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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Thymozyten / T-Zellen

Thymozyten sind Lymphozyten, welche im Thymus differenzieren und als T-
Zellen in die Peripherie wandern. Sie spielen eine entscheidende Rolle im
Immunsystem. Uber Antigenpréasentierende Zellen (APZ) werden ihnen
endogene und exogene Antigene prasentiert, wobei die T-Zellen Uber ihren T-
Zell-Rezeptor (TZR) zwischen koérpereigen und korperfremd unterscheiden
konnen. Thymozyten lassen sich u.a. uber die Oberflachenmarker CD4 und CD8
(cluster of differentiation) in Untergruppen einteilen. CD4 und CD8 fungieren
dabei als Co-Rezeptoren am TZR. Sie verstarken sowohl die extrazellulare
Bindung an die APZ, als auch die intrazellulare Bindung an Effektorproteine, wie
die Kinase Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase). Dabei erkennen die
CD8-positiven T-Zellen (CD8*-T-Zelle) v.a. kérpereigene entartete Zellen mittels
MHC I-Komplex (major histocompatibility complex I) und CD4-positive T-Zellen
(CD4*-T-Zelle) exogene Antigene, welche durch APZ mittels eines MHC II-
Komplexes an CD4*-T-Zellen prasentiert werden. Diese T-Zellen haben einen
TZRap und sind MHC-restriktiert. Es gibt noch eine weitere, kleinere T-Zell-
Population mit einem TZRyd. Diese Population kommt v.a. im Gewebe vor, ist
nicht MHC-restriktiert, weist andere Funktionen auf und wird hier nicht weiter
behandelt (Hayday & Pennington, 2007).

Bevor die T-Zellen als Teil des Immunsystems im Korper zirkulieren bzw. sich in
lymphatischen Organen wie der Milz und dem Lymphknoten (lymph node; LN)
aufhalten, durchlaufen sie im Thymus eine Entwicklung (Abb. 1): Dabei gelangen
die frihen Progenitorzellen aus der fetalen Leber oder dem Knochenmark (bone
marrow; BM) Uber das Blut zum Thymus und differenzieren zu reifen ap-T-Zellen
wie T-Helfer-Zellen (CD4"), zytotoxischen T-Zellen (CD8*) oder regulatorischen
T-Zellen und zu einem kleineren Anteil zu yd-T-Zellen (Hayday & Pennington,
2007). Dabei wandern sie im Thymus vom Kortex Richtung Medulla (Kyewski &
Klein, 2006). Die Progenitorzellen im Thymus exprimieren den CD4-Marker

schwach auf der Oberfliche (CD4°%) und sind im Gegensatz zu den
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Stammzellen im Knochenmark lymphoid, kdnnen sich also noch zu T-, B- und

dendritischen Zellen im Thymus differenzieren (Godfrey & Zlotnik, 1993).

@
' ; :DN;/ ; @ ; ‘ ; \Dpj
CD44+ CD44+ CD44- CD44-
CD25- CD25+ CD25+ CD25- >

t t

. = CD44 = CD4 B- Positive Negative
= CD25 . = CD8 Selektion Selektion Selektion

Abbildung 1: Thymozytenentwicklung im Thymus.

Ubergang der Progenitorzelle aus dem Knochenmark bzw. der fetalen Leber in den Thymus. Im
Thymus erfolgt die Entwicklung des Thymozyten von DN1-DN4 zu DP zu SP (CD4* und CD8")
und die Transition Uber das periphere Blut in die sekundaren lymphatischen Organe. Im Thymus
durchlaufen die Thymozyten die [-, Positive und Negative Selektion. Anhand der
Oberflachenmarker CD25 und CD44 sowie CD4 und CD8 lassen sich die Thymozyten in die
einzelnen Entwicklungsstadien einteilen. Die CD4"" und ISP sind nicht in der Graphik aufgeftihrt.
DN: doppelt negativ; DP: doppelt positiv; SP: einfach positiv. Pfeile geben die Entwicklung des
einzelnen Thymozyten an.

Zu Beginn der Entwicklung der Thymozyten werden die Thymozyten als doppelt-
negativ (DN) bezeichnet. Sie exprimieren weder einen CD4- noch einen CD8-
Oberflachenmarker und machen 1 - 2% der Thymozyten im Thymus aus (Hayday
& Pennington, 2007). Innerhalb dieser Population lassen sich vier weitere
Entwicklungsschritte anhand der Oberflachenmarker CD44 und CD25 (IL-2-
Rezeptor a) unterteilen (Godfrey & Zlotnik, 1993): DN1-Thymozyten (DN1)
exprimieren CD44, aber nicht CD25. DN2-Thymozyten (pro-T-Zelle; DN2)
exprimieren CD44 und CD25. Thymozyten, welche den CD44-Rezeptor
herunterreguliert und nur noch CD25 exprimiert haben, differenzieren sich
irreversibel zu T-Zellen und werden als DN3-Thymozyten (pra-T-Zelle; DN3)
bezeichnet. Um eine moglichst grole TZR-Variabilitat und damit eine moglichst
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grolRe Antigen-Erkennungs-Wahrscheinlichkeit zu haben, durchlaufen die
Thymozyten in ihrer Entwicklung eine somatische Rekombination fur die a- und
die B-Kette des TZR. Im Differenzierungsstadium DN2 und DN3 durchlaufen die
Thymozyten das TZRp-Rearrangement bzw. die V(D)J-Rekombination der
leichten und schweren Kette des TZR[3, wobei die erfolgreiche Genumlagerung
des Tzrb (Genlocus fir die pB-Kette) Voraussetzung fir den weiteren
Reifungsprozess ist: Es bildet sich der pra-TZR aus dem rekombinierten TZR(-
Arm und einem noch invarianten pra-TZRa (Hayday & Pennington, 2007).
Thymozyten, welche keinen funktionierenden pra-TZR exprimieren, gehen in die
Apoptose (B-Selektion). Der pra-TZR und weitere Zytokine fordern das
Uberleben, Proliferieren und Differenzieren der DN3-Thymozyten weiter zu DN4-
Thymozyten, welche CD25 herunterregulieren und den pra-TZR exprimieren
(DN4) (Hayday & Pennington, 2007). Die DN4-Zellen differenzieren sich zu
doppelt-positiven Thymozyten, wobei sie zunachst zu einfach-positiven
Thymozyten werden, indem sie kurzzeitig CD8 exprimieren (intermediate single
positive, ISP). Sobald die Zellen dann CD4 und CD8 exprimieren, werden sie als
doppelt-positiv (DP) bezeichnet. DP-Zellen sind bipotente Zellen, da sie sich
sowohl in CD4SP- als auch in CD8SP-Zellen weiterentwickeln kdnnen. Im DP-
Entwicklungsstadium findet die starkste Proliferation statt, wodurch die DP-
Thymozyten mit 75 - 88% die groRte Population ausmachen (Hayday &
Pennington, 2007). Im DP-Stadium findet das TZRa-Rearrangement
(Genumlagerung des Tzra (Genlocus flr den TZRa)) statt. Als Ergebnis wird nun
der heterodimere TZRaf exprimiert und der Thymozyt kann eine MHC-Selektion
und Differenzierung zum einfach-positiven Thymozyten durchlaufen (SP; CD4SP
bzw. CD8SP), bevor er als reife ap-T-Zelle den Thymus in die Peripherie verlasst
(Hayday & Pennington, 2007).

Thymozyten durchlaufen somit neben der B-Selektion im DN-Stadium bis zur
Entwicklung einer reifen T-Zelle zwei weitere Selektionsschritte, wodurch von
den bis zu 50 x 10% pro Tag generierten Thymozyten nur ein kleiner Teil von
1 - 2 x 108 reifen T-Zellen den Thymus tatsachlich taglich verlasst (Kyewski &
Klein, 2006). Die groRte Reduktion der Zellzahl erfolgt in der Positiven Selektion
beim Ubergang vom DP- zum SP-Stadium. Dabei erhalten nur jene Zellen
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Uberlebenssignale, welche Uber einen funktionierenden TZR den MHC auf
epithelilalen APZ erkennen. Die ubrigen Zellen, welche kein TZR-
Uberlebenssignal erhalten, gehen in die Apoptose (,death by neglect®), wobei
dies Uber 90% der DP-Zellen betrifft (Klein, Kyewski, Allen & Hogquist, 2014;
Kyewski & Klein, 2006). Die Expression von CD69 kann als Marker bzw.
Nachweis derjenigen Thymozyten herangezogen werden, welche an der TZR-
vermittelten Positiven Selektion beteiligt sind (Yamashita, Nagata, Tada &
Nakayama, 1993). Des Weiteren durchlaufen die SP-Zellen die Negative
Selektion, um eine zu starke Bindung zwischen TZR und einem korpereigenen
Antigen auf den APZs und damit die Entstehung einer Autoimmunitat zu
verhindern. Nach der abgeschlossenen [3-, Positiven und Negativen Selektion
gelangen die Zellen entweder als CD4*- oder als CD8*-T-Zellen in die Peripherie.
Far die T-Zell-Entwicklung sind verschiedene Signalmolekule wichtig: Zum einen
die Transmembranrezeptoren Notch (Notch 1 - 4). Notch1 ist ein
Transmembranglykoprotein, welches als Transkriptionsfaktor, welcher durch
einen Liganden aktiviert wird, fungiert (Belver & Ferrando, 2016). Uber eine
Rezeptor-Liganden-Interaktion fuhren extrazellulare Signale Uber eine
proteolytische Spaltung des Notch-Rezeptors zu einer Translokation einer
intrazellularen Domane des Rezeptors und zu einer Transkription von Notch-
Zielgenen im Nukleus. Fur die T-Zell-Entwicklung ist Notch schon vor dem Eintritt
der Progenitorzelle in den Thymus als auch im DN-Stadium wichtig und
entscheidend fur die Differenzierung der Progenitorzelle zur T-Zelle (Chen,
Thompson, Zuhdiga-Pflicker, 2019). In Notch1-defizienten Mausen konnte
nachgewiesen werden, dass eine starkere B-Zell-Differenzierung als eine T-Zell-
Differenzierung stattfindet, wohingegen eine Notch1-Uberexpression zu einer
starkeren T-Zell-Differenzierung fuhrt (Hayday & Pennington, 2007). Des
Weiteren ist Notch zusammen mit dem pra-TZR wichtig fur die Proliferation und
Differenzierung zu DP-Thymozyten (Kelly et al., 2007). Notch spielt auch eine
Rolle bei der Entscheidung aB-T-Zelle vs. yd-T-Zelle und bei der Positiven
Selektion (Chen et al., 2019). Eine dauerhafte Aktivierung von Notch1 steht im
Zusammenhang mit der Entstehung einer T-ALL (Belver & Ferrando, 2016).
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Ein weiterer wichtiger Signalweg in der Thymozytenentwicklung ist der IL-7-
Rezeptor-Signalweg. Das  Zytokin IL-7 ist ein  hamatopoetischer
Wachstumsfaktor. Der IL-7-Rezeptor (IL-7R) wird auf allen Lymphozyten (T-, B-
und NK-Zellen) exprimiert (Jiang et al., 2004). Das IL-7R-Gen ist ein Zielgen des
Notch1-Signalwegs. Mause mit einer IL-7-Defizienz oder ohne Notch-Signale
weisen eine reduzierte DN-Zellzahl auf (Seddon, 2015). IL-7 fungiert allgemein
als Uberlebensmolekiil, indem der IL-7-Signalweg u.a. das antiapoptotische
Protein Bcl-2 aktiviert (Seddon, 2015). In den Thymozytenentwicklungsstadien
hat es unterschiedliche Funktionen. Dabei ist eine Regulation des IL-7R-
Signalwegs durch eine IL-7R-Expression sowie durch negativ regulierende
Molekule fur die Thymozytenentwicklung wichtig: In den DN-Stadien DN1 bis
DN4 wird der IL-7R exprimiert. Es wird dadurch Zellwachstum und
Zellproliferation gefordert und gleichzeitig die Zelldifferenzierung gehemmt. Die
Differenzierung zu DP erfolgt dann durch eine Herunterregulierung der IL-7R-
Expression (Seddon, 2015). In den peripheren T-Zellen wird die IL-7R-
Expression wiederum hochreguliert (Seddon, 2015). Der IL-7R-Signalweg flhrt
zu Wachstum und Proliferation der DN-Thymozyten, indem es eine Isoform der
Phosphoinositol-3-Kinase aktiviert und Nahrstofftransportproteine induziert (z.B.
CD71, CD98). Die Herunterregulation des IL-7-Uberlebenssignals ist
Voraussetzung fur die Positive Selektion und eine Hochregulation ist
Voraussetzung bei der Differenzierung zu CD8-SP-Thymozyten (Singer, Adoro
& Park, 2008). Die IL-7/IL-7R-Signalkaskade fuhrt Uber den JAK/STAT-
Signalweg (STATS5) (Ribeiro et al., 2018). Eine negative Regulierung des IL-7R-
Signalwegs erfolgt u.a. Uber den Zytokininhibitor SOCS1 aus der SOCS-
Proteinfamilie (suppression of cytokine signaling) (Singer et al., 2008).
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1.2 SLy1

SLy1 (SH3-domain protein expressed in Iymphocytes 1) st ein
lymphozytenspezifisches pleiotropes Molekdl.

Das SLy1-Protein weist zwischen Maus und Mensch eine Uber 90-prozentige
Aminosaurenhomologie auf (Beer, Simins, Schuster & Holzmann, 2001). Das
Protein besteht aus 381 Aminosauren, hat ein Gewicht von 55 kDa und wird auf
dem X-Chromosom codiert (Beer et al., 2001). Das humane Gen fur SLy1
befindet sich im Abschnitt Xq25-Xq26.3 (Beer et al., 2001). Auf diesem X-
Chromosomenabschnitt werden beim Menschen weitere Gene codiert, welche
an zahlreichen Immunstorungen beteiligt sind — z.B. das Genprodukt CD40L und
das Genprodukt SH2D1A: Eine CD40L-Defizienz findet sich bei einem Hyper-
IgM-Syndrom und eine SH2D1A-Mutation bei lymphoproliferativen Erkrankungen
(Beer et al., 2001).

1.2.1 SLy1-Struktur und zellulare Lokalisation

SLy1 weist typische Interaktionsdomanen auf und ist daher moglicherweise ein
Adaptorprotein in der (Antigenrezeptor-) Signalkaskade von Lymphozyten (Beer
et al., 2001). Es tragt eine zweigeteilte, nukleare Lokalisationssequenz (NLS) mit
polybasischen, positiv geladenen Regionen, eine Src-Homologie-3-Domane
(SH3) und ein steriles a-Motiv (SAM) (Beer et al., 2001). Der Strukturaufbau ist
als Schema in Abbildung 2 dargestellt. Die Proteinstruktur verweist auf eine Rolle
von SLy1 als Signal- bzw. Adaptormolekul. Die NLS-Domane ist fur eine nukleare
Lokalisation des Proteins verantwortlich und die SH3-Domane und die SAM-
Domane stehen u.a. im Zusammenhang mit einer Protein-Protein-Interaktion und

ermdglichen zudem eine Homodimerisierung (Kukuk et al., 2019; Brandt, 2010).
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Abbildung 2: Doméanenstruktur von SLy1.

Schematische Darstellung der zweigeteilten NLS, SH3- und SAM-Domane sowie der
Phosphorylierungsstelle Ser27 (Beer et al., 2001).
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SLy1 hat zwei Lokalisationen (Zytoplasma und Nukleus), wobei die Funktionalitat
von SLy1 malgeblich von der subzellularen bzw. nukleo-zytoplasmatischen
Lokalisation bzw. der regulierenden Phosphorylierung an Serin27 abhangt: Das
SLy1-Protein lasst sich in ruhenden Zellen v.a. im Nukleus (Beer et al., 2005) und
durch TZR-Stimulation im Zytoplasma von Thymozyten und von peripheren T-
Zellen nachweisen (Schall, Schmitt, Reis, Brandt & Beer-Hammer, 2015; Reis,
2007). Eine TZR-Stimulation fuhrt zu einer Arretierung von SLy1 im Zytoplasma,
indem SLy1 spezifisch am Serin27 phosphoryliert wird (Astoul et al., 2003). Diese
Phosphorylierung ermdglicht die Bindung an 14-3-3-Proteine, welche zu einer
Maskierung der NLS von SLy1 flhrt und damit SLy1 im Zytoplasma halt (Brandt,
2010). Die entscheidende Rolle der NLS und von Serin27 konnte mit einem
Mausmodell bewiesen werden, in welchem dem SLy1-Protein die NLS und das
Serin27 (SLy12) fehlen. Hierbei war SLy1 unabhangig von einer Stimulation nur
im Zytoplasma nachweisbar (Beer et al., 2005). Des Weiteren zeigten das SLy1%-
Mausmodell und das Mausmodell mit einer vollstandigen SLy1-Defizienz
(SLy1%©) vergleichbare Phanotypen (Reis, Pfeffer & Beer-Hammer, 2009), was
auf eine entscheidende Rolle von SLy1 im Nukleus schlie3en Iasst.

1.2.2 Funktionen von SLy1 bzw. Phanotyp bei SLy1-Defizienz

Das Protein SLy1 wird in allen Thymozytenentwicklungsstufen (DN, DP, SP) und
in den peripheren T-Zellen exprimiert (Reis et al., 2009). SLy1 ist ein elementarer
Bestandteil fur die Lymphozytenentwicklung und fur die vollstandige Aktivierung
des adaptiven Immunsystems, wobei eine direkte Rolle in den Lymphozyten
nachgewiesen werden konnte (Beer et al., 2005).

SLy1-defiziente Mause zeigen eine reduzierte Zellzahl der lymphatischen
Organe (Thymus, Milz und periphere Lymphknoten) (Reis et al., 2009). Zudem
weisen die Mause ein stark beeintrachtigtes Immunsystem auf und zeigen
phanotypisch eine Anfalligkeit bei Infektionsversuchen (Schall et al., 2015). Die
Funktion von SLy1 scheint hierbei je nach lymphatischer Subpopulation
unterschiedlich zu sein. In Thymozyten und T-Zellen konnte eine Funktion bei der
Entwicklung, Proliferation und vollstandigen Aktivierung festgestellt werden
(Schall et al., 2015; Reis et al., 2009). In NK-Zellen konnte eine Rolle von SLy1
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fur die ribosomale Stabilitat und Signaltransduktion nachgewiesen werden
(Arefanian et al., 2016).

Die Entwicklung von Thymozyten ist bei SLy1-defizienten Mausen beeinflusst.
So zeigt sich eine verlangsamte Entwicklung beim Ubergang vom DN- zum DP-
Thymozytenstadium, wobei im Thymus von SLy1-defizienten Mausen die DN-
Population (Anteil an Gesamtthymozyten sowie absolute DN-Zellzahl) vergroert
und die DP-Population (absolute DP-Zellzahl) reduziert vorliegt (Reis et al., 2009;
Reis, 2007). Die vergroRerte DN-Thymozytenpopulation bei verkleinerter DP-
Population gibt einen Hinweis darauf, dass eine SLy1-Defizienz zu einer
Blockade der Thymozytenentwicklung im DN-Stadium fihrt (Reis et al., 2009;
Reis, 2007). Tatsachlich liegen in vivo bei einer SLy1-Defizienz relativ mehr DN-
Thymozyten im DN3-Stadium und weniger im DN4-Stadium vor (Reis et al.,
2009). Zudem konnte eine signifikant erhohte Apoptoserate in SLy1X°-DN-
Thymozyten bzw. in DN3-Thymozyten in vitro (OP9-DL1-Kultur) nachgewiesen
werden, wodurch auf eine antiapoptotische bzw. protektive Funktion von SLy1 in
der Thymozytenentwicklung bzw. in DN3-Thymozyten bei der B-Selektion
geschlossen wurde (Reis et al., 2009). Weiter konnte als Ursache fir die
reduzierte Thymozytenentwicklung bei einer SLy1-Defizienz eine fehlerhafte
Generierung des TZR ausgeschlossen werden, da sich in DP-Thymozyten kein
Unterschied in der TZRB-Expression fand (Reis et al., 2009).

Die absolut erhohte DN-Zellzahl bei gleichzeitig erhohter Apoptoserate konnte
durch einen Feedbackmechanismus bei reduzierter DP-Thymozytenzahl erklart

werden.

SLy1 scheint in der Thymozytenentwicklung in verschiedenen Signalwegen eine
Funktion zu haben. Bereits nachgewiesen werden konnte eine Rolle von SLy1
im |L-7-R-Signalweg, wobei IL-7 wiederum eine wichtige Rolle in der
Thymozytenentwicklung spielt (Seddon, 2015). In SLy1-defizienten Thymozyten
konnte eine erhdhte Expression des IL-7-Rezeptors a (sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene) (Kloos, 2021; Schall, 2015) sowie eine erhohte
Phosphorylierung von STAT5A festgestellt werden (Kloos, 2021). Zum anderen
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wird SLy1 im DN-Stadium eine Rolle im Notch- sowie pra-TZR-Signalweg

zugeschrieben bzw. bei der Integration beider Signalwege (Reis et al., 2009).

Des Weiteren ist die Aktivierbarkeit bzw. Proliferation von T-Zellen bei SLy1-
Defizienz reduziert. So zeigt sich nach TZR-Stimulation (antigenvermittelt) von
SLy1KO-T-Zellen der Milz eine deutlich reduzierte Proliferation (Reis, 2007). Reis
(2007) postuliert hierbei eine Funktion von SLy1 in der TZR-Signaltransduktion
bzw. in der Antigen-Rezeptor-Signaltransduktion. Fur eine Rolle von SLy1 in der
TZR-Signaltransduktion spricht zudem die spezifische Phosphorylierung von
SLy1 an Serin27 nach TZR-Stimulation (Astoul et al., 2003). Beer et al. (2005)
postulieren hierbei, dass die reduzierte Proliferation in Teilen auf eine reduzierte
IL-2-Produktion im TZR-Signalweg zuriickzufiihren ist, da in SLy12-T-Zellen aus
der Milz nach Stimulation mit anti-CD3 (Antigen-Rezeptor-Ligation) eine
reduzierte Proliferation und durch Zugabe von IL-2 in vitro eine Normalisierung
der Proliferation beobachtet werden konnte.

Eine reduzierte Proliferation von T-Zellen bei SLy1-Defizienz findet sich zudem
nach einer Infektion mit Listeria monocytogenes (Schall et al., 2015). Dies fuhrt
in SLy1-defizienten Mausen zu einer reduzierten Infektabwehr, wobei CD4*- und
CD8"-T-Zellen in gleichem Mal3e betroffen sind (Schall et al., 2015).

Zusammenfassend findet sich bei einer SLy1-Defizienz eine Beeintrachtigung
sowohl in der Lymphozytenentwicklung als auch in den peripheren
lymphatischen Organen, wobei verschiedene Signalwege von der Defizienz

betroffen zu sein scheinen.
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1.3 p53-Signalweg

Das Protein p53 ist ein Transkriptionsfaktor und wichtiger Tumorsuppressor. Bei
der Entstehung von Tumoren spielt p53 eine wichtige Rolle. Eine p53-Mutation
istin 50% aller humanen Tumoren nachweisbar. Eine Keimbahnmutation im Gen
fur p53 (TPS3) fihrt zum sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom, einem
Tumorpradispositionssyndrom, bei welchem die betroffenen Patienten ein
deutlich hoheres Risiko fur die Entwicklung verschiedenster Tumore haben
(Dudgeon et al., 2014). Auch eine p53-Defizienz in Mausen fihrt gehauft zur
spontanen Tumorgenese, wobei v.a. Thymozyten anfallig sind und T-Zell-
Lymphome die am haufigsten gefundene Tumorspezies in p53-defizienten
Mausen sind (Klusmann, Rodewald, Li, Schulz-Heddergott & Dobbelstein, 2016;
Dudgeon et al., 2014; Donehower et al., 1995; Donehower et al., 1992).

Der Tumorsuppressor p53 spielt unter anderem eine SchlUsselrolle bei der
Antwort auf Replikationsstress sowie bei DNA-Schaden (DNA damage response;
DDR) (Abb. 3) (Hubackova et al., 2020; Klusmann et al., 2016). Dabei reguliert
dieser Tumorsuppressor eine Vielzahl verschiedener Zielgene und Signalwege.
Zum einen fungiert p53 als Schutz vor der Entstehung von Replikationsstress
und von DNA-Schaden, indem es direkt an der Replikationsgabel wirkt und die
Prozessivitdt bei der DNA-Synthese erhoht (Klusmann et al., 2016). Zum
anderen fungiert p53 als Zellzyklusregulator bei geschadigten Zellen, wobei p53
u.a. zum Zellzyklusstopp und zur Reparatur oder zum permanenten
Zellzyklusarrest (zellulare Seneszenz) uber die Aktvierung des Zyklin-
abhangigen Kinaseinhibitors p21/CdK-Inhibitor1 oder zur Apoptose Uber die
Aktivierung des proapoptotischen Proteins PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) fuhrt (Klusmann et al., 2016).

Seneszenz beschreibt den Zustand, dass eine eigentlich proliferierende Zelle
nicht mehr in den Zellzyklus eintritt. Man unterscheidet dabei zwischen
replizierender Seneszenz, onkogener Seneszenz und Seneszenz induziert durch
DNA-Schaden, wobei eine Seneszenz durch eine anhaltende DDR ausgelost
werden kann (Strzeszewska, Alster, Mosieniak, Ciolko & Sikora, 2018).

Um diese Funktionen auszuuben, bedarf es zunachst einer Induktion bzw.
Aktivierung von p53 (Abb. 3).

10
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Abbildung 3: p53-Aktivierung nach Replikationsstress oder DNA-Schaden.

Schematische Darstellung der p53-Aktivierung durch Replikationsstress oder DNA-Schaden uber
die Aktivierung der Kinasen ATR und ATM, welche wiederum die Kinasen CHK1 und CHK2
aktivieren. Dies fuhrt u.a. zur Phosphorylierung (roter Punkt) bzw. Aktivierung von p53 sowie vom
Transkriptionsfaktor Che-1 fiir p53 (Bruno et al., 2006). Dies kann damit u.a. zum Zellzyklusarrest,
zur Seneszenz sowie zur Apoptose fiihren (Klusmann et al., 2016). p53 wird hierbei negativ durch
Mdm2 reguliert (Hubackova et al., 2020). Roter Punkt: Phosphorylierung, schwarze Pfeile:
Aktivierung, schwarzer/roter Balken: Hemmung.

Inaktives p53 wird konstitutiv in geringen Mengen exprimiert, wobei gleichzeitig
eine negative Regulation von p53 durch die E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 (mouse
double minute 2 homolog) erfolgt, indem p53 ubiquitiniert und proteasomal
abgebaut wird (Hubackova et al., 2020). Somit kann eine Inhibierung der E3-
Ubiquitin-Ligase Mdm2 zu einer Aktivierung von p53 fuhren (Hubackova et al.,
2020; Klusmann et al., 2016).

11
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Eine Aktivierung von p53 kann zudem Uber Kinasen erfolgen. Dies kann zum
einen posttranslational durch eine Phosphorylierung von p53 zu einer
Stabilisierung, Akkumulation und Aktivierung fuhren (Abb. 3) (Hubackova et al.,
2020; Calabrese et al., 2009; Bruno et al., 2006). Zum anderen kann es
transkriptional Uber die Kinasen ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related),
ATM (ataxia-telangiectasia-mutated), CHK1 (checkpoint-kinase1) und CHK2
(checkpoint kinase2) und das RNA-Polymerase-II-Bindungsprotein Che-1 zu
einer gesteigerten p53-Trankskription und somit zu erhdhten p53-mRNA-Level
kommen (Bruno et al., 2006).

Eine Aktivierung der Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2 erfolgt im
Zusammenhang mit Replikationsstress oder DNA-Schaden. Unter
Replikationsstress verstent man eine Verlangsamung oder Blockierung der
Replikationsgabelprogression bzw. der DNA-Synthese (Zeman & Cimprich,
2014). Eine Induktion von Replikationsstress ist in der Literatur u.a. mit der Gabe
von Zytostatika wie Leflunomid (Pyrimidinsyntheseinhibition Gber eine DHODH-
Hemmung) (Hubackova et al., 2020) oder Gemcitabin (Pyrimidinantimetabolit)
(Klusmann et al., 2016) beschrieben. Ein Marker fur Replikationsstress in der
Zelle ist die Akkumulation von einzelstrangiger DNA (single-stranded DNA,;
ssDNA). Diese liegt vermehrt vor, wenn trotz Stopp der Polymerase die Helikase
weiter die doppelstrangige DNA (dopple-stranded DNA; dsDNA) entwindet. An
dieser ssDNA akkumulieren Replikationsproteine A (RPA), welche wahrend der
Replikation die ssDNA vor Abbau bzw. Modifikation schitzen. Diese RPA-
Akkumulation an der ssDNA ist ein Signal fur die Replikationsstressantwort mit
der Aktivierung der Replikationsstressproteine wie ATR und ATM, welche
wiederum die Checkpoint-Kinasen CHK1 und CHK2 aktivieren (Hubackova et al.,
2020; Zeman & Cimprich, 2014). Die Kinasen ATR und ATM gehéren zur Gruppe
der PIKKs (phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases) (Awasthi, Foiani &
Kumar, 2015). ATR als zentrale Antwort auf Replikationsstress wird durch die
blockierte Replikationsgabel an weitere Signalmolekule gebunden und aktiviert
(Zeman & Cimprich, 2014). ATM wird durch Autophosphorylierung aktiviert,
wobei inaktives ATM als Multimer und aktives ATM als Monomer vorliegt
(Awasthi et al., 2015). Die Checkpoint-Kinasen CHK1 und CHK2 kénnen durch

12
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die Kinasen ATR bzw. ATM phosphoryliert und aktiviert werden (Awasthi et al.,
2015). Eine Aktivierung von p53 erfolgt entweder direkt durch die Kinasen
ATR/ATM oder durch eine Phosphorylierung von CHK1/CHK2, welche wiederum
p53 phosphorylieren (Awasthi et al., 2015). Des Weiteren wird bei DNA-Schaden
durch jene Kinasen das RNA-Polymerase-lI-Bindungsprotein Che-1
phosphoryliert und aktiviert, was wiederum als Transkriptionsfaktor fur p53
fungiert (Bruno et al., 2006). Eine Aktivierung von p53 kann somit sowohl Uber
eine Hemmung von Mdm2, eine Stabilisierung durch Phosphorylierung als auch
durch eine erhohte Transkription erfolgen.

Aktiviertes p53 akkumuliert und wandert als Transkriptionsfaktor fur u.a. den
CdK-Inhibitor p21 in den Nukleus, wobei der p53-p21-Signalweg eine Seneszenz
bedingt (Klusmann et al., 2016). Des Weiteren kann p53 Uber die Inhibierung der
Phosphatase CDC25c (cell division cycle) zum Zellzyklusarrest fiuhren. CDC25¢
spielt eine Rolle bei der Induktion der Mitose (Bruno et al., 2006). CDC25c wird
u.a. durch p53 oder durch die Checkpoint-Kinase CHK1 durch 14-3-3 Proteine
aus dem Nukleus exportiert und im Zytosol proteasomal abgebaut. Zyklin-
abhangige Kinasen (cyclin-dependent kinases; CdK), die das Fortschreiten des
Zellzyklus vorantreiben, konnen in der Folge am Zellzykluskontrollpunkt nicht
mehr dephosphoryliert werden und es kommt zum Zellzyklusarrest am
Kontrollpunkt G2/M (Hubackova et al., 2020; Awasthi et al., 2015).

p53 hat aber nicht nur eine Rolle nach der Entstehung von Replikationsstress,
sondern schutzt die Zelle auch vor dem Entstehen von neuem
Replikationsstress, wobei ein Fehlen von p53 selbst zu Replikationsstress in der
Zelle fuhrt (Klusmann et al., 2016). Klusmann et al. (2016) konnten nachweisen,
dass p53 entscheidend fur die Prozessivitat der DNA-Synthese ist und dass p53
ein ungestortes Fortschreiten der DNA-Replikationsgabel gewahrleistet. Dabei
wird der Grofdteil der p53-Zielgene in der S-Phase induziert (Klusmann et al.,
2016). Fur Mdm2 wird hierbei eine Rolle als Mediator von p53 an Histonen und
Chromatin beim Schutz der DNA-Replikation diskutiert (Klusmann et al., 2016).

13
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1.4 SOCS1 im IL-7-Signalweg und im p53-Signalweg

SOCS1 aus der SOCS-Proteinfamilie (suppression of cytokine signaling) ist ein
Zytokininhibitor. Diesem Protein wird zum einen die Rolle eines
Tumorsuppressors zugeschrieben, zum anderen verbindet SOCS1 den p53-
Seneszenz-Signalweg mit dem IL-7-STAT5A-Signalweg (Calabrese et al., 2009).
Im Zytoplasma hemmt SOCS1 als Zytokininhibitor den JAK/STAT-Signalweg und
reguliert die Zellproliferation und Zelldifferenzierung durch eine Inhibierung von
JAK-Kinasen und Ubiquitinierung von Onkogenen (Abb. 4A) (Calabrese et al.,
2009). Dabei wird die Transkription von SOCS1 selbst durch den JAK/STAT-
Signalweg aktiviert (Lessard, Saint-Germain, Mignacca & Ferbeyre, 2019). Im
Nukleus reguliert SOCS1 im Zusammenhang mit DNA-Schaden den p53-
Signalweg. Es wirkt direkt bei der Interaktion von p53 mit den Kinasen ATR/ATM
und CHK2, indem es die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von p53 verstarkt
(Abb. 4B) (Calabrese et al., 2009). Der p53-Signalweg kann dann eine
Seneszenz induzieren. Weiter konnten Calabrese et al. (2009) beobachten, dass
eine erhohte STATS5A-Aktivitat eine Seneszenz in IMR90-Zellen induzieren
konnte und gleichzeitig mit erhdhten SOCS1-mRNA-Leveln einherging.
Hingegen konnte in SOCS1-defizienten Zellen bei einer erhdhten STAT5A-
Aktivitat keine Seneszenz induziert werden. Somit scheint SOCS1 eine Rolle als
Signalmolekul zwischen STATSA und p53 bzw. der Induktion einer Seneszenz

zu haben.
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Abbildung 4: Funktion von SOCS1 im Zytoplasma und im Nukleus.

Schematische Darstellung der Funktion von SOCS1. A. Im Zytoplasma reguliert SOCS1 die
intrazelluldre IL-7-Signalantwort negativ, indem es die Aktivierung von STAT5 hemmt. Die
Transkription von SOCS1 wird durch den JAK/STAT-Signalweg aktiviert (Lessard et al., 2019).
B. Im Nukleus verstarkt SOCS1 die Bindung der Kinasen ATR bzw. ATM an p53 und damit die
Aktivierung des p53-Signalwegs. In der Literatur wird zudem eine Rolle von SOCS1 als
Signalmolekil zwischen STAT5A und p53 beschrieben (nicht dargestellt). Roter Punkt:
Phosphorylierung, roter Balken: Hemmung, schwarze Pfeile: Aktivierung. Modifiziert nach
Calabrese et al., 2009.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bei SLy1-defizienten Mausen konnte wu.a. eine reduzierte Zellularitat
lymphatischer Organe, eine erhéhte Apoptoserate im DN-Stadium (Reis et al.,
2009) sowie eine beeinflusste Expression einiger zellzyklusregulierender
Molekile (Schall, 2015) und eine Hochregulierung der mRNA des
Tumorsuppressors p53 (Kloos, 2021) festgestellt werden.

Daher soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob in SLy1KO-
Thymozyten bzw. SLy1%°-T-Zellen der p53-Signalweg verandert vorliegt und die
p53-Erhohung im Zusammenhang mit den Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2
steht, welche bei Replikationsstress sowie DNA-Schaden hochreguliert sein
kénnen (Hubackova et al., 2020). Hierfur sollen p53 sowie die
zellzyklusregulierenden Kinasen ATR, ATM, CHK1, CHK2 wund der
Zytokininhibitor SOCS1 in SLy1X°-Thymozyten sowie in SLy1K°-DN, -DP, -SP
und peripheren SLy1KO-T-Zellen im Vergleich zu den jeweiligen WT-Kontrollen
mittels quantitativer PCR (qQPCR) untersucht werden. In Thymozyten und DN-
Thymozyten sollen p53, ATR, ATM, CHK1 und CHK2 zusatzlich auf
Proteinebene analysiert werden, um Ruckschlisse auf eventuelle Unterschiede
bei der Transkription und Translation bzw. Proteinakkumulation ziehen zu
konnen.

Weiter soll geklart werden, welchen Signalweg die p53-Akkumulation bei einer
SLy1-Defizienz aktiviert und inwieweit ein Zellzyklusstopp die Ursache fur die
reduzierte Thymozytenzahl in SLy1X°-Mausen sein kann. Hierflr soll die mRNA
der Phosphatase CDC25c und des CdK-Inhibitors p21 in Thymozyten, DN, DP,
SP und peripheren T-Zellen untersucht werden.

Da eine SLy1-Defizienz zu einer reduzierten Zellzahl in lymphatischen Organen
fuhrt und p53 in SLy1-defizienten Mausen hochreguliert ist und als
Tumorsuppressor zu einem Zellzyklusstopp fuhrt, soll in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob eine spezifische Deletion von p53 in Thymozyten die
reduzierte Zellzahl regulieren kann. Es soll die Thymozytenentwicklung und
-differenzierung bei SLy1-Defizienz vor dem Hintergrund einer p53-Defizienz
mittels Durchflusszytometrie analysiert und ein mogliches Tumorgeschehen bei
einer p53- und SLy1-Defizienz untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bezugsquellennachweis
2.1.1 Gerite
Gerite: Hersteller:
Absorptions-Mikroplatten-Reader Tecan

BD FACSCanto™ ||

BD Biosciences

Geldokumentationssystem

Bio-Rad Laboratories

LightCycler 480 Il Roche
Nano Photometer Implem
Zentrifugen Eppendorf

2.1.2 Kits und Verbrauchsmaterialien

Beschreibung:

Kit/Material:

Hersteller:

RNA Isolation

Nucleo Spin RNA
Micro-Kit, Mini-Kit

Macherey-Nagel
Qiagen

cDNA-Synthese

High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit

Applied Biosystem

gPCR Primer

siehe Tabelle 5

Biomers

DN-Thymozyten-

Isolation

CD4-, CD8a-, Ter119-, Non-T-cell-

Depletion-MicroBeads

Miltenyi Biotec

Periphere

Thymozyten-Isolation

CD90.2 MicroBeads

Miltenyi Biotec

Proteinbestimmung

Bio-Rad DC™ Protein Assay

Bio Rad

Proteinpuffer

(reduzierend)

Roti-Load 1 (4xfach konzentriert)

Roth

Western Blot Detection

Amersham ECL prime Detection Kit
SignalFire™ ECL Reagent

GE Healthcare
Cell Signaling

Western Blot

Gradientengele

4-15% Mini-Protean® TGX™ Precast
Protein Gels
4-20% Mini-Protean® TGX™ Precast

Protein Gels

Bio Rad

Western Blot Stripping

ReBlot Plus Strong Antibody
Stripping Solution

Merck (Millipore)

Western Blot

primare Antikdrper

ATM, ATR, CHK1, CHK2, p53,
SOCS1
B-Aktin
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p21 Santa Cruz
Western Blot Anti-rabbit IgG - HRP-linked Antibody | Cell Signaling
sekundare Antikorper Anti-mouse 1gG - HRP-linked Dako

Antibody
Fluoreszenzgekoppelte | siehe Tabelle 4 und Tabelle 8 - 10 BD Biosciences
Antikorper

2.2 Tierexperimente

2.2.1 Allgemeines

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Mause wurden im spezifisch
pathogenfreien Bereich in der Tierversuchsanlage Pharmakologie und
Toxikologie der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen
unter Einhaltung eines zwolfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus gezichtet. Die
Mause hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Inzucht erfolgte mit 8 -
10 Wochen alten Mausen. Die Jungtiere wurden mit 3 - 4 Wochen von den Eltern
getrennt. Die verwendeten Mauslinien wurden auf einen C57BL/6N-Hintergrund
gekreuzt. Die fur die Rickkreuzung verwendeten C57BL/6N-Mause wurden von
Charles River Laboratories erworben. Die Jungtiere wurden mit Ohrlochung
markiert. Dieses Material wurde zur Gewinnung von genomischer DNA
verwendet und mittels PCR genotypisiert. Eine Nachgenotypisierung erfolgte
anhand einer Schwanzspitzenprobe. Zur Kontrolle dienten in jedem Versuch
gleichaltrige Wurfgeschwister.

Samtliche Tierexperimente erfolgten laut den Tierversuchsangaben und wurden
durch das zustédndige Regierungsprasidium Tldbingen genehmigt (AZ
26.04.2018).

2.2.2 Mausmodelle

Um die Rolle von SLy1 zu untersuchen, wurden zwei Mausmodelle verwendet:
Zum einen das SLy1"WT O-Mausmodell mit einer Defizienz fiir das Gen fir SLy1,
welches bereits beschrieben wurde (Beer et al., 2005) (Tab. 1). Alle Experimente
mit diesem Mausmodell wurden mit 8 - 12 Wochen alten mannlichen und

weiblichen Mausen durchgefuhrt.
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Tabelle 1: SLy1V"%°-Mausmodell.

SLy1WTKO_Mausmodell mit jeweiligem Genotyp, entsprechender genotypischen Charakteristik
und im Weiteren verwendete Bezeichnung.

Genotyp Charakteristik Verwendete Bezeichnung
SLy1WT Expression von SLy1 SLy1WT
SLy1K0 Deletion von SLy1 SLy1K0

Zum anderen wurde das SLy1-p53-Mausmodell verwendet, in welchem das
SLy1WTKO_Mausmodell mit einem konditionalen Knockout fir das Gen TP53
spezifisch in T-Lymphozyten mittels Expression der Cre-Rekombinase durch den
Promotor der Tyrosin-Kinase ,Lck® (Lck-Cre*- = Lck-Cre*) und einer
flankierenden LoxP-Insertion an beiden p53-Allelelen gekreuzt (p53"1) wurde
(Abb. 5, Tab. 2).

— —

=t | ck == Cre-Rekombinase = X —— |°XP—‘ TP53 loxP
‘ —>

X SLyl — |jr——

Abbildung 5: SLy1-p53-Mausmodell.

Schematische Darstellung des SLy1-p53-Mausmodell, bei welchem die Cre-Rekombinase an
den Promotor von Lck gekoppelt wurde und die entsprechenden Schnittstellen (loxP) vor und
nach TP53 (Gen flur das Protein p53) eingebracht wurden. Dieser Genotyp wurde mit dem
SLy1WTKO_Mausmodell gekreuzt.

Alle Experimente wurden hierbei mit 25 Wochen alten mannlichen und weiblichen
Mausen durchgefuhrt, wenn nicht anders angegeben. Als Kontrollgruppen
dienten jene Genotypen, bei welchen p53 weiterhin in Thymozyten und T-Zellen
exprimiert wurde, da entweder die entsprechende Cre-Rekombinase (Lck-Cre)
oder loxP-Stelle fehlte (SLy1VT/p53"/Lck-Cre- und SLy1%°/p53"/Lck-Cre- bzw.
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* und SLy1K%/p53WT/Lck-Cre*) (Tab. 2).
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Tabelle 2: SLy1-p53-defizientes Mausmodell und Kontrollen.

SLy1-p53-defizientes Mausmodell mit jeweiligem Genotyp, entsprechender genotypischen
Charakteristik und im Weiteren verwendete Bezeichnung.
Genotyp Charakteristik Verwendete

Bezeichnungen
SLy1"WT p53"f |_ck-Cre™ SLy1"Tund deletiertes p53 in SLy1"T/p53%f/Lck-Cre*
Thymozyten/T-Zellen (durch

Thymozyten-spezifische Cre-
Rekombinase-Expression und
entsprechende loxP-Stelle)

SLy1%0 p531M | ck-Cre™® SLy1%0 und deletiertes p53 in SLy1%0/p53M/Lck-Cre*
Thymozyten/T-Zellen (durch

Thymozyten-spezifische Cre-
Rekombinase-Expression und

entsprechende loxP-Stelle)

SLy1WT p53%f [ ck-CreVT Vergleichbar mit SLy1"T, aber SLy1"T/p53"f/Lck-Cre®
mit modifiziertem TP53-Gen
SLy1%0 p53"M | ck-Cre"VT Vergleichbar mit SLy1K°, aber SLy1%0/p53"M/Lck-Cre-

mit modifiziertem TP53-Gen

SLy1WT p53WT | ck-Cre™ Vergleichbar mit SLy1"T, aber | SLy1"T/p53"T/Lck-Cre*
mit Thymozyten-spezifischer
Cre-Rekombinase

SLy1%0 p53WT | ck-Cre™® Vergleichbar mit SLy1%°, aber | SLy1X°/p53"WT/Lck-Cre*

mit Thymozyten-spezifischer

Cre-Rekombinase

2.3 Organentnahme

Die Betaubung der Mause erfolgte mittels Isofluran und die Totung mittels
zervikaler Dislokation.

Es wurden je nach Versuch Thymus, Milz, inguinale Lymphknoten, sowie
Knochenmark aus dem Femur entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in
PBS auf Eis gestellt.
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2.4 Zellisolation

241 Zellisolation Lymphozyten

Zur Zellisolation wurden die Organe durch ein 70 ym Zellsieb homogenisiert. Das
Knochenmark wurde gewonnen, indem der Femur mit Hilfe einer 22 G
Mikrolanzette mit 5 ml PBS durchgespult wurde. Sofern nicht anders angeben,
erfolgte das Waschen der Zellen bei 500 x g.

Die Zellen der Milz, des Knochenmarks und Teile des Thymus wurden in 3 ml
Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert (0,155 M NH4Cl; 0,01 M KHCO3; 0,1 mM
EDTA) und fur 3 Minuten inkubiert, um die Erythrozyten zu entfernen.
AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in PBS resuspendiert und
unter dem Mikroskop gezahlt (1:10 in Trypanblau).

2.4.2 Zellisolation DN-Thymozyten und periphere T-Zellen

DN-Thymozyten machen 1 - 2% der Thymozyten-Population aus (Hayday &
Pennington, 2007). Aufgrund des geringen DN-Anteils wurden hierfir v.a. junge
Tiere im Alter von 8 Wochen gewahlt. Um die DN-Thymozyten zu isolieren,
wurden die Thymozyten wie oben beschrieben isoliert, die Erythrozyten mit
Erythrozyten-Lyse entfernt und weiter durch MACS-Verfahren (magnetic
activated cell sorting) isoliert. Die Zellen wurden in MACS-Puffer (500 ml PBS;
0,5% (w/v) BSA; 2,5 mM EDTA) mit entsprechenden MicroBeads markiert (Tab.

3) und Uber LD-Saulen nach Angaben des Herstellers isoliert.

Tabelle 3: MACS-Beads.

1. Aufreinigung Anti-Ter-119 Beads

Anti-Non-T-cell-Depletion Beads

2. Aufreinigung Anti-Biotin Beads (gegen Anti-Non-T-cell-Depletion Beads)
Anti-CD4 Beads
Anti-CD8 Beads

Es wurden zwei Reinigungsschritte durchgefuhrt, wobei jeweils die positive
Fraktion verworfen und mit der negativen Fraktion weitergearbeitet wurde. In der
ersten Isolierung wurden alle Erythrozyten sowie deren Vorlaufer zusatzlich zur

Erythrozyten-Lyse durch anti-Ter119 herausgefiltert. In der zweiten Isolierung
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wurden alle Zellen, welche keine Thymozyten waren, sowie alle DP- und SP-
Thymozyten herausgefiltert. Die Reinheit der isolierten Fraktion wurde mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Dabei wurde eine Reinheit Uber 93%
erreicht. Zur Gegenkontrolle wurde die positive Fraktion ebenfalls bestimmt. Fur
die Reinheitsbestimmung wurden die Zellen entsprechend der Tabelle 4 gefarbt.

Tabelle 4: Durchflusszytometrische Bestimmung der DN-Reinheit.

DN-Farbung von Thymozyten

(mit jeweils Marker, Fluorochrom und Verdiinnung)

CD90 APC 1:1000
CD4 Pacific Blue 1:800
CD8a PE 1:200
yOTZR FITC 1:100

Periphere T-Zellen wurden aus der Milz isoliert. Es wurde hierbei mit 300 x g bei
4°C zentrifugiert und ohne Erylyse gearbeitet, um einen groReren Anteil an
lebenden T-Zellen zu erhalten. Die Zellen wurden in MACS-Puffer mit CD90.2
MicroBeads markiert und Uber LS-Saulen nach Angaben des Herstellers isoliert.
Mittels eines CD90.2-APC-Antikorpers wurde im Durchflusszytometer eine
Reinheit zwischen 60 - 90% bestimmt.

2.4.3 Zellisolation DP-Thymozyten
Die Zellen wurden von der Doktorandin der Arbeitsgruppe Isabel Kloos mittels
Flow Sorter der Core Facility der Medizinischen Fakultat sortiert und fur die

vorliegende Arbeit freundlicherweise zur Verfugung gestellit.

2.5 Nachweis auf mRNA-Ebene

2.5.1 RNA-Isolation aus Thymozyten und T-Zellen

Die RNA-Isolation erfolgte bei Thymozyten mit dem Kit ,Nucleo Spin RNA” von
Macherey-Nagel, bei DN-Thymozyten mit dem ,Micro-Kit“, bei DP-Thymozyten
und peripheren T-Zellen mit dem ,Mini-Kit* der Firma Qiagen nach Anleitung.
Dabei wurden die Zellen mit einer chaotropen LoOsung lysiert, die RNase
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inaktiviert und mit einer DNase-LOsung wurde genomische DNA verdaut. Die
RNA der Thymozyten wurde in 60 pl RNase-freiem Wasser gelost. Dabei wurden
Konzentrationen von 100 - 200 ng/ul erreicht. Die RNA der DN-Thymozyten
wurde in 14 pl RNase-freiem Wasser gelost. Dabei wurden Konzentrationen von
25 - 90 ng/ul erreicht. Die RNA der peripheren Thymozyten wurde in 30 ul RNase-
freiem Wasser geldst. Dabei wurden Konzentrationen von 63 - 147 ng/ul erreicht.
Die Konzentration und Reinheit wurden bei jeder Probe photometrisch durch
Absorptionsmessung bei A = 260 nm, dem Absorptionsmaximum von
Nukleinsauren, und A = 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen,
bestimmt. Dabei wurde der Quotient A260 nm zu A280 nm zur Bestimmung der
Reinheit R herangezogen. Es wurden nur Proben mit einer Reinheit R groRer 1,7
bzw. bei peripheren T-Zellen R grofler 1,6 eingesetzt. Die RNA von
Gesamtthymozyten und DN-Thymozyten wurde pro Genotyp von jeweils 2
Mausen, bei peripheren T-Zellen von jeweils 4 Mausen und bei DP-Zellen von
jeweils 8 Mausen freundlicherweise vom ehemaligen Doktoranden der
Arbeitsgruppe Daniel Schall bzw. von der Doktorandin Isabel Kloos zur

Verfugung gestellt.

2.5.2 Reverse Transkription der RNA

Die cDNA-Umschreibung erfolgte mit dem ,High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit* und wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Sowonhl
bei Thymozyten als auch bei peripheren T-Zellen wurden 2 yg umgeschrieben
und damit eine cDNA-Konzentration von 20 ng/ul erreicht. Bei DN- und DP-
Thymozyten konnten aufgrund von kleinen RNA-Mengen nur 500 ng
umgeschrieben und mit einer cDNA-Konzentration von 2 ng/ul weitergearbeitet

werden.

2.5.3 Quantitative PCR

Zur Amplifizierung der cDNA bzw. der zu untersuchenden Gene wurde zu den
Proben ein Mastermix mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green und den
jeweiligen Primern (Tab. 5) hinzugegeben (pro Probe: 1,5 pl RNase freies H20;
5 ul 2x SYBR Green; je 0,4 ul Primer; 2,5 yl cDNA). SYBR-Green wurde zur
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Detektion der amplifizierten Genprodukte eingesetzt. Als Referenzgen wurde (3-
Aktin verwendet. Als Kalibrator wurde ein internes cDNA-Gemisch verwendet,
welches auf jede gPCR-Platte aufgetragen wurde und damit den Vergleich der
Platten untereinander ermaoglichte. Als Negativkontrolle wurde jeder Primer mit
H20 getestet. In diesen Proben war keine Amplifikation nachweisbar. Pro Probe
wurden 2,5 ul cDNA (entspricht bei Thymozyten und periphere T-Zellen 50 ng
cDNA bzw. bei DN und DP 5 ng) eingesetzt. Die Amplifizierung der cDNA erfolgte
in 45 Zyklen mittels Light Cycler (Tab. 6).

Tabelle 5: RNA-Primer.

Right bzw. forward Left bzw. reverse
pS3 5’- tta ttg agg gga gga gag tac g -3’ 5’- gca act atg gct tcc acc tg -3°
CHK1 5’- ttg ttc agg cat ccc tat gtc -3° 5°- gag gga agg cca tat cca gt -3°
CHK2 5’- cta aca gtt tct tga caa ggt cca -3° 5’- tta ttc ctg aag tct gga cag atg -3°
ATR 5’- aac aat aag cgc ctg gtg aa -3’ 5°-tgg aga gtc acg act tgc tg -3’
ATM 5~ ttt cat gga ttc ata agc acct t -3° 5°- tgc aga ttt ata tcc atc atc cac -3°
CDC25¢c | 5°-gga aac acc cgg atc tga a -3’ 5’- act ttc cag aca gca aag cag -3’
SOCS1 5’- cga aga cga gga cga gga -3’ 5°- cag ccg aca atg cga tct -3°
p21 5°-gga cat cac cag gat tgg ac-3° 5’-tcc aca gcg ata tcc aga ca-3°
B- Aktin 5’- aag gcc aac cgt gaa aag at -3° 5°- gtg gta cga cca gag gca tac -3’

Tabelle 6: Programm Light Cycler.

Temperatur Zeit

98°C 5 min

98°C /60°C/72°C 45 Zyklen; je 10 sek
72°C 5 min

2.6 Nachweis auf Proteinebene
2.6.1 Western Blot

2.6.1.1
Nach Organpraparation wurden die Zellen gezahlt und in 10 yl NP40-Lysepuffer
(50 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1% (v/v) NP40; 10%

Proteinlyse
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Proteaseinhibitor Stocklésung) pro 1 x 108 Zellen resuspendiert. Bei DN-
Thymozyten wurden Zellen von 2 Mausen des gleichen Genotyps und Alters
gepoolt. Die Zellen wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend fur 10
Minuten bei 4°C und 15000 x g abzentrifugiert. Der dabei gewonnene Uberstand
wurde nach der Proteinbestimmung mit H2O auf eine Konzentration von 0,5 ug/ul
gebracht. Durch Erhitzen bei 95°C fur 10 Minuten und Zugabe eines
reduzierenden Puffers (modifiziert nach Lammli) wurden die Proteine denaturiert
und stabilisiert.

2.6.1.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte bei Thymozyten mittels Lowry-Test
entsprechend der Herstelleranleitung. Es wurden Konzentrationen von ca.
0,7 pg/ul erreicht. Bei DN-Thymozyten wurde aufgrund von sehr geringen

Lysatmengen auf eine Proteinbestimmung verzichtet.

2.6.1.3 Gelelektrophorese

Um sowohl kleine Proteine mit 23 kDa als auch grof3e Proteine mit 350 kDa auf
einer Membran detektieren zu konnen, wurden fur die Elektrophorese der
Proteine aus Thymozyten 4-15%-ige Gradientengele genutzt. Die Taschen
wurden mit ca. 35 pl Lysat befiillt. Dies entspricht 16 ug Protein bzw. 2,6 x 10°
Zellen pro Tasche. Fur die Elektrophorese der Proteine aus DN-Thymozyten
wurden 4-20%-ige-Gradientengele genutzt, wobei 10 ul in die Taschen pipettiert
wurden. Dies entspricht 0,75 x 108 Zellen pro Tasche. Es wurden immer gleich
viele Proben pro Genotyp auf ein Gel aufgetragen, um eine bessere
Vergleichbarkeit der SLy1K°- und SLy1"WT-Proben zu erhalten.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte fur 60 Minuten bei 200 V in 1xTris-Glycin-
SDS-Laufpuffer (10fach: 25 mM Tris; 192 mM Gilycin; 0,1% (v/v) SDS; pH 8,3).
Anschlieend wurde das Gel fur 25 Minuten in Transferpuffer bei 4°C aquilibriert
und mittels Nass-Blot bei 100 V fir 60 Minuten mit Transferpuffer (800 ml ddH20;
100 ml Methanol absolut; 100 ml 10fach Tris-Glycin-Transferpuffer (Tris-Glycin-
Transferpuffer: 26 mM Tris; 192 mM Glycin; pH 8,3)) auf eine Nitrocellulose-

Membran transferiert. Zur Kontrolle wurde nach diesem Transfer das Gel mit
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Coomassie-Brillant-Blau und die Membran mit Ponceau S gefarbt. Die Membran
wurde in 5%-iger Milchlésung mit TBS/T (50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v)
Tween20) fir 1 Stunde inkubiert, um unspezifische Bindungen der AK zu
verhindern. Dann wurde die Membran fir 5 Minuten in TBS/T gewaschen und in
der jeweiligen Antikorperlosung (Tab. 7) entsprechend den Herstellerangaben
uber Nacht bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Membran 1 Stunde im entsprechenden HRP-gekoppelten sekundaren AK bei RT
inkubiert. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde jeweils dreimal 10
Minuten mit TBS/T gewaschen. Die Proteine wurden mittels ECL-Reagenz
detektiert. Anschlielend wurde die Membran fur 15 Minuten bei RT mittels
ReBlot Stripping Solution der Firma Merck gestrippt und erneut fur 1 Stunde in
5%-iger Milchlésung inkubiert, um weitere Proteine mit derselben Membran zu
detektieren. Der Antikdrper Anti-CHK2 konnte nach dem Strippen der Membran
nicht mehr binden, weshalb fur den Nachweis ein separater Blot durchgefuhrt

wurde.

Tabelle 7: Antikorper fiir Western Blot.

Antikorper GroRe Verdiinnung | Sekundarer AK Verdiinnung
Anti-B-Aktin 42 kDa 1:10000 | Anti-rabbit HRP-linked 1:2000
Anti-ATM 350 kDa 1:1000 | Anti-rabbit HRP-linked 1:2000
Anti-ATR 300 kDa 1:1000 | Anti-rabbit HRP-linked 1:2000
Anti-CHK1 56 kDa 1:1000 | Anti-mouse HRP-linked 1:2000
Anti-CHK2 62 kDa 1:1000 | Anti-rabbit HRP-linked 1:2000
Anti-p21 HRP linked 21 kDa | 1:500-1:2000

Anti-p53 53 kDa 1:1000 | Anti-mouse HRP-linked 1:2000
Anti-SOCS1 23 kDa 1:1000 | Anti-rabbit HRP-linked 1:2000

2.7 Durchflusszytometrie

2.7.1 Analyse von Lymphozyten-Populationen

Die Zellen aus SLy1-p53-Lck-Cre Mausen wurden wie oben beschrieben aus
dem Thymus, der Milz und den Lymphknoten sowie aus dem Knochenmark

isoliert, gewaschen und gezahlt (Kapitel 2.3). Es wurden pro Farbung 2 x 108
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Zellen eingesetzt. Vor der eigentlichen Farbung wurden die Zellen aus Milz und
Lymphknoten zunachst in einem Fc-Block (CD16/CD32) 1:50 resuspendiert und
fur 15 Minuten auf Eis inkubiert, um unspezifische Bindungen an den F.-Rezeptor
zu verhindern. Bei Zellen aus dem Thymus wurden die Thymozyten direkt ohne
Fc-Block gefarbt (Tab. 8), wobei die Thymozyten mit der Biotin-Farbung vor der
eigentlichen Farbung auf Eis inkubiert wurden und nach 30 Minuten gewaschen
wurden. AnschlieRend wurden die Zellen aus dem Thymus (Tab. 8, Tab. 9) sowie
die Zellen aus Milz und Lymphknoten (Tab. 10) mit dem entsprechenden
Oberflachen-Farbemix 30 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Die Zellen
wurden mit 1 ml PBS gewaschen, bei 500 x g und 4°C fur 5 Minuten
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 200 ul PBS
aufgenommen und am Durchflusszytometer gemessen. Zudem wurden die
Lichtstreueigenschaften der Zellen bestimmt, wobei die Lichtstreuung der Zellen
nach vorne proportional zur ZellgroRe (forward light scatter, FSC) und die
Lichtstreuung nach seitlich abhangig von der intrazellularen Granularitat (side-
light scatter, SSC) ist, so dass Zellen mit einem komplexen Zytoplasma hdhere
SSC-Werte zeigen (Stetler-Stevenson, 2003).

Vorgehen bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zur Analyse
der DN-, DP- und SP-Populationen: Im ersten Schritt wurde jene Population
bestimmt, welche nach FSC-A- und der SSC-A-Werten eine klar abzugrenzende
Population bildete (u.a. exklusiv des Zelldebris). Im zweiten Schritt wurde anhand
von FSC-A und FSC-H alles ausgeschlossen, was sich groRer als eine
Einzelzelle darstellte. Im dritten Schritt wurde anhand der Oberflachenmarker
CD90.2 und TZRy®d die aB-Thymozytenpopulation bestimmt (CD90.2%, TZRy®d").
Aus dieser Thymozytenpopulation wurden FSC-A- und SSC-A-Werte ermittelt
sowie die Populationen DN (CD4-, CD8"), DP (CD4*, CD8"), CD4SP (CD4*,
CD8") und CD8SP (CD4-, CD8") bestimmt. FSC-A und SSC-A wurden aus dieser
vorselektionierten Population bestimmt, um eine vergleichbare Population zu

allen weiteren Daten aus diesem Versuch vorliegen zu haben.
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Tabelle 8: Thymus-Farbung der Thymozyten-Entwicklungsstadien

Nachweis der relativen Verteilung der Thymozyten innerhalb der Entwicklungsstadien DN —

DP — SP (mit jeweils Marker, Fluorochrom und Verdiinnung)

CD90.2 APC 1:2500
CD4 Pacific Blue 1:2500
CD8a PerCp-Cy5.5 1:500
TZRyd PE 1:100

Vorgehen zur Analyse der DN-Subpopulationen DN1 — DN4: Schritte eins und
zwei erfolgten wie oben beschrieben. Im dritten Schritt wurde die DN-Population
bestimmt, indem jene Zellen ausgeschlossen wurden, welche die
Oberflachenmarker CD4, CD8 oder TZRyd exprimierten. Bei dieser Population
wurden dann mittels den Oberflachenmarkern CD44 und CD25 die
Subpopulationen DN1 (CD44*, CD25), DN2 (CD44*, CD25*), DN3 (CD44,
CD25%) und DN4 (CD44-, CD25") bestimmt.

Tabelle 9: Thymus-Farbung der DN-Entwicklungsstadien

Nachweis der relativen Verteilung der Thymozyten innerhalb der Entwicklungsstadien DN1 —
DN2 — DN3 — DN4 (mit jeweils Marker, Fluorochrom und Verdiinnung)

CD90.2 APC 1:2500

CD44 V450 1:200

CD25 PE 1:200

SA PerCP-Cy5.5. mit 1:200

Bio CD4 1:1000

Bio CD8a 1:800

Bio TZRyd 1:400

Vorgehen zur Analyse der Lymphozytenpopulationen in der Milz und im
Lymphknoten: Die Schritte eins und zwei erfolgten wie oben beschrieben. Im
dritten Schritt wurde mittels des Oberflachenmarkers CD19 die B-Zellpopulation
und mittels CD90.2 die T-Zellpopulation bestimmt. Die T-Zellpopulation wurde
weiter auf die Expression der Oberflachenmarker CD4 und CD8 untersucht.
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Tabelle 10: Milz- und LN-Farbung.

Nachweis der Verteilung von B- und T-Lymphozyten sowie von CD4*- und CD8*-T-Zellen (mit

jeweils Marker, Fluorochrom und Verdiinnung)

CD90.2 APC 1:1000
CD19 V450 1:300
CD4 PE 1:200
CD8a PerCP-Cy5.5 1:100

2.8 Statistische Auswertung

Die Statistik wurde mithilfe ungepaarter zweiseitiger t-Tests, sowie einfaktorieller
Varianzanalysen mit Tukey’s post-hoc Test bzw. mit Dunnetts'post hoc Test
durchgefuhrt. Die jeweils angewandten Analysen sind in den entsprechenden
Abbildungsbeschriftungen aufgefuhrt. Die Auswertung und deren graphische
Darstellung erfolgte mithilfe von GraphPad Prism8. Weitere Abbildungen wurden
mit Image Lab Version2, FlowJo und Power Point angefertigt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Analyse des p53-Signalwegs in Mausen mit SLy1-Knockout
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe mit SLy1-defizienten NK-Zellen hatten gezeigt,
dass eine SLy1-Defizienz zu einer ribosomalen Instabilitat in den NK-Zellen fuhrt
(Arefanian et al., 2016). Diese ist ursachlich fur héhere p53-Spiegel, die in diesen
Zellen einen Zellzyklusstopp verursachen. Es ist bekannt, dass eine erhdhte
Expression von p53 die Folge einer Dysregulation in der Zelle ist, ausgeldst durch
Replikationsstress oder DNA-Schaden (Hubackova et al., 2020; Klusmann et al.,
2016). Es werden Signalkaskaden aktiviert, welche p53 auf Proteinebene
akkumulieren lassen (Hubackova et al., 2020; Awasthi et al., 2015; Calabrese et
al., 2009) und die Transkription von p53 verstarken kénnen (Bruno et al., 2006).
Die Kinasen ATR und ATM aktivieren die Kinasen CHK1 und CHK2 oder direkt
p53. CHK1 und CHK2 kénnen wiederum p53 phosphorylieren (Awasthi et al.,
2015). Beides fuhrt zu einem Stopp im Zellzyklus und verhindert das Replizieren
von dysregulierten Zellen. Das Molekil SOCS1 kann den p53-Signalweg
verstarken (Calabrese et al., 2009). Akkumuliertes p53 induziert die Transkription
von Zielproteinen wie z.B. des CdK-Inhibitors p21 als typisches p53-Zielprotein
fur eine Seneszenz (Klusmann et al., 2016). Dabei kann der Nachweis von
erhohten p21-mRNA-Leveln gleichzeitig als Hinweis fur einen aktiven p53-
Signalweg herangezogen werden (Calabrese et al., 2009). Zum anderen kann
die Phosphatase CDC25c bei aktiviertem p53 oder direkt bei aktiviertem CHK1
aus dem Nukleus in das Zytosol transportiert werden, wobei es in der Folge zum
Zellzyklusstopp am Checkpoint G2/M kommt (Awasthi et al., 2015).

Aus Voruntersuchungen mit SLy1-defizienten Mausen war bereits bekannt
gewesen, dass diese Mause eine reduzierte Thymozytenzahl aufweisen und p53
auf mRNA-Ebene in SLy1-defizienten Thymozyten vermehrt exprimiert wird
(Isabel Kloos, 2021; Reis et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde daher im
SLy1WTKO_Mausmodell der p53-Signalweg analysiert. Es wurden pro Versuch
und Genotyp zwischen 3 und 10 Mause untersucht. Die genaue Anzahl ist jeweils

in der entsprechenden Abbildungsbeschriftung angegeben.
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3.1.1 Nachweis der mRNA und Proteine des p53-Signalwegs in
Thymozyten von Mausen mit SLy1-Knockout

Die mRNA-Expression von p53, ATR, ATM, CHK1, CHK2, CDC25¢c, SOCS1 und
p21 wurden mittels gPCR analysiert. Hierfir wurden Thymozyten aus SLy1%"'-
und SLy1KO-Mausen gewonnen, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Zur Vergleichbarkeit der jeweiligen gPCR-Durchlaufe wurde bei jeder qPCR-
Messung dieselbe Kontroll-cDNA-Probe mitgemessen sowie bei jeder Probe die
B-Aktin-cDNA-Menge als Referenz mitbestimmt. Die Ergebnisse wurden auf die
jeweilige B-Aktin-cDNA-Menge normalisiert.

Ebenfalls wurden die Proteine p53, ATR, ATM, CHK1, CHK2 und SOCS1 mittels
Western Blot untersucht. Die Thymozyten wurden mit einem NP-40-Lysepuffer
lysiert, um Proteine aus allen Zellkompartimenten zu isolieren. Durch Erhitzen
und Zugabe von einem reduzierenden Puffer wurden die Proteine denaturiert und
stabilisiert. Die Proteine wurden in einem SDS-Gel der GrofRe nach aufgetrennt
und im Nass-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Mittels
primarer und sekundarer Antikdrper wurden die jeweiligen Proteine detektiert. Als
Ladekontrolle diente jeweils B-Aktin. Zur Vergleichbarkeit unter den jeweiligen
Blots wurden die Proben auf einen Blot-internen WT normalisiert, wobei der
Mittelwert der entsprechenden WT-Mause herangezogen wurde.

Zunachst konnte die bereits beschriebene reduzierte Zellzahl im Thymus SLy1-
defizienter Mause bestatigt werden. Im Alter von 8 — 12 Wochen betrug die
durchschnittliche Zellzahl des Thymus bei SLy1"T-Mausen 184,9 x 108 Zellen
und beim Thymus von SLy1K°-Mausen 119,8 x 108 Zellen (Tab. 11). Die Zellzahl
war demnach bei SLy1K° signifikant um 35,6 % reduziert.

Tabelle 11: Durchschnittliche Zellzahl im Thymus von SLy1"T- und SLy1¥°-M&usen.

Die Daten geben die Zellzahl von SLy1"™- und SLy1%°-Mausen im Alter von 8 — 12 Wochen an.
Es sind die Mittelwerte der Zellzahl in x 108 nach Genotyp mit SEM und n-Anzahl angegeben.
Signifikanz mit p-Wert und ***p < 0,001 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test.

SLy1"T £ SEM (n) SLy1X% £ SEM (n) p-Wert | Signifikanz

184,9 £ 13,29 (n = 22) 119,8 £ 10,39 (n = 25) 0,0003 e
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Des Weiteren konnte die erhohte Expression von p53 auf mRNA-Ebene in
Thymozyten bestatigt werden. In Thymozyten von SLy1%°-Mausen war die
MRNA von p53 signifikant um den Faktor 1,3 im Vergleich zu Thymozyten von
SLy1"WT-Mausen erhoht (Abb. 6A, Tab. 12). Diese Erhohung fand sich auch auf
Proteinebene wieder. Hier lag p53 um den Faktor 1,4 signifikant erhéht vor (Abb.
6B/C, Tab. 13).
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Abbildung 6: Expressionsanalyse von p53 in Thymozyten von SLy1V"KC.Mzusen.

A. Relative p53 mRNA-Expression in SLy1"'- und SLy1%C-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 6 Mausen. **p < 0,01 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von p53 in SLy1"T- und SLy1K°-
Thymozyten. Werte sind auf B-Aktin normalisiert und auf einen Blot-internen WT normiert.
Graphen zeigen Mittelwerte + SEM von n = 10 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem
t-Test. C. Reprasentativer Western Blot von p53. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit
fur p53 120 sek, fur B-Aktin 10 sek. Die Abbildung ist reprasentativ fur 3 unabhangig voneinander
durchgefiihrte Versuche.
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Die Kinasen ATR und ATM stehen zu Beginn der Signalkaskaden, welche durch
eine Dysregulation der Zelle bzw. Zellstress angestoRen werden. Durch
Phosphorylierung der Kinasen CHK1 und CHK2 kdnnen sie das Signal fur einen
Zellschaden weitergeben oder direkt p53 phosphorylieren (Hubackova et al.,
2020; Awasthi et al., 2015). Die mRNA von ATR in SLy1XC-Thymozyten war um
1,4 signifikant erhoht (Abb. 7A, Tab. 12). Das Protein ATR war um den Faktor
1,6 signifikant erhdht (Abb. 7B/C, Tab. 13).
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Abbildung 7: Expressionsanalyse von ATR in Thymozyten von SLy1W"K°-M3usen.

A. Relative ATR mRNA-Expression von SLy1"T- und SLy1X°-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 7 Mausen. **p < 0,01 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von ATR in SLy1"T- und SLy1K°-
Thymozyten. Werte sind auf 3-Aktin normalisiert und auf einen Blot-internen WT normiert. Graph
zeigt Mittelwerte + SEM von n = 10 Mausen. **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test. C.
Reprasentativer Western Blot von ATR. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir ATR
60 sek, fur B-Aktin 10 sek. Die Abbildung ist reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander
durchgefilihrte Versuche.
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Die Analyse der mMRNA von ATM zeigte ebenfalls eine signifikante Erhohung um
den Faktor 1,6 in SLy1%¥°-Thymozyten (Abb. 8A, Tab. 12) sowie eine signifikante
Erhéhung des Proteins um den Faktor 1,4 (Abb. 8B/C, Tab. 13).
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Abbildung 8: Expressionsanalyse von ATM in Thymozyten von SLy1W"X°-Ma3usen.

A. Relative ATM mRNA-Expression von SLy1"™- und SLy1X°-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 7 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von ATM in SLy1"T- und SLy1K°-
Thymozyten. Werte sind auf B-Aktin normalisiert und auf einen Blot-internen WT normiert. Graph
zeigt Mittelwerte £+ SEM von n = 10 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test. C.
Reprasentativer Western Blot von ATM. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir ATM
10 sek, fur B-Aktin 10 sek. Die Abbildung ist reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander
durchgefiihrte Versuche.
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Die Kinasen CHK1 und CHK2 kdonnen Uber zwei Wege zu einem Zellzyklusstopp
fuhren. Zum einen phosphorylieren und stabilisieren sie p53. Zum anderen kann
CHK1 u.a. auch die Phosphatase CDC25c phosphorylieren und damit eine
Aktivierung von CdKs und das Fortschreiten des Zellzyklus verhindern
(Hubackova et al., 2020; Awasthi et al., 2015). Die mRNA von CHK1 war in
SLy1%°-Thymozyten signifikant um 1,4 erhéht (Abb. 9A, Tab. 12). Das Protein
CHK1 war um den Faktor 1,8 im Vergleich zu SLy1"T-Thymozyten signifikant
erhdht (Abb. 9B/C, Tab. 13).
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Abbildung 9: Expressionsanalyse von CHK1 in Thymozyten von SLy1"TKC.Mzusen.

A. Relative CHK1 mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1%°-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 7 Mausen. **p < 0,01 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von CHK1 in SLy1"T- und SLy1X°-
Thymozyten. Werte auf 3-Aktin normalisiert und auf einen Blot-internen WT normiert. Graph zeigt
Mittelwerte £+ SEM von n = 10 Mausen. **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test. C.
Reprasentativer Western Blot von CHK1. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fiir
CHK1 120 sek, fur B-Aktin 10 sek. Die Abbildung ist reprasentativ fur 3 unabhangig voneinander

durchgefilihrte Versuche.

35



ERGEBNISSE

Bei der Kinase CHK2 war keine signifikante Veranderung der mRNA-Expression
zu erkennen (Abb. 10A, Tab. 12). Auf Proteinebene fand sich eine
durchschnittliche Erhohung der CHK2-Level in SLy1KC-Thymozyten um den
Faktor 1,58. Diese war jedoch nicht signifikant (Abb. 10B/C, Tab. 13).
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Abbildung 10: Expressionsanalyse von CHK2 in Thymozyten von SLy1V%°-Mausen.

A. Relative CHK2 mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1%°-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu $-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 7 WT- und 8 KO-Mausen. Ungepaarter
zweiseitiger t-Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von CHK2 in SLy1WT- und SLy1K°-
Thymozyten. Werte auf 3-Aktin normalisiert und auf einen Blot-internen WT normiert. Graph zeigt
Mittelwerte + SEM von n = 7 Mausen. Ungepaarter zweiseitiger t-Test. C. Reprasentativer
Western Blot von CHK2. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir CHK2 30 sek
(Berechnung) bzw. 120 sek (Darstellung), fir -Aktin 10 sek. Die Abbildung ist reprasentativ fiir
2 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche.
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Far CDC25c konnte bei einer SLy1-Defizienz keine signifikante Veranderung der

mRNA-Expression festgestellt werden (Abb. 11, Tab. 12).
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Abbildung 11: Expressionsanalyse von CDC25c in Thymozyten von SLy1W"X°-M3usen.

Relative CDC25¢c mRNA-Expression in SLy1WT- und SLy1X°-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte £ SEM von n = 7 Mausen. Ungepaarter zweiseitiger t-

Test.

Weiter stellte sich die Frage, ob der p53-Signalweg bei einer SLy1-Defizienz aktiv
ist, wobei erhohte Transkriptionslevel von p53-Zielgenen als Nachweis
herangezogen werden koénnen (Klusmann et al., 2016). Daher wurde die
Transkription des CdK-Inhibitors p21 untersucht. p21 initiiert nach Aktivierung
durch p53 als Transkriptionsfaktor einen Zellzyklusarrest bzw. Seneszenz
(Klusmann et al., 2016). Dieses Molekill zeigte in SLy1KO-Thymozyten eine
signifikante Verdopplung der mRNA (Abb. 12, Tab. 12). Da mit dem eingesetzten
Antikorper keine spezifischen Banden detektiert werden konnten, musste von

einer Proteinanalyse von p21 abgesehen werden.
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Abbildung 12: Expressionsanalyse von p21 in Thymozyten von SLy1W"X°-M3usen.

Relative p21 mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1%°-Thymozyten. Graph zeigt Werte relativ
zu B-Aktin und Mittelwerte £ SEM von n =4 WT- und n = 5 KO-Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test.
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Der Zytokininhibitor SOCS1 kann im Nukleus die Wirkung der Kinasen ATM und
ATR im p53-Signalweg verstarken (Calabrese et al., 2009). Es konnte eine
Erhohung von SOCS1 auf mRNA-Ebene um den Faktor 1,5 festgestellt werden
(Abb. 13, Tab. 12). Da die Proteinmengen so gering waren, dass aussagekraftige
Banden weder bei SLy1"T- noch bei SLy1X°-Thymozyten detektiert werden
konnten, musste auch hier von einer Auswertung der Proteinexpression

abgesehen werden.
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Abbildung 13: Expressionsanalyse von SOCS1 in Thymozyten von SLy1V"X°-Mausen.

Relative SOCS1 mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1%°-Thymozyten. Graph zeigt Werte
relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 7 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem

zweiseitigem t-Test.
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Tabelle 12: Relative Erh6hung der mRNA-Expression des p53-Signalwegs und von SOCS1
in Thymozyten von SLy1X°-Maiusen.

Die Tabelle zeigt die durchschnittliche relative Erhdhung der jeweiligen mRNA-Expression in
SLy1%0-Thymozyten im Vergleich zu SLy1"T-Thymozyten, berechnet als Quotient aus den
jeweiligen Mittelwerten der relativen mRNA-Expressionen in SLy1%°- und SLy1"™-Thymozyten.
Die Mittelwerte der relativen mRNA-Expressionen (relativ zu 3-Aktin) sind mit SEM und n-Anzahl
angegeben. Signifikanz mit einzelnen p-Werten und *p < 0,05 bzw. **p < 0,01 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test.

mRNA relative | SLy1"T # SEM (n) | SLy1%° + SEM (n) | p-Wert Signifikanz
Erhéhung
p53 1,28 | 1,446 £ 0,07 (n=6) | 1,850 £ 0,09 (n=6) | 0,0064 *
ATR 1,42 11,829+0,15(n=7) | 2,593+ 0,17 (n=7) 0,0053 >
ATM 1,567 | 1,628+0,25(n=7) | 2,5651£0,18 (n=7) | 0,0104 *
CHK1 1,43 1,701+£0,17(n=7) | 2431+ 0,14 (n=7) 0,0064 >
CHK2 1,20 | 0,666 +0,04 (n=7) | 0,801 £ 0,06 (n=8) 0,0901 ns
CDC25c 1,191 1,013+0,05(n=7) | 1,201 £ 0,10 (n=7) 0,1012 ns
p21 2,10 | 0,453+0,03(n=4) | 0,953+ 0,14 (n=5) 0,0175 *
SOCSs1 1,46 | 1,204 +0,08(n=7) | 1,754 £ 0,17 (n=7) 0,0122 *

Tabelle 13: Relative Erhohung der Proteinexpression der Kinasen des p53-Signalwegs in
Thymozyten von SLy1X°-Mausen.

Die Tabelle zeigt die relative Proteinexpression in SLy1%C-Thymozyten im Vergleich zu SLy1"'-
Thymozyten. Die einzelnen Werte wurden auf -Aktin normalisiert. Zur Vergleichbarkeit unter den
jeweiligen Blots wurden die Proben dann auf einen Blot-internen WT normalisiert. Die relativen
Proteinexpressionen in SLy1K° sind jeweils als Quotient aus den relativen Proteinexpressionen
in SLy1%© und den jeweiligen Blot-internen WT berechnet. Angegeben sind davon die jeweiligen
Mittelwerte mit SEM und n-Anzahl.

Protein relative Expression in SLy1X°  SEM (n)
p53 1,360 £ 0,10 (n = 10)
ATR 1,613+ 0,13 (n=10)
ATM 1,404 £ 0,12 (n = 10)
CHK1 1,839 £ 0,26 (n = 10)
CHK2 1,581 +0,18 (n= 7)
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3.1.2 Expression der mRNA des p53-Signalwegs und SOCS1 in der T-Zell-
Entwicklung

Da aus vorangegangenen Arbeiten eine Verschiebung der
Entwicklungspopulationen bei SLy1X°-Thymozyten bekannt gewesen war (Reis
et al., 2009), wurde die erhohte Expression in Thymozyten detaillierter
untersucht. Es wurden die verschiedenen Entwicklungspopulationen DN und DP,
sowie periphere T-Zellen auf die mRNA-Expression von p53, ATR, ATM, CHK1,
CHK2, p21, CDC25c und SOCS1 analysiert und die Expression zwischen den
Genotypen SLy1"WT und SLy1X© erneut verglichen.

Um die mRNA-Expressionslevel der einzelnen Zellpopulationen einordnen zu
konnen, wurden zunachst die Expressionslevel aller Populationen der SLy1"W'-
Mause verglichen, wobei eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey's post-hoc

Test angewendet wurde.

Die mRNA-Expression von p53 war v.a. im DN-Thymozytenstadium deutlich
erhoht. Eine  signifikante  Erhohung zeigte sich innerhalb  der
Thymozytenentwicklung von DN-Thymozyten gegeniber DP-Thymozyten als

auch von DN-Thymozyten gegenuber T-Zellen der Milz (Abb. 14).

AKokokok

Fedkskok

relative
p53 mMRNA Expression

1- ‘;Eﬁ‘cw

0 T T T
DN DP T-Zellen

Abbildung 14: Relative Expression von p53 in der T-Zell-Entwicklung.

Relative Expression der p53-mRNA in DN, DP und T-Zellen von SLy1"¥T-M&usen im Alter von
8 - 12 Wochen. Graph zeigt einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von
n =6 - 8 Mausen. p**** < 0,0001 bei einfaktorieller Varianzanalyse mit Tukey’s post-hoc Test.
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Die Kinasen ATR, ATM sowie CHK1 und CHK2 zeigten analog zu p53 eine
Erhohung der mRNA im DN-Thymozytenstadium. Die DN-Thymozyten zeigten
bei allen Kinasen signifikant hohere mRNA-Level im Vergleich zu DP-

Thymozyten als auch zu T-Zellen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Relative Expression der Molekiile des p53-Signalwegs in der T-Zell-
Entwicklung.

Relative Expression der mRNA von A. ATR, B. ATM, C. CHK1, sowie D. CHK2 in DN, DP und T-
Zellen von SLy1"T-M&usen im Alter von 8 - 12 Wochen. Graphen zeigen einzelne Werte relativ
zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 6 - 8 Mausen. p*** < 0,0001 bei einfaktorieller

Varianzanalyse mit Tukey’s post-hoc Test.
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Auch die mRNA der Proteine CDC25c, p21 sowie SOCS1 zeigten die oben
beschriebenen Unterschiede zwischen den einzelnen Thymozytenstadien und T-
Zellen (Abb. 16). Die starkste Expression von CDC25c und p21 fand sich im DN-
Stadium (Abb. 16A/B). Der Zytokininhibitor SOCS1 war hingegen in den DP-
Zellen am starksten exprimiert und zeigte zudem signifikant hohere
Expressionslevel in DP- sowie DN-Thymozyten im Vergleich zu T-Zellen der Milz
(Abb. 16C).
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Abbildung 16: Relative Expression von CDC25c, p21 und SOCS1 in der T-Zell-Entwicklung.

Relative Expression der mRNA von A. CDC25c, B. p21 und C. SOCS1 in DN, DP und T-Zellen
von SLy1"WT-M&usen im Alter von 8 - 12 Wochen. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu -
Aktin und Mittelwerte £ SEM von n = 6 - 8 Mausen. p**** < 0,0001 und p* < 0,05 bei einfaktorieller
Varianzanalyse mit Tukey’s post-hoc Test.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei WT-Mausen die mRNA des
p53-Signalwegs, der Effektorproteine CDC25c und p21 als auch des
Zytokininhibitors SOCS1 in der Thymozytenentwicklung starker exprimiert
werden als in peripheren T-Zellen. Im DN-Stadium ist die Expression besonders
prominent mit Ausnahme von SOCS1, welches v.a. im DP-Stadium eine wichtige

Rolle spielt.
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3.1.3 Nachweis der mRNA und Proteine des p53-Signalwegs in DN-
Thymozyten von Mausen mit SLy1-Knockout

Das DN-Stadium ist das erste Entwicklungsstadium der Thymozyten im Thymus.
Der Anteil der DN liegt laut vorausgegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe in
SLy1"WT-Mausen bei 3,46% und in SLy1X°-Mausen bei 6,56% der Thymozyten
(Reis et al., 2009). Zur Analyse der mRNA und der Proteine aus DN-Zellen
wurden jeweils Thymozyten aus ca. 8 Wochen alten SLy1WT- und SLy1KO-
Mausen gewonnen und diese mittels MACS isoliert. Anschliefend wurde fur die
gPCR die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben bzw. fur den Western Blot
die Zellen lysiert. Aufgrund der geringen Zellzahl wurden zur Proteingewinnung
die Zellen von jeweils 2 Mausen des gleichen Genotyps und Alters gepoolt. Die
weiteren Schritte erfolgten entsprechend den Gesamtthymozyten (Kapitel 3.1.1).
Zur Vergleichbarkeit unter den jeweiligen Blots wurden die Proben auf einen
gemeinsamen WT normiert. Hierfur wurde der Durchschnitt Blot-Ubergreifend

von allen WT-Mausen herangezogen.
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Im DN-Entwicklungsstadium war die Expression von p53 weder auf mMRNA- noch

auf Proteinebene bei einer SLy1-Defizienz verandert (Abb. 17).
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Abbildung 17: Expressionsanalyse von p53 in DN-Thymozyten von SLy1"TKC-M3usen.

A. Relative p53 mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1X°-DN-Thymozyten. Graph zeigt einzelne
Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte £ SEM von n = 8 Mausen. Ungepaarter zweiseitiger t-
Test. B. Quantitative Western Blot Auswertung von p53 in SLy1"T- und SLy1¥°-DN-Thymozyten.
Werte sind auf B-Aktin normalisiert und auf einen WT normiert. Graph zeigt Mittelwerte + SEM
von n = 3 (aus je 2 Proben gepoolt). Ungepaarter zweiseitiger t-Test. C. Western Blot von p53.
B-Aktin diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir p53 200 sek, fir B-Aktin 10 sek.
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Die Kinasen ATR und ATM waren auf mRNA-Ebene unverandert (Abb. 18A/B).
Auf Proteinebene konnte bei ATR durchschnittlich ein 5,2-fach verstarktes
Vorliegen nachgewiesen werden (Abb. 18C/E). Bei ATM zeigte sich eine
signifikante Erhéhung um den Faktor 2,9 (Abb. 18D/F).
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Abbildung 18: Expressionsanalyse von ATR und ATM in DN-Thymozyten von SLy1WTKO.
Mausen.

Relative mRNA-Expression von A. ATR und B. ATM in SLy1"T™- und SLy1X°-DN-Thymozyten.
Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu 3-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 8 Mausen.
Ungepaarter zweiseitiger t-Test. Quantitative Western Blot Auswertung von C. ATR und D. ATM
in SLy1"T- und SLy1X°-DN-Thymozyten. Werte sind jeweils auf B-Aktin normalisiert und je auf
ihren WT normiert. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM von n = 2 — 3 (aus je 2 Proben gepoolt).
p*** < 0,001 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test. Western Blot von E. ATR und F. ATM. 3-Aktin
diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir ATR 120 sek, ATM 10 sek und fur B-Aktin 10 sek.
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Die Kinasen CHK1 und CHK2 zeigten bei SLy1-Defizienz ebenfalls keine
Unterschiede in der mRNA-Expression (Abb. 19A/B). Auf Proteinebene zeigten
sich bei CHK1 signifikant erhdhte Proteinlevel um den Faktor 4,6 (Abb. 19C/E)
und bei CHK2 um den Faktor 1,9 (Abb. 19D/F).
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Abbildung 19: Expressionsanalyse von CHK1 und CHK2 in DN-Thymozyten von SLy1WTKO.
Mausen.

Relative mRNA-Expression von A. CHK1 und B. CHK2 in SLy1"T- und SLy1X°-DN-Thymozyten.
Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 8 Mausen.
Ungepaarter zweiseitiger t-Test. Quantitative Western Blot Auswertung von C. CHK1 und D.
CHK2 in SLy1"T- und SLy1%°-DN-Thymozyten. Werte sind jeweils auf B-Aktin normalisiert und je
auf ihren WT normiert. Graph zeigt Mittelwerte £+ SEM von n = 3 (aus je 2 Proben gepoolt).
p** < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test. Western Blot von E. CHK1 und F. CHK2. 3-Aktin
diente als Ladekontrolle. Belichtungszeit fir CHK1 60 sek, CHK2 120 sek und fiir -Aktin 10 sek.
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Die Proteine CDC25c (Abb. 20A), p21 (Abb. 20B), sowie SOCS1 (Abb. 20C)
wiesen keine veranderten mRNA-Expressionslevel auf. Aufgrund der gering
vorhandenen Proteinmengen wurde keine Bestimmung der Proteinlevel
durchgefuhrt.
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Abbildung 20: Expressionsanalyse von CDC25c, SOCS1 und p21 in DN-Thymozyten von
SLy1"TKO.M3usen.

Relative mRNA-Expression von A. CDC25¢, B. SOCS1 und C. p21 in SLy1"T- und SLy1X°-DN-
Thymozyten. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von
n = 6 - 8 Mausen. Ungepaarter zweiseitiger t-Test.

3.1.4 Nachweis der mRNA des p53-Signalwegs in DP-Thymozyten von
Mausen mit SLy1-Knockout

Die DN-Zellen entwickeln sich im Thymus zu DP-Zellen weiter. Der Anteil der DP
betragt laut Vorarbeiten bei SLy1"WT-Mausen 84,7% und bei SLy1%C-Mausen
77,9% der Thymozyten (Reis et al., 2009). Zur Analyse der mRNA von DP-
Thymozyten wurde die RNA mittels Flow Sorter isoliert und in cDNA

umgeschrieben.
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Die erhohte Expression von p53 auf mRNA-Ebene in Thymozyten fand sich in
der Population der DP-Zellen wieder. Es zeigte sich eine signifikante Erhohung
von p53 in SLy1-defizienten DP-Zellen im Vergleich zu DP-Zellen von SLy1WT-
Mausen um den Faktor 1,2 (Abb. 21A), wohingegen die Kinasen ATR, ATM,
CHK1 und CHK2 keinen Unterschied zwischen den Genotypen erkennen lielien

(Abb. 21B-E).
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Abbildung 21: Expressionsanalyse des p53-Signalwegs in DP-Thymozyten von SLy1WTKO.
Mausen.

Relative mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1X°-DP-Zellen von A. p53, B. ATR, C. ATM, D.
CHK1 und E. CHK2. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu 3-Aktin und Mittelwerte + SEM
von n = 8 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test.
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Eine weitere signifikante Veranderung zeigte sich bei der Phosphatase CDC25c.
Hier fand sich etwa halb so viel mRNA in SLy1XC-DP-Zellen (Abb. 22A). Die
MRNA von SOCS1 und p21 lieRen keine signifikanten Unterschiede erkennen

(Abb. 22B/C).
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Abbildung 22: Expressionsanalyse von CDC25c, SOCS1 und p21 in DP-Thymozyten von
SLy1WTKO.M3usen.

Relative mRNA-Expression in SLy1"WT- und SLy1X°-DP-Zellen von A. CDC25¢, B. SOCS1 und
C. p21. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 8
Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test.

3.1.5 Nachweis der mRNA des p53-Signalwegs in peripheren T-Zellen aus
der Milz von Mausen mit SLy1-Knockout

Nach abgeschlossener Entwicklung der Thymozyten werden die reifen naiven T-
Zellen in die Blutbahn abgegeben und befinden sich vermehrt in den sekundaren
lymphatischen Organen wie u.a. der Milz. Zur Analyse dieser Population wurden
T-Zellen aus der Milz von SLy1"'- und SLy1¥°-Mausen gewonnen. CD90.2-
positive Zellen wurden mittels MACS aufgereinigt, die RNA isoliert und in cDNA

umgeschrieben.
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In den peripheren SLy1KO-T-Zellen lagen die p53-mRNA-Level um den Faktor
1,2 erhoht vor im Vergleich zu SLy1WT-T-Zellen (Abb. 23A). Bei den Kinasen ATR
und ATM sowie bei CHK1 und CHK2 liel3en sich keine Unterschiede zwischen
SLy1%° und SLy1"T erkennen (Abb. 23B/C, Abb. 23D/E).
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Abbildung 23: Expressionsanalyse des p53-Signalwegs in peripheren T-Zellen aus der
Milz von SLy1WTKO_Ma3usen.

Relative mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1X°-T-Zellen von A. p53, B. ATR, C. ATM, D.
CHK1 und E. CHK2. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM
von n = 6 Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test.
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Die Phosphatase CDC25c zeigte keine veranderten Expressionslevel (Abb.
24A). Fur das Molekul SOCS1 hingegen konnte in dieser Population eine
signifikant erhdhte Expression um den Faktor 1,3 festgestellt werden (Abb. 24B).
p21 zeigte keine Veranderungen (Abb. 24C).
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Abbildung 24: Expressionsanalyse von CDC25c, SOCS1 und p21 in peripheren T-Zellen
aus der Milz von SLy1V®0-Mausen.

Relative mRNA-Expression in SLy1"T- und SLy1°-T-Zellen von A. CDC25¢, B. SOCS1 und C.
p21. Graphen zeigen einzelne Werte relativ zu 3-Aktin und Mittelwerte £+ SEM von n = 6 Mausen.
*p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass bei einer SLy1-Defizienz die
erhohte Expression von p53 auf mRNA-Ebene nicht nur wahrend der

Thymozytenentwicklung, sondern auch in T-Zellen der Milz auftritt.
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3.2 Analyse der T-Zellentwicklung in Mausen mit SLy1-

Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Aus Vorarbeiten mit SLy1%°- und SLy1"T -Mausen war bereits bekannt gewesen,
dass ein Fehlen des SLy1-Proteins zu einer Reduktion der Zellzahl in den
jeweiligen lymphatischen Organen Thymus, Lymphknoten und Milz fuhrt (Reis et
al., 2009). Die reduzierte Thymozytenzellzahl bei SLy1-Defizienz hat sich dabei
v.a. ab dem DP-Stadium manifestiert, wobei eine vergroRerte DN-
Thymozytenpopulation zu finden gewesen war (Reis et al., 2009; Reis, 2007).
Diese Ergebnisse hatten die Vermutung nahegelegt, dass eine SLy1-Defizienz
zu einem moglichen Differenzierungs- oder Proliferationsdefizit am Ubergang
vom DN- zum DP-Stadium filhren kdénnte (Reis, 2007). Weiter wurde in der
vorliegenden Arbeit eine erhdhte Expression des p53-Signalwegs bei einer SLy1-
Defizienz beobachtet (siehe Kapitel 3.1). Damit stellte sich die Frage, ob eine
spezifische Deletion des Gens TP53 bzw. des Proteins p53 in Thymozyten die
reduzierte Zellzahl bei SLy1-Defizienz regulieren kann. Daher wurde eine
Mauslinie mit einem konditionalen Knockout von TP33 in den Thymozyten
(p53"M/Lck-Cre*) mit den SLy1-defizienten Mausen (SLy1X®) gekreuzt. Dieser
Genotyp wird im Weiteren mit SLy1X°/p53"/Lck-Cre* bezeichnet bzw. bei einer
unveranderten SLy1-Expression mit SLy1"WT/p53"f/Lck-Cre* (Tab. 2). Als
Kontrollgruppen wurden jene Genotypen verwendet, bei welchen p53 weiterhin
in Thymozyten und T-Zellen exprimiert wurde. Dabei wird im Weiteren der
Genotyp mit modifiziertem TP53 und fehlender Cre-Rekombinase mit
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre- bzw. SLy1KC/p53""/Lck-Cre- bezeichnet. Der Genotyp mit
nicht-modifiziertem TP53, aber exprimierter Cre-Rekombinase wird mit
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* bzw. mit SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* bezeichnet (Tab. 2). Es
wurden folgende Vergleiche unter den Gruppen vorgenommen: Es wurde der
SLy1K%/p531/Lck-Cre*-Genotyp mit dem SLy1"WT/p53"/Lck-Cre*-Genotyp
mittels ungepaartem zweiseitigem t-Test verglichen, um die Wirkung einer SLy1-
Defizienz im Kontext einer p53-Defizienz zu untersuchen. Des Weiteren wurde
der SLy1KO/p53"/Lck-Cre-Genotyp mit dem SLy1"T/p53"f/Lck-Cre-Genotyp
bzw. der SLy1K9/p53WT/Lck-Cre*-Genotyp mit dem SLy1VT/p53WT/Lck-Cre*-

Genotyp mittels ungepaartem zweiseitigem t-Test verglichen, um die Ergebnisse
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mit den Vorarbeiten von Reis et al. (2009) abzugleichen und damit zu klaren, ob
der Vergleich zwischen SLy1X°/p53"f/Lck-Cre* und den Kontrollgruppen
SLy1K0/p531/Lck-Cre bzw. SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* Riickschliisse auf einen
Einfluss der p53-Defizienz auf den Phanotyp der SLy1-Defizienz zulasst. Dafur
wurde dann SLy1X%/p53"M/Lck-Cre* mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit
Dunnett’s post-hoc Test jeweils mit SLy1K%/p53"/Lck-Cre- bzw.
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* verglichen, um die Fragestellung zu beantworten, ob der
Phanotyp einer SLy1-Defizienz durch eine zusatzliche p53-Defizienz korrigiert
werden kann. Analog wurde SLy1WT/p53"/Lck-Cre* mit SLy1"WT/p537/Lck-Cre-
bzw. SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* bezliglich der jeweiligen absoluten Zellzahl
verglichen, um die Auswirkung einer p53-Defizienz auf die Zellzahl zu
untersuchen.

Es wurde die Zellzahl in den lymphatischen Organen Thymus, Milz, inguinale
Lymphknoten (lymph node, LN) und Knochenmark (bone marrow, BM) bestimmt.
Zusatzlich wurden im Thymus die FSC- und SSC-Werte, die Zellpopulationen
DN-, DP- und CD4SP- und CD8SP-Thymozyten sowie die DN-Subpopulationen
DN1 - DN4 mittels Durchflusszytometrie analysiert. In den Lymphknoten und in
der Milz wurden die T- und B-Lymphozytenpopulationen sowie die CD4*- und
CD8"-T-Zellsubpopulationen bestimmt. Die Untersuchung der Mause erfolgte im
Alter von 25 Wochen, da das Auftreten eines spontanen Tumorgeschehens in
p53-defizienten Mausen in der Literatur im Alter von 4 - 6 Monaten beschrieben
wurde (Klusmann et al., 2016; Dudgeon et al., 2014; Donehower et al., 1995;
Donehower et al., 1992).

Es wurde zum einen die Hypothese uberpruft, ob die Reduktion der Zellzahl bei
SLy1-Defizienz auf eine Hochregulation des p53-Signalwegs zurtckzufuhren ist
und zum anderen, ob das SLy1-Protein direkt als Regulator von
Proliferationsfaktoren fur Thymozyten wirkt. Des Weiteren wurde der Einfluss
einer SLy1-Defizienz auf eine mogliche Tumorentstehung bei p53-Defizienz

untersucht.
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Es ist vorneweg anzumerken, dass diese Studie in der vorliegenden Arbeit neu
etabliert wurde. Es konnten je nach Genotyp nur 3 bis 6 Mause untersucht
werden, dies ist in der jeweiligen Abbildungsbeschriftung angegeben. Die
folgenden Ergebnisse konnen daher lediglich einen Hinweis auf mogliche
Veranderungen in diesem Mausmodell geben. Es sind noch weitere Tiere zur

Untermauerung der Ergebnisse notig.

Die Mause aller untersuchten Genotypen zeigten eine unauffallige Entwicklung
bis einschliel3lich der 25. Lebenswoche. Lediglich eine Maus des Genotyps
SLy1K%/p531/Lck-Cre* fiel aufgrund ihres schlechten Allgemeinzustandes mit 21
Wochen auf. Diese wurde aus der folgenden Auswertung herausgenommen und
wird in Kapitel 3.2.5 gesondert beschrieben.

3.2.1 Analyse der Zellzahl lymphatischer Organe in Mausen mit SLy1-
Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Zunachst wurde die Zellzahl in den lymphatischen Organen Thymus, Milz,
Lymphknoten und Knochenmark untersucht. Entsprechend den Ergebnissen von
Reis et al. (2009) fand sich bei den SLy1KO-Genotypen eine Reduktion der
Zellzahl im Vergleich zu den entsprechenden SLy1"“T-Genotypen.

Die Zellzahl im Thymus bei einer p53-Defizienz betrug beim Genotyp
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre* durchschnittlich 176,30 x 108 Zellen, bei einer
zusatzlichen SLy1-Defizienz zeigte sich eine signifikante Reduktion der Zellzahl
auf 43% (Abb. 25, Tab. 14). In der Kontrollgruppe SLy1K%/p53"/Lck-Cre- war die
Zellzahl mit durchschnittlich 82,93 x 10% Zellen auf 85% im Vergleich zu
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre~ reduziert (Abb. 25, Tab. 14). In der Kontrollgruppe
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* war die Zellzahl mit 49,38 x 108 Zellen auf 65% im
Vergleich zu SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* reduziert (Abb. 25, Tab. 14). Die Reduktion
in den Kontrollgruppen erreichte jedoch keine Signifikanz.

Beim Vergleich SLy1%°/p53"f/Lck-Cre* vs. SLy1X°-Kontrollgenotypen wurde
deutlich, dass eine zusatzliche p53-Defizienz die Zellzahlreduktion einer SLy1-
Defizienz nicht korrigieren kann. Der Vergleich der Zellzahl des Genotyps
SLyXO/p53"M/Lck-Cre* vs. der Zellzahl des Genotyps SLy1K%/p53"/Lck-Cre-
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bzw. SLy1X%/p53WT/Lck-Cre* zeigte mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit
Dunnett’s post-hoc Test keine signifikanten Unterschiede zwischen p53-
defizienten und p53-exprimierenden Genotypen bei SLy1-Defizienz (Abb. 25).
Der Vergleich SLy1WT/p53"f/Lck-Cre* vs. SLy1"WT-Kontrollgenotypen konnte
zeigen, dass eine alleinige p53-Defizienz zu einer signifikant erhdhten Zellzahl
im Thymus fiihrt. Die Zellzahl war bei SLy1VT/p53"1/Lck-Cre* um 181% im
Vergleich zu SLy1WT/p53"i/Lck-Cre= bzw. um 232% im Vergleich zu
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* ernoht (Abb. 25).
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Abbildung 25: Zellzahl im Thymus von SLy1WTKO/p53fflj| ck-Cre*-Mausen und
Kontrollméusen.

Zelizahl im  Thymus von SLy1WT/p53"/Lck-Cre* und SLy1X/p53"/Lck-Cre* bzw.
SLy1"T/p53"/Lck-Cres  und  SLy1%%/p53"/Lck-Cre=  bzw. SLy1WT/p53WT/Lck-Cre*  und
SLy1%0/p53"WT/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graph zeigt Mittelwerte + SEM und einzelne
Werte aus n = 3 - 6 Mausen [in x 108]. **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils
zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1X°. #p < 0,01 bei einfaktorieller Varianzanalyse
zwischen den SLy1"T-Gruppen bzw. zwischen den SLy1%°-Gruppen mit Dunnett’s post-hoc Test
mit Vergleich von p53™"/Lck-Cre” bzw. p53VT/Lck-Cre* jeweils zu p53™"M/Lck-Cre®.

Zusammenfassend lasst sich unabhangig vom p53-Kontext eine Reduktion der
Zellzahl im Thymus bei einer SLy1-Defizienz feststellen, wobei die
Zellzahlreduktion zwischen SLy1K0- und SLy1"WT-Mausen bei einer p53-Defizienz

am starksten ausgepragt war.
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Die Zellzahl in der Milz von SLy1X®/p53"/Lck-Cre* war durchschnittlich auf 77%
und in der Milz der SLy1XC-Kontrollmause auf 47% (SLy1X°/p53"/Lck-Cre*) bzw.
auf 55% (SLy1X®/p53WT/Lck-Cre’) im Vergleich zu den jeweils entsprechenden
SLy1"T-Genotypen reduziert (Abb. 26A, Tab. 14). Die Ergebnisse erreichten
aber keine Signifikanz. Der Vergleich SLy1%°/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1K°-
Kontrollgenotypen konnte wie auch bei der Zellzahl im Thymus keine
Unterschiede zwischen p53-defizienten und p53-exprimierenden Genotypen bei
SLy1-Defizienz zeigen (Abb. 26A). Der Vergleich SLy1WT/p53"/Lck-Cre* vs.
SLy1"T-Kontrollgenotypen konnte zudem keinen Unterschied bezlglich der
Zellzahl bei einer p53-Defizienz oder einer p53-Expression nachweisen
(Abb. 26A).

In den Lymphknoten war die Zellzahl von SLy1%°/p53"/Lck-Cre*-M&usen
signifikant auf 69% von SLy1WT/p53"/Lck-Cre* verringert (Abb. 26B, Tab. 14). In
den Lymphknoten der Kontrollgruppen war kein Unterschied zwischen SLy1X©
und SLy1"T zu erkennen (Abb. 26B, Tab. 14). Es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede weder beim Vergleich SLy1%°/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1KO-
Kontrollgenotypen noch beim Vergleich SLy1VT/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1WT-
Kontrollgenotypen (Abb. 26B).

Die Zellzahl im Knochenmark von SLy1K%/p53"/Lck-Cre*-Mausen im Vergleich
zu SLy1VT/p53"/Lck-Cre*-Mausen war unverandert (Abb. 26C). Auch bei den
Kontrollim&usen konnte kein Unterschied im Knochenmark zwischen SLy1X° und
SLy1WT beobachtet werden (Abb. 26C, Tab. 14). Beim Vergleich
SLy1WT/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1VT-Kontrollgenotypen konnte hingegen bei p53-
Defizienz, entsprechend der Ergebnisse im Thymus, eine erhdhte Zellzahl
festgestellt werden. Die Zellzahl war bei SLy1"WT/p53"f/Lck-Cre* signifikant um
160% im Vergleich zu SLy1VT/p53"M/Lck-Cre- und um durchschnittlich (jedoch
nicht signifikant) 148% im Vergleich zu SLy1"WT/p53WT/Lck-Cre* erhoht (Abb.
26C).
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Abbildung 26: Zellzahl in Milz, Lymphknoten und Knochenmark von SLy1V0/p53f/fi/|_ck-
Cre*-Mausen und Kontrollmausen.

Zellzahl A. in der Milz, B. in den Lymphknoten (LN) sowie C. im Knochenmark (BM) von
SLy1"T/p53""/Lck-Cre* und  SLy1K°/p53"M/Lck-Cre* bzw. SLy1"WT/p53"f/Lck-Cre und
SLy1K%/p53"M/Lck-Cre” bzw. SLy1"WT/p53"“T/Lck-Cre* und SLy1%%/p53WT/Lck-Cre* im Alter von 25
Wochen. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 6 Mausen [in x 10°].
*p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils zwischen SLy1"T und entsprechendem
SLy1KC. #p < 0,05 bei einfaktorieller Varianzanalyse zwischen den SLy1“T-Gruppen bzw.
zwischen den SLy1X°-Gruppen mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von p53""/Lck-Cre-
bzw. p53"T/Lck-Cre* jeweils zu p53"f/Lck-Cre*.
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Tabelle 14: Durchschnittliche Zellzahl in Thymus, Milz, Lymphknoten und Knochenmark
von SLy1WTKO/p53fflj|_ck-Cre*-Mausen und Kontrolimausen.

Die Daten geben die Zellzahl von SLy1"WTKO/p53"f/_ck-Cre*-Mausen und Kontrollmausen im Alter
von 25 Wochen an. Es sind die Mittelwerte der Zellzahl in x 106 nach Genotyp mit SEM und n-
Anzahl angegeben. Signifikanz mit einzelnen p-Werten und *p < 0,05 bzw. **p < 0,01 bei

ungepaartem zweiseitigem t-Test.

Organ Genotyp SLy1WT SLy1K© p-Wert | Signifi-
* SEM (n) + SEM (n) kanz
Thymus | p53™f/Lck-Cre* | 176,30 + 23,28 74,92 + 13,23 0,0091 *
(n=4) (n=4)
p53"fiLck-Cre- | 97,62 + 10,74 82,93 + 13,12 0,4395 ns
(n=6) (n=3)
p53"T/Lck-Cre* | 76,08 + 13,25 49,38 + 11,22 0,1551 ns
(n=6) (n=6)
Milz p53"fiLck-Cre* | 106,50 + 10,70 82,50 + 7,82 0,1202 ns
(n=4) (n=4)
p53"fiLck-Cre- | 150,70 + 27,55 70,50 + 19,02 0,0992 ns
(n=6) (n=3)
p53"T/Lck-Cre* | 89,04 + 22,35 48,68 + 7,80 0,1190 ns
(n=6) (n=6)
LN p53"fiLck-Cre* | 1,80 + 0,20 1,20 £ 0,11 0,0487 *
(n=4) (n=4)
p53f/Lck-Cre- | 0,98 + 0,37 2,12+ 0,69 0,1483 ns
(n=6) (n=3)
p53"T/Lck-Cre* | 1,11 0,28 1,00 £ 0,21 0,7775 ns
(n=106) (n=5)
BM p53"fiLck-Cre* | 43,55 + 4,21 43,90 + 6,55 0,9656 ns
(n=4) (n=4)
p53"fiLck-Cre- | 27,27 + 8,52 38,72+ 10,78 0,2316 ns
(n=16) (n=3)
p53"T/Lck-Cre* | 29,45 + 3,08 24,68 + 3,71 0,3895 ns
(n=4) (n=16)
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3.2.2 Analyse der Thymozytenpopulationen von Mausen mit SLy1-
Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Im Weiteren wurden die Zellen aus dem Thymus durchflusszytometrisch
untersucht.

Die Zellen aus dem Thymus von 25 Wochen alten M&ausen zeigten unabhangig
vom Genotyp entsprechend Abbildung 27 keine nennenswerten

morphologischen Auffalligkeiten in der Durchflusszytometrie.
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Abbildung 27: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen aus dem Thymus anhand
von FSC-A und SSC-A von SLy1W"K9/p53f/f/|_ ck-Cre*-Mausen und Kontrollmiusen.

FSC/SSC-A-Abbildungen von jeweils einer reprasentativen Maus fir die Thymozyten von A.
SLy1WT/p53""/Lck-Cre*, B. SLy1%/p53"fi/Lck-Cre*, €. SLy1"T/p53"1/Lck-Cre- und D.
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen.

Des Weiteren wurden, wie in Abbildung 28 dargestellt, die durchschnittliche
Grolle und Komplexitat der Thymozyten aus der ap-Thymozytenpopulation
(CD90.2*, TZRy®") analysiert. Dabei gibt die Vorwartsstreuung (FSC) die
Zellgrofie und die Seitwartsstreuung (SSC) die intrazellulare Granularitat wieder,
so dass Zellen mit einem komplexen Zytoplasma hohere SSC-Werte zeigen
(Stetler-Stevenson, 2003). Fur Lymphoblasten sind héhere FSC- als auch SSC-
Werte zu erwarten (Li, Juco, Mann & Holden, 2004). In der vorliegenden Arbeit
waren weder signifikante Unterschiede zwischen den SLy1%°-Genotypen und
den jeweils entsprechenden  SLy1"“T-Genotypen noch  zwischen
SLy1K0/p531/Lck-Cre* und den SLy1X°-Kontrollgenotypen erkennbar (Abb. 28).
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Bestimmung von FSC-A und SSC-A der
Thymozyten von SLy1VTK0/p531/|_ck-Cre*-M3usen und Kontrollmausen.

Durchschnittliche Werte von A. FSC-A und B. SSC-A der Thymozyten von SLy1"T/p53"/Lck-
Cre* und SLy1%%/p53"M/Lck-Cre* bzw. SLy1"T/p53"/Lck-Cre” und SLy1%%/p53"1/Lck-Cre~ bzw.
SLy1"T/p53"T/Lck-Cre* und SLy1%%/p53VT/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen
Mittelwerte £ SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 6 Mausen. Ungepaarter zweiseitiger t-Test
jeweils zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1K°. Einfaktorielle Varianzanalyse zwischen
den SLy1XO-Gruppen mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von p53""/Lck-Cre” bzw.
p53"VT/Lck-Cre* jeweils zu p53™"/Lck-Cre*.

Im Weiteren wurde die Thymozytenentwicklung anhand der Verteilung der
Thymozytenpopulation tUber die einzelnen Entwicklungsstadien DN, DP und SP
untersucht. Dabei zeigte sich bei einer p53-Defizienz Uber alle
Entwicklungsstadien hinweg eine deutliche Zellzahlerhdhung, welche bei
gleichzeitig vorliegender SLy1-Defizienz nicht nachweisbar war. Bei den
Kontrollgruppen war durch eine SLy1-Defizienz die Zellzahl ab dem DP-Stadium
reduziert.

Der Anteil der DN-, DP- sowie der SP-Population an der
Gesamtthymozytenpopulation war bei SLy1K%/p53"f/Lck-Cre* im Vergleich zu
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre* nicht signifikant verandert (Abb. 29A/C/E). Die absolute
Zellzahl der DN-Population war ebenfalls nicht signifikant verandert, wobei bei
SLy1WT/p53"/Lck-Cre* durchschnittlich 4,10 x 10° DN-Zellen und bei
SLy1%°/p53™/Lck-Cre* durchschnittlich nur 2,36 x 10° DN-Zellen im Thymus
nachgewiesen werden konnten (Abb. 29B). Die absolute Zellzahl der DP-
Population war bei SLy1K%/p53"/Lck-Cre* mit 36,80 x 10° Zellen hingegen
signifikant auf 33% von 112 x 108 Zellen in SLy1"WT/p537/Lck-Cre* (Abb. 29D)
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und die absolute Zellzahl der SP-Population mit 6,85 x 10® Zellen ebenfalls
signifikant auf 48% von 14,25 x 10 Zellen bei SLy1"T/p53"/Lck-Cre*-Mausen
reduziert (Abb. 29F).

In den Kontrollgruppen SLy1WTKO/p531/ ck-Cre- und SLy1WTKO/p53WT/L ck-Cre*
konnten die von Reis et al. (2009) bereits beschriebenen Veranderungen bei
SLy1-Defizienz  groRtenteils nachvollzogen werden. Die Genotypen
SLy1%°/p53™/Lck-Cre- und SLy1KO/p53WT/Lck-Cre* zeigten einen signifikant
vergrofRerten Anteil der DN-Population an der Gesamtthymozytenpopulation im
Vergleich zu den entsprechenden SLy1“T-Mausen (Abb. 29A). Bezliglich der
absoluten Zellzahlen der DN-, DP- sowie SP-Population konnten keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden, dennoch geben die Daten einen
Hinweis auf eine tendenziell erhdhte DN-Zellzahl (Abb. 29B) sowie eine
reduzierte DP- und SP-Zellzahl bei SLy1%°-Mausen (Abb. 29D/F).

Beim Vergleich der DN-, DP- sowie SP-Populationen (relativ wie absolut) von
SLy1K%/p531/Lck-Cre* vs. SLy1%°/p53"M/Lck-Cre bzw. vs. SLy1K%/p53WT/Lck-
Cre* fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen p53-defizienten und
p53-exprimierenden Genotypen bei SLy1-Defizienz (Abb. 29). Folglich scheint
eine p53-Defizienz die Veranderungen durch SLy1-Defizienz, sprich die
Reduktion der DP- sowie SP-Zellzahl, nicht korrigieren zu kdnnen.

Beim Vergleich von SLy1"WT/p53"M/Lck-Cre* vs. SLy1VT/p53"1/Lck-Cre- bzw. vs.
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* zeigte sich bei einer p53-Defizienz in allen
Thymozytenpopulationen (DN, DP und SP) eine signifikant groRere Zellzahl
entsprechend der deutlich vergroRerten Gesamtzellzahl des Thymus bei
SLy1WT/p53"/Lck-Cre* (Abb. 29 B/D/F).

61



ERGEBNISSE

DN Zelllzahl [in x10%]

C 100 D 200- *

= & .
c %1504 o
[}
< £
N =
< 100
3 R
£ S
~ N 50-
o o
[a] [a]

#
I p J
P
E 30+ F 20— Fok
g ) g 15 :
-~ -
c x
..“;" 20+ . c [ ]
° =
) o H < 104 o
£ 104 0 E, 5
o o
(7] (2]
0- 0-

B SLy1VT/p53ifiLck-Cre* B SLy1WTIp53"MiLck-Cre =3 SLy1VT/p53VT/Lck-Cre®
[ SLy1%%/p53"fjLck-Cre* [ SLy1XCIp53MfjLck-Cres [ SLy1XC/p53WT/Lck-Cre*

Abbildung 29: Thymozytenpopulationen DN, DP und SP von SLy1WTKO/p53fflj|_ck-Cre*-
Mausen und Kontrollmausen.

Relativer Anteil A. der DN-Population, C. der DP-Population und E. der SP-Population an der
Gesamtthymozytenpopulation, sowie die absolute Zellzahl B. der DN-Population, D. der DP-
Population und F. der SP-Population im Thymus von SLy1"WT/p53"/Lck-Cre* und
SLy1K%/p53"M/Lck-Cre* bzw. SLy1"T/p53"1/Lck-Cre= und  SLy1X%/p53"/Lck-Cre= bzw.
SLy1"T/p53"T/Lck-Cre* und SLy1%%/p53VT/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen
Mittelwerte £ SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 6 Mausen. *p < 0,05 und **p < 0,01 bei
ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1%C.
#p < 0,05 und #p < 0,01 bei einfaktorieller Varianzanalyse zwischen den SLy1"T-Gruppen (bei B,
D, F) bzw. zwischen den SLy1X°-Gruppen (A — F) mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von
p53"f/Lck-Cre” bzw. p53"VT/Lck-Cre* jeweils zu p53™"/Lck-Cre*.
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Beim Vergleich der SP-Subpopulationen CD4SP und CD8SP konnte bei SLy1-
Defizienz eine vergroRerte CD8SP-Population (anteilig an der Gesamtpopulation
im Thymus) nachgewiesen werden.

Beziiglich der CD4SP-Subpopulation war weder bei SLy1X°/p53"/Lck-Cre* noch
bei den Kontrollgruppen SLy1¥°/p53WT/Lck-Cre* und SLy1K%/p53"/Lck-Cre- im
Vergleich zu den entsprechenden SLy1"WT-Mausen ein nennenswerter
Unterschied beim Anteil an der Gesamtthymozytenpopulation erkennbar
(Abb. 30A). Die absolute Zellzahl der CD4SP-Subpopulation bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre*, SLy1KO/p53WT/Lck-Cre* und SLy1%®/p53"M/Lck-Cre-
spiegelte dabei jeweils lediglich die reduzierte Gesamtzellzahl im Thymus bei
SLy1-Defizienz wider (Abb. 30B). So zeigte die absolute CD4SP-Zellzahl bei
SLy1%°/p53™/Lck-Cre* eine signifikante Reduktion im Vergleich zu
SLy1WT/p53"/Lck-Cre*  (Abb. 30B). Bei SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* und
SLy1K%/p53/Lck-Cre- konnte im Vergleich zu den entsprechenden SLy1"'-
Mausen ebenfalls eine Reduktion der absoluten CD4SP-Zellzahl beobachtet
werden - jedoch nicht signifikant (Abb. 30B).

Die CD8SP-Subpopulation war beim Genotyp SLy1%°/p53"/Lck-Cre* signifikant
vergroBert (anteilig an der Gesamtpopulation), wobei bei SLy1K°/p53%/Lck-Cre*
5,9% der Thymozyten einfach positiv fur CD8 (CD8*CD4") waren und bei
SLy1WT/p531M/Lck-Cre* lediglich 2,9% (Abb. 30C). Auch in der Kontrollgruppe
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* war der Anteil der CD8SP-Subpopulation mit 4,6%
signifikant vergroRert im Vergleich zu SLy1"T/p53WT/Lck-Cre* mit 3,5%
(Abb. 30C). In der Kontrollgruppe SLy1X%/p53"/Lck-Cre- war der Anteil mit 3,8%
ebenfalls groRer als bei SLy1"WT/p53"/Lck-Cre mit 3,1% (Abb. 30C). Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Die absolute CD8SP-Zellzahl erschien zwischen SLy1%¢/p53"f/Lck-Cre* und
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre*  bzw.  zwischen  SLy1K%/p537/Lck-Cre-  und
SLy1WT/p53"M/Lck-Cre~ bzw. SLy1KO/p53WT/Lck-Cre* und SLy1WT/p53WT/Lck-
Cre™ unverandert, da aufgrund der oben beschriebenen Reduktion der
Gesamtzellzahl im Thymus die beobachtete relative Erhohung der CD8SP-
Subpopulation nicht mehr ausschlaggebend war (Abb. 30D).
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Beim Vergleich des Anteils der CD8SP-Subpopulation bei SLy1%°/p53"f/Lck-
Cre* vs. SLy1KO-Kontrollgenotypen war kein signifikanter Unterschied zwischen
p53-defizienten und p53-exprimierenden Genotypen bei SLy1-Defizienz
erkennbar (Abb. 30C). Somit scheint eine SLy1-Defizienz unabhangig von p53
mit einem vergrof3erten Anteil der CD8SP-Subpopulation einherzugehen.
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Abbildung 30: Thymozytensubpopulationen CD4SP und CD8SP von SLy1V0/p53/f/|_ck-
Cre*-Mausen und Kontrollmausen.

Relativer Anteil A. der CD4SP-Subpopulation und C. der CD8SP-Subpopulation an der
Gesamtthymozytenpopulation sowie absolute Zellzahl B. der CD4SP-Subpopulation und D. der
CD8SP-Subpopulation im Thymus von SLy1"WT/p53"f/Lck-Cre* und SLy1%/p53"/Lck-Cre* bzw.
SLy1"T/p53""/Lck-Cre= und  SLy1%%/p53"/Lck-Cre= bzw. SLy1VT/p53"WT/Lck-Cre* und
SLy1K%/p53"T/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM und einzelne
Werte aus n = 3 - 6 Mausen. *p < 0,05 und **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils
zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1X°. #p < 0,05 und #*p < 0,01 bei einfaktorieller
Varianzanalyse zwischen den SLy1"WT-Gruppen (bei B und D) bzw. zwischen den SLy1%°-
Gruppen (bei A — D) mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von p53"1/Lck-Cre” bzw.
p53"VT/Lck-Cre* jeweils zu p53™"/Lck-Cre*.
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3.2.3 Analyse der DN-Thymozytenentwicklung im Thymus von Mausen mit
SLy1-Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Die Untersuchungen von SLy1%°-Mausen bei Reis et al. (2009) hatten die
Vermutung zugelassen, dass es bei einer SLy1-Defizienz im DN-Stadium zu
einem Differenzierungs- oder Proliferationsproblem kommt. Hierbei war ein leicht
reduzierter Anteil der DN1-Subpopulation, ein vergroRerter Anteil der DN2- und
DN3-Subpopulation sowie ein kleinerer Anteil der DN4-Subpopulation auffallig
gewesen. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die Anteile der DN-
Subpopulationen DN1 bis DN4 an der Population CD90.2*/TZRyd unter

Berucksichtigung von p53 ebenfalls naher analysiert.

Beim Genotyp SLy1K%/p537/Lck-Cre* war im Vergleich zum Genotyp
SLy1WT/p53"/Lck-Cre* im Durchschnitt der Anteil der DN1-Subpopulation
kleiner und der Anteil der DN2-Subpopulationen gréfier (Abb. 31A/B). Diese
Unterschiede waren aber nicht signifikant und konnen nur einen maoglichen
Hinweis geben. Fur die Subpopulationen DN3 und DN4 konnten keine
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 31C/D). Bei den Kontrollgruppen konnte
entsprechend Reis et al. (2009) bei SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* eine signifikant
vergrofRerte DN2-Subpopulation und bei SLy1K%/p53"/Lck-Cre™ eine signifikant
vergrof3erte DN3-Subpopulation nachgewiesen werden (Abb. 31).

Beim Vergleich SLy1X®/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1KO-Kontrollgenotypen war bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre* die DN1-Subpopulation signifikant groRer als bei
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* (Abb. 31A). In den weiteren DN-Subpopulationen
konnten keine signifikanten Unterschiede beobachten werden (Abb. 31B-D).

Die Unterschiede, welche zwischen den SLy1X°-Genotypen und den jeweiligen
SLy1"T-Genotypen beobachtet werden konnten, geben auch in der vorliegenden
Arbeit einen Hinweis auf eine Rolle von SLy1 im DN-Stadium, welche
unabhangig von p53 zu sein scheint. Die Daten lassen auch hier keinen Hinweis

auf eine Beeintrachtigung in einem bestimmten DN-Stadium zu.
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Abbildung 31: Thymozytensubpopulationen DN1 — DN4 von SLy1WTKO/p53ffj|_ck-Cre*-
Mausen und Kontrollmausen.

Relativer Anteil der A. DN1-Subpopulation, B. DN2-Subpopulation, C. DN3-Subpopulation und
D. DN4-Subpopulation an der DN-Thymozytenpopulation im Thymus von SLy1"T/p53"f/Lck-Cre*
und SLy1%/p53"/Lck-Cre* bzw. SLy1"T/p53"i/Lck-Cre- und SLy1X°/p53"f/Lck-Cre” bzw.
SLy1WT/p53"T/Lck-Cre* und SLy1%0/p53WT/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen
Mittelwerte + SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 6 Mausen. *p <0,05 bei ungepaartem
zweiseitigem t-Test jeweils zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1¥°. #p < 0,05 bei
einfaktorieller Varianzanalyse zwischen den SLy1XC-Gruppen mit Dunnett’s post-hoc Test mit
Vergleich von p53™""/Lck-Cre bzw. p53"T/Lck-Cre* jeweils zu p53™"f/Lck-Cre®.

66



ERGEBNISSE

3.2.4 Analyse der Lymphozytenpopulationen in sekundaren
lymphatischen Organen von Mausen mit SLy1-Knockout und T-Zell-
spezifischer p53-Defizienz

Die reifen T-Zellen wandern aus dem Thymus in die peripheren lymphatischen
Organe Milz und Lymphknoten. Wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, war bei einer
SLy1-Defizienz unabhangig von p53 die absolute SP-Thymozytenzellzahl
(entsprechend der reduzierten Zellzahl im Thymus) reduziert, wobei der Anteil
der CD8SP-Subpopulation vergroRert war. Daher sollte weiter geklart werden, ob
es in der Peripherie ebenfalls zu einer Veranderung der T-Zellpopulation sowie
der CD4*- und CD8*-T-Subpopulation bei SLy1-Knockout und T-Zell-spezifischer
p53-Defizienz kommt. Reis et al. (2009) hatten in SLy1%°-Mausen bei reduzierter
Gesamitzellzahl in der Milz bzw. in den Lymphknoten eine Reduktion der T- sowie
der B-Zellzahl nachweisen konnen, wobei die Anteile der Populationen jeweils
unverandert gewesen waren. Zudem war eine geringfugige Verschiebung von
CD4"- zu CD8*-T-Zellen in der Milz aufgefallen (Reis, 2007).

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, war bei einer SLy1-Defizienz unabhangig von
p53 die Gesamtzellzahl in der Milz im Durchschnitt reduziert - jedoch nicht
signifikant (Abb. 26A, Tab. 14). Dabei konnte in der Milz aller SLy1K°-Mause
unabhangig von p53 eine Reduktion der absoluten T- sowie B-Zellzahl bei
gleichzeitig unverandertem Anteil der T- und B-Zellpopulation an der
Gesamtsplenozytenpopulation nachgewiesen werden.

In der Milz von SLy1X/p53"f/Lck-Cre* war der Anteil der T- und B-Zellpopulation
an der Gesamtsplenozytenpopulation im Vergleich zu SLy1WT/p53"/Lck-Cre*
nicht signifikant verandert (Abb. 32A/C). Die absolute Zellzahl der T- und B-
Zellpopulation war ebenfalls nicht signifikant verandert, wobei die absolute T-
Zellzahl von SLy1K%/p53/Lck-Cre* im Durchschnitt auf 82% (Abb. 32B) und die
absolute B-Zellzahl im Durchschnitt auf 71% im Vergleich zu SLy1WT/p53"f/Lck-
Cre* reduziert war (Abb. 32D) bei Reduktion der Gesamtzellzahl der Milz bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre* auf 77% (Abb. 26A, Tab. 14). In den Kontrollgruppen
konnte analog zu Reis et al. (2009) bei SLy1K%/p531/Lck-Cre= bzw.
SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* eine deutliche Reduktion der absoluten Zellzahl der T-
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und B-Zellpopulation bei verkleinerter Gesamtzellzahl der Milz nachgewiesen
werden. Die T-Zellen waren bei SLy1X®/p53"/Lck-Cre~ vs. SLy1WT/p53"/Lck-
Cre™ auf durchschnittlich 47%, bei SLy1¥°/p53WT/Lck-Cre* vs. SLy1WT/p53WT/Lck-
Cre* signifikant auf 33% reduziert (Abb. 32B). Die B-Zellen waren bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre~ vs. SLy1WT/p537/Lck-Cre™ signifikant auf 45% und bei
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* vs. SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* ebenfalls signifikant auf 37%
reduziert (Abb. 32D).

Der Vergleich der T- und B-Zellpopulation bei SLy1X®/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1KO-
Kontrollgenotypen mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Dunnetts” post hoc
Test erbrachte eine signifikant vergrolRerte absolute T-Zellzahl bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre* im Vergleich zu SLy1X%/p53WT/Lck-Cre* (Abb. 32B). Da
sich dieser Unterschied bei SLy1X®/p53"/Lck-Cre* vs. SLy1%®/p53M/Lck-Cre-
nicht nachweisen liel3, kann hierbei keine Aussage getroffen werden. Es muss
eine groRere Probenzahl abgewartet werden.

Somit lie® sich in der Milz bei einer SLy1-Defizienz v.a. ein Defizit bei der
absoluten Zellzahl erkennen. Weder der Anteil der T- noch der B-Zellpopulation
war durch eine SLy1-Defizienz signifikant beeinflusst. Eine p53-Defizienz konnte
das Zellzahldefizit durch SLy1-Defizienz nicht korrigieren. Diese Ergebnisse sind

analog zu jenen Ergebnissen aus dem Thymus bei SLy1-Defizienz.
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Abbildung 32: T- und B-Zellpopulation in der Milz von SLy1W"X%/p53/f/ck-Cre*-Mausen
und Kontrollmausen.

Relativer Anteil A. der T-Zellpopulation und C. der B-Zellpopulation an der
Gesamtsplenozytenpopulation sowie absolute Zellzahl B. der T-Zellpopulation und D. der B-
Zellpopulation in der Milz von SLy1WT/p53"/Lck-Cre* und SLy1%%/p53™/Lck-Cre* bzw.
SLy1"T/p53""/Lck-Cre= und  SLy1%%/p53"/Lck-Cre= bzw. SLy1VT/p53WT/Lck-Cre* und
SLy1K%/p53"T/Lck-Cre* im Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM und einzelne
Werte aus n = 3 - 5 Mausen. *p < 0,05 und **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils
zwischen SLy1"T und entsprechendem SLy1X°. #p < 0,01 bei einfaktorieller Varianzanalyse
zwischen den SLy1VT-Gruppen (bei B und D) bzw. zwischen den SLy1X°-Gruppen (bei A — D)
mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von p53"1/Lck-Cre” bzw. p53VT/Lck-Cre* jeweils zu
p53"f/Lck-Cre®.
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In den Lymphknoten von SLy1K%/p53"M/Lck-Cre* fanden sich keine Unterschiede
weder bei der T- noch bei der B-Zellpopulation (relativ wie absolut) im Vergleich
zu  SLy1"T/p53"/Lck-Cre*  (Abb. 33A-D). In der Kontrollgruppe
SLy1%°/p53WT/Lck-Cre* konnte ein vergroRerter Anteil der B-Zellpopulation im
Vergleich zu SLy1WT/p53"/Lck-Cre* nachgewiesen werden (Abb. 33C). Der
Vergleich der T- sowie der B-Zellpopulation bei SLy1%®/p53"f/Lck-Cre* vs.
SLy1%°-Kontrollgenotypen erbrachte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 33).
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Abbildung 33: T- und B-Zellpopulation in den Lymphknoten von SLy1WTKO/p53ff|_ck-Cre*-
Mausen und Kontrollmausen.

Relativer Anteil A. der T-Zellpopulation und C. der B-Zellpopulation an der gesamten Zellzahl der
Lymphknoten sowie absolute Zellzahl B. der T-Zellpopulation und D. der B-Zellpopulation in den
Lymphknoten von SLy1"WT/p53™/Lck-Cre* und SLy1%%/p53""/Lck-Cre* bzw. SLy1"T/p53"/Lck-
Cre” und SLy1K%/p53"1/Lck-Cre” bzw. SLy1VT/p53WT/Lck-Cre* und SLy1K®/p53VT/Lck-Cre* im
Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 5
Mausen. *p < 0,05 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils zwischen SLy1"T und
entsprechendem SLy1K®. Einfaktorielle Varianzanalyse zwischen den SLy1""-Gruppen (bei B
und D) bzw. zwischen den SLy1¥°-Gruppen (bei A — D) mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich
von p53"M/Lck-Cre” bzw. p53"T/Lck-Cre* jeweils zu p53"1/Lck-Cre®.
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Der Vergleich der T-Zellsubpopulationen CD4* und CD8" (anteilig an der
gesamten T-Zellpopulation) konnte zeigen, dass es bei SLy1-Defizienz
unabhangig von p53 auch in den Lymphknoten zu einer vergrofRerten CD8-
positiven T-Zellsubpopulation kommt - analog zum Thymus mit vergroRerter
CD8-positiven Thymozytensubpopulation (CD8SP).

In der Milz konnten keine signifikanten Unterschiede weder bei der CD4*- noch
bei der CD8*-T-Zellsubpopulation festgestellt werden (Abb. 34A/B).

In den Lymphknoten konnte hingegen bei allen SLy1X°-Genotypen eine
vergroRerte CD8*-T-Zellsubpopulation bei reduzierter CD4*-T-Zellsubpopulation
im Vergleich zu entsprechenden SLy1"T-Genotypen nachgewiesen werden
(Abb. 34C/D). So zeigte sich in den Lymphknoten eine signifikante Reduktion der
CD4*-T-Zellsubpopulation bei gleichzeitig signifikant vergroRerter CD8*-T-
Zellsubpopulation bei SLy1%°/p53"M/Lck-Cre* vs. SLy1WT/p53"/Lck-Cre* sowie
bei der Kontroligruppe SLy1X%/p53"M/Lck-Cre~ vs. SLy1WT/p53"/Lck-Cre-
(Abb. 34C/D).

Der Vergleich der CD4*- und CD8"-T-Zellsubpopulation zwischen den
SLy1%°-Genotypen mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Dunnett’s post hoc
Test erbrachte als einzigen signifikanten Unterschied eine gréRere CD8*-T-
Zellsubpopulation in den Lymphknoten von SLy1X%/p537/Lck-Cre* im Vergleich
zu SLy1%°/p53WT/Lck-Cre™ (Abb. 34 A-D bzw. Abb. 34D). Dieser Unterschied lieR
sich jedoch nur zu einer Kontrollgruppe nachweisen und der Durchschnitt von
SLy1K%/p531/Lck-Cre* lag zudem unter dem Durchschnitt der zweiten
Kontrollgruppe SLy1¥°/p53"/Lck-Cre-.

Somit scheint eine SLy1-Defizienz zu einer Verschiebung der CD4*- und CD8"-

T-Zellsubpopulation zu fuhren, welche durch eine p53-Defizienz nicht

normalisiert werden kann.
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Abbildung 34: T-Zellsubpopulation CD4* und CD8" in der Milz und in den Lymphknoten
von SLy1WTKO/p53ffj|_ck-Cre*-Mausen und Kontrolimiusen.

Relativer Anteil der CD4*-Subpopulation an der T-Zellpopulation A. in der Milz und C. in den
Lymphknoten sowie relativer Anteil der CD8*-Subpopulation B. in der Milz und D. in den
Lymphknoten von SLy1"WT/p53™/Lck-Cre* und SLy1%%/p53""/Lck-Cre* bzw. SLy1"T/p53"/Lck-
Cre” und SLy1K%/p53"1/Lck-Cre” bzw. SLy1VT/p53WT/Lck-Cre* und SLy1K®/p53VT/Lck-Cre* im
Alter von 25 Wochen. Graphen zeigen Mittelwerte + SEM und einzelne Werte aus n = 3 - 6
Méausen. *p < 0,05 und **p < 0,01 bei ungepaartem zweiseitigem t-Test jeweils zwischen SLy1"T
und entsprechendem SLy1X°. #p < 0,05 bei einfaktorieller Varianzanalyse zwischen den SLy1K°-
Gruppen mit Dunnett’s post-hoc Test mit Vergleich von p53"1/Lck-Cre” bzw. p53VT/Lck-Cre?

jeweils zu p53"f/Lck-Cre*.
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Zusammenfassend lasst sich zum einen feststellen, dass eine p53-Defizienz mit
einer deutlich erhohten Gesamtzellzahl im Thymus einhergeht, wobei in
SLy1"T/p53flf/Lck-Cre*-Mausen in allen Thymozytenstadien (DN, DP und SP als
auch CD4SP und CD8SP) die absolute Zellzahl signifikant hdher ist als in den
SLy1WT-Kontrollimausen SLy1WT/p53fl/Lck-Cre- bzw. SLy1WT/p53WT/Lck-Cre*.
Zum anderen lasst sich feststellen, dass eine SLy1-Defizienz im Thymus zu einer
Reduktion der Gesamtzellzahl und dabei zu einer Reduktion der absoluten
Zellzahl der DP- und SP-Population fuhrt. Diese Veranderungen zeigten sich
sowohl bei einer p53-Expression als auch bei einer p53-Defizienz.

Ebenso fand sich in der Milz von SLy1-defizienten Mausen bei durchschnittlich
reduzierter Gesamtsplenozytenzahl eine Reduktion der absoluten T- sowie B-
Zellzahl, wobei der Anteil der T- und B-Zellpopulation unverandert vorlag. Auch
diese Veranderung zeigte sich unabhangig vom p53-Kontext, wobei die Daten
des Genotyps SLy1X9/p53"/Lck-Cre* keine Signifikanzen erlangten. In den
Lymphknoten war bei SLy1X®/p53"/Lck-Cre* die Zellzahl reduziert, bei
SLy1K%/p531/Lck-Cre” und SLy1¥C/p53WT/Lck-Cre* konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden.

Auffallig war sowohl im Thymus als auch in den Lymphknoten ein vergroRerter
Anteil an CD8-positiven Thymozyten bzw. T-Zellen bei SLy1-Defizienz.
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3.2.5 Mogliche Veranderungen im Thymus einer Maus mit SLy1-Knockout
und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Wie bereits oben beschrieben, treten bei p53-defizienten Mausen im Alter von
4 — 6 Lebensmonaten Tumore auf, wobei in global p53-defizienten Mausen v.a.
T-Zell-Lymphome im Thymus mit CD4*CD8*-Zellen beschrieben werden
(Klusmann et al., 2016; Dudgeon et al., 2014; Donehower et al., 1995;
Donehower et al., 1992).

Im Alter von 21 Wochen fiel eine Maus des Genotyps SLy1K%/p53M/Lck-Cre* mit
einem schlechten Allgemeinzustand auf (struppiges Fell, apathisches Verhalten).
Es wurden Thymus, Lymphknoten, Milz und das Knochenmark prapariert. Die
Zellzahl wurde bestimmt und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert
bezlglich ihrer Lichtstreueigenschaften FSC und SSC sowie im Thymus
bezuglich der Thymozytenpopulationen (DN, DP, CD4SP, CD8SP). Als Kontrolle
wurde direkt eine 21 Wochen alte Maus mit dem Genotyp SLy1VT/p53"f/Lck-Cre*
mitprapariert und untersucht.

Die Kontrollmaus zeigte keine Auffalligkeiten. Der Thymus dieser Maus war 1 cm
groR (Abb. 35A). Bei der Maus des Genotyps SLy1X%/p537/Lck-Cre* wurde eine
mediastinale Raumforderung im Sinne eines deutlich vergréRerten Thymus mit
1,6 cm festgestellt, wobei das gesamte Mediastinum ausgefullt wurde (Abb. 35B).

Abbildung 35: Veranderter Thymus einer SLy1%°/p53™f/Lck-Cre*-Maus und Kontrolimaus.
Thymus von einer A. SLy1"T/p53"/Lck-Cre*-Maus und B. SLy1%%/p53""/|ck-Cre*-Maus.
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Die Gesamtzellzahl des Thymus der auffalligen Maus betrug mit 486,66 x 10°
Zellen 7,6-mal so viel wie der Thymus der 21 Wochen alten SLy1"T/p53"/Lck-
Cre*-Maus bzw. 6,5-mal so viel wie der Thymus der 25 Wochen alten Mause des
Genotyps SLy1KO/p53"/Lck-Cre* (vgl. Tab. 14 und Tab. 15). Bei der
mediastinalen Raumforderung dieser Maus handelte es sich somit um eine
Hyperplasie. Bei der SLy1VT/p53"M/Lck-Cre*-Maus ist anzumerken, dass die
Gesamtzellzahl des Thymus deutlich geringer war als in den entsprechenden 25
Wochen alten Tieren (vgl. Tab. 14 und Tab. 15)

Tabelle 15: Zellzahl der lymphatischen Organe einer SLy1X°/p53"/f/Lck-Cre*-Maus und
Kontrollmaus.

Daten geben die Zellzahl der verschiedenen lymphatischen Organe der Mause nach Genotyp im
Alter von 21 Wochen in x 10° an.

Genotyp Thymus Milz LN BM
SLy1"T/p53™f/Lck-Cre* 64,33 101,5 2,76 8,33
SLy1X%/p53ff/L_ck-Cre* 486,66 45,33 0,97 16

Die Lichtstreueigenschaften der Zellen wurden entsprechend Kapitel 3.2.2
untersucht (Abb. 36). Die isolierten Zellen aus dem Thymus der
SLy1K%/p531/Lck-Cre*-Maus zeigten neben einer deutlichen Zunahme der
Zellzahl morphologische Veranderungen (Abb. 36B). Ein Teil der Zellen war
vergroflert (FSC), ein anderer Teil der Zellen wies eine Zunahme in der
Komplexitat des Zytoplasmas (SSC) auf.

Abbildung 37 zeigt die auffallige Verteilung der Thymozytenpopulationen bei
SLy1%°/p53"/Lck-Cre* im Vergleich zur Kontrollmaus. Bei SLy1K%/p53"f/Lck-
Cre* war der Anteil an DN-Thymozyten und CD8SP-Thymozyten vergrof3ert, der
Anteil an DP-Thymozyten sowie der CD4SP-Thymozyten hingegen reduziert.
Diese Veranderungen waren unabhangig von der Wahl des Lymphozytengates
(siehe Anhang).

Von einer weiteren Einteilung in die DN-Subpopulationen DN1 - DN4 wurde
abgesehen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen aus dem Thymus anhand
von FSC-A und SSC-A von einer SLy1X%/p537f/Lck-Cre*-Maus und Kontrolimaus.

A. SLy1"T/p53"/Lck-Cre* und B. SLy1%0/p53"/Lck-Cre*. Die Abbildungen zeigen die
durchflusszytometrische Analyse der Thymozyten.
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellpopulationen DN, DP und SP
aus dem Thymus einer SLy1%°/p537/fi/Lck-Cre*-Maus und Kontrollmaus.

DN-, DP- und SP-Thymozyten A. von SLy1"T/p53"/Lck-Cre* und B. von SLy1K°/p53"f/Lck-Cre*.
Die Abbildungen zeigen die durchflusszytometrische Analyse der Thymozyten. Die
Grundpopulation ist entsprechend Kapitel 3.2.2 gewahilt.
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Die Zellen der Milz und der inguinalen Lymphknoten wurden nur auf ihre
Lichtstreueigenschaften SSC und FSC hin untersucht. Wie in Abbildung 38 in der
Milz und im Lymphknoten fur die Peripherie gezeigt, lieBen sich keine
morphologischen Veranderungen in der SLy1K%/p53%/Lck-Cre*-Maus erkennen.

Die Veranderung der Zellen schien sich auf den Thymus zu beschranken.
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Abbildung 38: Durchflusszytometrische Bestimmung von FSC-A und SSC-A der Zellen aus
der Milz und den Lymphknoten einer SLy1X%/p53f/f/Lck-Cre*-Maus und Kontrolimaus.

Zellen aus der Milz von A. SLy1WT/p53™/Lck-Cre* und B. SLy1%®/p53"/Lck-Cre* sowie Zellen
aus den LN von C. SLy1"T/p53"/Lck-Cre* und D. SLy1K°/p53"/Lck-Cre* mit
lymphozytenspezifischer Lichtstreuung. Die Abbildungen zeigen die durchflusszytometrische
Analyse der Zellen.

77



DISKUSSION

4 DISKUSSION

4.1 Analyse des p53-Signalwegs in Mausen mit SLy1-Knockout
Als Reaktion auf intolerablen Zellstress bei Replikation oder bei DNA-Schaden
findet eine Akkumulation von p53 Uber die Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2
statt, wobei p53 als Transkriptionsfaktor fur weitere zellzyklusregulierende Gene
wirkt (Hubackova et al., 2020). Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass bei
einer SLy1-Defizienz der Tumorsuppressor p53 in Gesamtthymozyten sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene signifikant hochreguliert ist. Diese
Hochregulation konnte mit einer erhdhten Expression der Kinasen ATM, ATR,
CHK1 und CHK2 in Verbindung gebracht werden, welche ebenfalls sowohl auf
mRNA- als auch Proteinebene vermehrt vorlagen. Dies gibt einen Hinweis
darauf, dass eine SLy1-Defizienz in Thymozyten zu erhdhten p53-Level aufgrund
von Replikationsstress oder DNA-Schaden flhrt (Abb. 39).

Zum einen scheint die Aktivierung von p53 auf Proteinebene stattzufinden, denn
die Proteinlevel der Kinasen ATR und ATM deuten darauf hin, dass beide
Proteine aktiviert werden und akkumulieren. Dies scheint wiederum die
Checkpoint-Kinasen CHK1 sowie CHK2 zu aktivieren, welche ebenfalls
akkumulieren. ATR, ATM, CHK1 und CHK2 fuhren letztendlich zu einer
verstarkten Akkumulation von p53 in SLy1-defizienten Thymozyten. Um die
Kausalitat zwischen der Hochregulation der Kinasen und p53 letztendlich
beweisen zu konnen, mussen im Weiteren die Phosphorylierungslevel der
einzelnen Kinasen und die Phosphorylierungsstellen von p53 untersucht werden.
Denn die Regulation von p53 sowie die Aktivierung der Signalkaskade aus ATR,
ATM, CHK1 und CHK2 erfolgt auf Proteinebene durch posttranslationale
Phosphorylierung, wobei die Phosphorylierungsstellen an p53 spezifisch fur
verschiedene Kinasen sind (Hubackova et al., 2020).

Zum anderen scheint die Aktivierung von p53 bei SLy1-Defizienz transkriptional
stattzufinden, da des Weiteren eine Erhohung der mRNA von p53 und den
Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2 festzustellen war. Eine transkriptionale
Aktivierung von p53 wird in der Literatur u.a. bei DNA-Schaden uber das RNA-
Polymerase-II-Bindungsprotein Che-1 beschrieben, wobei die Kinasen ATR,
ATM, CHK1 und CHK2 zu einer Phosphorylierung und Aktivierung von Che-1
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fuhren und Che-1 wiederum als Transkriptionsfaktor fir p53 fungiert (Bruno et
al., 2006). Bruno et al. (2006) konnten hierbei nach Induktion eines DNA-
Schadens mittels des Anthracyclins Doxorubicin in HCT116-Zellen eine
Phosphorylierung von Che-1 nachweisen, wobei Che-1 als Substrat von ATM
und CHK2 beschrieben wird. Diese Phosphorylierung fuhrt wiederum zu
erhohten mRNA-Level von p53 und Zielgenen wie p21 und einem
Zellzyklusstopp bei G2/M. Ein DNA-Schaden induziert hierbei eine
posttranslationale Modifikation (Phosphorylierung) von Che-1, aber keine
gesteigerte Transkription bzw. keine erhdohten Che-1 mRNA-Level. Gleichzeitig
konnten bei einer Uberexpression von Che-1 in NIH3T3-Zellen erhdhte mRNA-
Level von p53 und seinen Zielgenen beobachtet werden. Nach Doxorubicin-
Behandlung konnte in diesen Zellen zudem eine Reduktion der Phosphatase
CDC25¢c festgestellt werden, welche wichtig fur den Eintritt in die Mitose ist. Um
diese Kausalitat in den SLy1-defizienten Zellen weiter zu untersuchen, musste
die Expression von Che-1 bzw. die Phosphorylierung von Che-1 in SLy1-
defizienten Thymozyten analysiert werden. Hubackova et al. (2020) konnten
zudem eine erhohte Transkription von u.a. ATR, ATM und CHK2 bei
Replikationsstress nachweisen, wobei der Replikationsstress durch eine
fehlende DHODH-Pyrimidinbiosynthese durch Transplantation von mtDNA-
depletierten 4T1p-Zellen in Balb/c-Mause ausgeldst wurde (Hubackova et al.,
2020).

Eine Aktivierung von p53 wird des Weiteren durch eine Inhibierung der E3-
Ubiquitin-Ligase Mdm2 beschrieben. Hubackova et al. (2020) konnten nach einer
Replikationsstressinduktion mittels einer Pyrimidinsyntheseinhibierung durch
Leflunomid zum einen eine Aktivierung von CHK1 und CHK2 Uber eine vermehrte
Phosphorylierung sowie erhdhte p53- und phosphorylierte p53-Protein-Level
nachweisen. Zum anderen wurde durch die Pyrimidinsyntheseinhibierung ein
ribosomaler Stress in den Zellen induziert, welcher ribosomale Proteine wie
RPL5 und RPL11 an Mdm2 binden liel3, Mdm2 inhibierte und dadurch p53
stabilisierte, wobei erhohte Mdm2-Proteinlevel und eine reduzierte Mdm2-
Ubiquitinierung von p53 beobachtet werden konnten. Des Weiteren konnten
Arefanian et al. (2016) auch bei SLy1-defizienten NK-Zellen eine Aktivierung von
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p53 bei einer ribosomalen Instabilitat nachweisen, welche Gber einen reduzierten
Mdmz2-vermittelten p53-Abbau zu erhohten p53-Leveln in der Zelle fuhrt. Es
wurden in SLy1-defizienten NK-Zellen erhdhte p53-Level, eine vermehrte
Bindung von RPLS an Mdm2 und eine reduzierte Bindung von p53 an Mdm2
nachgewiesen. In T-Zellen konnten Arefanian et al. (2016) nur geringe Mengen
an p53 nachweisen, so dass auf eine andere Rolle von SLy1 in T-Zellen
geschlossen wurde. Da in der vorliegenden Arbeit in Thymozyten und T-Zellen
jedoch eine erhohte p53-Expression nachgewiesen werden konnte, sollte in
diesem Zusammenhang weiterfolgend die Mdm2-Expressionslevel bei SLy1-
defizienten Thymozyten untersucht werden, um eine mogliche Mdm2-Interaktion
als Ursache fur die erhdohten p53-Level abzuklaren.

Zusammenfassend lasst sich bei einer SLy1-Defizienz in Thymozyten eine
Erhdhung der p53-Expressionslevel beobachten. Diese erhohten p53-
Expressionslevel konnen auf molekularer Ebene auf eine Aktivierung Uber die
Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2 zurtckgefuhrt werden, wobei diese
Kinasen p53 sowohl auf posttranslationaler als auch auf transkriptionaler Ebene
zu aktivieren scheinen. Die beteiligten Interaktionspartner sprechen hierbei fur
einen Replikationsstress bzw. DNA-Schaden, ausgelost durch eine SLy1-
Defizienz. Es mussen noch die Phosphorylierungslevel der Kinasen sowie p53,
die Rolle des RNA-Polymerase-II-Bindungsproteins Che-1 sowie die Rolle von
Mdm2 auf die Aktivierung von p53 untersucht werden.

Nachdem bei einer SLy1-Defizienz in Thymozyten eine Akkumulation von p53
nachgewiesen werden konnte, stellte sich weiter die Frage, ob diese
Akkumulation mit einer Aktivierung des p53-Signalwegs einhergeht bzw. welche
Zielgene von p53 bei einer SLy1-Defizienz aktiviert werden. In der Literatur
werden als typische Zielgene von p53 fur die Seneszenz p21 und fur die
Apoptose PUMA beschrieben (Klusmann et al., 2016).
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Abbildung 39: Zusammenhang einer SLy1-Defizienz und der Aktivierung des p53-
Signalweg.

Eine SLy1-Defizienz kénnte einen Replikationsstress im Thymozyten auslésen und somit den
p53-Signalweg aktivieren. Nahere Informationen vgl. Abb. 3.

In der vorliegenden Arbeit konnte im Zusammenhang mit der p53-Aktivierung
tatsachlich eine Erhohung des p53-Zielgens p21 auf mRNA-Level in der
Gesamtthymozytenpopulation beobachtet werden, was einerseits einen aktiven
p53-Signalweg nachweist und andererseits einen Hinweis darauf gibt, dass
SLy1-defiziente Thymozyten seneszent werden. In vorausgegangenen Arbeiten
war bereits eine signifikant erhohte Apoptoserate mittels AnnexinV-, DAPI- und
Caspase3-Farbung in vitro in SLy1-defizienten Thymozyten im DN-Stadium
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nachgewiesen worden (Reis et al., 2009). Diese war jedoch zu gering, um als
alleinige Ursache eine Reduktion der DP-Thymozyten um 50% zu erklaren.
Zudem konnte durch eine Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2
in SLy1-defizienten Mausen der SLy1"WT-Phanotyp von Thymozyten mit normaler
Zellularitat nicht wiederhergestellt werden (Schall, 2015). Hubackova et al. (2020)
konnten bei Replikationsstressinduktion durch Pyrimidinsyntheseinhibition neben
einem erhohten p53-Signalweg ebenfalls einen Zellzyklusarrest, eine erhdhte
p21-Expression sowie eine Seneszenzinduktion mittels erhohter (-
Galactosidaseaktivitdt nachweisen (Hubackova et al., 2020).

Die reduzierte Zellzahl von Thymozyten in SLy1-defizienten Mausen konnte
somit durch den hochregulierten p53-Signalwegs erklart werden, welcher eine
erhohte Apoptoserate sowie eine Seneszenz der Thymozyten bedingt. Um diese
Theorie weiter abzuklaren, missen noch die Apoptosemarker PUMA auf mRNA-
und Proteinebene sowie der Seneszenzmarker p21 auf Proteinebene untersucht
werden. AulRerdem sollte der direkte Nachweis einer moglichen Seneszenz in
SLy1-defizienten Thymozyten z.B. mittels 3-Galactosidasenachweis erfolgen.

Im Zusammenhang einer Seneszenz und dem veranderten p53-Signalweg
konnte in SLy1-defizienten Gesamtthymozyten eine signifikante Hochregulation
von SOCS1 beobachtet werden. Dies ist in mehrfacher Hinsicht interessant. Zum
einen wird SOCS1 als Verstarker fir die Aktivierung von p53 durch die Kinasen
ATR, ATM und CHK2 im Thymus und in der Milz beschrieben (Calabrese et al.,
2009), wobei in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass bei einer SLy1-
Defizienz eine Aktivierung von p53 Uber diese Kinasen stattzufinden scheint.
Zum anderen beschreiben Calabrese et al. (2009) eine Hochregulation von
SOCS1 zusammen mit einem konstitutiv aktiven STAT5A und der Induktion einer
Seneszenz. Dabei konnte unsere Arbeitsgruppe in SLy1-defizienten Thymozyten
eine erhohte Phosphorylierung von STATS5A mittels Durchflusszytometrie
nachweisen (Kloos, 2021), wobei eine Aktivierung von STAT5 durch den IL-7-
Signalweg erfolgt (Ribeiro et al., 2018).

Des Weiteren konnte in SLy1-defizienten Thymozyten eine erhohte Expression
des IL-7Ra auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (Kloos,
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2021; Schall, 2015). Die vermehrte Phosphorylierung von STAT5 in SLy1-
defizienten Thymozyten weist dabei auf einen tatsachlich vermehrt aktiven IL-
7R-Signalweg hin. Die IL-7-Zytokinkonzentrationen im Serum von SLy1-
defizienten Mausen und ihrer Kontrollgruppen in der vorliegenden Arbeit waren
jedoch zu niedrig, um detektiert werden zu kdnnen (Daten nicht gezeigt).
Zuletzt wird in der Thymozytenentwicklung fur SOCS1 eine fur die
Differenzierung entscheidende, gegenregulatorische Rolle zum IL-7R
beschrieben (Singer et al., 2008). Damit konnten die beobachteten SOCS1-Level
bei einer SLy1-Defizienz in der vorliegenden Arbeit reaktiv durch einen verstarkt
aktiven IL-7R-Signalweg bedingt sein. Um weiter abzuklaren, ob héhere SOCS1-
Proteinlevel als Gegenregulation von vermehrt exprimierten IL-7Ra-Leveln
auftreten, fehlen hierbei noch der Nachweis von IL-7Ra sowie von SOCS1 auf
Proteinebene.

Es scheint somit einen Zusammenhang zwischen einer SLy1-Defizienz, dem
p53-Signalweg und dem IL-7R-Signalweg zu geben, wobei SOCS1 als

Schlusselmolekul zwischen den Signalwegen fungieren konnte.

4.1.1 Nachweis des p53-Signalwegs in DN- und DP-Thymozyten sowie in
T-Zellen von Mausen mit SLy1-Knockout

Da die DP-Population mit ca. 80% den groRten Teil der
Gesamtthymozytenpopulation ausmacht (Hayday & Pennington, 2007), erfolgten
weitere Analysen der DN- und DP-Zellen sowie der T-Zellen auf mMRNA-Ebene
und bei der DN-Population zusatzlich auf Proteinebene.

Die mRNA- und Proteinlevel von p53 bei SLy1-Defizienz waren im DN-Stadium
unverandert, im DP-Stadium sowie in den reifen peripheren T-Zellen der Milz
konnte aber eine signifikante Erhohung der p53-mRNA-Expression beobachtet
werden (Abb. 40).

Es bleibt zu klaren, warum in DN-Thymozyten bei einer SLy1-Defizienz weder
eine Veranderung der p53-Level auf mRNA- noch auf Proteinebene
nachgewiesen werden konnte, zumal in DN-Thymozyten die Kinasen ATR und
ATM sowie CHK1 auf Proteinebene signifikant erhoht waren. Der Vergleich der
mRNA-Expressionslevel des p53-Signalwegs in SLy1"T-Mausen zwischen den
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einzelnen Thymozytenpopulationen DN und DP sowie den T-Zellen konnte eine
erhohte mRNA-Expression von p53 und den beteiligten Kinasen im DN-Stadium
(SLy1WT-DN) im Vergleich zu SLy1"WT-DP und SLy1"T-T-Zellen zeigen. Die
Hochregulation im DN-Stadium kann im Zusammenhang mit einer allgemein

erhohten Proliferation und einem erhdhten Replikationsstress in diesem Stadium

stehen.
54 ok * *
°
5
2 4+ 3 !;!
7}
g (]
2R
3 < -
- Z 24 | |
x °
£ | | o0 |
-4
0 T T
GTWT GT KO DN WT DN KO DP WT DP KO TWT T KO

Abbildung 40: p53-mRNA-Expression in Thymozyten bzw. T-Zellen von SLy1V°-Mausen.

Graph zeigt einzelne Werte relativ zu B-Aktin und Mittelwerte + SEM von n = 6 - 8 Mausen; *p <
0,05, **p < 0,01, ungepaarter zweiseitiger t-Test jeweils zwischen SLy1"T und entsprechendem
SLy1Ko,

Ein mogliches Erklarungsmodell fur die Beobachtungen bei SLy1-defizienten
DN-Thymozyten kdnnte somit ein Maximum der Transkriptionskapazitat von p53
und den Kinasen sein. Eine Hochregulation des p53-Signalwegs bei SLy1-
defizienten DN-Thymozyten ware dann nur noch durch eine erhohte
Translationsrate oder posttranslationale Modifikation moglich.

Des Weiteren zeigten die mRNA-Level der Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2
in der DN-, DP- sowie T-Zellpopulation keine signifikante Veranderung bei einer
SLy1-Defizienz. Aufgrund der signifikanten Hochregulation bei den
Gesamtthymozyten kann hierbei jedoch von einem kumulativen Effekt Gber alle
Thymozytenentwicklungsstadien ausgegangen werden.

Bei der Untersuchung der p53-Effektorproteine konnte interessanterweise auf
MmRNA-Ebene beobachtet werden, dass die Phosphatase CDC25c, welche fur
eine Induktion der Mitose im Zellzyklus eine Rolle spielt (Bruno et al., 2006), im
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DP-Stadium, dem Stadium mit der groRten Zellzahl, reduziert vorlag. Bei Bruno
et al. (2006) wird ebenfalls eine Reduktion der Phosphatase CDC25c im
Zusammenhang mit Replikationsstress beobachtet. Diese Beobachtung stitzt
somit die These, dass es bei einer SLy1-Defizienz zu einem p53-induzierten
Zellzyklusstopp kommt und die Reduktion der Zellularitat bei einer SLy1-
Defizienz im Zusammenhang mit einem verlangsamten Zellzyklus im Kontext

eines Replikationsstresses steht.

Zusammenfassend scheint die Dbereits in vorangegangenen Arbeiten
beobachtete reduzierte Thymozytenzahl u.a. durch die Hochregulation des p53-
Signalwegs durch die Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2 erklart werden zu
konnen. Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass die reduzierte Zellzahl
bei einer SLy1-Defizienz neben einer erhdhten Apoptoserate durch einen
Zellzyklusstopp und eine Seneszenz bedingt sein kdnnte. Dabei ist die Ursache
fur die p53-Aktivierung in SLy1-defizienten Thymozyten noch unklar. Wahrend in
SLy1-defizienten NK-Zellen bereits eine ribosomale Instabilitat als Ursache fur
eine p53-Hochregulation nachgewiesen werden konnte (Arefanian et al., 2016),
konnte in Thymozyten die Ursache fur die p53-Hochregulation ein moglicher
Replikationsstress bei SLy1-Defizienz sein. Fiur diese These spricht zudem die
lokalisationsabhangige Funktionalitat von SLy1. Replikationsstress findet im
Nukleus statt und fur SLy1 ist eine Rolle im Nukleus nachgewiesen worden.
Durch die SLy12-Mutation liegt das Protein nur im Zytoplasma vor und kann nicht
in den Nukleus verlagert werden (Beer et al., 2005). In vorausgegangenen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Phanotyp einer SLy14-Maus mit einer
SLy1KO-Maus vergleichbar ist, womit das Fehlen von SLy1 im Nukleus ursachlich
fur die reduzierte Thymozytenzahl zu sein scheint (Reis et al., 2009). Somit
konnte das Fehlen von SLy1 einen Replikationsstress in der Zelle und dadurch
eine Hochregulierung des p53-Signalwegs bedingen. Dies kdnnte dann durch
einen Zellzyklusstopp, einen verlangsamten Zellzyklus, Apoptose sowie
Seneszenz indirekt zu einer reduzierten Thymozytenpopulation fuhren.

Es bleibt noch zu klaren, ob die SLy1-Defizienz zusatzlich direkt ein
Proliferationsdefizit bewirkt.
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4.2 Analyse der T-Zellentwicklung in Mausen mit SLy1-

Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Unter der Annahme, dass eine SLy1-Defizienz v.a. indirekt Uber die verstarkte
Aktivierung des p53-Signalwegs mit Zellzyklusstopp, Apoptose und Seneszenz
zu einer Zellzahlreduktion fuhrt, musste ein spezifisches Ausschalten von p53 in
Thymozyten bei einer SLy1-Defizienz zu einer Umgehung des reaktiven Stopps
des Zellzyklus und somit zu einer Normalisierung der Thymozytenzahl fuhren.
Zum anderen konnte SLy1 direkt eine Rolle als Regulator von
Proliferationsfaktoren im Nukleus haben, wobei ein Ausschalten des p53-
Signalwegs keinen Einfluss auf die reduzierte Thymozytenzahl bei SLy1-
Defizienz hatte.

Tatsachlich konnten die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die
reduzierte Zellzahl bei einer SLy1-Defizienz durch ein zusatzliches Ausschalten
von p53 nicht korrigiert werden kann und eine SLy1-Defizienz folglich nicht nur
indirekt Uber eine Aktivierung des p53-Signalweg, sondern auch direkt zu einer
Reduktion der Zellzahl fuhrt.

4.2.1 Das Mausmodell mit SLy1-Knockout und T-Zell-spezifischer p53-
Defizienz

Der konditionale Knockout fur die T-Zell-spezifische p53-Defizienz erfolgte
mittels Cre-Rekombinase, welche am Promotor der Tyrosin-Kinase Lck lokalisiert
wurde, sowie einer flankierenden LoxP-Insertion an beiden p53-Allelelen.

Um die Auswirkung einer p53-Defizienz auf die Thymozytenentwicklung zu
untersuchen, ist ein Mausmodell nétig, welches bereits im DN-Stadium die Cre-
Rekombinase exprimiert, was fur das Lck-Cre-Mausmodell zutrifft, wie Carow,
Gao, Coquet, Reilly und Rottenberg (2016) belegen. In ihrer Publikation von 2016
analysieren Carow et al. die Auswirkungen einer Expression der Cre-
Rekombinase am Promotor der Lck in C57BL/6 Mausen auf den Thymus, die
Milz sowie die Lymphknoten. Dabei konnte eine Expression der Lck-Cre bereits
ab dem DN-Thymozytenstadium nachgewiesen werden. AufRerdem
unterstreichen diese Ergebnisse die Wichtigkeit des Vergleichs zwischen
SLy1WTKO/p531f/ ck-Cre* und der Kontrollgruppe SLy1WTKO/p53WT/ck-Cre*, da

86



DISKUSSION

so der p53-Effekt unabhangig von Storeffekten durch die Insertion der Cre-
Rekombinase untersucht werden kann. So konnten im Thymus von Lck-Cre*-
Tieren u.a. eine Reduktion der Zellzahl auf 65%, ein vergrolerter Anteil der DN-
Population und der CD8SP-Population sowie ein reduzierter Anteil der DP-
Population im Vergleich zu Lck-Cre™-Tieren nachgewiesen werden (Carow et al.,
2016). Diese Veranderungen sind interessanterweise &hnlich den
Veranderungen bei einer globalen SLy1-Defizienz.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in den Kontrollgruppen
SLy1WTKO/p53%/ck-Cre- bzw. SLy1WTKO/p53WT/L ck-Cre* die von Reis et al.
(2009) beschriebenen Veranderungen einer SLy1-Defizienz nachvollzogen
werden konnen, womit Vergleiche zwischen SLy1X®/p53"/Lck-Cre* und den
Kontrollgruppen  SLy1X%/p53"f/Lck-Cre=  bzw.  SLy1X®/p53WT/Lck-Cre*
Ruckschlisse auf den Einfluss einer p53-Defizienz auf einen SLy1-Knockout

zulassen.

4.2.2 Analyse der Zellzahl im Thymus von Mausen mit SLy1-Knockout und
T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

In der vorliegenden Arbeit konnte die von Reis et al. (2009) vorbeschriebene
Reduktion der Zellzahl im Thymus bei SLy1-Defizienz bestatigt werden. Diese
Reduktion konnte bei SLy1%°-Mausen im Alter von 8 — 12 Wochen (Kapitel 3.1.1),
bei den Kontrollmausen SLy1X%/p53"/Lck-Cre- bzw. SLy1K%/p53WT/Lck-Cre* im
Alter von 25 Wochen wie auch bei SLy1K%/p537/Lck-Cre* (Kapitel 3.2.1)
festgestellt werden. Gleichzeitig war kein signifikanter Unterschied zwischen der
Zellzahl bei SLy1-Knockout mit p53-Defizienz (SLy1X%/p53"/Lck-Cre*) und der
Zellzahl bei SLy1-Defizienz mit p53-Expression (SLy1K%/p537/Lck-Cre” bzw.
SLy1K%/p53WT/Lck-Cre*) nachweisbar.

Im Thymus von 25 Wochen alten, p53-defizienten Mausen mit unveranderter
SLy1-Expression  (SLy1"T/p53"/Lck-Cre*-Mausen) fiel eine signifikant
vergroRerte  Zellzahl im  Vergleich zu SLy1WT/p53"i/Lck-Cre=  bzw.
SLy1WT/p53WT/Lck-Cre* auf. Diese erhohte Zellzahl kénnte im Sinne einer
Hyperplasie auf ein mogliches Tumorgeschehen bei diesem Genotyp hinweisen.
Einen Hinweis hierfur liefert die Publikation von Donehower et al. von 1995.
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Donehower et al. (1995) hatten bei globalen p53-Knockout-Mausen der Mauslinie
C57BL/6 x 129/Sv ein spontanes Auftreten von Lymphomen im Alter von
durchschnittlich 20 Wochen feststellen kdnnen, wobei v.a. T-Zell-Lymphome im
Thymus nachgewiesen werden konnten. Interessanterweise konnte in der
vorliegenden Arbeit diese erhdhte Zellzahl bei gleichzeitiger SLy1-Defizienz in
p53-defizienten Mausen nicht nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung
hierfir ware, dass eine SLy1-Defizienz protektiv gegenliber einem
Tumorgeschehen wirkt. Dagegen spricht jedoch, dass in der vorliegenden Arbeit
eine Maus vom Genotyp SLy1KC/p53"/Lck-Cre* mit einer medialen
Raumforderung auffiel (siehe Kapitel 4.2.5). Eine weitere Mdglichkeit ware, dass
das Protein SLy1 als Regulator von Proliferationsfaktoren wirkt und eine SLy1-

Defizienz somit ein Proliferationsdefizit bedingt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Zellzahlreduktion bei SLy1-
Defizienz durch eine p53-Defizienz nicht korrigiert werden kann. Eine SLy1-
Defizienz fuhrt unabhangig vom Alter der Mause und einer p53-Defizienz zu einer

Zellzahlreduktion im Thymus.

4.2.3 Analyse der Thymozytenpopulationen im Thymus von Mausen mit
SLy1-Knockout und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Eine SLy1-Defizienz fuhrt im Thymus bei reduzierter Gesamtzellzahl zu einer
Reduktion der absoluten Zellzahl der DP- und SP-Population bei erhohtem Anteil
der DN-Population an der Gesamtthymozytenpopulation. Diese Veranderungen
zeigten sich bei einer p53-Expression, bei einer p53-Defizienz sowie bei Reis et
al. (2009). Da der Anteil der DP-Population an der Gesamtthymozytenpopulation
75 - 88% und der Anteil der DN-Population lediglich 1 - 2% ausmacht (Hayday &
Pennington, 2007), fihrt eine Reduktion der DP- sowie SP-Zellzahl schnell zu
einer deutlichen Reduktion der Gesamtthymozytenpopulation. Eine
eingeschrankte Zellzahl der DP- sowie SP-Zellen fuhrt wiederum zu einem
vergroRerten Anteil der DN-Population. Die DN-Population kdonnte zudem
aufgrund eines Feedbackmechanismus bei reduzierter DP- und SP-Zellzahl

vergrofRert vorliegen.

88



DISKUSSION

Der einzige  Unterschied  zwischen  SLy1KO/p53"/Lck-Cre*  und
SLy1K%/p53flM/Lck-Cre bzw. SLy1KC/p53WT/Lck-Cre* sowie den Ergebnissen von
Reis et al. (2009) zeigte sich in der DN-Population. Hier konnte kein signifikanter
Unterschied beim Anteil der DN-Population bei SLy1K%/p53%"/Lck-Cre* im
Vergleich zu SLy1WT/p53"/Lck-Cre* nachgewiesen werden und die absolute
Zellzahl schien entgegen den Ergebnissen von Reis et al. (2009) bei einer SLy1-
Defizienz nicht vergroRert, sondern tendenziell reduziert. Eine Kodefizienz von
SLy1 und p53 scheint in allen Thymozytenstadien (DN, DP und SP) zu einer
Reduktion der absoluten Zellzahl im Vergleich zu entsprechenden
SLy1WT/p531M/Lck-Cre*-Tieren zu fiihren.

Somit fanden sich unter Bedingungen mit erhdhter Zellzahl, sprich grundsatzlich
bei p53-Defizienz oder bei der DP-Population, die absolute Zellzahl bei SLy1-
Defizienz reduziert. Neben dem von Reis et al. (2009) postulierten Defizit beim
Ubergang vom DN- zum DP-Stadium Iasst sich somit ein genereller, hemmender
Effekt auf die Proliferation bei einer SLy1-Defizienz vermuten.

Zugleich kann der bei einer SLy1-Defizienz hochregulierte p53-Signalweg (siehe
Kapitel 4.1.1) als alleinige Ursache fir die Reduktion der Thymozyten
ausgeschlossen werden, da eine zusatzliche p53-Defizienz die Zellzahlreduktion
einer SLy1-Defizienz nicht korrigieren konnte.

Das Protein SLy1 spielt nicht nur in der Thymozytenentwicklung eine Rolle. In
der Milz konnte bei SLy1K%/p53"/Lck-Cre* keine Signifikanz erreicht werden,
doch auch hier scheint unabhangig vom p53-Kontext eine Reduktion der T- sowie
der B-Zellzahl durch eine SLy1-Defizienz vorzuliegen. In vorausgegangenen
Arbeiten war zudem eine reduzierte Proliferation von peripheren T-Zellen nach
TZR-Stimulation (Reis, 2007) sowie nach einer Infektion mit Listeria
monozytogenes nachgewiesen worden, welche zu einer schlechteren
Infektabwehr bei SLy1-defizienten Mausen im Vergleich zu entsprechenden
Kontrolimausen gefuhrt hatte (Schall et al., 2015).
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Grundsatzlich kommen als Ursachen flur ein Zellzahldefizit entweder eine erhohte
Apoptoserate, ein Proliferationsdefizit (verlangsamter Zellzyklus oder
Seneszenz) oder beides zugleich in Frage. Reis et al. (2009) hatten bereits eine
antiapoptotische Rolle fir das Protein SLy1 postuliert. In SLy1%°-DN-
Thymozyten waren mittels AnnexinV-Farbung bereits erhohte Apoptoseraten im
DN-Stadium festgestellt worden (Reis et al., 2009). Zugleich fand sich mittels
Caspase-3-Farbung eine erhohte Apoptoseinduktion im DN3-
Thymozytensubstadium, wobei auf eine antiapoptotische bzw. protektive
Funktion von SLy1 im DN3-Stadium bei der B-Selektion geschlossen wurde (Reis
et al., 2009). Zudem konnte in kultivierten SLy1¥°-DN-Thymozyten eine um 50%
reduzierte Proliferation nachgewiesen werden und die Differenzierung von DN zu
DP schien verlangsamt (Reis et al., 2009). Das Protein SLy1 kénnte somit neben
einer antiapoptotischen Rolle als Regulator von Proliferationsfaktoren fungieren

und eine SLy1-Defizienz somit ein Proliferationsdefizit bedingen.

Des Weiteren wird die Differenzierung von der Progenitorzelle zum DN-
Thymozyten, zum DP-Thymozyten und schliel3lich zum SP-Thymozyten und zur
peripheren T-Zelle durch eine SLy1-Defizienz nicht vollstandig beeintrachtigt. Es
konnten bei einer SLy1-Defizienz unabhangig vom p53-Kontext alle Stadien der
Thymozytenentwicklung bzw. T-Zellen nachgewiesen werden, wobei jedoch eine
vergroflerte CD8SP- bzw. CD8*-T-Zellpopulation vorzuliegen schien (Kapitel
4.2.4).

Zusammenfassend folgt daraus, dass SLy1-defiziente Mause lediglich durch ihre
reduzierte T-Zellzahl eine Immunschwache in Infektionsversuchen zeigen (Schall
et al., 2015), wobei sich SLy1-defiziente Thymozyten bzw. T-Zellen normal
differenzieren und eine normale Funktionalitat aufweisen. Die reduzierte Zellzahl
bei SLy1-Defizienz ist dabei durch zwei Dinge zu erklaren. Die SLy1-Defizienz
fuhrt indirekt Uber einen aktivierten p53-Signalweg zu einer reduzierten Zellzahl,
wobei es in der Folge zu Apoptose sowie zum Zellzyklusstopp u.a. durch die
Herunterregulierung von CDC25c¢ bzw. die Hochregulierung von p21 kommt. Die
Hochregulierung von p21 gibt einen Hinweis darauf, dass die Thymozyten
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seneszent werden (Klusmann et al., 2016), wobei dies stadientbergreifend
geschieht (entsprechend dem Nachweis in Gesamtthymozyten). Gleichzeitig
muss die reduzierte Zellzahl aber auch direkt auf die SLy1-Defizienz
zurlckzufihren zu sein, da das Ausschalten des p53-Signalwegs keine
Normalisierung des SLy1-defizienten Phanotyps erreichen konnte. Somit
scheinen mehrere Faktoren zugleich das Zelldefizit bei SLy1-Defizienz zu
bedingen: Eine p53-bedingte erhdhte Apoptoserate, eine erhdohte Seneszenzrate
sowie eine direkte Rolle von SLy1 als Regulator von Proliferationsfaktoren,

welche fur eine normale Proliferation von Thymozyten notig waren.

4.2.4 CDA4SP- vs. CD8SP-Thymozyten von Mausen mit SLy1-Knockout und
T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Bei einer SLy1-Defizienz lagen relativ mehr CD8SP-Thymozyten im Thymus vor
als bei SLy1"T. Diese Veranderung konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl bei
einer T-Zell-spezifischen p53-Defizienz (SLy1X®/p53"/Lck-Cre*) als auch bei
den Kontrollmausen des Genotyps SLy1X°/p53"T/Lck-Cre* beobachtet werden.
Auch in der Publikation von Reis et al. (2009) war die CD8SP-
Thymozytenpopulation durch eine SLy1-Defizienz vergrof3ert.
Interessanterweise konnte zudem in der vorliegenden Arbeit ein signifikant
groBerer Anteil an CD8*-T-Zellen in den Lymphknoten von SLy1K%/p53/f/Lck-
Cre* als auch von SLy1X°/p53"M/Lck-Cre- nachgewiesen werden. In seiner
Dissertationsschrift beschreibt Reis (2007) ebenfalls eine leicht vergroflerte
CD8"-T-Zellpopulation in der Milz. Die Hochregulierung des p53-Signalwegs in
SLy1%°-Mausen scheint somit bei der veranderten Differenzierung zu CD8SP-
vs. CD4SP-Zellen nicht ursachlich zu sein.

Bei der Entscheidung, ob ein DP-Thymozyt sich zu CD4SP oder CD8SP
differenziert, handelt es sich um die sogenannte ,CD4/CD8-Linienwahl® (lineage
choice). Ein Erklarungsmodell ist hierbei das ,kinetische Signalmodell* (Singer et
al., 2008). Singer et al. (2008) beschreiben bei diesem Modell, dass DP-
Thymozyten die Positive Selektion durchlaufen, wobei lediglich jene Thymozyten
uberleben, welche einen funktionierenden TZR gebildet haben. Voraussetzung
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ist hierbei, dass wahrend der Positiven Selektion im DP-Stadium keine weiteren
Uberlebenssignale erfolgen (z.B. durch den IL-7R-Signalweg), um zu
gewabhrleisten, dass ein Thymozyt ausschlieBlich Uber den TZR-Signalweg
Uberlebenssignale erhalt und somit eine Selektion von Thymozyten nach der
Funktionalitat des TZR erfolgt. Daher wird ab dem DP-Stadium der IL-7R
herunterreguliert und gleichzeitig SOCS1 als Suppressor von Zytokinsignalen
hochreguliert (Singer et al., 2008). Nach der erfolgreichen Positiven Selektion
wird die CD8-Genexpression eingestellt und es wird nur der Oberflachenmarker
CD4 und kein bzw. wenig CD8 exprimiert (CD4*CD8'°%). Diese Zwischenzellen
sind weiterhin bipotent. Persistiert das TZR-Signal bei vorliegender CD8-
Defizienz, entwickeln sich die Zwischenzellen zu CD4SP-Thymozyten bzw.
CD47-T-Zellen. Bleibt hingegen das TZR-Signal aus, entwickelt sich die Zelle zu
einem CD8SP-Thymozyten bzw. einer CD8*-T-Zelle. Dabei ist die Zelle auf das
Zytokin IL-7 angewiesen, welche die Zelle vor einem Zelluntergang schutzt und
ein sogenanntes ,CD8-Co-Receptor-Reversal* initiiert (Singer et al., 2008). Die
CD4-Transkription wird beendet und die CD8-Transkription wird wieder
aufgenommen. Der IL-7-Signalweg fuhrt dabei Uber STATS zu einer
Enhanceraktivierung, welche zu einer CD8-Transkription flhrt (Singer et al.,
2008). Das Ausschalten des IL-7R-Inhibitors SOCS1 wird in der Literatur mit
einer vergrofRerten CD8-positiven Population beschrieben, wahrend eine IL-7R-
Hemmung durch einen IL-7R-AntikOrper hingegen mit einer fehlenden CD8-
Population einherging (Singer et al., 2008; Brugnera et al., 2000).

Vor dem Hintergrund, dass der IL-7R-Signalweg und SOCS1 als
Gegenregulation entscheidende Rollen fur die Thymozytenentwicklung spielen
(Singer et al., 2008) und der IL-7R-Signalweg sowie SOCS1 bei einer SLy1-
Defizienz verandert vorliegen, ist die Beobachtung von Interesse, dass sich bei
einer SLy1-Defizienz unabhangig von der p53-Expression relativ mehr
Thymozyten zu CD8SP-Thymozyten bzw. CD8'-T-Zellen entwickeln. Dies
konnte durch einen verstarkten IL-7R-Signalweg bedingt sein, welcher eine CD8-
Differenzierung férdert, wobei gleichzeitig SOCS1 in Thymozyten (wie oben

bereits beschrieben) reaktiv erhdht sein kdnnte.
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4.2.5 Mogliche Veranderungen im Thymus einer Maus mit SLy1-Knockout
und T-Zell-spezifischer p53-Defizienz

Tumore in p53-defizienten Mausen treten im Alter von 4 — 6 Lebensmonaten auf,
wobei in global p53-defizienten Mausen v.a. T-Zell-Lymphome im Thymus mit
CD47CD8"-Zellen beschrieben werden (Klusmann et al., 2016; Dudgeon et al.,
2014; Donehower et al., 1995; Donehower et al., 1992). Bei homozygot p53-
defizienten Mausen findet zunachst eine normale Entwicklung statt, wobei laut
Donehower et al. (1992) mit einer Wahrscheinlichkeit von 75% innerhalb der
ersten 6 Lebensmonate mit dem Auftreten von Tumoren zu rechnen ist und 70%
aller homozygot p53-defizienten Mause ein Lymphom entwickeln. Donehower et
al. (1995) untersuchten die p53-Defizienz in der Mauslinie 129/Sv sowie in der
Mauslinie C57BL/6 x 129/Sv. In 129/Sv-Mausen traten die Lymphome im Alter
von 13 Wochen, bei C57BL/6 x 129/Sv-Mausen im Alter von 20 Wochen auf. 75%
der Lymphome konnten als T-Zell-Lymphome im Thymus und ein weiterer Teil
als B-Zell-Lymphome in der Milz und in den Lymphknoten identifiziert werden
(Donehower et al., 1995). Durch die somatische Rekombination der Thymozyten
im Thymus lassen sich T-Zell-Klone anhand ihres jeweiligen TZR bestimmen.
Dudgeon et al. (2014) konnten hierbei eine deutliche Zunahme der Klonalitat bei
p53-defizienten Mausen im Vergleich zu WT-Mausen beobachten (jeweils
prozentualer Anteil des haufigsten Klons an der jeweiligen Thymuspopulation).
Wahrend im Thymus einer WT-Maus unabhangig von der Lebenswoche eine
Klonalitat zwischen 0,05% bis 0,17% beobachtet werden konnte, fand sich bei
p53-defizienten Mausen im Alter von 9 Wochen eine Klonalitat von bis zu 21%
und bei 20 Wochen alten Mausen bis zu 70% (Dudgeon et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 10 Mause mit einer T-Zell-
spezifischen p53-Defizienz untersucht, wobei 5 Mause vom Genotyp
SLy1WT/p53"/Lck-Cre* waren. Diese Mause fielen durch eine signifikant
vergroRerte Zellzahl sowohl im Thymus als auch im Knochenmark auf (im
Vergleich zu SLy1VT/p53"f/Lck-Cre- bzw. SLy1WT/p53WT/Lck-Cre*), wobei die
Durchflusszytometrie keine signifikanten morphologischen Auffalligkeiten zeigte.
Zuséatzlich wurde eine Maus von diesem Genotyp SLy1"WT/p53"/Lck-Cre* bereits
im Alter von 21 Wochen untersucht, wobei lediglich 64,33 x 10¢ Zellen und damit
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36% der Zellen verglichen mit den 25 Wochen alten Tieren desselben Genotyps
nachgewiesen werden konnten. Dieser Unterschied zwischen einer 21 Wochen
alten Maus und den 25 Wochen alten Mause konnte ein Hinweis darauf sein,
dass Lymphome im Thymus bei SLy1WT/p53"/Lck-Cre* zwischen den
Lebenswochen 21 und 25 auftreten. Ob bei diesen Mausen jedoch tatsachlich
ein Tumorgeschehen vorlag, kann nicht sicher geklart werden, zumal lediglich
eine einzige Maus mit 21 Wochen zum Vergleich vorlag. Es ware weitergehend
eine Analyse der Klonalitat in Anlehnung an die Arbeit von Dudgeon et al. (2014)
notig.

Interessanterweise konnte in SLy1X®/p53%/Lck-Cre*-Mausen die erhohte
Zellzahl im Thymus nicht nachgewiesen werden. Dennoch fiel eine Maus von
gerade diesem Genotyp im Alter von 21 Wochen mit einer mediastinalen

Raumforderung auf.

Die deutliche ThymusvergrofRerung bei gleichzeitig erhohter Zellzahl deutet bei
dieser Maus vom Genotyp SLy1K%/p53"/Lck-Cre* auf eine Hyperplasie des
Thymus hin. Dabei bleibt zu klaren, welche Zellen im Thymus vermehrt waren.
Neoplasien lassen sich nach der Zellmorphologie, nach dem Immunphanotyp der
Zellen sowie nach genetischen Veranderungen klassifizieren (Stetler-Stevenson,
2003). Dabei zeichnen sich Lymphoblasten mit héheren FSC- als auch SSC-
Werten aus (Li et al., 2004). Bei den Zellen der mediastinalen Raumforderung
konnte eine deutliche Zunahme der FSC- als auch der SSC-Werte nachgewiesen
werden, wobei 39% bzw. 68% der Zellen fur den Lymphozytenmarker CD90.2
positiv waren (je nach Wahl des FSC/SSC-Gates). Die Zellen schienen zudem
vermehrt CD8 auf der Oberflache zu exprimieren — entsprechend der allgemein
beobachteten Veranderung bei SLy1-defizienten Mausen. Da des Weiteren das
T-Zell-Lymphom als der am haufigsten gefundene Tumor bei p53-Defizienz
beschrieben wird (Donehower et al., 1995), kdnnen die vorliegenden Daten somit
auf ein Lymphom des Thymus mit lymphoblastischen CD8*-T-Zellen hinweisen.
Zur sicheren Feststellung der Diagnose fehlen jedoch weitere
lymphomspezifische Expressionsanalysen, wie der Verlust von PTEN oder die
Uberexpression von Cdk6, welche bei Lymphomen im Thymus von p53-
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defizienten Mausen durch Dudgeon et al. (2014 ) auf Proteinebene nachgewiesen
werden konnten. Interessant ware aulerdem die Analyse der Klonalitat der

Thymozyten.

Ein onkologisches Geschehen ist bei einer p53-Defizienz zu erwarten, doch
dabei bleibt die Rolle von SLy1 bzw. die Auswirkung einer SLy1-Defizienz bei
p53-Defizienz zu klaren. Die Analyse einer einzigen Maus lasst keine definitive
Aussage bezuglich eines vermehrten Auftretens von Lymphomen bei einer SLy1-
p53-Kodefizienz zu. Zumal v.a. der Genotyp SLy1"T/ p53"/Lck-Cre* durch eine
deutlich groRBere Zellzahl im Thymus auffallig war und bei einer zusatzlichen
SLy1-Defizienz in den anderen untersuchten Mausen des Genotyps SLy1K%/
p53"M/Lck-Cre* diese vergroRerte Zellzahl nicht nachweisbar war.

Um eine Aussage Uber die Rolle von SLy1 bei einem Tumorgeschehen treffen
zu konnen, muss die Analyse der SLy1-p53-defizienten Mause in der
Arbeitsgruppe weitergefuhrt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem SLy1-defizienten Mausmodell der p53-
Signalweg mittels Western Blot und gPCR untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass eine SLy1-Defizienz zu einer Aktivierung des p53-Signalwegs in
Thymozyten sowie in T-Zellen fuhrt. Die Aktivierung von p53 erfolgt durch die
Kinasen ATR, ATM, CHK1 und CHK2 und kann daher als Reaktion auf einen
Replikationsstress oder als Antwort auf DNA-Schaden erfolgen. Dabei findet sich
diese Veranderung sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Erhdhte p21-
MRNA-Level weisen darauf hin, dass der p53-Signalweg hierbei eine Seneszenz
in den Thymozyten bedingt. Dadurch konnte die reduzierte Zellzahl in
lymphatischen Organen von SLy1-defizienten Mausen neben einer geringeren
Proliferation und erhdhten Apoptoserate durch eine Seneszenz der Thymozyten
bedingt sein.

Zudem wurde in einem Mausmodell mit einer SLy1- und T-Zell-spezifischen p53-
Defizienz die Thymozytenentwicklung mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Dabei konnte festgestellt werden, dass die Reduktion der Zellzahl bei SLy1-
Defizienz nicht allein durch einen aktivierten p53-Signalweg erklart werden kann.
Ein Ausschalten von p53 konnte die reduzierte Zellzahl bei SLy1-Defizienz nicht
regulieren bzw. normalisieren. Hingegen zeigte sich bei einer alleinigen p53-
Defizienz eine signifikant erhohte Zellzahl im Thymus, welche bei einer
zusatzlichen SLy1-Defizienz nicht nachweisbar war. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass das Zellzahldefizit bei einer SLy1-
Defizienz neben dem bereits postulierten Defizit beim Ubergang vom DN- zum
DP-Thymozytenstadium auf einen generellen, hemmenden Effekt auf die
Proliferation bei einer SLy1-Defizienz zurtckzufuhren ist.

Somit scheint SLy1 eine direkte Rolle als Regulator von Proliferationsfaktoren zu
haben und die Zellzahlreduktion bei SLy1-Defizienz sowohl auf einen aktiven
p53-Signalweg als auch direkt auf das Fehlen von SLy1 zurickzugehen. Ein
Tumorgeschehen konnte lediglich in einer einzigen Maus vom Genotyp
SLy1%°/p53™/Lck-Cre* beobachtet werden, sodass weitere Tiere untersucht
werden mussen, um eine Aussage bezuglich der Rolle von SLy1 in der

Tumorentstehung treffen zu konnen.
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Abbildung 41: Durchflusszytometrische Bestimmung der Lymphozyten bzw.
Thymozytenpopulationen aus dem Thymus einer SLy1X°/p537f/Lck-Cre*-Maus und
Kontrollmaus aus Grundpopulation A.

Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen aus dem Thymus, wobei die Grundpopulation A
entsprechend Kapitel 3.2.2 gewahlt ist. Die Abbildungen A und D zeigen jeweils die
Grundpopulation A fir die SLy1"WT/p53"/Lck-Cre*-Maus bzw. fir die SLy1%°/p53"f/Lck-Cre*-
Maus.

A. FSC-A und SSC-A aus der SLy1"T/p53"1/Lck-Cre*-Maus mit Markierung der Grundpopulation
A. Aus Abbildung A weitere Bestimmung der B. Lymphozytenpopulation (CD90.2%, TZRy&*) und
C. DN-, DP- und SP-Thymozyten.

D. FSC-A und SSC-A aus der SLy1X%/p53"/Lck-Cre*-Maus mit Markierung der Grundpopulation
A. Aus Abbildung D weitere Bestimmung der E. Lymphozytenpopulation (CD90.2%, TZRy&*) und
F. DN-, DP- und SP-Thymozyten.
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Abbildung 42: Durchflusszytometrische Bestimmung der Lymphozyten bzw.
Thymozytenpopulationen aus dem Thymus einer SLy1X°/p537f/Lck-Cre*-Maus und
Kontrollmaus aus Grundpopulation B.

Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen aus dem Thymus, wobei die Grundpopulation B
groRer als Grundpopulation A gewahlt ist, angepasst an die morphologischen Veranderungen der
SLy1%0/p531M/Lck-Cre*-Maus. Die Abbildungen A und D zeigen jeweils die Grundpopulation B fir
die SLy1"T/p53"f/Lck-Cre*-Maus bzw. fur die SLy1%°/p53"f/Lck-Cre*-Maus.

A. FSC-A und SSC-A aus der SLy1"T/p53"1/Lck-Cre*-Maus mit Markierung der Grundpopulation
B. Aus Abbildung A weitere Bestimmung der B. Lymphozytenpopulation (CD90.2*, TZRyd*) und
C. DN-, DP- und SP-Thymozyten.

D. FSC-A und SSC-A aus der SLy1X%/p53"/Lck-Cre*-Maus mit Markierung der Grundpopulation
B. Aus Abbildung D weitere Bestimmung der E. Lymphozytenpopulation (CD90.2*, TZRyd*) und
F. DN-, DP- und SP-Thymozyten.
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