 43 zu sehen ist. Beim Vergleich von SLy mit den p5
Lck*'® SLy1WT/KO_Tieren fallen eine reduzierte Zellzahl sowie ein erhohter Anteil DN
Thymozyten und ein reduzierter Anteil DP Thymozyten auf. Wichtig ist, dass die durch
den SLy1-Knockout ausgeldste Erhohung der DN Thymozyten sowie die Erhhung der
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DN Thymozyten durch die Einfiihrung der Cre-Rekombinase kumulativ wirken. Dadurch
kann angenommen werden, dass bei den p53V1 Lck*/€ SLy1WT/KO_Tieren die Wirkung
von SLy1 erhalten bleibt.

Obwohl die p53-Expression nicht durch die genetische Konstellation beeinflusst ist, ist die
Entwicklung des Immunsystems der p53** Lck*/'-Tiere beeintrichtigt und eine Kontrolle
durch SLy1WT/KO oder p531/1 Lck** SLy1WT/KO_Tiere reicht nicht aus. Daher wurden in
den nachfolgenden Analysen die p53*+ Lck*® SLy1WT/KO_g]s Vergleichsgruppen zu den
p53WA [ ck+'te SLy1WT/KO_ Tieren gewihlt.

Kritisch anzumerken ist hier, dass sich auch die Ergebnisse der p531/ Lek*+ SLy1WT/KO.
Tiere in manchen Parametern von den SLy1WTKO_Tieren unterscheiden, die auf mogliche
Auswirkungen des Einfiigens der loxP-Stellen am p53-Gen hindeuten, auch wenn keine
Rekombinase vorliegt. Hierzu gehoren eine reduzierte Thymozytenzahl im Alter von 25
Wochen, sowie eine leichte Reduktion des Anteils der DN Thymozyten bei den p537/f
Lck** SLy1WT-Tieren im Vergleich zu den SLy1WT-Tieren. Diese Auswirkungen sind
insgesamt als weniger relevant zu betrachten im Vergleich zu den durch das Einfiihren der

Rekombinase induzierten Verdnderungen.

4.4.2 p53 ist nicht Effektor der SLy1KC-induzierten Veranderun-
gen

Bezogen auf die Zellzahlen sowie Verteilung der Thymozyten- und peripheren Lymphozy-
tenpopulationen haben sich die Auswirkungen eines SLy1-Knockouts bei gleichzeitigem
Vorliegen einer p53-Defizienz nicht verdndert. Unter p53-Defizienz ist die Thymozyten-
zahl der SLy1XO-Tiere im Vergleich zu ihren SLy1WT-Geschwistern im Alter von 10
Wochen um 56%, die Splenozytenzahl um 54% und die Zellzahl der Lymphknoten um
40% reduziert (s. Abb. 30). Dies entspricht den von Reis et al. (2009) beobachteten Ver-
dnderungen in SLy1¥C-M:usen im Vergleich zu WT-Miusen. Die reduzierten Zellzahlen
in den lymphatischen Organen von SLy1X©-Tieren sind also nicht durch die beobachtete
Uberaktivierung des p53-Signalwegs induziert, da auch bei Fehlen dieses seneszenz- und
apoptosefordernden Signalwegs weiterhin eine Reduktion der Zellzahl erhalten bleibt. Die
Hypothese, dass p53 Teil der Endstrecke der SLy1-bedingten Veridnderungen ist, die zu
den reduzierten Thymozyten- und Splenozytenzahlen fiihren, kann hiermit also widerlegt

werden.

Ein alternativer Mechanismus fiir die reduzierte Zellzahl der SLy1XC-Thymozyten ist
ein Einfluss von SLy1 auf die Proliferation der Thymozyten. Die Proliferationsfihigkeit
von SLy1XO-T-Zellen ist eingeschriinkt, so dass auch im Rahmen einer Infektion die
T-Zell-Antwort nicht ausreicht (Schill etal. 2015). Die Proliferationsfihigkeit der SLy1X©-
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Thymozyten ist bisher nicht untersucht, soll aber Bestandteil zukiinftiger Versuche zum

besseren Verstdndnis des SLy1-Mechanismus sein.

4.4.3 Reduziertes Uberleben von p53f/fl Lck*/'9 SLy1WT/KO.Tjeren

Im Rahmen der retrospektiven Uberlebensanalyse (s. Abb. 39) konnte gezeigt werden,
dass die T-Zell-spezifische p53-Defizienz zu einem verringerten Uberleben der betroffenen
Tiere fiihrt. Das mediane Uberleben der p53V Lck*'€ SLy1WT-Tiere war auf 27 Wochen,
das der p53%1 Lck*'2 SLy1XO-Tiere auf 39 Wochen reduziert.

Der SLy1-Knockout konnte als teilweise schiitzender Faktor vor dem vorzeitigen Tod iden-
tifiziert werden. Die p53™ Lck*/® SLy 1XO-Tiere haben in der retrospektiven Analyse des
Uberlebens signifikant linger gelebt als ihre p537/1 Lek*/® SLy1WT-Geschwister. Die mut-
mablich reduzierte Proliferationsfihigkeit beim SLy1-Knockout scheint die Auswirkungen

der p53-Defizienz auf das Uberleben teilweise ausgleichen zu konnen.

4.4.4 \Veranderung der Lichtstreueigenschaften von p53-defizi-
enten Zellen

Li etal. (2004) beschreiben bei Lymphoblasten aus Proben von Patienten mit T-ALL oder
T-Lymphoblastischem Lymphom (LBL) einen Anstieg der FSC- und SSC-Werte, sowie
eine jeweils eindeutige Zuordenbarkeit der CD4- und CD8-Expression, wobei diese in
7/15 Fillen DP war. In Thymomen beschreiben Li et al. Lymphozyten hingegen als klein
in ihrer Lichtstreueigenschaft und mit einem charakteristischen Fleck (smear)-Muster bei
der Auftrennung nach CD4- und CD8-Expression. Gorczyca et al. (2004) zeigen ebenfalls,
dass bei der Durchflusszytometrie von Zellen aus einem T-LBL die meisten Zellen DP
sind. In einem Beispiel ist die Auftrennung nach CD4- und CD8-Expression dem Bild
im Anhang Abbildung 37A sehr dhnlich. Auflerdem sind die FSC-Werte von Proben
aus T-LBL erhoht (Gorczyca et al. 2004). Bei einer Studie zur durchflusszytometrischen
Diagnostik heterogener T-Zell-Lasionen, wurden in 23% der Fille erhohte SSC-Werte
gemessen (Gorczyca et al. 2002).

Aufgrund der Heterogenitit vieler Krankheiten mit T-Zell-Ursprung, ist es schwierig, hier
von eindeutigen Diagnosekriterien zu sprechen. Zudem unterscheiden sich die Oberfla-
chenrezeptoren der Immunzellen in Mensch und Maus teils deutlich. Dennoch kénnen
einige der aus dem Menschen bei T-Zell-Erkrankungen bekannten Merkmale in der Durch-
flusszytometrie auch in der vorliegenden Arbeit bei Mdusen mit pS3-Defizienz beobachtet
werden. Entsprechende Veridnderungen konnen in den Verteilungen der Thymozyten-
populationen im Alter von 25 Wochen (s. Abb. 32) beobachtet werden. Bei den p531/1
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Lck*® SLy1WT/KO_Tieren sind die Anteile der DN Thymozyten teilweise deutlich erhoht
und die der DP Thymozyten reduziert (s. Anhang Abb. 37C). Dies kann als ein moglicher
Vorbote der Entartung der Thymozyten verstanden werden. Wenn die Lichtstreueigenschaf-
ten der Gruppe mit erhohten DN und verringerten DP Anteilen mit denen ihrer scheinbar
gesunden, genotypisch gleichen Geschwister und den bei kranken Tieren ermittelten Licht-
streueigenschaften verglichen werden, fillt auf, dass die SSC-Werte der rot markierten
Gruppen sich signifikant von der schwarzen Gruppe unterscheiden (s. Abb. 41). Die FSC-
Werte hingegen unterscheiden sich nicht zwischen den Subgruppen. Auflerdem gibt es hier

keinen Unterschied zwischen SLy1-Expression oder -Defizienz.
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Abbildung 41. Verinderungen der SSC- und FSC-Werte von p53%fl Lck*te

SLy1WT/KO_Thymozyten bei Entartung

Die Graphen zeigen Mittelwerte = SD der medianen SSC- (links) und FSC-Werte (rechts) der Thymozyten
im Lymphozytengate von n=2-6 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01.

blau: phéanotypisch kranke Tiere

rot: im Rahmen der geplanten Versuche analysierte Tiere mit erhohten DN und reduzierten DP Anteilen (in
Abb. 29, 32, 33, 42 und 43 ebenfalls rot markiert)

schwarz: im Rahmen der geplanten Versuche analysierte Tiere ohne Veridnderung in der Verteilung der
Thymozytenpopulationen (in Abb. 29, 32, 33, 42 und 43 ebenfalls schwarz markiert)

Dass sich diese Proben in mehreren Eigenschaften (d.h. Verteilung der DN und DP Anteile
der Thymozyten und SSC-Wert) untereinander @hnlich sind und von den anderen Tieren der
genotypisch gleichen Gruppe unterscheiden, erlaubt eine Kategorisierung als Untergruppe.
Da nur ein sehr geringer Anteil der Tiere mit p53-Defizienz bis zum Alter von 50 Wochen
iberlebt, ist zu vermuten, dass der Anteil an Proben, die solche Auffilligkeiten zeigen, mit
dem Alter der Miuse ansteigt und auch die in der untersuchten Gruppe ,,gesunden* Tiere

noch solche Verdanderungen erfahren werden.

Da nur eine geringe Anzahl kranker Tiere durchflusszytometrisch untersucht wurde und sich

diese Gruppe erneut in zwei Gruppen (Thymom- bzw. Lymphom-Phinotyp) aufteilen liele,
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4. Diskussion

sind die Ergebnisse dieser Daten nur eingeschrénkt verldsslich und die Stichprobengroflen

fiir eine statistische Auswertung sehr klein.

4.5 Ausblick

Das Adapterprotein SLy]1 ist fiir die Entwicklung der T-Zellen ab dem DN Thymozyten-
Stadium relevant. Es bleibt bisher unklar, wie SLy1 mechanistisch wirkt, es gibt jedoch
verschiedene Ansitze im p5S3-Mdm?2- und IL-7R-Signalweg fiir mogliche Wechselwirkun-
gen mit SLy1, die Ursache fiir das reduzierte Uberleben der SLy1¥C-Thymozyten sein
konnen. Zum einen konnte SLy1 auf die Regulation der Transkription des IL-7-Rezeptors
oder der Notch-Proteine wirken, andererseits konnte SLy1 auch iiber den IL-7R-Signalweg
in die Antagonisierung von p53 iiber NPM1 und Mdm?2 eingreifen. Da aus reifen T-
Zellen bereits bekannt ist, dass der SLy1-Knockout zu einer reduzierten Proliferation mit
nachfolgend schlechterem Ansprechen des Immunsystems auf eine Listeria monocyto-
genes-Infektion fiihrt (Schill etal. 2015), scheint der Ansatz, dass auch eine reduzierte

Proliferation in den Thymozyten zur reduzierten Zellzahl fiihrt, vielversprechend.

Das verbesserte Uberleben der p53%/ Lek*® SLy1X%O- im Vergleich zu p53%1 Lek*e
SLy1WT-Miusen weist auf eine schiitzende Funktion des SLy1-Knockouts im Bezug auf
das Entartungsrisiko von T-Zellen hin. Das Vorliegen von SLy1 konnte Treiber oder Un-
terstiitzer einer T-Zell-Entartung sein. Hierdurch konnte SLy1 in Zukunft Bedeutung als
(Proto-)Onkogen lymphatischer Tumorerkrankungen mit T-Zell-Ursprung gewinnen. Da-
niel Schill (2015) zeigt, dass in den mononukledren Zellen des peripheren Bluts (PBMCs)
von ALL-Patienten, sowie in PBMC-Proben von Rauchern mit Lungenkrebs im Vergleich
zu gesunden Nicht-Rauchern, mehr SLy1-mRNA vorliegt. Schill (2015) schldgt hierfiir
auch eine kompensatorische Hochregulation als mégliche Ursache vor. Unter Einbezug der
in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zum reduzierten Risiko eines Tumorgesche-
hens aus T-Zellen bei SLy1-Knockout, scheint jedoch eine tumorinduzierende Wirkung

von SLy1 wahrscheinlicher.

Um die Funktion von SLy1 und den Mechanismus der Wirkung auf die T-Zell-Entwicklung
besser zu verstehen, konnten in Zukunft Untersuchungen der SLy 1-Expression in Zellen
aus Tumoren mit T-Zell-Ursprung stattfinden, um herauszuarbeiten inwiefern SLy1 fiir die

Entartung relevant ist.
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Zusammenfassung

Das Immunsystem ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Zelltypen, die regu-
liert werden miissen, um die Entstehung von Krankheiten zu verhindern. SLy1 ist ein
Lymphozyten-spezifisches Adapterprotein, das Entwicklung und Funktion von T-, B- und
NK-Zellen priagt. Méduse mit SLy1-Knockout haben reduzierte Lymphozytenzahlen und
funktionelle Defizite in ihren Immunantworten. Molekular sind eine erhohte Expression
des proliferations- und differenzierungsfordernden IL-7R- und seneszenz- und apoptose-

1KO

einleitenden p53-Signalwegs in SLy1*“-Thymozyten bekannt.

Es wurden Western Blots mit spezifischen Antikorper und gPCR-Untersuchung aus Proben
von SLy1K0
DDR-Signalwegs, von p53, Mdm?2 und den Kinasen Jak1 und Jak3 des IL-7R-Signalwegs

zu untersuchen. Bei der Analyse von Protein-Expression und -Phosphorylierung konnte

- und Kontrolltieren durchgefiihrt, um Expression und Phosphorylierung des

eine Aktivierung des p53-Signalwegs in Thymozyten, im Besonderen in Bezug auf ATM,
ATR und p53, festgestellt werden. Aulerdem war die Jak1-Expression entsprechend der
vorangegangenen Versuche zur erhohten Expression des IL-7R-Signalwegs erhoht. In DN
Thymozyten konnten hingegen keine Verdnderungen durch die SLy1-Defizienz beobachtet

werden.

Bei Tieren mit T-Zell-spezifischer p53-Defizienz wurde die Verteilung der Lymphozyten-
populationen per Durchflusszytometrie und Zellzdhlung untersucht. Auf3erdem wurde der
Einfluss der p53-Defizienz auf das Uberleben der Miuse analysiert. Mit diesen Versuchen
konnte eine direkte Abhingigkeit der Wirkung von SLy1 von der pS3-Expression aus-
geschlossen werden, da auch bei Mausen mit T-Zell-spezifischer p53-Defizienz typische
Verinderungen durch den SLy1-Knockout beobachtet werden konnten. Das Uberleben
der Tiere mit T-Zell-spezifischer pS3-Defizienz war im Vergleich zu den Kontrollgruppen
reduziert, wobei die Tiere mit SLy1WT verstirkt betroffen waren. Es konnten einige Fille
mit Raumforderungen des Thymus, der Milz und der Lymphknoten beobachtet werden.
Die SLy1-Defizienz konnte als schiitzender Faktor fiir Mduse mit pS3-defizienten T-Zellen

identifiziert werden.
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5. Zusammenfassung

Um in Zukunft die Funktion von SLy1 besser zu verstehen, soll der Wirkmechanismus,
moglicherweise im Zusammenhang der IL-7R-Transkriptionsregulation, und die Expressi-
onsmuster von SLy1 in hdmatologischen Krebserkrankungen mit T-Zell-Ursprung unter-
sucht werden. Mit Blick auf die veridnderte Regulation zellzyklusrelevanter Signalwege
und das verbesserte Uberleben von SLy1%C-Miusen bei T-Zell-spezifischer p53-Defizienz
ist eine Funktion von SLy1 als (Proto-)Onkogen denkbar.
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Abbildung 42. Thymozytenzahl, SSC- und FSC-Werte in allen Kontrollgruppen dar-
gestellt nach SLy1-Expression

(A) Thymozytenzahl

(B) Durchschnittliche SSC- (links) und FSC-Werte (rechts) entsprechend Zellgranularitdt und -grée der
Lymphozyten der Thymusproben

Die Graphen zeigen Mittelwerte &= SD von n=5-14 Miusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01,
#4%p<0,001, *#*¥p<0,0001. Signifikanzen sind nur in Bezug auf die SLy1™T bzw. SLy1%°-Gruppen der
eigenen SLy1-Zugehorigkeit angegeben. Rot markiert sind Proben mit groen Anteilen DN Thymozyten und
geringen Anteilen DP Thymozyten (s. auch Abb. 29, 32, 33, 41 und 43).
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Abbildung 43. Thymozytenpopulationen in allen Kontrollgruppen dargestellt nach
SLy1-Expression

DN, DP, CD4* und CD8* SP Thymozyten als % aller CD90* TCRY$ “-Thymozyten

Die Graphen zeigen Mittelwerte & SD von n=8-14 Maiusen, ungepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01. Signifi-
kanzen sind nur in Bezug auf die SLy1WT bzw. SLy1¥O-Gruppen der eigenen SLy1-Zugehorigkeit angegeben.
Rot markiert sind Proben mit grolen Anteilen DN Thymozyten und geringen Anteilen DP Thymozyten (s.
auch Abb. 29, 32, 33, 41 und 42).
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Tabelle 24. Uberleben von p53"f Lck*/t8 SLy1W1/KO_Tieren
Tode entsprechen verstorbenen Tieren und solchen, welche wegen ihres schlechten Allgemeinzustands prépariert wurden. Zensuren entsprechen dem Ausscheiden der Tiere
aus der Uberlebensstatistik fiir die Versuche im Alter von 10, 25 und 50 Wochen.

Genotyp Gesamt | Zensur Ereignis
10 Wo 25 Wo 50 Wo sonstige | VergroBerung Thymus Vergroferung Milz/LK unklarer Tod sonstige Todesursache
p53T Lck*8 SLy1XO 30 8 13 1 1 (14 Wo) | 2 (20, 25 Wo) 1 (39 Wo) 3 (17, 20, 33 Wo) 1 (GIT-Erkrankung, 45 Wo)
p53 Lek*te SLy1WT 31 5 10 0 1 (21 Wo) | 3(16, 17, 21 Wo) 1 (33 Wo) 10 (15, 17, 17, 18, 18, 23, 26, 27, 30, 35 Wo) 1 (Ileus, 26 Wo)
p53*"* Lek*te SLy1KO 25 6 14 5 0 0 0 0 0
p53*"* Lek*te SLy1WT 29 7 13 7 0 0 0 1 (28 Wo) 1 (Darm blutig-nekrotisch, 13 Wo)
p53TH Lck++ SLy1KO 28 10 12 5 0 0 0 1 (4 Wo) 0
p53 Lek** SLy1WT 30 |6 14 4 0 0 0 5(13, 19, 19, 20, 24 Wo) 1 (Speicheldriisenabszess, 8 Wo)

Tabelle 25. Statistische Auswertung der Uberlebenskurven

Die Uberlebenskurven der Tiere zweier Genotyp-Gruppen (s. Abb. 39) wurden jeweils mit Log-Rank (Mantel-Cox)-Test verglichen, *¥p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

*HA%p<0,0001.

p537T Lek*8 SLy1¥O | p53WT Lek*8 SLy1WT | p53++ Lek™® SLy1XO | p53++ Lek™® SLylWT | pS37H Lek*™* SLy1XO | p537H Lek*+ SLy1WT
p53"M Lek*'e SLy1XO * ok * % s
p53"M Lek*t8 SLy1 A IR P s
p53** Lek*2 SLy1XO i ok s s ¥
p53+/+ Lckte SLyIWT % P s s
pssﬂ/ﬂ Lck+/+ SLleO * P ns s
p53TT Lek++ SLy1WT ns ns * s

Sueyuy /.
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