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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe exogene pathogene Eindringlinge zu
erkennen und den Korper vor ihnen zu schitzen. Es besteht aus lymphatischen
Organen, verschiedenen Zellen, humoralen Faktoren und Zytokinen, wobei jede
Komponente einen Teil dazu beitragt, unterscheiden zu koénnen, was
korperfremd ist und eliminiert werden muss. Das Immunsystem wird dabei in zwei
Systeme unterteilt, wenngleich diese eng miteinander verknUpft sind, um eine
effiziente Abwehr gegenuber verschiedenen Erregern zu gewahrleisten. Die
zahlreichen Zellen des sogenannten angeborenen Immunsystems exprimieren
verschiedene Molekule auf der Oberflache, wodurch sie in der Lage sind,
Pathogene zu erkennen und eine unmittelbare Immunantwort im Korper zu
induzieren. Hierbei sind vor allem Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
dendritische Zellen zu nennen, die im Zusammenspiel eine rasche Bekampfung
potentieller Krankheitserreger sicherstellen (Riera Romo, Perez-Martinez, &
Castillo Ferrer, 2016). Das erworbene (adaptive) Immunsystem hingegen besteht
aus weniger Zelltypen, welche Molekule auf der Oberflache tragen, die spezifisch
fur ein einzelnes Pathogen, Allergen oder Toxin sind. Trifft ein solches Antigen
auf die entsprechende Zelle, wird diese dazu angeregt sich zu vermehren und zu
einer Effektorzelle zu differenzieren. Damit ist die erworbene Immunabwehr zwar
der angeborenen zeitlich unterlegen, kann daflr aber eine Art immunologisches
Gedachtnis bilden, indem langlebige ruhende Zellen gebildet werden (Farber,
Netea, Radbruch, Rajewsky, & Zinkernagel, 2016). Diese kodnnen auch
Jahrzehnte nach dem ersten Kontakt mit dem Antigen erneut reaktiviert werden
und damit bei einem zweiten Kontakt eine schnellere Immunantwort hervorrufen.
Im erworbenen Immunsystem sorgt das Zusammenspiel zwischen T- und B-
Zellen fur eine antigenspefizische Erkennung und Eliminierung pathogener
Eindringlinge (Chaplin, 2010).

Das Immunsystem ist durch diese zwei Systemkomponenten in der Lage, die

meisten Krankheitserreger zu eliminieren und den Korper zu schutzen.
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Ausschlaggebend ist dabei die Fahigkeit zwischen ,eigen® und
»fremd“ unterscheiden zu kénnen, sodass sich die zerstorerischen Mallnahmen
des Immunsystems nicht gegen korpereigenes Gewebe oder eigene Zellen
richten. Dafur ist die sogenannte Selbsttoleranz notwendig, ohne die es zu
diversen Autoimmunerkrankungen kommen kann. Um die Selbsttoleranz zu
erreichen, durchlaufen die T-Zellen im Thymus einen Mechanismus, bei dem
Uber Antigenprasentation diejenigen Zellen eliminiert werden, welche
korpereigene Antigene als fremd erkennen. Somit verlassen nur die T-Zellen, die
zwischen korpereigen und koérperfremd unterscheiden kdnnen, den Thymus als
reife, funktionstichtige Zellen (Kim & Cho, 2017).

1.2 T-Zell-Entwicklung

1.2.1 Von einer Thymozytenvorlauferzelle bis zur

funktionsfahigen T-Zelle

Zunachst migrieren unreife T-Zell-Vorlaufer vom Knochenmark (KM) in den
Thymus, in welchem sie dann verschiedene Stadien der Thymozytenentwicklung
durchlaufen. Jedes Stadium wird durch die Oberflachenexpression des af§ T-Zell-
Rezeptors (af TCR), sowie der CD4- bzw. CD8-Molekule definiert. Zunachst hat
der a8 TCR die Funktion, Peptidantigene zu erkennen, die in einem Komplex mit
Klasse | oder Il Major Histocompatibility Complex (MHC) Proteinen prasentiert
werden. Diese aB-T-Zellen differenzieren in verschiedene Untergruppen, wobei
am Ende entweder CD8* oder CD4"* T-Zellen entstehen (SP). CD8" Zellen dienen
vor allem dazu, mit intrazellularen Pathogenen infizierte Zellen abzutéten,
wahrend die CD4* T-Zellen als T-Helfer-Zellen bezeichnet werden und an der
Regulation des angeborenen und erworbenen Immunsystems beteiligt sind
(Ellmeier, Sawada, & Littman, 1999). Um als funktionsfahige Zelle den Thymus
verlassen zu kénnen, mussen verschiedene Entwicklungsschritte von den Zellen
durchlaufen werden. Dieser Prozess beginnt in der subkapsularen Zone des
Thymus, in welcher die unreifen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark beginnen

zu differenzieren und zu proliferieren. In diesem Stadium tragt die Zelle weder
2



CD4 noch CD8 auf der Oberflache, was als doppelt negatives (DN) Stadium
bezeichnet wird. Dieses wiederum lasst sich in vier verschiedene Stadien
unterteilen, welche durch die Expression von CD44 und CD25 definiert werden
(D., J., T., & A,, 1993). Haben die Zellen das DN Stadium beendet, findet eine
TCR Umlagerung statt, wofur ein Rearrangement der TCR [3-Kette notwendig ist.
Sobald die Zellen diesen Prozess abgeschlossen haben, migrieren sie in den
Kortex des Thymus. Hier kommt es zu einem Rearrangement der a-Kette des
TCR, wodurch ein funktionierender af TCR gebildet werden kann (Chaplin,
2010).

Anschlieend findet die positive Selektion statt, bei der Uberprift wird, ob die
doppelt positiven (DP) Zellen, die sowohl CD4 als auch CD8 auf der Oberflache
tragen, eine genlgend hohe Affinitat zu Selbst-MHC-Molekllen aufweisen, um
spater eigene Antigen-MHC-Komplexe erkennen zu kénnen (Marrack & Kappler,
1997). Ist eine Affinitat zu Klasse | MHC Molekulen vorhanden, entwickelt sich
die Zelle zu einer einzeln-positiven (SP) CD4'CD8" Zelle. Ist die Affinitat zu
Klasse Il MHC Molekllen starker, entwickelt sie sich zu einer CD4*CD8" Zelle
(Bosselut, 2004). Besteht weder zu MHC | noch zu MHC Il Molektlen eine
Affinitat, unterliegt die Zelle der Apoptose (dem Zelltod) und wird durch Thymus-
spezifische Makrophagen beseitigt. Hat sich die Zelle jedoch bis ins SP Stadium
entwickelt, gelangt sie in das Thymusmark und wird dort auf mdgliche
Autoreaktivitat gepruft. Diese negative Selektion umfasst das Testen, ob die Zelle
auf verschiedene gewebsspezifische Proteine positiv reagiert und damit zu einer
erhohten Autoimmunitat fuhren kdnnte (Klein, Kyewski, Allen, & Hogquist, 2014).
Ist dies der Fall, geht die Zelle ebenfalls in Apoptose und kann den Thymus nicht
als reife Zelle verlassen. Stoérungen innerhalb dieses Mechanismus des
programmierten Zelltods sind oftmals Ursache maligner proliferativer
Erkrankungen. In weniger als 5% der Falle Uberleben die Zellen sowohl die
positive als auch die negative Selektion und kénnen damit zu einer
funktionsfahigen T-Zelle heranreifen, was in Abbildung 1 vereinfacht dargestellt

ist.
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Abbildung 1: Die Entwicklung der Thymozytenvorlauferzelle zur reifen T-Zelle.

In der vereinfachten Darstellung der Thymozytenentwicklung migrieren Vorlauferzellen aus dem
KM (Knochenmark) in den Thymus und entwickeln sich, unterstitzt durch Signale des Notch-,
WNT- und IL-7-Signalweges von einer Vorlauferzelle zu einer funktionsfahigen CD4* oder CD8"
SP. Hierbei werden diverse Phasen durchlaufen, in denen die Vorlauferzellen zu reifen T-Zellen
selektioniert werden (positive und negative Selektion), die zwischen fremden und eigenen
Peptiden unterscheiden kdnnen, um letztendlich pathogene Eindringlinge erkennen und
eliminieren zu kénnen. Abbildung modifiziert (Hosokawa & Rothenberg, 2017; Shah & Zuniga-
Pflucker, 2014; Yui & Rothenberg, 2014).

Wie in Abbildung 1 dargestellt, sind zusatzlich Effekte des Notch- als auch des
IL-7R-Signalweges essentiell, um eine Entwicklung zu einer reifen SP Zelle zu
gewabhrleisten. Dabei sind sowohl im frihen DN als auch im spateren DP Stadium

Prozesse wichtig, die in den folgenden Kapiteln genauer beschrieben werden.



1.2.2 Der Notch-Signalweg

Fur die Entwicklung der T-Zellen ist das Notch-Signal ein zusatzlicher
entscheidender Faktor. Dieses sorgt fur das Zellwachstum, die Proliferation und
das Uberleben der heranreifenden Zellen. Die Notch-Protein-Familie besteht aus
vier Mitgliedern (Notch 1-4), wobei die Notch-Rezeptoren heterodimere

transmembrane Rezeptoren darstellen.

Die Signaltubertragung wird initiiert, wenn ein Notch-Ligand einer Nachbarzelle
an die grolRe extrazellulare Domane des Notch-Rezeptors einer weiteren Zelle
bindet. Liganden, die diesen Prozess bewirken, sind Delta1, 3 und 4, sowie
Jagged1 (Jag1) und Jagged2 (Jag2). AnschlieRend wird Notch durch Proteasen
gespalten und die intrazellulare Domane von Notch (ICN) dissoziiert. Dadurch
kann sich diese von der Membran I6sen und in den Nukleus translozieren, in
welchem es zur Aktivierung der weiteren Signalkaskade kommt. Im Nukleus sind
unter anderem transkriptionelle Repressoren Zielgene von Notch1, wie das
Hairy-Enhancer of Split (Hes1, Hes5) und das Hes-verwandte Repressorprotein
(Herp). Eine Uberexpression von Hes1 und Hes5 resultiert in einer Hemmung der
B-Zell-Entwicklung. Zusatzlich ist die Proliferation friher Thymozyten stark
beeintrachtigt, wenn ein Mangel von Hes1 vorliegt (Weerkamp, van Dongen, &
Staal, 2006). Somit bewirkt das Notch-Signal zunachst die Entwicklung der
Vorlauferzellen in Richtung T-Zell-Linie. Dies zeigten zusatzlich Studien, in denen
bedingt deletiertes Notch1 in Mausen zu einem Entwicklungsstopp im DN1-
Stadium der Thymozyten fuhrte und deren anschlieRende Entwicklung Richtung
B-Zell-Linie begunstigte (Wilson A., MacDonald H.R., & F., 2001).

Auch im spateren Verlauf der Thymozytenentwicklung, vor allem beim Ubergang
von DN zu DP, stellt das Notch-Signal einen wichtigen Bestandteil dar. Im
Zusammenspiel mit dem preTCR sorgt es dafiur, dass mTOR (Target of
Rapamycin Komplex) hochreguliert wird. Dadurch wird die Expression von CD71
und CD98 induziert, was in Kombination mit PDK1 und mTOR abhangiger
Aktivierung von AGC Serin Kinasen die Grundlage fur die Entstehung und
Proliferation der verschieden differenzierten Zellpopulationen nach der f-

Selektion ist. Damit wird nicht nur das Uberleben der Zellen (iber das Notch-
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Signal reguliert, sondern auch die Differenzierung der Vorlauferzellen in Richtung
verschiedener T-Helfer-Zellen. Das Notch-Signal steuert im Zuge dessen die
Entwicklung der CD8-T-Zellen entweder in Richtung der Gedachtniszellen oder

der ausdifferenzierten Effektorzellen (Amsen, Helbig, & Backer, 2015).

Der Notch-Rezeptor-Status variiert Uber die vollstandige T-Zell-Entwicklung
hinweg, wenn auch die konsequente Herunterregulation im DP-Stadium
essenziell fur die weitere Entwicklung der Zelle ist. Ist diese Regulation
beispielsweise durch eine Mutation des Notch-Rezeptors gestort, kann dies zu

einer malignen Entartung unreifer Vorlauferzellen fuhren (Aster, Blacklow, &
Pear, 2011).

In einer Analyse von 1991 wurde Notch1 das erste Mal mit der Leukamie-
Entstehung in Verbindung gebracht, da Untersuchungen verschiedener ALL-
Proben mit einer balancierten Translokation (7;9) auf Notch1 aufmerksam
machten (Ellisen L.W. et al., 1991). Diese Translokation resultierte in einer
konstitutiven Notch1-Polypeptid-Expression, was in murinen, hamatopoietischen
Stammzellen (HSZ) innerhalb kirzester Zeit zur Entwicklung einer T-ALL flhrte
(Aster et al., 2011). Nachfolgend wurden in Uber 60% der primaren humanen
TLLs (T-Zell-lymphatischen Leukamien) aktivierende Mutationen in Notch1
beobachtet, was Notch1 ndher in den Fokus der Forschung uber die
Pathogenese der T-ALL ruckte (Weng A.P. et al., 2004). Der dahinter verborgene
Mechanismus schliet unter anderem die Hochregulation mehrerer Gene ein,
welche am Zellwachstum und Metabolismus beteiligt sind. Zu den
Transkriptionszielen von Notch zahlen beispielsweise der TCRa und IL-7Ra,
welche zusatzlich einen Beitrag zur Entwicklung der T-ALL leisten (Oliveira et al.,
2017). Daruber hinaus uberkreuzt die Notch-Signalgebung den WNT-Signalweg.
Dieser ist ein entscheidender Teil der embryonalen Entwicklung und ist zusatzlich
an der Proliferation von Thymozyten beteiligt. Dabei kann der WNT-Signalweg in
HSZ Notch-Zielgene hochregulieren, wodurch die beiden Signalwege
gemeinsam eine massive Proliferation in fruhen Thymozyten induzieren

(Weerkamp et al., 2006). Nicht zuletzt scheint auch die Hemmung von p53 durch



Notch ursachlich flr die dysregulierte T-Zell-Proliferation zu sein (Beverly,
Felsher, & Capobianco, 2005).

1.2.3 Der IL-7/IL-7R-Signalweg

Ein weiterer unabdingbarer Signalweg far eine erfolgreiche
Thymozytenentwicklung ist der IL-7/IL-7R-Signalweg. Wahrend Notch
hauptsachlich fur die Entwicklung der Zelle Richtung T-Zelllinie sorgt, ist der
IL-7/IL-7R-Signalweg sowohl fiir das Uberleben der Vorlauferzellen, als auch
deren Proliferation und Differenzierung von fundamentaler Bedeutung.
Tatsachlich konnte in neueren Studien mit IL7Ra-Cre-Mausen beobachtet
werden, dass alle Vorlaufer der T-Zellen den IL-7Ra exprimieren und das IL-7
Signal somit ein entscheidendes Mal} fur die weitere erfolgreiche Entwicklung der
T-Zelle darstellt (Schlenner et al., 2010).

Das Signal wird uber das Typ-I-Zytokin IL-7 eingeleitet, welches mit der a-Kette
des IL-7R (IL-7Ra) interagiert. Daraufhin wird die Rekrutierung der y Kette des
Rezeptors (yc), sowie die Bildung eines heterodimeren Rezeptors ausgeldst,
wodurch nachgeschaltete Zielgene wie NFATc1, Stat5 und das anti-apoptotische
protein B cell lymphoma 2 (Bcl2) vermehrt aktiviert werden und das Uberleben
und die Weiterentwicklung der Zelle fordern (Vicente et al.,, 2010).
Dementsprechend konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass eine
fehlende IL-7-Signalgebung zu einem Entwicklungsstopp im frihen
CD44*CD25*DN3-Stadium fuhrt (Hong, Luckey, & Park, 2012). Weiterhin konnte
bereits 1998 beobachtet werden, dass Mutationen, welche einen
Funktionsverlust des IL-7Ra oder der yc-Kette nach sich ziehen, beim Menschen
zu einem schweren kombinierten Immundefektsyndrom (SCID) fihren kénnen
(Puel A., Ziegler S.F., Buckley R.H., & W.J., 1998).

Die IL-7-Signalgebung beginnt einhergehend mit der TCRp-Umlagerung im DN3-
Stadium und ist dabei primar fiir das Uberleben und die Proliferation der Zellen
zustandig. Zellen mit einem dysfunktionalen IL-7-Signalweg sind in diesem
Stadium in ihrer Entwicklung gestort. Durch die Hochregulation nachgeschalteter
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Gene, wie Bcl2, kdnnen fehlende IL-7-Signale teilweise kompensiert werden.
Dies verdeutlicht die Annahme, dass die Hauptaufgabe des IL-7-Signalweges im
frihen Stadium der T-Zellentwicklung in der Weitergabe der Uberlebenssignale
liegt (Koichi Akashi K., Kondo M., von Freeden-Jeffry, Murray R., & I.L., 1997).
Ab dem DN4 Stadium wird der IL-7Ra herunterreguliert um die Entwicklung zu
CD4*CD8* Thymozyten zu ermoglichen. Da die IL-7-Signalgebung eine
Hemmung von Faktoren bewirkt, die fur das DP-Stadium essenziell sind, wurde
eine Persistenz der hohen IL-7R-Expression im DN4-Stadium die
Weiterentwicklung zum DP-Stadium verhindern (Yu, Erman, Park, Feigenbaum,
& Singer, 2004). Obwohl der IL-7R vor allem im DN-Stadium entscheidend zur
Entwicklung beitragt, spielt er auch im weiteren Verlauf der Differenzierung eine
wichtige Rolle. Wahrend der positiven Selektion im DP-Stadium kann das TCR-
Signal in humanen Zellen eine Reinduzierung der Expression des IL-7Ra und
damit eine Hochregulation von Bcl-2 bewirken. Dadurch kénnen in humanen
Thymozyten DP-Zellen Uberleben, obwohl sie fur den programmierten Zelltod
bestimmt waren. Dies geschieht bei sinnvoller TCR-Reaktivitat, die letztendlich
eine weitere Differenzierung ermdglicht (Hong et al., 2012). In murinen
Thymozyten hingegen fehlt der IL-7Ra im DP Stadium vollstandig (Oliveira et al.,
2017). Bei der Differenzierung beeinflusst das IL-7-Signal, ob sich die Zelle in
Richtung der CD4-T-Helferzelle oder der CD8-Killerzelle weiterentwickelt. Ist ein
IL-7-Signal vorhanden, differenziert sich die Vorlauferzelle in Richtung der
zytotoxischen CD8-T-Linie, wahrend ein fehlender IL-7-Signalweg die
Differenzierung der CD4-Helfer-Linie zur Folge hat (Park et al., 2010; Singer,
Adoro, & Park, 2008). In Abbildung 2 ist die Entwicklung der Thymozyten
dargestellt, wodurch die IL-7R- beziehungsweise Notch-Rezeptor-Expression

inklusive deren Bedeutung fur die Zelle nachvollzogen werden kdnnen.
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Abbildung 2: Die Thymozytenentwicklung mit entsprechender IL-7R- und Notch-

Expression.

Eine vereinfachte Darstellung der IL-7R- und der Notch-Rezeptor-Expression wahrend der
Entwicklung einer ETP (early T-cell-Progenitor) zu einer reifen CD4* und CD8" SP im murinen
Thymus. Notch garantiert am Anfang des DN-Stadiums die Entwicklung in Richtung T-Zelle und
sichert im weiteren Verlauf, in Kombination mit dem IL-7-Signal, das Uberleben und die
Proliferation der DN-Zellen. Im DP-Stadium werden sowohl der IL-7R, als auch der Notch-
Rezeptor stark herunterreguliert. Erst fir die Weiterentwicklung zur einer CD8" SP ist das IL-7-
Signal erneut von Bedeutung, wobei die Relevanz des Notch-Signals umstritten ist. Abbildung
modifiziert (Hong et al., 2012; Hosokawa & Rothenberg, 2017).



Neben dem Notch-Signalweg wurde auch der IL-7/IL-7R-Signalweg mit der
Entwicklung einer T-ALL in Verbindung gebracht. Hierbei konnte in humanen T-
ALL-Proben in vitro eine fehlende spontane Apoptose beobachtet werden, sobald
durch ein IL-7 Signal eine verstarkte IL-7-Signalkaskade ausgeldst wurde. Damit
einhergehend zeigte sich eine Proliferation von menschlichen primaren
Leukamiezellen (Ribeiro, Melao, & Barata, 2013). Zusatzlich zeigen in vivo
Experimente, dass sich Leukamien langsamer entwickeln, sobald T-ALL-Zellen
in Rag2-/-1L2rg-/-IL7-/-triple-defiziente Mause transplantiert werden, welche kein
IL-7 produzieren. Dies beruht auf der dadurch fehlenden Aktivierung des IL-7/IL-
7R-Signalweges, wodurch unter anderem Bcl-2 vermindert exprimiert wird und
dies mit einer geringeren Lebensfahigkeit und Proliferation der Leukamiezellen
einhergeht (Silva et al., 2011).
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1.3 Lymphatische Erkrankungen

1.3.1 Wie lymphatische Zellen entarten

Wie bereits in Kapitel 1.2 erwahnt, missen bei der Entwicklung lymphoider Zellen
mehrere Stadien durchlaufen werden, wobei die daflir essenziellen Signalwege
genau aufeinander abgestimmt sein mussen. Sobald ein Signalweg eine
Fehlfunktion aufweist, besteht die Gefahr einer Entartung der Zellen. Dies kann
in einer Proliferation eines Zellklons resultieren, welcher aus
funktionsuntlchtigen Zellen besteht, wahrend sich diese ungehindert weiter
vermehren und damit zu diversen lymphatischen Erkrankungen beitragen
konnen. Dabei bieten die lymphatischen Gewebe ein breites Spektrum an
Zelltypen, welche bei Fehlfunktionen in verschiedenen Stadien entarten konnen.
In sekundaren, beziehungsweise peripheren lymphatischen Organen (Milz,
Lymphknoten und Schleimhaut-assoziiertes Gewebe) treten Malignitaten reifer
B- und T-Zellen auf, wie zum Beispiel das Mantelzell- oder das Hodgkin-
Lymphom. In primaren, beziehungsweise zentralen lymphatischen Organen
(Knochenmark, Thymus) hingegen, kdnnen beispielsweise unreife B- und T-
Zellvorlaufer maligne transformieren. Hier sind unter anderem weit verbreitete
Krankheiten, wie die B-Zell-akute lymphatische Leukamie (B-ALL) und die T-Zell-
akute lymphatische Leukamie zu nennen, auf welche in der vorliegenden Arbeit

noch genauer eingegangen werden soll (Dalla-Favera, 2012).

Ein genaueres Verstandnis zugrundeliegender Mechanismen und potentieller
therapeutischer Biomarker ist unabdingbar fur die Entwicklung neuer effizienter
Behandlungsmethoden im Bereich der lymphatischen Erkrankungen. Um die
Pathophysiologie der Entstehung Ilymphoider Erkrankungen besser zu
verstehen, treiben jlungste Forschungen die Untersuchung genetischer
Veranderungen voran, da diese oft die Ursache von Fehlfunktionen in
bestimmten Signalwegen reprasentieren. Durch zytogenetische Analysen
wurden in den letzten Jahrzehnten einige chromosomale Translokationen mit
bestimmten Tumorarten assoziiert und durch die Untersuchung der genetischen

Veranderungen konnten klassische Proto-Onkogene wie Bcl-2 identifiziert

11



werden (Dalla-Favera, 2012). Doch nicht nur Mutationen in einzelnen Proto-
Onkogenen konnen eine maligne Entartung auslosen, sondern damit
einhergehend auch Veranderungen in ganzen Signalwegen. Wahrend
beispielsweise der BCR-Signalweg in der B-Zell-Reihe Onkogenitat verleihen
kann, ricken in der T-Zell-Reihe die JAK/STAT- und PI3SK/AKT/mTOR-
Signalwege in den Vordergrund. Von groRer Relevanz ist aulRerdem der
Apoptose-Signalweg, welcher hauptsachlich Gber Bcl-2 und p53 reguliert wird.
Sind die Zellen oxidativem, onkogenem oder jeglichem intrinsischen Stress
ausgesetzt, unterlauft die Zelle dem sogenannten programmierten Zelltod, der
auf natlrliche Weise ablauft und fur die Beseitigung abnormaler Zellen
entscheidend ist. Weist dieser Signalweg Defekte auf, kdnnen die Zellen
unkontrolliert wachsen, was zu der Entstehung hamatologischer Malignome
fuhren kann (Sun, Wang, & Young, 2017).

Die derzeitigen Therapien bei lymphatisch-proliferativen Erkrankungen bestehen
vor allem aus der Chemotherapie (Stickstoffsenf, Vincristin, Procarbazin und
Prednison), der allogenen Stammzelltransplantation und der
Immunochemotherapie. Durch neuere Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie
wurden bereits zusatzlich Inhibitoren einiger Proto-Onkogene, wie beispielsweise
Navitoclax gegen Bcl-2, eingesetzt (Han, Liang, Li, & He, 2019). Trotz der
verschiedenen Therapieansatze zeigt sich in vielen lymphatischen Erkrankungen
weiterhin ein anhaltendes Rezidivrisiko und nur geringfugige Besserungen in den
Uberlebenskurven. Dariiber hinaus zeigt sich die Ansprechrate auf die
neuartigen Therapieoptionen eher gering und zusatzlich weisen viele der neu
entwickelten Medikamente schwerwiegende Nebenwirkungen auf (Husby S. &
K., 2017). Ziel ist es, durch besseres Verstandnis weitere Therapiemoglichkeiten
zu eroffnen, die neben einem besseren Outcome auch eine Behandlung mit

weniger Nebenwirkungen ermdglichen konnen.
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1.3.2 T-Zell akute lymphatische Leukamie

Die T-ALL entsteht zu 80% im Kindesalter und erfahrt einen zweiten Peak im
Alter von ungefahr 50 Jahren, wobei insgesamt mehr Manner als Frauen davon
betroffen sind. Sie macht 10-15% der padiatrischen und 25% der Erwachsenen
ALL-Falle aus, wenn auch die Prognose im Erwachsenenalter sehr schlecht ist
(Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).

Pathophysiologisch findet eine abnorme Proliferation und Differenzierung von
einem Klon fehlregulierter T-Zellen statt, welche bei der Form der frGhen T-ALL
meist im DN Stadium verharren (Van Vlierberghe & Ferrando, 2012). Wahrend
einige genetische Syndrome, wie beispielsweise das Down-Syndrom, die
Fanconi Anamie oder das Bloom-Syndrom Risikofaktoren fur die Entwicklung
einer T-ALL darstellen kénnen, geht man davon aus, dass in der Mehrheit der
Falle eine de novo Erkrankung vorliegt (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).
Genetische Analysen ergaben als Ursache fiur die Entstehung eine
Fehlregulation diverser Signalwege. Darunter befindet sich der Notch-Signalweg,
der in Uber 60% der T-ALL Falle dysreguliert ist. Hierbei wird das Notch-Signal
vermehrt aktiviert, wodurch wie im vorherigen Kapitel erwahnt das Uberleben und
die Proliferation der Zellen unterstutzt wird. Auch der
IL-7/IL-7R-Signalweg weist in etwa 10% der padiatrischen und 5% der
erwachsenen T-ALL Falle eine Gain-of-function-Mutation auf und ist damit
urséchlich fiir das vermehrte Uberleben und die Proliferation der entarteten T-
Zellen. Hierbei werden die Signale des IL-7R Uber den JAK/STAT-Signalweg
vermittelt, wodurch wiederum das Uberleben der Zellen gesichert und die
Tumorbildung begunstigt wird (Oliveira et al., 2017). Beschrieben wird aul3erdem
ein onkogenetischer Trankskriptionsfaktor namens Lmo2, welcher zu der Familie
der LIM-Domanen-Proteine gehort und in bis zu 45% der T-ALL-Falle aberrant
exprimiert wird (Van Vlierberghe & Ferrando, 2012). Neueste Studien ricken
zudem das pro-apoptotische p53-Protein in den Vordergrund, wobei dessen
Mutationen eine kiirzere Uberlebensdauer einschlieRlich  geringerer
Remissionsraten, insbesondere bei Rezidiven, in betroffenen Patienten zur Folge

haben (Richter-Pechanska et al., 2017). p53 gilt als Tumorsuppressor und
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hemmt die potenzielle Entstehung von Krebszellen, indem es das Zellwachstum
und den Zellzyklus negativ reguliert. Wahrend p53 in vielerlei Krebsarten mutiert
ist, lassen sich vor allem in Rezidivfallen der ALL-Patienten Deletionen und
Punktmutationen im p53-Gen finden, welche in einem funktionellen Verlust des
Proteins, einhergehend mit erhdhtem onkogenen Potential, resultieren (Demir et
al., 2020).

Die derzeitige Therapie der T-ALL besteht flr geeignete Patienten aus einer
kombinierten Chemotherapie mit Vincristin, Corticosteroiden und Anthracycline
mit allogener Stammzell-Transplantation (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).
Wahrend die Chemotherapie bei padiatrischen Fallen meist ein sehr gutes
Outcome liefert und eine Heilungsrate von Uber 75% aufweist, findet sich nur in
etwa 30-40% der erwachsenen Patienten eine gute Langzeit-Remission mit einer
Heilungschance von 50% (Van Vlierberghe & Ferrando, 2012). Patienten im Alter
Uber 60 Jahren weisen hingegen eine Langzeit-Uberlebensrate von nur 10-15%
auf (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Da einige Patienten die verschiedenen
Therapien oftmals kaum tolerieren, dies mit einer schlechten Prognose
einhergeht und haufig Rezidive der T-ALL vorkommen, ist es wichtig die genauen
Mechanismen hinter der Entstehung besser zu verstehen, um weitere geeignete
Therapiemoglichkeiten zu finden. In diesem Sinne ist das derzeitige
Forschungsziel, die Entwicklung verschiedener Inhibitoren voranzutreiben, die in
dysregulierten Signalwegen Onkogene hemmen. Vor allem sind hier die y-
Sekretase-Inhibitoren (GSI) zu nennen, welche die Freisetzung der aktiven
intrazelluldaren Domane von Notch1 durch Blockierung der proteolytischen
Spaltung der Notch-Rezeptoren verhindern. Auch im IL-7/IL-7R-Signalweg
finden Inhibitoren der JAK/STAT-Signaltransduktion bereits Anwendung (Van
Vlierberghe & Ferrando, 2012). Da der Mechanismus hinter der T-ALL jedoch
eine hohe Komplexitat aufweist, werden auch hier weiterhin bessere
Erkenntnisse Uber die zugrundeliegenden Signalwege angestrebt, um gezieltere

Therapiemaglichkeiten entwickeln zu kénnen.
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1.4 Die SLy/SASH Proteinfamilie

Die Familie der SLy/SASH-Proteine besteht aus den drei hoch homologen
Mitgliedern SH3 protein expressed in lymphocytes (SLy) 1 (SASH3), SLy2
(HACS1, NASH1 und SAMSN1) und SASH1 (SLy3). Alle Mitglieder weisen im
strukturellen Aufbau eine hohe Ahnlichkeit auf und besitzen die Protein-Protein-
Interaktionsdomanen SAM (sterile alpha motif) und SH3 (Src homology 3). Als
Adapterproteine sind die SLy-Proteine durch die Interaktionsdomanen befahigt,
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Signaltransduktions-Effektor-
proteinen zu koordinieren und stellen damit einen wichtigen Bestandteil eines

funktionierenden Signal-Netzwerkes in der Zelle dar (Jaufmann et al., 2021).

SLy1 ist das erstentdeckte Protein der Familie und wird ausschlielich in
Lymphozyten exprimiert (Beer et al., 2001). Es stellt einen bedeutenden
Bestandteil der Thymozytenentwicklung dar, wobei dessen Rolle innerhalb
entwicklungsrelevanter Signalwege noch nicht vollstdndig geklart ist.
Grundsatzlich fungiert SLy1 als wichtiger Modulator des Immunsystems. Das

folgende Kapitel beschreibt seine Struktur und seine Funktionen.

SLy2 ist eines der SLy-Mitglieder und wird in hamatopoetischen Geweben,
Endothelzellen, Muskel, Herz, Gehirn, Lunge, Pankreas, myeloischen
Leukamien und Myelomen exprimiert (Brandt et al., 2010; Claudio J. et al., 2001;
Uchida et al., 2001). Es befindet sich auf dem menschlichen Chromosom 21 und
konnte an der gestorten Immunitat gegentber Pneumokokkeninfektionen bei
Down-Syndrom Patienten beteiligt sein (Schmitt et al., 2015). Hierbei beeinflusst
SLy2 durch Regulation der Immunglobulin-M-(IgM) Produktion in B1-Zellen das
Immunsystem. Zusatzlich ist es an diversen Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt und interagiert im Zellkern mit dem SAP30/HDAC1-Komplex, wodurch
die Enzym-Aktivitat von HDAC1 reguliert wird (Brandt et al., 2010). Eine weitere
Funktion ist die Beteiligung an der Zytoskelett-Reorganisation, welche essenziell
fur die B-Zell-Reaktion auf Antigene ist (von Holleben, Gohla, Janssen, Iritani, &
Beer-Hammer, 2011). Neben diesen zahlreichen Funktionen wurde SLy2 als
Tumorsuppressor beim hepatozellularen Karzinom (HCC), Magenkrebs und bei

menschlichen Lungentumoren identifiziert (Yamada et al., 2008).
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Zuletzt ist das dritte Mitglied der SLy-Familie SLy3 (SASH1) zu erwahnen,
welches in nahezu allen Geweben exprimiert wird. Auch SASH1 wird als
Tumorsuppressor beschrieben, da bei Brust- und Darmtumoren eine starke
Herunterregulation dieses Proteins festgestellt werden konnte (Franke et al.,
2019; Rimkus et al., 2006; Zeller et al., 2003).

Zusatzlich zur bisher beschriebenen Tumorsuppressor-Funktion des SLy2-, als
auch des SLy3-Proteins, ruckt die aktuelle Forschungsfrage SLy1 und seine

Funktionalitat bei der Leukamie-Pathogenese in den Vordergrund.

1.5 Das Adapterprotein SLy1

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf SLy1, welches als erstes Mitglied der SLy-
Familie im Jahre 2001 entdeckt wurde (Beer S., Simins A.B., Schuster A., & B.,
2001). Das SLy1-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert, codiert fur 381
Aminosauren und wird ausschlieBlich in Lymphozyten exprimiert. Dabei enthalt
SLy1 die Protein-Protein-Interaktionsdomanen SAM und SH3, als auch eine
zweigeteilte, nukleare Lokalisationssignalsequenz (NLS) 1 und 2. In Abbildung 3

ist der strukturelle Aufbau des SLy1-Proteins dargestellt.

qg)‘b
A q,@b(
v &
2 S
H,N —— NLS1 —I— NLS2 |—— SH3 ————— I SAM —— COOH
3-20 74-91 176-233 249-316
| SH3 Doméne: SAM-Doméne:
Regulation der zelluldren Lokalisation Substraterkennung durch Bindung Interaktion zwischen Proteinen;
an prolinreiche Regionen Transkriptions- und Translationsregulation

Abbildung 3: Schema des strukturellen Aufbaus des SLy1-Proteins.

Das SLy1-Protein kann durch die zweigeteilte NLS-Domane und der sich dazwischen
befindenden Ser27-Phosphorylierungsstelle zwischen Nukleus und Zytoplasma wechseln. Die
SH3-, als auch die SAM-Domane, die eine nukledre Exportsequenz enthalt (NES), ermdglichen
SLy1 die Kommunikation und Interaktion mit anderen Proteinen. Die Zahlen bezeichnen die

entsprechende Aminosauren-Lokalisation. Abbildung maodifiziert (Schall, 2015).
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SAM-Domanen sind an Transkriptions- und Translationsregulation, zellularen
Signalubertragungen und der Regulation diverser Entwicklungsprozesse beteiligt
und sind damit fur die Interaktion zwischen Proteinen unentbehrlich. Neueste
Studien deckten eine stabile Homodimerisierung der SAM-Domane im SLy1-
Protein auf, was darauf hindeutet, dass SLy1 als Dimer agiert (Kukuk et al.,
2019). Diese Dimerisierung betont die Wichtigkeit von SLy1 als Adapterprotein,
da dessen Interaktionsflache dadurch wachst und dies mehr Angriffsflache far
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen bietet. Darlber hinaus ist die SH3-
Domane an Prozessen wie Substraterkennung, Membranlokalisierung und
Regulation der Kinaseaktivitat beteiligt. SH3-Domanen sind dazu befahigt
hochspezifisch prolinreiche Sequenzen zu erkennen und zu binden (Kurochkina
& Guha, 2013).

Weiterhin kann SLy1 bei T-Zell-Rezeptor-Stimulation durch die Protein Kinase C
(PKC) an seiner Phosphorylierungsstelle Ser27 phosphoryliert werden, wodurch
dessen zellulare Lokalisation in Kombination mit NLS1 und NLS2 reguliert wird
(Astoul et al., 2003; Brandt, 2010). So ist in Mausmodellen mit einem trunkierten
SLy1, in welchem die Ser27-Stelle und die zweite NLS-Domane fehlen, SLy1
ausschlieB3lich im Zytoplasma vorzufinden (Beer et al., 2005). Verliert SLy1 die
Fahigkeit in den Nukleus zu translozieren, ist die T-Zellproliferation im Vergleich
zu WT Mausen stark eingeschrankt. Zusatzlich konnte bei trunkiertem SLy1 eine
starke Reduktion der T-Zell-Zytokinproduktion und eine allgemein reduzierte T-
Zell-Antwort beobachtet werden (Beer et al., 2005). Nachfolgend wurde der
Einfluss von SLy1 auf die Immunantwort bei einer Listeria monocytogenes (LM)
Infektion genauer untersucht. In ex vivo Analysen konnte feststellt werden, dass
die T-Zellzahl bei KO Mausen nach LM Infektion reduziert war und die KO Mause
nach der Infektion im Vergleich zum WT friher starben. Diese dafir ursachliche,
gehemmte adaptive T-Zell-Antwort ist auf eine veranderte Foxo1- (forkhead-box
O1) Regulation zuruckzuflhren, die eine Inhibierung des Zellzyklus zur Folge hat
und in diesem Zuge die T-Zell-Proliferation blockiert (Schall, Schmitt, Reis,
Brandt, & Beer-Hammer, 2015). In naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) ist SLy1

mitverantwortlich fur die Lebensfahigkeit und Aktivierung reifer NK-Zellen in der
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Peripherie, indem es als ribosomales Stltzprotein fungiert (Arefanian et al.,
2016).

Doch nicht nur die T-Zell-Antwort und die Funktion der NK-Zellen wird bei
veranderter SLy1-Expression beeintrachtigt, sondern auch die Thymozyten-
Entwicklung weist erhebliche Veranderungen im Vergleich zum WT auf. In einer
Studie mit SLy1 KO Mausen, wurde eine Reduktion der Thymuszellzahl um 50%
beobachtet. Auch die OrgangrofRe der lymphatischen Organe war signifikant
verringert. Die Zellzahlreduktion der Thymozyten konnte dabei auf eine gestorte
DN zu DP Progression in der Entwicklung zuriickgefuhrt werden, wobei vermehrt
Vorlauferzellen dem programmierten Zelltod unterliefen. Tatsachlich konnte
festgestellt werden, dass zwar die Anzahl der DP/SP Zellen reduziert war, sich
jedoch die Zahl der DN Zellen daflr verdoppelte. Vermutlich nimmt SLy1
wahrend des gesamten DN Stadiums Einfluss, obgleich weiterhin zu klaren ist in
welchem Abschnitt des DN Stadiums der Entwicklungsstopp stattfindet (Reis,
Pfeffer, & Beer-Hammer, 2009). Allerdings konnte in nachfolgenden Studien
gezeigt werden, dass die Zellzahlreduktion der Thymozyten in SLy1 KO Mausen
teilweise durch eine Bcl-2-induzierte Hochregulation der zellzyklusinhibierenden
Gene p27 und p130 verursacht wurde. Da Bcl-2 ein wichtiger Bestandteil des
IL-7/IL-7R-Signalweges ist und dieser wiederum in die Pathogenese der T-ALL
einzuordnen ist, ergaben sich hierbei die ersten Hinweise, dass SLy1 in die
Pathogenese lymphoproliferativer Erkrankungen involviert sein konnte. Darauf
aufbauend wurde aufgrund erhdhter SLy1-mRNA Level in humanen T-ALL-
Proben die Rolle von SLy1 als maglicher Tumorinduktor diskutiert, wahrend
gleichzeitig auf die Notwendigkeit weiterer Analysen hingewiesen wurde (Schall,
2015). Aufgrund dessen wird die Relevanz des SLy1-Proteins in diversen

Signalkaskaden im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Auf Basis des derzeitigen Forschungsstandes ist bekannt, dass SLy1 eine
wichtige Rolle bei der Thymozytenentwicklung spielt. So konnte in SLy1 KO
Mausen eine beeintrachtigte Entwicklung der Thymozyten vor allem im DN-
Stadium beobachtet werden, was auf eine Dysregulation zahlreicher Gene
zuruckzufuhren ist. Da bisher erbrachte Erkenntnisse darauf schlieRen lassen,
dass SLy1 in entwicklungsrelevanten Signalwegen, wie dem Notch- und dem
IL-7/IL-7R-Signalweg, integriert sein konnte, sollen die Komponenten dieser
Signalwege in der vorliegenden Arbeit genauer analysiert werden. Dafur soll die
Expression einiger beteiligter Gene der Signalwege in SLy1 KO Mausen
gemessen und der Aktivitatszustand bestimmter Signalwege auf Proteinebene
untersucht werden. Um weitere Hinweise auf mogliche Interaktionspartner von
SLy1 zu bekommen, sollen zusatzlich Arrays durchgeflhrt werden, welche eine
Aussage Uber veranderte Expressionsmuster in SLy1 KO Thymozyten erlauben.
Somit soll die Einbindung von SLy1 in die Thymozytenentwicklung besser
aufgeklart werden konnen. In dieser Arbeit soll ferner der durchaus vorstellbare
Zusammenhang zwischen SLy1-Defizienz und Entwicklung einer T-ALL geklart
werden. Da bereits gezeigt werden konnte, dass die SLy1-Expression in T-ALL
Patienten auf mMRNA Ebene verandert zu sein scheint und in SLy1 KO Mausen
dieselben Signalwege dysreguliert sind, wie dies auch in T-ALL-Zellen zu
beobachten ist, sollen Leukamie-Arrays mit SLy1 KO Thymozyten durchgeflhrt
werden. Dabei wird erwartet, weitere Gene detektieren zu kodnnen, welche
sowohl in der T-ALL als auch in SLy1 KO Mausen eine veranderte Expression
aufweisen. Zusatzlich sollen mdgliche Zusammenhange bei SLy1-Defizienz und
der Dysregulation in Leukamie-Zellen entschlusselt werden. Mithilfe der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit soll die Funktion von SLy1 im Hinblick auf die
Thymozytenentwicklung genauer aufgeklart und magliche Interaktionspartner
diskutiert werden. AuRerdem soll sich mit SLy1 als mdgliche Ursache fur die
Fehlregulation in entarteten T-ALL-Zellen auseinandergesetzt und damit

einhergehend mogliche Therapieansatze genauer beleuchtet werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialen werden im folgenden Teil

in Tabellen aufgelistet.

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Standort

B-Mercaptoethanol

Gibco Life
Technologies

Darmstadt, Deutschland

BSA Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
FCS GE Healthcare Munchen, Deutschland
lonomycin Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Isofluoran CP Pharma Burgdorf, Deutschland
\l;lvt;l:::rsefreies Qiagen Hilden, Deutschland

PBS Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
PMA Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
gierj;t;gR Lyse VIAGEN Los Angeles, USA
Proteinase K Gene On Nurnberg, Deutschland

RPMI

GE Healthcare

Miinchen, Deutschland
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2.1.2 Kits

Tabelle 2: Kits
Kit Beschreibung Hersteller
BD™ CompBeads Kompensationspartikel BD
Biosciences

CD4 MicroBeads
CD8 MicroBeads

High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

Pan T Cell Isolation Kit 2

TCRyd T Cell Isolation Kit
mouse BD

Ter-119 MicroBeads

Micro-Kit
Mini-Kit
RT2 first strand kit

RT2 PreAmp cDNA
Synthesis Kit

DNA, RNA and protein
purification NucleoSpin
RNA

T-Zell-Aufreinigung
T-Zell-Aufreinigung
cDNA-Synthese

T-Zell-Aufreinigung
T-Zell-Aufreinigung

Erythrozyten-
Depletion

DN-Zell Isolation
DP-Zell Isolation
cDNA Umschreibung
cDNA Umschreibung

RNA Isolierung

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Applied
Biosystems

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Macherey-
Nagel
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Nicht in der Tabelle gesondert aufgefuhrte Verbrauchsmaterialien wurden

entweder von Sarstedt, Greiner, BD Biosciences oder Eppendorf bezogen.

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Chemikalien

Hersteller

Standort

96 well PCR-Platte, weil}

MACS Separation
Columns (LD)

Mikropipetten 10 pl

Microstrainer SST™
Tubes

PCR 12er-SoftStrips

Zellsieb 70 uym

Greiner Bio-one

Miltenyi Biotec

Brand

BD Biosciences

Biozym Biotech
Trading

BD Biosciences

Frickenhausen, Deutschland

Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Wertheim, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Wien Osterreich

Heidelberg, Deutschland
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2.1.4 Gerate

Tabelle 4: Gerate

Name

Hersteller

Standort

HERAcell Inkubator

HERAsafe Sterilbank

LightCycler 480 2

MACS Multistander

Mikroskop PrimoVert

MidiMACS™Seperator

NanoDrop Lite

peqSTAR 2x Gradient
Thermocycler

QlAxcel

BD FACSCanto ™2
FACS Aria
Wasserbad

Zentrifuge

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Roche

Miltenyi Biotec

Zeiss

Miltenyi Biotec

Peqlab

Peqlab

Qiagen

BD Biosciences
BD Biosciences
Fisher Scientific

Eppendorf

Schwerte,
Deutschland

Schwerte, Deutschland

Mannheim, Deutschland

Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Oberkochen,
Deutschland

Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Erlangen, Deutschland

Erlangen, Deutschland

Hilden, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Waltham, USA

Hamburg, Deutschland
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2.1.5 Medien und Puffer

Tabelle 5: Medien und Puffer

Medium / Puffer Zusammensetzung

Stimulationsmedium 500 ml RPMI
(10%) FCS
5 ml Penicillin/Streptomycin (100x)
3 mM L-Glutamin

0,05 mM B-Mercaptoethanol

MACS Puffer PBS, Mg?*, Ca?* steril, 500 ml
+ 0,5% BSA (Stammlésung 10%)
+ 2,5 mM EDTA (Stammlésung 0,5 M pH8)

FACS Puffer PBS
+ 5% FCS
+ 0,1% NaNs3

Lyse Puffer 500 mM KCI
+100 mM Tris mit pH 8,3
+0,1 mg/ml Gelatine
+1 % NP-40
+1 % Tween20
+500 pg/ml Proteinase K
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2.1.6 Primer

Tabelle 6: Primer

Name

Forward Primer

Reverse Primer

Foxo1

Foxo3
Notch1
Notch2

Notch3

Notch4
IL-7R

B-Aktin

Statba

Stat5b
Trp53

5'-ctt caa gga taa ggg cga ca-
3‘

5'-gct aag cag gcc tca tct ca-3
5'-ctg gac ccc atg gac-3’

5'-tgc ctg ttt gac aac ttt gag t-
3‘

5'-agc tgg gtc ctg agg tga t-3°

5'-gga cct gct tgc aac ctt c-3°

5‘-cga aac tcc aga acc caa ga-
3‘

5'-aag gcc aac cgt gaa aag at-
3‘

5°-tgc agg cag atg tga agt tag-
3

5°-cga ttc ggg ctc tgt agg-3°
5°-gca act atg gct tcc acct g-3°

5'-gac aga ttg tgg cga att ga-3*

5'-ttc cgt cag ttt gag ggt ct-3°
5'-agg atg act gca cac att gc-3°

5'-gtg gtc tgc aca gta ttt gtc at-
3‘

5'-aga cag agc cgg ttg tca at-
3‘

5'-cct cac aga gcc tcc ctt ¢-3°

5'-aat ggt gac act tgg caa gac-
3‘

5'-gtg gta cga cca gag gca tac-
3‘

5°-gcg gtg gag gct gtt act t-3°

5’-tac aag gcc tgc atc tgg t-3°

5’-tta ttg agg gga gga gag tac
g-3
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2.1.7 Antikorper

Tabelle 7: Fluoreszenz-gekoppelte Antikérper fiir Durchflusszytometrie

Antigen Fluorochrom Spezies Hersteller
CD8a FITC Rat BD Biosciences
CD4 Pacific Blue Rat BD Biosciences
CD8a PE Rat BD Biosciences
CD90 APC Rat BD Biosciences
y6TCR FITC Hamster BD Biosciences
pStats PE Mouse BD Biosciences
pAkt PE Mouse BD Biosciences
Kontrolle PE Hamster BD Biosciences
Isotyp

CD4 APC Rat BD Biosciences
CD90 FITC Rat BD Biosciences
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimente

Generierung und Haltung von SLy1 KO Mausen

Die Zucht von SLy1 KO Mausen wurde bereits im Jahr 2009 beschrieben (Reis,
et al., 2009). Die Tiere wurden in der Tierhaltung Pharmakologie/Toxikologie der
Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitdt Tubingen unter
standardisierten Bedingungen gehalten, wobei der Tag-Nacht-Rhythmus 12
Stunden betrug und die Tiere freien Zugang zu Wasser und Futter hatten. Die
Zucht wurde den Versuchsplanen angepasst, sodass 8-12 Wochen alte Mause
fur die Versuche verwendet werden konnten. Fur die Genotypisierung wurden die
Jungtiere nach drei Wochen abgesetzt, mittels einer Ohrlochkodierung markiert
und anhand der genomischen PCR Ergebnisse in ,Knockout® und

»Wildtyp“ unterteilt.

Praparation des Thymus

Samtliche Tierexperimente erfolgten laut den Tierversuchsangaben und
wurden durch das Regierungsprasidium Tubingen genehmigt (Anzeige vom
23.05.2013). Fur die Organentnahme wurden die ausgewahlten Mause mit
Isofluoran anasthesiert und anschlieBend mittels zervikaler Dislokation
getotet. Der Operationsbereich wurde zunachst mit 70%igem Ethanol

gereinigt und nachfolgend der Thymus vorsichtig semisteril entnommen.

Genotypisierung der Mause

Um den vorher bestimmten Genotyp der Mause zu bestatigen, wurde ein kleines
Stick Gewebe vom Schwanz der Maus entnommen. Die Ohrloch- oder
Schwanzspitzenbiopsie wurde in einem Gewebelysepuffer bei 55°C fur circa
sechs Stunden lysiert. Nach der 15-minuatigen Hitzeinaktivierung bei 94°C wurden
die Lysate zentrifugiert und der Uberstand, in welchem sich die genomische DNA

befindet, abgenommen. AnschlieRend wurde mit diesen Proben eine PCR mit
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entsprechenden Primern durchgefuhrt und die Bandenlangen im Qiaxel

analysiert.
Tabelle 8: SLy1 KO Programm fiir die PCR
Zyklen Dauer Temperatur Funktion
1 3 Min. 95°C Aktivierung der Tag-
Polymerase
40 15 Sek. 95°C Denaturierung
30 Sek. 64°C Primerhybridisierung
90 Sek. 72°C Elongation
1 10 Min. 72°C Finale Elongation
2.2.2 Molekularbiologische, zell- und immunbiologische
Methoden

Analyse der Thymozyten, DN- und DP-Zellen

a) Isolation doppelt negativer und doppelt positiver Thymozyten

Zur Gewinnung der Thymozyten, DN- und DP-Zellen wurden gentechnisch
veranderte SLy1 KO Mause verwendet, deren Alter zwischen 8 und 12
Wochen betrug, wobei sowohl mannliche als auch weibliche Tiere verwendet
wurden. Nachdem der Thymus entnommen wurde, wurde er in 5 ml PBS
aufgenommen und durch ein Nylon-Sieb gepresst. Die Suspension wurde
zentrifugiert und das Zell-Pellet in 10 ml PBS aufgenommen. Anschlielend
wurden die Zellen mithilfe von Trypanblau, welches durch seine permizide
Wirkung in tote Zellen gelangen und diese blau darstellen kann, und mit Hilfe
der Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

Um die Zellen zu farben, wurde eine Antikorper-Losung hergestellt, die aus
zwei ml PBS, CD90-APC (1:1000), ydTCR-FITC (1:100), CD4-Pacific Blue
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(1:800) und CD8-PE (1:200) je Probe bestand. Die Suspension wurde dann
30 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert, einmal mit PBS gewaschen und am
Ende in PBS aufgenommen, wobei die gewiinschte Endkonzentration 20 x 10°
Zellen pro ml betrug. AnschlieBend wurden die Zellen mithilfe der
Durchflusszytometrie in der Core Facility der Hautklinik UKT gesortet, so dass
man sowohl doppelt negative, als auch doppelt positive Thymozyten gewinnen

konnte.
b) Isolation weiterer doppelt negativer T-Lymphozyten mittels MACS

Da die Reinheit der doppelt-negativen Zellen, als auch deren Menge flr die
weiteren Versuche nicht ausreichend war, wurde die schon im Labor etablierte
MACS-Methode verwendet, um weitere doppelt negative Thymozyten zu
isolieren. Hierzu wurden SLy1 KO Mause verwendet, deren Thymus isoliert,
welcher durch ein Nylon-Sieb gedrickt und die Suspension am Ende
zentrifugiert wurde. AnschlieRend wurde das Pellet in PBS aufgenommen
(1:10) und die Zellen wurden mithilfe von Trypanblau in der Neubauer
Zahlkammer gezahlt. Erneut wurde die Suspension zentrifugiert und
anschlieBend je 108 Zellen in 400 yl MACS-Puffer, 50 ul Non-T-cell-Depletion
Cocktail und 50 ul Ter-119-Ak resuspendiert und 15 Minuten im Kuhlschrank
inkubiert. Die Ter-119 Beads und der Non-T-cell Depletion Cocktail sorgen
daflr, dass nur die vorhandenen Thymozyten durch die Magnetsaule
gelangen, wahrend die Ubrig gebliebenen, durch Antikdrper markierten Zellen,
an der Magnetsaule haften bleiben. Zunachst wurden zwei ml MACS-Puffer
durch die LD-Saulen, befestigt an einem MACS-Separator, gegeben um diese
vor Zugabe der Zell-Suspension zu spulen. Die inkubierten Zellen wurden
dann in 10 ml MACS-Puffer aufgenommen, zentrifugiert, das entstandene
Pellet in 500 pl MACS-Puffer resuspendiert und erneut in die Magnetsaule
gegeben. Mit weiteren 500 pl wurden die restlichen Zellen aus dem Rohrchen
gespult und ebenfalls in drei Saulen pipettiert. Nach diesem Durchlauf wurden
die Saulen zwei Mal mit einem Milliliter MACS-Puffer gespdlt. Die positive
Fraktion, die an der Saule hangen geblieben ist, wurde verworfen, wahrend
die negative Fraktion, bestehend ausschlieBlich aus Thymozyten, im

Roéhrchen in 5 ml MACS-Puffer aufgenommen worden ist und zentrifugiert
29



wurde. Dieses Pellet wurde anschlief3end in 350 ul MACS-Puffer, 50 ul Anti-
Biotin Beads, 50 ul CD4 Beads und 50 ul CD8a Beads resuspendiert und
erneut 15 Minuten im Kuhlschrank inkubiert. Durch diese Marker konnte
gewabhrleistet werden, dass alle Zellen, die entweder CD4, CD8 oder beides
auf der Oberflache exprimieren, an der Saule magnetisch haften bleiben und
nur die doppelt negativen Zellen (CD4- CD8") in das Rohrchen gelangen.
Nachdem die Saule mit zwei Millilitern MACS-Puffer gewaschen wurde,
wurden die inkubierten Zellen zunachst abzentrifugiert, in einem Milliliter
MACS-Puffer aufgenommen und auf die Saule gegeben. Nach zwei Mal
Waschen der Saule mit je einem Milliliter MACS-Puffer, wurde erneut die
positive Fraktion verworfen, wahrend die negative Fraktion abzentrifugiert und
in funf Milliliter PBS aufgenommen wurde.

Zur Uberpriifung der Reinheit, wurden die Zellen mit CD4, CD8, CD90 und

yoTCR gefarbt und anschlieRend mittels Durchflusszytometrie gemessen.

¢) RNA-Isolation

Um die RNA der separierten Zellen zu isolieren, wurde fir die doppelt-negativen
Zellen das Qiagen Micro-Kit verwendet und fur die doppelt-positiven Zellen das
Qiagen Mini-Kit (jeweils nach Anleitung des Herstellers). Da die Zellzahl der
gesamten Thymozyten zu hoch fur diese Kits war, wurde das NucleoSpin Kit von

Macherey-Nagel fur die RNA Isolation der Thymozyten verwendet.

Die isolierte RNA wurde anschlieRend mithilfe des NanoDrops gemessen, um

sowohl die Menge als auch die Reinheit der isolierten RNA zu bestimmen.

d) Expressionsanalyse anhand der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion

Um die Expression von Statba, Stat5b, Trp53, IL7R, Notch1 und Notch3 zu
untersuchen, wurde zunachst die isolierte RNA der gesorteten Proben verwendet
und in cDNA umgeschrieben. Daflr wurde das ,High capacity Transription kit*
von Applied Biosystems verwendet und anhand des Protokolls des Herstellers
gearbeitet. AnschlieBend wurde mithilfe von RNase-freiem Wasser, SYBR-
Green und den entsprechenden Primern ein Mastermix hergestellt, der in eine
96-well Platte pipettiert wurde. Darauffolgend wurde die Platte im Roche Light
Cycler 490 96-well mit dem in Tabelle 9 beschriebenen analysiert und mit der
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Software des LightCyclers ausgewertet. Als Referenz diente dabei p-Aktin,

wahrend die Kalibrierung mit einem internen Standard durchgefuhrt wurde. Die

Darstellung der Ergebnisse erfolgte Uber GraphPadPrism.

Tabelle 9: Cycler Programm fiir die Genexpressions-Analyse

Zyklen Dauer Temperatur Funktion

1 5 Min. 95°C Prainkubation

45 10 Sek. 95°C Denaturierung
10 Sek. 60°C Primerhybridisierung
10 Sek. 72°C Elongation
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e) Analyse des Notch-Signalweges anhand eines Arrays

Um den Notch-Signalweg naher zu untersuchen, wurden vorgefertigte PCR
Platten von Qiagen verwendet, bei denen flir den Signalweg spezifische
Primer in den Wells vorgelegt sind. Die RNA Proben wurden ebenfalls in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend preamplifiziert. Danach wurde die Probe,
zusammen mit SYBR Green und Nuklease-freiem Wasser, in die Wells

pipettiert und folgendes Programm im Roche Light Cycler 480 verwendet:

Tabelle 10: Cycler Programm fiir die Notch-Signalweg-Analyse

Zyklen Dauer Temperatur Funktion

1 10 Min. 95°C Denaturierung

45 15 Sek. 95°C Primerhybridisierung
1 Min. 60°C Elongation

f) Analyse des IL-7R-Signalweges
Der IL-7/IL-7R-Signalweg wurde sowohl auf RNA- als auch auf

Proteinexpressionsebene untersucht.

Analyse auf RNA-Ebene mittels quantitativer PCR

Fur die Analyse auf RNA-Ebene wurde die oben beschriebene Methode der

Genexpressionsanalyse des IL7-Rezeptors mittels gPCR durchgefihrt.

Analyse auf Protein-Ebene mittels Durchflusszytometrie

Um die Stat5-Phosphorylierung in Thymozyten auch auf Protein-Ebene
genauer zu untersuchen, wurden die Zellen zunachst fur zwei Stunden in
RPMI Medium im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde ein Teil der Zellen
mit IL-7 und als positive Kontrolle mit PMA / lonomycin fur 15 Minuten

stimuliert.
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Nach der Stimulation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und gefarbt.
Dabei wurde eine extrazellulare Farbung, bestehend aus CD90 — APC, CD8a
— FITC und CD4 — Pacific Blue verwendet. Nach 15 Minuten wurden die Zellen
erneut mit PBS gewaschen und anschlieRend mithilfe des Lyse/Fix Buffers
(BD Biosciences) fur 10 Minuten fixiert. Nachdem die erneut gewaschenen
Zellen mithilfe des Perm Buffer (BD Biosciences) fur eine halbe Stunde
permeabilisiert wurden, konnten sie jeweils intrazellular entweder mit pStat5 —
PE, pAkt — PE oder Iso-Typ- PE gefarbt werden. Nach einer Stunde
Inkubationszeit wurden die Zellen einmal gewaschen und anschlief3end in 500
ul FACS-Puffer aufgenommen, um die Durchflusszytometrie anzuwenden.
Dabei war es wichtig eine Kompensation durchzufuhren, die es verhindert,
dass eine Farbe in einen Kanal einer anderen Farbe strahlt und damit
unerwunschte Uberschneidungen  stattfinden. Durch Einmessen
gleichbehandelter Proben, die jeweils nur mit einer Farbe markiert waren,
konnte die BD FACSDiva Software eine Kompensation durchfuhren, wodurch
falsch positive Ergebnisse vermieden werden konnten.

Die Messung wurde am FACS Canto Il durchgefuhrt und die Ergebnisse

anschliel3end mit Hilfe der FlowJo Software ausgewertet.

g) Leukémie Array

Die isolierte RNA der doppelt-negativen und doppelt-positiven Proben, die
mithilfe des Nano-Drops als rein gemessen wurde (zwischen 1,8 und 2,2),
wurde anhand des RT? First strand Kits von Qiagen nach Anleitung des
Herstellers in cDNA umgeschieben und preamplifiziert.

Mit der dadurch gewonnen cDNA wurde ein Leukdmie Array mit dem RT?
Profiler PCR Leukemia array von Qiagen ebenfalls nach Anleitung des
Herstellers durchgefuhrt und anschliefend anhand der Qiagen-Vorlagen

analysiert.
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Tabelle 11: Cycler Programm fiir die Leukamie-Signalweg-Analyse

Zyklen Dauer Temperatur Funktion
1 10 Min. 95°C Aktivierung der Tag-
Polymerase
45 15 Sek. 95°C Denaturierung
1 Min. 60°C Primerhybridisierung
Elongation

2.2.3 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden entsprechend der Beschreibungen der
Abbildungen durchgefuhrt. Dabei wurden alle quantitativen PCRs anhand des
Programms ,GraphPad Prism“ ausgewertet, die Ergebnisse auf
Normalverteilung gepruft und anschlieBend mit dem geeigneten Test die
Signifikanzen berechnet. Daten, die mithilfe spezieller Kits erhoben wurden,
wurden anhand der vorgefertigten Programme der jeweiligen Firma bearbeitet.
Die statistische Analyse erfolgte nach Anleitung des Herstellers mithilfe eines
studentischen t-Tests. Die Abbildungen wurden mit FlowJo und GraphPad Prism

erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Notch-Signalweges in SLy1 KO Thymozyten

Der Notch-Signalweg ist essentiell fur die Proliferation und Differenzierung der
DN-Thymoyzten, da er wahrend der B-Selektion in Kombination mit dem TZR-
Signal fiir das Uberleben der T-Zell-Vorlaufer sorgt (Aster et al., 2011). Ohne das
Notch1-Signal ist die Weiterentwicklung vom DN- zum DP-Stadium nicht mdglich
(Suliman et al., 2011). Fruhere Studien haben gezeigt, dass SLy1-defiziente
Mause eine Reduktion in ihrer Thymozytenanzahl aufweisen, welcher durch
einen Entwicklungsstopp zwischen dem DN- und dem DP-Stadium bedingt ist
(Reis et al.,, 2009). Um mdogliche Auswirkungen eines SLy1-Defekts auf
verschiedene Komponenten des Notch-Signalweges zu analysieren, wurde in
der vorliegenden Arbeit mithilfe der quantitativen PCR der Expressionsstatus von

Notch1 und Notch3, sowie weiterer involvierter Gene analysiert.

3.1.1 Erhohte Notch1- und Notch3-Expression in SLy1 KO
Thymozyten

Die Expression von Notch1 wird in gesunden Zellen im DN-Stadium der
Thymozytenentwicklung stark hochreguliert, um dann im DP-Stadium wieder
herunter reguliert zu werden. Sobald dieser Mechanismus gestort ist, sind unreife
T-Zell-Vorlaufer nicht in der Lage, sich vom DN-Stadium in das nachste Stadium
zu differenzieren und erfahren einen Entwicklungsstopp. Wie aus Abbildung 4 A
ersichtlich, ist die Expression von Notch1 in SLy1-defizienten Gesamt-
Thymozyten signifikant erhoht. Dies bestatigt die bisherige Vermutung, dass
SLy1 in sich entwickelnden T Zellen mit der Notch-Signalkaskade in Verbindung
steht. Um herauszufinden, in welchem speziellen Entwicklungsstadium der

Thymozyten Notch1 vermehrt exprimiert wird, wurde der Expressionsstatus
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zusatzlich in isolierten DN Thymozyten (Abbildung 4 B) und DP Thymozyten
(Abbildung 4 C) untersucht.

Im DN-Stadium lassen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede
erkennen, wahrend im DP-Stadium eine deutlich erhdhte Notch1-Expression in
SLy1-defizienten Thymozyten vorliegt (Abbildung 4B und 4C). Dies deutet darauf
hin, dass die natiurliche Herunterregulation von Notch1 im DP-Stadium in
Abwesenheit von SLy1 nicht mehr gewahrleistet werden kann. Zusatzlich
bestatigen diese Ergebnisse, dass Notch1 im DN-Stadium um ein Zehnfaches
hoher exprimiert wird, als im darauffolgenden DP-Stadium. Daraus lasst sich
schlielen, dass die physiologische Hochregulation von Notch1 auch in
Abwesenheit von SLy1 funktioniert, wahrend die darauffolgende
Herunterregulation im DP-Stadium beeintrachtigt ist und die Thymozyten an ihrer

naturlichen Entwicklung gehindert werden.
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Abbildung 4: Expressionsanalyse von Notch1 in SLy1 KO und WT Thymozyten.
Die Notch1-Expression wurde mittels gPCR in (A) Gesamt-Thymozyten, (B) isolierten DN-
Thymozyten und (C) isolierten DP-Thymozyten gemessen. Die Graphen zeigen die Mittelwerte
+SEM von n=3-7 Mausen. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; * p<0,05;
Studentischer t-Test.

Neben Notch1 spielt gleichermallen Notch3 eine entscheidende Rolle bei der
Thymozytenentwicklung. Vor allem im DN3-Stadium wird die Notch3 mRNA stark
hochreguliert, wobei davon ausgegangen wird, dass dies ebenfalls einen
notwendigen Schritt flr die nachfolgende p-Selektion darstellt (Suliman et al.,

2011). Wie Notch1 wird auch Notch3 in gesunden Zellen bei der Differenzierung
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zum DP-Stadium wieder stark herunterreguliert, um damit die weitere
Entwicklung der Zellen einzuleiten (Felli M.P. et al., 1999). Weiterhin ist davon
auszugehen, dass Notch3 downstream von Notch1 einzuordnen ist (Suliman et
al.,, 2011). Um zu uberprufen, ob eine SLy1-Defizienz auch die Notch3-
Expression beeinflusst, wurde mittels qPCR in SLy1-defizienten und WT
Thymozyten der Notch3-Expressionsstatus gemessen. Erneut wurde die
Expression in den verschiedenen Entwicklungsstadien einzeln gepruft, um die

Auswirkungen in SLy1 KO Thymozyten besser einordnen zu kénnen.

In Abbildung 5 A ist erkennbar, dass auch Notch3 in den Gesamtthymozyten der
SLy1 KO Mause signifikant hochreguliert wird. Interessanterweise konnte in
diesem Fall im DN-Stadium eine signifikant hohere Notch3-Expression
festgestellt werden, wogegen im DP-Stadium kein signifikanter Unterschied
festzustellen ist (Abbildung 5B und 5C).

Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass die Abwesenheit des SLy1-
Proteins die physiologische Hochregulation von Notch3, insbesondere im DN-
Thymozytenstadium, verstarkt, wahrend im spateren Entwicklungsstadium keine

Auswirkungen zu beobachten sind.
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Abbildung 5: Expressionsanalyse von Notch3 im Vergleich WT und SLy1 KO Mausen.

Die Notch3-Expression wurde (A) in Gesamt-Thymozyten, (B) in isolierten DN-Thymozyten und
(C) in isolierten DP-Thymozyten mittels gPCR gemessen. Die Graphen zeigen die Mittelwerte
+SEM von n=4-8 Mausen. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; * p<0,05;

Studentischer t-Test.
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3.1.2 Weitere Auswirkungen der SLy1-Defizienz im Notch-
Signalweg

Da die ersten Ergebnisse auf eine Beteiligung des SLy1-Proteins innerhalb des
Notch-Signalweges hinweisen, wurde ein vorgefertigtes Array durchgeflhrt.
Dieses enthalt eine Reihe relevanter Gene, die fur einen funktionierend
ablaufenden Notch-Signalweg obligat sind. Um zu dberprifen, ob und in
welchem Entwicklungsstadium das Fehlen von SLy1 Einfluss auf die Expression
anderer Zielgene im Notch-Signalweg nimmt, wurden auch hier isolierte DN- und

DP-Thymozyten verwendet und unabhangig voneinander untersucht.
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Abbildung 6: Notch-Array mit SLy1 KO DP Thymozyten.

Volcano Plot zur Darstellung der Expression der Notch-Signalweg-relevanten Gene im Vergleich
von SLy1 WT zu SLy1 KO Mausen mittels Qiagen RT? Profiler PCR Array; Die Abbildung zeigt

den Mittelwert von n=8 Mausen/Genotyp aus zwei unabhangigen Experimenten.
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Zunachst wurden isolierte DP-Thymozyten analysiert (Abbildung 6). Dabei ist
deutlich erkennbar, dass das Fehlen von SLy1 sowohl zu einer Hochregulation
(in Gelb dargestellt), als auch zu einer Herunterregulation (in Blau dargestellt)

verschiedener Gene fihrt.

Um einen besseren Uberblick zu gewinnen, sind die dysregulierten Gene in

Tabelle 12 aufgelistet.

Auffallig ist hierbei die Uber sechsfach hdhere Expression von Jag1 (Jagged1) in
SLy1-defizienten DP-Thymozyten. Jag1 ist eines der funf Oberflachenproteine
(Liganden), welche mit den vier Rezeptoren des Notch-Signalweges interagieren
kobnnen. Sobald eine Interaktion zwischen Jag1 und dem Notch-Rezeptor
stattfindet, beginnt eine Kaskade von proteolytischen Spaltungen, welche

wiederum die Aktivierung der Transkription nachgeschalteter Zielgene bewirkt.

Auffallig stark herunterreguliert ist im Gegenzug das Protein Frzb, welches einen
Antagonist des Wnt-Signalweges darstellt (Leyns L., Bouwmeester T., Kim S.,
Piccolo S., & E., 1997). Der Wnt-Signalweg ist neben dem Notch-Signalweg
einer der zwei wichtigsten Signalkaskaden, die fur die ersten Schritte der T-Zell-
Entwicklung essentiell sind und auch bei der Entstehung von Leukamien eine

Rolle spielen (Weerkamp et al., 2006).

Durch die vorliegende Herunterregulation von Frzb féallt somit die
Antagonisierung des Wnt-Signalweges weg, wodurch dieser verstarkt ablaufen
kann. Der derzeitige Forschungsstand vermutet eine Interaktion des Notch- und
des Wnt-Signalweges, wobei beide Signalwege die T-Zell-Entwicklung

beglnstigen (Weerkamp et al., 2006).

Eine weitere Auffalligkeit ist die Hochregulation von Hes5, ein basic-helix-loop-
helix Protein welches downstream von Notch als Transkriptionsinhibitor fungiert
(Weerkamp et al., 2006). Hes5 ist unter anderem essentiell fur die Entwicklung
der Vorlauferzellen in Richtung der T-Zell-Linie, da in dessen Abwesenheit eine
Vermehrung der B-Zell-Population beobachtet werden konnte (Varnum-Finney,
Dallas, Kato, & Bernstein, 2008). Damit kdnnte die erhdhte Hes5-Expression eine
Gegenregulation der Zellen sein, der reduzierten T-Zell-Anzahl, die in SLy1 KO

Mausen vorzufinden ist, entgegenzuwirken.
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Daruber hinaus ist die signifikante Hochregulation des Ptcra Genes zu erwahnen,

welches fur das Protein pTa kodiert. Dieses stellt ein weiteres Zielgen des Notch-

Signalweges dar und ist ein essentieller Teil fir den Zusammenbau des Pra-TZR-

Komplexes (Reizis & Leder, 2002). Die Notch-vermittelte Induktion der pTa-

Expression garantiert somit den erfolgreichen Ablauf der T-Zell-Entwicklung,

wobei die erhdhte Expression des Ptcra Genes das verstarkte Notch-Signal in

den vorherigen Ergebnissen widerspiegelt.

Signifikant herunterreguliert wird hingegen der Transkriptionsfaktor 15 (Tcf15),

welcher einen wichtigen Faktor fur die Differenzierung embryonaler Stammzellen

darstellt (Davies et al., 2013). Auf Basis des aktuellen Forschungsstandes ist

wenig Uber die Rolle von Tcf15 im Notch-Signalweg, beziehungsweise in der T-

Zell-Entwicklung, bekannt.

Tabelle 12: Hoch- und runterregulierte Gene in SLy1 KO DP Thymozyten.

Gen Hochreguliert Gen Runterreguliert
Jag1 6.32 Frzb -9.36
Hes5 3.56 ld4 -7.40
Fjx1 3.23 Hes7 -7.33
Ptcra * 2.23 S1pr3 -7.18
Snai1 2.22 Cxcl1 -5.22
Foxf1 2.08 Tcf15* -5.16
Pdgfb 2.07 Krt14 -4.99
Cx3cl1 2.05 Nodal -3.29
Ptgs2 -3.29
Pcdh8 -3.06
Cxcl12 -3.05
1133 -3.05
lgfbp3 -3.05
Wnt5a -3.05
MGDC -3.05
Kitl -3.05
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Pdgfra -3.05

Myf5 -3.05
Msc -3.05
Tnc -3.05
Mark1 -3.05
Foxd3 -3.05
Dkk1 -3.05
Efna1 -3.05
Bdnf -3.05
Adamts1 -3.05
Edn1 -3.05
Hey2 -3.02

Tabelle der hoch- (links dargestellt) und runterregulierten Gene (rechts dargestellt) in SLy1 KO
DP Thymozyten im Vergleich zum Wildtyp. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz *
p<0,05.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass auch im spateren Entwicklungsstadium
der SLy1-defizienten Thymozyten Gene dysreguliert werden, die fur die
Differenzierung und Proliferation von Vorldufer-T-Zellen unverzichtbar sind.
Diese korrespondieren mit der hochregulierten Notch-mRNA und verursachen

somit gemeinsam eine verstarkte Notch-Signalkaskade in SLy1 KO Thymozyten.

Um herauszufinden, ob eine SLy1-Defizienz bereits im frihen DN-Stadium der
Thymozyten zu veranderten Expressionslevels entwicklungsrelevanter Gene
fuhrt, wurden anschlieRend die DN Populationen der WT und SLy1 KO Mause
untersucht. In Abbildung 7 ist das hierbei entstandene Expressionsmuster von
DN-Thymozyten aus SLy1 KO und WT Mausen gegenubergestellt. Wie bereits
zuvor fur das DP-Stadium beobachtet, resultiert das Ausschalten von SLy1 in

einer Dysregulation verschiedener Gene.
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Abbildung 7: Notch-Array mit SLy1 KO DN Thymoyzten.

Volcano Plot zur Darstellung der Expression der Notch-Signalweg-relevanten Gene in isolierten
DN-Thymoyzten im Vergleich von SLy1 WT zu SLy1 KO Mausen mittels Qiagen RT? Profiler PCR
Array; Die Abbildung zeigt den Mittelwert von n=8 Mausen/Genotyp aus zwei unabhangigen

Experimenten.

Aus der detaillierten Auflistung der dysregulierten Gene in Tabelle 13 lasst sich
erkennen, dass Fabp7 signifikant hochreguliert ist. Fabp7 ist eines der Fettsaure-
bindenden Proteine (Fatty Acid Binding Proteins, FABPs), welches eine Rolle bei
der Aufnahme, dem Transport und dem Metabolismus von Fettsauren spielt. Die
Expression von Fabp7 wird in neuralen Vorlauferzellen Uber die Notch-1-
Aktivierung induziert und ist Teil der Entwicklung radialer Gliazellen (Anthony,
Mason, Gridley, Fishell, & Heintz, 2005). Somit scheint sich die vermehrte
Aktivierung von Notch1 in SLy1 KO Mausen auch auf Komponenten aul3erhalb

des Notch-Signalweges in Thymozyten auszuwirken.

42



Hinzu kommt, dass das Protein Msc stark hochreguliert ist. Msc ist ein Mitglied
der basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren, wobei seine Funktion in T-
Lymphozyten noch nicht vollstandig geklart ist. Nach neusten Erkenntnissen
scheint es in humanen T-Helferzellen einen Einfluss auf die Phosphorylierung
von Stat5b zu nehmen (Santarlasci et al., 2017). StatSb wiederum stellt einen
wichtigen Teil des IL-7/IL7-R-Signalweges dar, welcher ebenfalls an der
Entwicklung der unreifen Vorlauferzellen beteiligt ist. Da Vorarbeiten bereits
zusatzliche Hinweise auf eine Rolle von SLy1 fur IL-7-vermittelte Signale liefern,

wurde als nachstes der IL-7/IL-7-R-Signalweg genauer untersucht.

Tabelle 13: Hoch- und runterregulierte Gene in SLy1 KO DN Thymozyten.

Gen Hochreguliert Gen Runterreguliert
Msc 7.41 Adamts1 -4.83
Fabp7 * 4.96 Hspb8 -3.97
Rbpjl 3.09 lgfbp3 -3.91
Efna1 -3.35
Pax6 -3.22
Wisp1 -3.01
Hey1 -2.61
Bdnf -2.56
Pdgfra -2.41
Cx3cl1 -2.33
1133 -2.30
Nes -2.21
Cxcl1 -2.12

Tabelle zur Ubersicht der hoch- (links dargestellt) und runterregulierten Gene (rechts dargestellt)
in SLyl KO DN Thymozyten im Vergleich zum WT. Sternchen verdeutlichen statistische
Signifikanz * p<0,05.
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3.2 Analyse des IL-7/IL-7R-Signalweges in SLy1 KO
Thymozyten

Ein fehlerfreies Funktionieren des IL-7/IL-7R-Signalweges und seiner
Komponenten ist unerlasslich flir die normale Thymozytenentwicklung in der
Maus. Wahrend eine gestorte IL-7/IL-7R-Signalkaskade zu diversen
Immundefizienzen fuhren kann, begunstigt eine unkontrollierte Hochregulation
des Signalweges die Entwicklung lymphoider Leukamien sowie eine Resistenz
gegenuber Chemotherapien (Oliveira et al., 2017). Je nach Entwicklungsstadium
induziert IL-7 Signale Uber den Mediator Stat5, den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg
oder MEK/Erk Kinasen (Oliveira, Akkapeddi, Ribeiro, Melao, & Barata, 2019).
Dabei ist das Hauptziel des IL-7/IL-7R-Signalweges, sowohl das Uberleben als

auch die Differenzierung von T-Vorlauferzellen zu gewahrleisten.

Vorarbeiten haben bereits Hinweise geliefert, dass SLy1 den IL-7/IL-7R-
Signalweg beeinflusst. Dabei war zu beobachten, dass die Expression des
Apoptose-regulierenden Proteins Bcl-2 in SLy1-defizienten Mausen deutlich
erhoht ist (Schall, 2015). Bcl-2 ist ein wichtiger Bestandteil der T-Zellentwicklung
und sichert tber eine JAK/STAT-vermittelte Aktivierung das Uberleben der DN-
Thymozyten wahrend ihrer Reifung (Wen et al., 2001).

In heranreifenden T-Zellen scheint die IL-7-Stat5-Achse essentiell fur die
Ausbildung eines intakten pra-TCR zu sein, wobei weitere Studien den IL-
7INFATc1-Signalweg als zusatzlichen wichtigen Faktor identifizierten (Niu & Qin,
2013). Beide Signalwege scheinen bei der Regulation der
Thymozytenentwicklung in feiner Abstimmung zu kooperieren (Patra et al.,
2013). NFATc1 ist ein Mitglied der NFAT-Transkriptionsfaktor Familie, welche
einen wichtigen Beitrag zur Differenzierung und Funktion von T-Zellen leistet. Es
wird vermutet, dass auch NFATc1 die Bcl-2 Expression verstarkt und dabei
eventuell mit Stat5 interagiert (Niu & Qin, 2013).
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In reifen T-Zellen wird die Bcl-2-Transkription ebenfalls Uber ein Signal von Stat5
initiiert, wahrend in T-ALL-Zellen die Hochregulation von Bcl-2 unabhangig von
Stat5 Uber den PISK/Akt/mTOR Signalweg gesteuert wird (Oliveira et al., 2017).
Anhand der Abbildung 8 sollen die verschiedenen Signalkaskaden in den

unterschiedlichen Entwicklungsstadien verdeutlicht werden.

Thymozyten T-Zellen T-ALL-Zellen

7 N

NFATc Stat5 PI3K Stat5 PI3K Stat5
} i ;2
Akt Akt
} }
mTOR ¢ mTOR %
N ¥ — T
Bcl-2 | p27Kie Bcl-2 1 Bel-2 | p27Ket Bcl-2
I 1 Uberleben “ 1 Differenzierung I | 1 Zellzyklus | t Uberleben | | t Zellzyklus “ 1 Uberleben “ 1 Zellzyklus I

Abbildung 8: Die IL-7/IL-7R Kaskade in Thymozyten, gesunden und malignen T-

Zellen.

In Thymozyten sorgt die IL-7/IL-7R-Signalkaskade fir das Uberleben und die Differenzierung der
unreifen Vorlauferzelle. Dabei wird das Signal Uber NFATc1 und Stat5 an Bcl-2 weitergeleitet,
wodurch das Uberleben der Zelle garantiert wird. In peripheren T Zellen hingegen wird der
Zellzyklus durch IL-7 (iber den PI3K/Akt/mTOR Signalweg reguliert und das Uberleben héngt von
der Stat5-vermittelten Hochregulation von Bcl-2 ab. Anders verhalt sich die Kaskade in T-ALL
Zellen, wobei Bcl-2 Uber den PI3K/Akt/mTOR Signalweg vermittelt, hochreguliert wird und der
Zellzyklus dadurch gesteuert wird. Im Gegensatz zu gesunden Vorlaufer-/T-Zellen bewirkt Stat5
aber keine Hochregulation von Bcl-2, wenn eine maligne Transformation stattgefunden hat.
Abbildung modifiziert (Oliveira et al., 2019).
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Um herauszufinden, ob SLy1 tatsachlich einen Teil des IL-7/IL-7R-Signalweges
darstellt und welche der involvierten Zielgene moduliert werden, wurden
Expressionsanalysen  bezuglich  verschiedener Komponenten  dieses
Signalweges durchgefuhrt. Dabei konzentriert sich diese Arbeit auf die in
Thymozyten relevante Stat5-Achse, wobei in zuklUnftigen Experimenten auch die
weiteren Komponenten, dabei vor allem die NFATc1-Signalgebung, untersucht

werden sollten.

3.2.1 Expressionsanalyse des IL-7R, Stat5a und Stat5b

Die bisherigen Erkenntnisse unserer Gruppe weisen eine signifikante Erhdhung
der Expression des IL-7-Rezeptors in SLy1-defizienten Thymozyten auf (Schall,
2015). Um herauszufinden, in welchem spezifischen Stadium der
Thymozytenentwicklung die Expression verandert ist, wurde mittels gPCR eine
Expressionsanalyse des IL-7R in isolierten DN- und DP-Thymozyten
durchgefuhrt. Zunachst zeigen die Ergebnisse in Abbildung 9 A eine Bestatigung
der vorherigen Studien, da eine signifikant hdhere Expression des IL-7R in SLy1-
defizienten Gesamtthymozyten detektiert werden konnte. Nach weiteren
detaillierten Analysen konnte festgestellt werden, dass die erhdhte Expression
im Pool der Gesamtthymozyten speziell auf die Population des DN-Stadiums
zuruckzufuhren ist (Abbildung 9 B).

Im physiologischen Zustand der Zellen muss die Expression des IL-7R im DN3-
Stadium (CD44-CD25+) durch die Signale der rekombinierten p-Kette und des
pra-TCRs (pTa) erhalten bleiben, um auch bei geringeren Konzentrationen von
IL-7 eine Entwicklung zum DN4 Stadium (CD44-CD25-) zu ermdglichen (Ribeiro
et al., 2013). Da der IL-7Ra jedoch die Transkription wichtiger Faktoren, die fur
die Weiterentwicklung zum DP-Stadium notwendig sind, hemmt, muss dieser im
DN4-Stadium wieder herunter reguliert werden (Ribeiro et al., 2013). Ist dieser

Mechanismus gestort, wird die Weiterentwicklung zum DP-Stadium verhindert.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der IL-7/IL-7R-Signalweg durch die

erhohte Expression des IL-7R in SLy1-defizienten DN-Thymozyten verstarkt
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abzulaufen scheint. AuRerdem bestatigt die insgesamt Uber zehnfach héhere
IL-7R-Expression in DN-Thymozyten von WT als auch KO Thymozyten im
Vergleich zu den DP-Thymozyten, dass der IL-7R vor allem im frihen Stadium
exprimiert wird, um die Weiterentwicklung der Zelle zu ermdéglichen. Das
Ergebnis in Abbildung 9 C weist zusatzlich daraufhin, dass die Zellen, die sich zu
DP-Thymozyten weiterentwickeln konnten, keine vermehrte Expression des IL-
7R im Vergleich zum WT aufweisen und die Expression des IL-7R sowohl in WT-

als auch in SLy1-defizienten Thymozyten physiologisch abzulaufen scheint.
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Abbildung 9: Expressionsanalyse des IL-7R in WT und SLy1 KO Thymozyten.
IL-7R-Expression in (A) Gesamt-Thymozyten, (B) DN-Thymozyten und (C) DP-Thymozyten

mittels gqPCR. Graphen zeigen die Mittelwerte +SEM von n=4-6 Mausen/Genotyp. Sternchen
verdeutlichen statistische Signifikanz; * p<0,05; ** p< 0,001; Studentischer t-Test.

Wie Abbildung 8 verdeutlicht, initilert die Bindung von IL-7 an seinen Rezeptor
die Heterodimerisierung von IL-7Ra und IL-7Ryc, wobei diese
Konformationsanderung die Transphosphorylierung von JAK1 und JAK3 bewirkt.
AnschlieBend ermdglicht die Phosphorylierung von Tyrosinresten im
zytoplasmatischen Rest des IL-7Ra, dass Effektormolekule wie Stat5 andocken

und die Signalkaskade in Gang bringen konnen (Ribeiro et al., 2013).

Um zu Uberprufen, ob die erhdhte IL-7R-Expression auch zu einer
Hochregulation der mRNA nachfolgender Zielgene des Thymozyten-relevanten

Signalweges fuhrt, wurde anschlielend die Stat-Achse genauer untersucht.
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Dafir wurde sowohl der Expressionsstatus von Stat5a als auch von Stat5b

gemessen.

Bemerkenswerterweise ergaben unsere Studien, dass eine SLy1-Defizienz den
Expressionsstatus von Stat5a nicht zu beeinflussen scheint (Abbildung 10). Dies
gilt sowohl fur die Gesamtthymozytenpopulation (10 A) als auch fur die Zellen
des DN-Stadiums (10 B). Interessanterweise sind gleichzeitig deutlich héhere
Stat5 mRNA Level in Gesamtthymozyten, als in DN-Thymozyten vorzufinden. Da
nicht ausreichend Material vorhanden war, konnten die mRNA-Level in doppelt

positiven Thymozyten nicht untersucht werden.
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Abbildung 10: Expressionsanalyse von Stat5a in WT und SLy1 KO Thymozyten.

Stat5a-Expression in (A) Gesamt-Thymozyten und (B) DN-Thymozyten mittels gPCR. Graphen
zeigen die Mittelwerte +SEM von (A) n=4; (B) n=5 Mausen.

Neben StatSa gehoért auch StatSb zur Stat-Familie und stellt einen weiteren
wichtigen Teil der IL-7-vermittelten Signalkaskade dar. Stat5b transloziert nach
der Phosphorylierung von Jak in den Nukleus und interagiert hier mit
verschiedenen Zielgenen, unter anderem auch mit Bcl-2 (Kanai, Jenks, &
Nadeau, 2012). Um zu Uberprufen, ob die in fruheren Studien nachgewiesene
erhdhte Bcl-2 Expression durch eine vermehrte Expression von Stat5b bedingt

ist, wurde diese ebenfalls mittels gPCR analysiert.
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Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, konnte in der Tat eine signifikant héhere
Expression von Statbb in SLy1-defizienten Gesamtthymozyten gemessen
werden. Nach genauerer Untersuchung der isolierten DN- und DP-Thymozyten
konnte jedoch unerwarteter Weise in keinem der beiden Stadien ein signifikanter

Unterschied detektiert werden.
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Abbildung 11: Expressionsanalyse von Stat5b im Vergleich WT und SLy1 KO

Mausen.

Analyse der Stat5b-Expression in (A) Gesamt-Thymozyten, (B) DN-Thymozyten und (C) DP-
Thymozyten mittels qPCR. Graphen zeigen die Mittelwerte +SEM von (A) n=4; (B) n=6-8; (C)

n=4-5 Mausen.. Sternchen verdeutlichen statistische Signifikanz; * p<0,05; Studentischer t-Test.

Im DN-Stadium (Abbildung 11 B) ist eine deutliche Streuung der WT-Proben
erkennbar, wobei auch im DP-Stadium (Abbildung 11 C) die Werte der WT-
Proben uneinheitlicher sind, als es bei den KO-Proben der Fall ist. Unter
genauerer Betrachtung der Ergebnisse der einzelnen Stadien, wird sowohl im
DN- als auch im DP-Stadium eine Tendenz zur Hochregulation von Stat5b

ersichtlich.

Somit scheint die in Gesamtthymozyten gemessene, signifikante Erhéhung der
Stat5b-Expression das Ergebnis einer Addition der Tendenzen innerhalb der

einzelnen Stadien widerzuspiegeln.
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3.2.2 Verstarkte  Stat5-Phosphorylierung in  SLy1 KO
Thymozyten

Da mit den bisherigen Ergebnissen ausschlieRlich Aussagen uber die Expression
auf mRNA-Ebene gemacht werden kénnen und diese den Aktivitatsgrad des
Signalweges nicht exakt wiedergibt, wurden erganzend Untersuchungen des
IL-7-Signalweges auf Protein-Ebene durchgefuhrt. Hierfir wurde mittels
Durchflusszytometer der Phosphorylierungsstatus der Stat5-Proteine Uberpruft.
Dazu wurden Thymozyten von SLy1 KO und WT Mausen isoliert, 15 Minuten
entweder mit Medium, PMA und lonomycin als Kontrolle oder mit IL-7 inkubiert,
anschlieBend mit extrazellularer (CD4 und CD8 Marker) und intrazellularer
Farbung (pStat5 und pAkt als Kontrolle) markiert und im Durchflusszytometer

gemessen.

Um den Versuch zu etablieren, wurde zunachst ein Kontrollversuch durchgefihrt,
bei dem der Phosphorylierungsstatus von Akt untersucht wurde. Es ist bekannt,
dass Akt vor allem in Kombination von PMA und lonomycin stimuliert und
phosphoryliert wird (Miyamoto, 2000). Eine Stimulation mit IL-7 hingegen sollte
keine Phosphorylierung von Akt bewirken, da Akt kein Induktor des IL-7R-
Signalwegs darstellt. Die vorliegenden Ergebnisse in Abbildung 12 zeigen, dass
pAkt tatsachlich vor allem in mit PMA und lonomycin stimulierten Proben

vorzufinden ist, womit die Etablierung des Versuchs erfolgreich war.

Als nachstes wurde der Phosphorylierungsstatus von Stat5 in SLy1 KO und WT
Thymozyten gemessen. Beider intrazellularen Farbung mit Stat5 wird das Signal
hauptsachlich in den mit IL-7 stimulierten Proben erwartet, da es Uber den IL-7
Signalweg phosphoryliert wird. Wie in Abbildung 12 erkennbar, ist der
Phosphorylierungsstatus im unstimulierten und im IL-7 stimulierten Zustand sehr
ahnlich, wahrend durch die Stimulation mit PMA wund lonomycin die

Phosphorylierung unterdrickt zu sein scheint.
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Abbildung 12: Ex vivo Phosphorylierungsanalyse von Stat5 und Akt als Kontrolle.

FACS-Analyse in isolierten SLy1 KO und WT Thymozyten im unstimulierten, mit PMA und
lonomycin-stimulierten und IL-7-stimulierten Zustand. (A) Messung des phosphorylierten Akt
(pAkt) in SLy1 KO und WT Thymoyzten; (B) Messung des phosphorylierten Stat5 (pStat5) in SLy1
KO und WT Thymozyten. Graphen zeigen die Mittelwerte £SEM von n=8 Mausen aus vier

unabhangigen Experimenten.

Vergleicht man nun die in Abbildung 12 unstimulierten Proben mit den IL-7-
stimulierten Proben der WT Thymozyten, ist nur ein sehr geringfugiger
Unterschied erkennbar. Werden allerdings die unstimulierten und IL-7-
stimulierten Proben der SLy1 KO Thymozyten untereinander verglichen, wird
erkennbar, dass die SLy1 KO Thymozyten bei IL-7-Zugabe im Vergleich zu den

unstimulierten Proben vermehrt pStat5 aufweisen.

Um zu uberprufen, ob die Phosphorylierung bei IL-7-Zugabe bei SLy1 KO
Thymozyten tatsachlich deutlich mehr zunimmt, als bei den WT Proben, wurde
als nachstes das Verhaltnis der unstimulierten und IL-7-stimulierten Proben der
WT und SLy1 KO Thymozyten berechnet. Dieser Vergleich ergab, dass die
Abwesenheit von SLy1 tatsachlich zu einer verhaltnismaRig erhohten
Phosphorylierung von Stat5 und damit zu einer verstarkten Signalkaskade in
SLy1-defizienten Thymozyten fuhrt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: IL7-induzierte Stimulation der Stat5 Phosphorylierung.

Division der IL-7-stimulierten Proben und der unstimulierten Proben von Wildtyp- und KO-Mausen
im Vergleich. Der Graph zeigt den Mittelwert £SEM von n=8 Mausen aus vier unabhangigen

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

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Ausschalten von SLy1
eine erhdhte IL-7R-Expression bewirkt und als Konsequenz nachgeschaltete
Zielgene des Signalweges, wie zum Beispiel Stat5b, hochreguliert werden.
Allerdings wird nicht nur die mRNA-Expression verandert, auch auf Proteinebene
konnte festgestellt werden, dass es in SLy1-defizienten Thymozyten zur
vermehrten Phosphorylierung von Stat5 kommt. Zusammenfassend lasst sich
daraus schliellen, dass das SLy1-Protein unerlasslich fir eine normale
Thymozytenentwicklung ist. Bei einem Wegfall, kommt es zu einer verstarkten
IL-7/IL-7R-Signalkaskade, wie sie auch in uber 10% der padiatrischen T-ALL
Erkrankungen beobachtet werden kann (Oliveira et al., 2019). Um nun weitere
Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen SLy1-Defizienz und der
Entwicklung einer T-ALL zu bekommen, wurde als nachstes ein Leukamie-Array

durchgefuhrt.
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3.3 Veranderte Expression Leukamie-relevanter Gene bei

SLy1-Defizienz

Aufbauend auf den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit liegt die Vermutung
nahe, dass SLy1 bei der Pathogenese der T-ALL eine Rolle spielen kdnnte.
Sowohl im Notch-Signalweg, der in 60% der T-ALL-Falle dysreguliert ist, als auch
im IL-7R-Signalweg, der in Uber 10% der padiatrischen T-ALL Falle dysreguliert
ist, sind Veranderungen zu beobachten, sobald SLy1 fehlt. Um zu Gberprifen, ob
SLy1 einen Einfluss auf weitere Leukamie-relevante Gene nimmt, wurde im
Folgenden ein Leukdmie-Array angewendet. Somit konnen weitere Gene
detektiert werden, die in Abwesenheit von SLy1 hoch- oder runterreguliert
werden. Zunachst wurden DP-Thymozyten untersucht (Abbildung 14). In diesem
Fall fuhrt die Abwesenheit von SLy1 interessanterweise nur zu einer
Herunterregulation (in Blau dargestellt) diverser Gene (schematisch aufgefuhrt in
Tabelle 14).

Hierbei ist keines der Gene signifikant dysreguliert, was rtickschlie3en lasst, dass
das Fehlen von SLy1 nur geringe Auswirkungen auf Leukamie-relevante Gene
im spateren DP-Stadium der Thymozytenentwicklung hat. Dies verstarkt die
Hypothese, dass SLy1 seine Funktion hauptsachlich in der friiheren Entwicklung
erfallt.
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Abbildung 14: Leukamie-Array mit DP Thymozyten.

Volcano Plot zur Darstellung der Expression der Leukamie-relevanten Gene in isolierten DP-
Thymozyten im Vergleich von SLy1 WT zu SLy1 KO Mausen mittels Qiagen RT? Profiler PCR
Array; Die Abbildung zeigt den Mittelwert von n=8 Mausen/Genotyp aus zwei unabhangigen

Experimenten.
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Tabelle 14: Runterregulierte Gene in SLy1 KO DP Thymozyten.

Gen Runterreguliert
114 -3,14
Gas2I3 -3,14
TIx1 -3,07
Baalc -3,03
Lyl -2,85
Csf3 -2,52
Mertk -2,33
Hck -2,25
Lmo2 -2,22
Gusb -2,09
Alox5 -2,08
Dkk3 -2,02

Tabelle zur Ubersicht der runterregulierten Gene in SLy1 KO DP Thymozyten im Vergleich zum
WT.

Um dieser Hypothese weiter nachzugehen, wurde das Array als nachstes mit
DN-Thymozyten durchgefuhrt (Abbildung 15). Hierbei ist deutlich zu erkennen,
dass bei einer SLy1-Defizienz viele Gene in diesen Zellen starker exprimiert

werden.
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Abbildung 15: Leukamie-Array mit DN Thymozyten.

Volcano Plot zur Darstellung der Expression der Leukamie-relevanten Gene in isolierten DN-
Thymozyten im Vergleich von SLy1 WT zu SLy1 KO Mausen mittels Qiagen RT? Profiler PCR
Array; Die Abbildung zeigt den Mittelwert von n=8 Mausen/Genotyp aus zwei unabhangigen

Experimenten.

In der nachfolgenden Tabelle 15 sind die dysregulierten Gene, welche in
Abbildung 15 zu sehen sind, aufgefuhrt. Zunachst fallt auf, dass sowohl Stat5a
als auch Statbb hochreguliert sind, was im Einklang mit vorherigen Ergebnissen
steht und eine Aktivierung der IL-7/IL-7R-Signalkaskade bestatigt. Eine erhdhte
Expression konnte auch fur das Protein Lmo2 (LIM domain Only 2) beobachtet
werden. Lmo2 ist in neoplastischen Lymphoblasten bei der T-ALL exprimiert,
wahrend es in Thymozyten von normalem Thymus oder Thymomen nicht
vorhanden ist (Jevremovic, Roden, Ketterling, Kurtin, & McPhail, 2016). Studien
zeigen, dass Lmo2 ebenfalls zu einer erhdhten Notch1-Expression fuhren kann,

welche wiederum oftmals in der Entwicklung einer T-ALL resultiert (Smith et al.,
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2014). Die Hochregulation von Lmo2 unterstreicht also die Erkenntnis, dass das

Fehlen von SLy1 zu einer vermehrten Aktivierung des Notch-Signalweges fuhrt.

Auffallig ist auBerdem auch Trp53, welches in den SLy1-defizienten DN-
Thymozyten stark hochreguliert wird. Das Trp53 Gen kodiert fur den Tumor-
Suppressor p53 und ist das am haufigsten mutierte Gen menschlicher
Krebserkrankungen. p53 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Zellzyklus und der Apoptose als Reaktion auf DNA-Schaden. Es ist davon
auszugehen, dass p53 die Apoptose von Thymozyten bewirken kann, wenn
diese die B-Selektion der Entwicklung nicht Gberwinden kénnen (Chen, Foreman,
Sant'Angelo, & Krangel, 2016). Das vorliegende Array liefert damit erste
Hinweise darauf, dass die reduzierte Thymozytenanzahl zusatzlich aufgrund

einer Fehlregulation des p53-Signalweges zustande kommen koénnte.

Tabelle 15: Hoch- und herunterregulierte Gene in SLy1 KO DN Thymozyten.

Gen Hochreguliert Gen Runterreguliert
Trp53 7.38 TIx3 -6.96
Lmo2 6.95 Wif1 -6.73
Stat5a 5.97 Pmi -4.60
Sfrp2 4.85 Hck -4.10
110 4.55 Fgr -3.99
Cebpb 4.49 Alox5 -3.74
Ccl3 4.39 Bmprib -3.71
Stat5b 4.38 Gas2I3 -3.65
Rac2 3.74 Cd34 -3.55
Runx1 3.65 Smo -3.37
Apaf1 3.47

Tix1 3.00

Tabelle der hoch- (links dargestellt) und runterregulierten Gene (rechts dargestellt) in SLy1 KO
DN Thymozyten im Vergleich zum Wildtyp.
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3.4 Veranderte p53-Expression im Zusammenhang mit dem

IL7-R-Signalweg

Interessanterweise scheint der IL-7/IL-7R-Signalweg mit dem p53-Signalweg
verknUpft zu sein. Dabei hat die vermehrte Phosphorylierung von Stat5 eine
Hemmung von p53 zur Folge, was in einer erhdhten Uberlebensrate der Zellen
resultiert (Ren et al., 2016). Zur Uberprifung, ob die gestérte IL-7/IL-7R-
Signalkaskade in SLy1-defizienten Thymozyten mit einer Fehlregulation von p53
in Verbindung stehen kénnte, wurde dessen Expressionsstatus mittels gPCR in

Gesamtthymozyten, in DN- und DP-Thymozyten analysiert.

Wie Abbildung 16 zeigt, wurden in den einzelnen Entwicklungsstadien keine
signifikanten Unterschiede zwischen WT und SLy1-defizienten Thymozyten
festgestellt (Abbildung 16 B und C). Da die vermehrte Expression von Trp53 im
Leukamie-Array in den DN-Thymozyten beobachtet werden konnte, ware eine
erhdohte Expression in DN-Thymozyten in der g°PCR zu erwarten gewesen, bei
der sich jedoch im vorliegenden Ergebnis nur eine Tendenz erkennen lasst
(Abbildung 16 B). In den Gesamtthymozyten der SLy1 KO Mause konnte jedoch
eine signifikant erhdhte p53-Expression detektiert werden. Dies erklart zum einen
die reduzierte Thymozytenanzahl in SLy1 KO Mausen, als auch die erhohte

Expression von Zielgenen des p53 Signalweges, wie Bcl-2.
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Abbildung 16: Expressionsanalyse von p53 im Vergleich WT und SLy1 KO

Mausen.

p53-Expression in (A) Gesamt-Thymozyten, (B) DN-Thymozyten und (C) DP-Thymozyten mittels
gPCR. Graphen zeigen die Mittelwerte £SEM von (A) n=4; (B) n=6-8; (C) n=4-5 Mausen.

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

Zusammenfassend untermauern diese Ergebnisse, dass SLy1 einen deutlichen
Einfluss auf spezielle Leukamie-relevante Gene und Signalwege nimmt. Vor
allem der IL-7/IL-7R-Signalweg scheint durch das Fehlen von SLy1 durch eine
erhohte Expression des IL-7-Rezeptors, nachfolgender Gene wie Stat5b, als
auch einer erhdhten Phosphorylierung der Stat-Proteine selbst vermehrt aktiviert
zu werden. Die verstarkte Phosphorylierung der Stat-Proteine bewirkt in
Thymozyten unter normalen Umstanden eine Hemmung von p53, wodurch das
IL-7-Signal letztendlich fir das Uberleben der Zellen in der Entwicklung sorgt. In
der vorliegenden Arbeit ware bei vermehrt aktiviertem IL-7/IL-7R-Signalweg
folglich eine niedrigere Expression von p53 zu erwarten und zeitgleich ein
vermehrtes Uberleben der Zellen. Allerdings konnte genau das Gegenteil
beobachtet werden, wobei sowohl p53 in SLy1-defizienten Thymozyten
hochreguliert war, als auch deren Uberlebensrate insgesamt abnahm (Schall,
2015). Somit lassen die vorliegenden Ergebnisse die Vermutung zu, dass eine
SLy1-Defizienz die p53-Signalkaskade im Hinblick auf die Uberlebensférderung
unterbricht und die Zellen diesen Defekt durch eine vermehrte Aktivierung der

untersuchten Signalwege zu kompensieren versuchen.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle von SLy1 im Notch-Signalweg

Bekannt ist, dass die Thymozytenentwicklung in SLy1-defizienten Mausen eine
Beeintrachtigung aufweist, wodurch sich eine reduzierte Gesamtzellzahl im
Thymus ergibt. Die Ergebnisse der Doktorarbeit von Bernhard Reis und Daniel
Schall legen nahe, dass das Fehlen von SLy1 in einem Entwicklungsstopp von
DN- zu DP-Thymozyten resultiert (Reis et al., 2009; Schall, 2015). Da die
Proliferation und Differenzierung der DN-Thymozyten sowohl von einem pra-
TZR, als auch von einem Notch-Signal abhangig sind, wurde in Vorarbeiten der
Zusammenhang zwischen dem Fehlen von SLy1 und der Funktion des Notch-
Signalweges untersucht. Dazu wurden SLy1 KO x RAG1 KO Mause generiert,
mit deren Hilfe das pra-TZR Signal als Ursache ausgeschlossen werden kann
und der Notch-Signalweg genauer untersucht werden konnte. Ist das pra-TZR-
Signal nicht vorhanden, koénnen sich die Thymozyten zwar nicht
weiterentwickeln, doch durch das Notch-Signal Uberleben. Wenn SLy1 also in
den Notch-Signalweg involviert ware, wirde laut Hypothese das Uberleben der
Zelle in der Abwesenheit von SLy1 durch die Unterbrechung des Notch-
Signalweges nicht langer garantiert werden kdonnen und es kdme zu einer
erhohten Sterblichkeit. Diese Hypothese wurde jedoch nicht bestatigt, da die
Apoptoserate in SLy1 KO x RAG1 KO Thymozyten nicht héher als in SLy1 WT x
RAG1 KO Thymozyten war (Schall, 2015). Da der Notch-Signalweg jedoch mit
vielen weiteren Signalwegen verkniipft ist und das Uberleben nicht ausschlieRlich
vom Notch-Signal abhangt, kdnnte der SLy1-Defekt in diesem Modell eventuell
durch andere Mechanismen kompensiert worden sein. DarUber hinaus ist
madglich, dass SLy1 nicht direkt in den Signalweg einzubinden ist, jedoch durch
dessen Fehlen gegenregulatorische MalRnahmen des Notch-Signalweges
ergriffen werden. Damit ware eine erhohte Apoptose als Grundlage der
reduzierten DP-Thymozytenanzahl zwar ausgeschlossen, aber die Ursache
konnte eine Fehlregulation bei der weiteren Entwicklung sein. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit der Expressionsstatus von Notch1 und Notch3 gemessen,

um herauszufinden, ob die Abwesenheit von SLy1 indirekte Auswirkungen auf
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den Notch-Signalweg und nicht nur die Apoptoseinduktion der Zellen hat. Die
erhdohte Notch1-Expression, die in Gesamtthymozyten gemessen werden
konnte, liefert erste Hinweise, dass das Fehlen von SLy1 sich tatsachlich auf die
Aktivitat des Notch-Signalweges auswirkt. Bemerkenswerterweise konnte jedoch
nur im DP-Stadium der Entwicklung ein signifikanter Unterschied der Notch1-
Expression gemessen werden. Bei der DN-Population hingegen liegt eine
vermehrte Streuung der Ergebnisse vor, wobei trotzdem eine Tendenz zu einer
Hochregulation von Notch1 in SLy1-defizienten Thymozyten zu beobachten ist.
Da jedoch in SLy1 KO Mausen im Verhaltnis vermehrt DN-Thymozyten zu finden
sind, konnte das Ergebnis der Gesamtthymozyten auch eine erhéhte Notch1-
Expression der DN-Thymozyten aufzeigen und es ist davon auszugehen, dass
der relevante Unterschied in der Notch1-Expression vor allem im DN-Stadium
stattfindet. Um diese Hypothese zu bestarken, waren allerdings weitere Proben

notwendig um die Streuung der Ergebnisse zu minimieren.

Dass der Signalweg jedoch vermehrt aktiviert zu sein scheint, bestatigten die
weiteren Ergebnisse bezlglich des Notch3-Expressionsstatus. Dieser wird wie
bei Notch1 physiologischerweise im DN-Stadium hochreguliert, um eine
Entwicklung zum DP-Stadium zu ermdglichen. In den vorliegenden Daten ist die
Notch3 Expression der SLy1-defizienten DN-Thymozyten im Vergleich zum WT
signifikant erhoht. Dies deutet darauf hin, dass das Fehlen von SLy1 auch im
Hinblick der Notch3-Signalgebung zu einer vermehrten Aktivierung fihrt. Dies
spiegelt sich auch im Ergebnis der Gesamtthymozyten wider, in welchen Notch3
ebenfalls hochreguliert wird, wenn SLy1 fehlt. Im Vergleich zu Notch1 wird
Notch3 im DP-Stadium jedoch nicht hochreguliert. Bei der beobachteten
Hochregulation von Notch1 im DP Stadium wirde man bei einem physiologisch
ablaufenden Signalweg eine ebenfalls vermehrte Expression von Notch3
erwarten, da sich dieses downstream von Notch1 befindet. Da die vorliegenden
Ergebnisse jedoch eine gleichbleibende Expression von Notch3 im DP Stadium
aufzeigen, scheint die Signalkaskade in Zellen, die dieses Stadium erreicht

haben, beeintrachtigt zu sein.

Interessanterweise wurde in Studien gezeigt, dass eine erzwungene Expression

von Notch3-IC (der trunkierten Form von Notch, die nur die aktive intrazellulare
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Komponente enthalt) auf T-Zell-Linien ein starker Induktor einer T-Zell-Leukamie
in Mausmodellen ist (Bellavia D. et al., 2000). AuRerdem kann eine Notch3-
Uberexpression rezidivierende akute lymphoblastische Leukadmien in
menschlichen T-Zellen hervorrufen (Bellavia et al., 2002). Diese Erkenntnis
unterstutzt die Hypothese, dass die Fehlregulation in SLy1-defizienten

Thymozyten mit der Entwicklung einer T-ALL einhergehen konnte.

Bei den weiteren Notch-Array-Analysen ergaben sich weitere interessante
Hinweise. Auffallig war unter anderem die Hochregulation des Notch3-Liganden
Jag1 in den SLy1-defizienten DP-Thymozyten. Die intrazelluldare Domane von
Jag1 ist in der Lage, die Notch-Signalaktivitat zu starken und in einer positiven
Ruckkopplung gleichzeitig die Transkriptionsaktivierung von Jag1 selbst zu
erhdhen (Pelullo et al., 2014). Neben diesem autokrinen Effekt wirkt sich die
Freisetzung der I6slichen extrazellularen Jag1-Domane ebenfalls positiv auf die
Aktivierung des Notch-Signals in benachbarten Zellen aus, was als parakriner
Effekt bezeichnet wird (Pelullo et al., 2014). Damit scheint der Signalweg auf
verschiedene Arten aktiviert zu werden, um der fehlenden Weiterentwicklung der
SLy1-defizienten Thymozyten entgegenzuwirken. Zusammenfassend stehen die
erhdhte Notch1-, Notch3- und Jag1- Expression im Einklang und bestatigen die
Hypothese, dass die Deletion von SLy1 gegenregulatorische MalRhahmen des
Signalweges zur Folge hat. Zudem ist beschrieben, dass eine erhdhte Jag1-
Expression ebenfalls die nachgeschaltete Notch1-Signallbertragung in T-ALL-
Zellen bewirkt (Bellon, Moles, Chaib-Mezrag, Pancewicz, & Nicot, 2018). Die
Studie zeigt, dass bei einer Notch-induzierten T-ALL, bei dem der Retrovirus
HTLV-1 fur die maligne Erkrankung verantwortlich ist, eine Blockade von Jag1
zu einer verminderten Notch1-Signalubertragung fuhrt und damit die
Zellmigration transformierter ATL-Zellen vermindert (Bellon et al., 2018). Somit
verstarkt sich auch hier die Vergleichbarkeit der Zustande zwischen der
Fehlregulation in T-ALL-Zellen und in Thymozyten, welchen das SLy1-Protein
fehlt.

Eine weitere Auffalligkeit bei den SLy1-defizienten DP-Thymozyten ist die
verminderte Expression von Frzb. Dies ist ein Antagonist des G-Protein-

Rezeptors Frizzled, welcher sich auf der Zelloberflache befindet und einen Teil
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des Wnt-Signalweges darstellt. Die verminderte Expression von Frzb resultiert
somit in einer verstarkten Wnt-Signalkaskade, welche in Kombination mit dem
Notch-Signal die Entwicklung der unreifen Vorlauferzellen begunstigt.
(Weerkamp et al., 2006).

Somit stutzt auch die verminderte Expression von Frzb die Hypothese, dass der
Notch-Signalweg in SLy1-defizienten Thymozyten verandert zu sein scheint und
die Zelle durch Dysregulation verschiedener Gene eine normale T-Zell-
Entwicklung anzustreben versucht. Diese Tatsachse wird weiterhin durch die
signifikant erhdhte Expression des Ptcra Gens gestitzt. Da dieses fur das pTa
Protein kodiert, welches in Kombination mit dem Notch-Signal die weitere T-Zell-
Entwicklung vom DN- in das DP-Stadium ermdglicht, beweist auch dieses

Ergebnis die verstarkte Notch-Signalgebung in SLy1 KO Thymozyten.

Zusatzlich konnte im Notch-Array der SLy1-defizienten DN-Thymozyten eine
signifikant erhohte Expression von Fabp7 festgestellt werden. Die Expression
von Fabp7 wird dabei in neuralen Vorlauferzellen Uber die Notch1-Aktivierung
reguliert (Anthony et al., 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass die verstarkte
Notch-Signalgebung in SLy1 KO Mausen sich tatsachlich auch auf3erhalb der
lymphatischen Zellen bemerkbar machen konnte, was anhand weiterer Studien

in der Zukunft Gberpruft werden sollte.

Weiterhin ist in den Ergebnissen des Arrays auch Msc (Musculin) stark
hochreguliert, welches als Mitglied der Helix-loop-helix (HLH) Familie von
Transkriptionsfamilien gilt und erstmals in Vorlaufern des Skelettmuskels der
Maus und spater auch in B-Zell-Lymphomen entdeckt wurde. Dabei wurde Msc
als Transkriptionsinhibitor beschrieben, wahrend seine Rolle bei der T-Zell-
Entwicklung weitestgehend unverstanden war. Neueste Studien zeigen jedoch,
dass eine erhdohte Expression von Msc in humanen T-Helferzellen eine
verringerte IL-2-SignalUbertragung aufgrund einer verringerten Phosphorylierung
von StatSb bewirkt (Santarlasci et al., 2017).

Wie bereits erwahnt, ist StatSb auch in den IL-7/IL-7R-Signalweg involviert und
eroffnet damit die Mdglichkeit, dass der Notch- und der IL-7/IL-7R-Signalweg
miteinander interagieren konnten. Hinzu kommt, dass Notch1 eine
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Hochregulation des IL-7-Rezeptors bewirkt. Hierbei scheint IL-7a auch bei der
durch Notch vermittelten Leukamie-Entwicklung mitzuspielen (Gonzalez-Garcia
et al., 2009). Um an weitere Hinweise Uber den Zusammenhang zwischen dem
Notch- und dem IL-7-Signalweg in SLy1-defizienten Mausen zu gelangen, wurde

zunachst der IL-7-Signalweg genauer untersucht.

4.2 Die Auswirkungen der SLy1-Defizienz auf den IL-7R-
Signalweg

Der IL-7/IL-7R-Signalweg ist wichtig fur die Thymozytenentwicklung, da er fur das
Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung unreifer Vorlauferzellen
sorgt. Er wird ab dem DN-Stadium fur die Vorlauferzellen relevant, da er die
Weiterentwicklung zum DP-Stadium garantiert. Dabei wird der IL-7R vor allem im
DN3-Stadium exprimiert, um anschlieBend im DN4-Stadium wieder stark
herunterreguliert zu werden. Ist dieser Mechanismus gestort und findet keine
Herunterregulation statt, wird die Weiterentwicklung zum DP-Stadium
unterbunden. Der bisherige Forschungsstand zeigt, dass eine erhdhte IL-7Ra-
Expression in Thymozyten und die daraus resultierende erhdhte Expression von
Bcl-2 eine verstarkte IL-7/IL-7R-Signalkaskade in SLy1-defizienten Thymozyten
bewirkt und die verringerte DP-Zellzahl in SLy1 KO Mausen dadurch teilweise
erklart werden kann (Schall, 2015). Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die
erhdhte Expression des IL-7R, welche vor allem im DN-Stadium zu beobachten
ist. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Abwesenheit von SLy1 zu einer
vermehrten Aktivierung des Signalweges fuhrt und die physiologische
Hochregulation des IL-7R im DN-Stadium weiter erhalten bleibt. Um zu
Uberprufen, ob der Signalweg auch downstream des IL-7R vermehrt aktiviert
wird, wurden weitere Zielgene des Signalweges untersucht. Stat5b, eines dieser
Zielgene, ist in den Gesamtthymozyten signifikant erhoht, wahrend weder im DN-
noch im DP-Stadium ein Unterschied in dessen Expression festzustellen ist.
Unter genauerer Betrachtung der Ergebnisse, lasst sich jedoch eine Tendenz der

Hochregulation in SLy1-defizienten DN-Thymozyten erkennen, welche im
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Einklang mit der leicht erhdhten Expression von StatSb im Leukdmie-Array im
DN-Stadium steht. Um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhdhen, sollten

zukunftig weitere Proben analysiert werden.

Die im vorherigen Kapitel beschriebene erhdhte Msc Expression verhalt sich
interessanterweise gegensatzlich zur veranderten StatSb-Expression. Dies
konnte auf einen Zusammenhang zwischen dem dysregulierten Notch-
Signalweg in SLy1-defizienten Thymozyten und den Veranderungen im IL-7/IL-
7R-Signalweg hindeuten. Da die vorliegenden Ergebnisse allerdings nur
Aussagen uber die RNA-Expression zulassen und diese nicht unbedingt die
tatsachliche Aktivitat auf Proteinebene wiederspiegelt, sollte der Aktivitatsgrad
der Msc-Signalkaskade zukunftig auch auf Proteinebene naher untersucht

werden.

Die Expression von Statba in den qPCRs hingegen zeigt keinen Unterschied
zwischen SLy1 WT und KO Thymozyten. Um genauere Erkenntnisse Uber den
Aktivitatsgrad des IL-7/IL-7R-Signalweges zu erlangen, wurde anschlie3end der
Phosphorylierungsstatus von Stat5 in SLy1 KO Thymozyten im Vergleich zum
Wildtyp gemessen.

Stats5 wird normalerweise downstream des IL-7-Rezeptors nach Bindung des
Zytokins IL-7 stimuliert und anschlieRend phosphoryliert, wahrend bei den
unstimulierten Proben und bei der Stimulation mit PMA/lonomycin keine
vermehrte Phosphorylierung zu erwarten ist. Interessanterweise scheint die
Stimulation mit PMA und lonomycin die Phosphorylierung von Stat5 sogar zu
inhibieren. Dasselbe Ergebnis beobachtete 1999 Lee in seiner Studie Uber die
Inhibierung des IL-2-Signalweges, wobei die Stimulation mit PMA und lonomycin
ebenfalls die Phosphorylierung von Stat5 unterbinden konnte (Lee I., Li W.P.,
Hisert K.B., & L.B., 1999). Weiterhin zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass
bei der Stimulation mit IL-7 keine signifikant starkere Phosphorylierung von Stat5
im Vergleich zu den unstimulierten Proben vorliegt. Eine mdgliche Erklarung
dafur ist die Notwendigkeit der richtigen Konzentration des Zytokins. Da die
Konzentration von IL-7 einen Einfluss auf die Rezeptordichte auf der

Zelloberflache und damit die nachfolgende Signalgebung hat, ist es von grolRer
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Bedeutung die richtige Menge an Zytokin fur die Stimulation zu verwenden.
Daruber hinaus demonstrieren auch andere Studien, dass die eingesetzte IL-7-
Konzentration entscheidend fur die Phosphorylierung von Stat5 ist (Drake et al.,
2016). Da das in dieser Arbeit vorliegende Ergebnis jedoch vermuten lasst, dass
in SLy1 KO Thymozyten bei IL-7-Zugabe Stat5 verhaltnismaRig starker
phosphoryliert wird als in WT Thymozyten, wurden die jeweiligen Differenzen
direkt untereinander verglichen und die IL-7-spezifische Stimulation der Stat5-
Phosphorylierung berechnet. Tatsachlich zeigt dieser Vergleich, wie in Abbildung
13 zu sehen ist, einen signifikanten Unterschied, wobei Stat5 in SLy1-defizienten
Thymozyten vermehrt phosphoryliert wird. Um die Stérung etwaiger
Einflussfaktoren, wie zum Beispiel die Stimulationszeit oder die Zytokinmenge,
so gering wie mdglich zu halten, ist eine Wiederholung der Experimente mit
Titration der IL-7 Konzentration und weiteren Stimulationszeiten notwendig.
Aulerdem sollte zukinftig der Phosphorylierungsstatus von Stat5 zusatzlich

mithilfe eines Western Blots untersucht werden.

4.3 Der Zusammenhang zwischen dem IL-7R-Signalweg und
der p53-Signalgebung

Der Tumorsuppressor p53 schitzt Zellen unter homoostatischen Bedingungen
vor einer malignen Transformation und spielt bei der Entstehung vieler
Krebsarten eine entscheidende Rolle. In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe
des Leukamie-Arrays gezeigt werden, dass das Trp53-Gen, welches flir das
Protein p53 kodiert, in der Abwesenheit von SLy1 in DN-Thymozyten vermehrt

exprimiert wird.

Erganzende Expressionsanalysen ergaben eine signifikant erhdhte Expression
von p53 in der Population der Gesamtthymozyten, wahrend in DN- und DP-
Thymozyten kein Unterschied zwischen SLy1-defizienten und WT Thymozyten
erkennbar ist. Zieht man allerdings die starke Streuung der WT Proben in
Betracht, so lasst sich in DN-Thymozyten durchaus eine Tendenz zu einer

erhdohten p53-Expression erkennen. Diese sollte zuklnftig anhand weiterer
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Proben genauer analysiert werden, um die vorliegenden Ergebnisse erganzen
und vervollstandigen zu kénnen. Zusatzlich liefern die Ergebnisse nur Aussagen
auf RNA-Ebene, interessant ware aber zu Uberprifen, ob sich der
Aktivitatszustand von p53 auch auf Proteinebene verandert, wenn SLy1 fehlt.
Dafur sollten zukunftig weitere Experimente mittels Western Blot und FACS-
Analysen erfolgen, in denen der Zustand von p53 auf Proteinebene zwischen WT

und SLy1-defizienten Thymozyten verglichen werden kann.

Es ist hervorzuheben, dass die p53-Signalgebung und der IL-7/IL-7R-Signalweg
im Zusammenhang stehen. Bei der Untersuchung von IL-7R” p53” Mausen
konnte festgestellt werden, dass der p53-Signalweg in Abwesenheit des IL-7/IL-
7R-Signalweges aktiviert wird (Kibe et al., 2012). In Studien mit nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomzellen konnte bei der Aktivierung von IL-7/IL-7R-
Signalen eine Erhdhung von Bcl-2 in Kombination mit einer Verringerung von p53

und dem Bcl-2 assoziierten X Protein festgestellt werden (Liu Z. et al., 2014).

Nachfolgend konnten Ren et al. den Zusammenhang genauer entschlisseln,
indem sie zeigten, dass pStats tber NPM1 und MDM2 die Expression von p53
reguliert (Ren et al., 2016). Dabei hat pStat5 eine inhibierende Wirkung auf
BRCA1 und BARD1, welche wiederum NPM1 aktivieren. NPM1 hat ebenfalls
eine aktivierende Funktion auf p53, wahrend die Aktivierung von MDM2 Uber
pStat5 die Aktivitat von p53 inhibiert (Ren et al., 2016). Dieser Mechanismus
wurde 2019 durch Garcia-Cano und seine Forschungsgruppe genauer geklart.
Sie stellten fest, dass p53 durch die Ubiquitin E3 Ligase MDM2 reguliert wird,
welches uber einen negativen Feedbackmechanismus wiederum die Expression
von p53 regulieren kann. In Abbildung 17 wird der Zustand in gesunden Zellen,
die beispielsweise oxidativen Stress erfahren, abgebildet. MDM2 bindet dabei an
den Komplex bestehend aus p53, HERC2 und NEURL4, welcher dadurch
stabilisiert wird. Erfahrt die Zelle Stress, findet ein proteosomaler Abbau von
MDM2 statt und p53 kann phosphoryliert und acetyliert werden (Garcia-Cano et
al., 2020). Wahrend MDM2 dissoziiert, bindet das dadurch aktivierte p53 im
Zellkern an Bindungsstellen seiner Zielgene um deren Transkription zu aktivieren
oder zu unterdriicken (Garcia-Cano et al., 2020). MDM2 ist ebenso eines dieser

Zielgene und wird Uber ein negativen Rickkopplungsmechanismus von p53
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reguliert, wobei Kinasen die Fahigkeit von MDM2 zur Polyubiquitylierung von p53

hemmen und einen MDM2-Selbstabbau induzieren (Garcia-Cano et al., 2020).

Nukleus

Zielgene von p53
(z.B. MDM2)

Abbildung 17: Der HERC2/NEURL4/MDM2 Komplex im p53 Signalweg.

Es ist die Interaktion von p53 mit dem HERC2/NEURL4/MDM2-Komplex dargestellt, wobei DNA-
Schaden und Stress das Ablésen von MDM2 vom Komplex bewirken, wodurch wiederum p53
frei wird und im Nukleus die Transkription verschiedener Gene bewirken kann. SLy1 kdnnte
hierbei ebenfalls einen Interaktionspartner des Komplexes oder einer anderen Komponente
darstellen. Modifizierte Abbildung (Garcia-Cano et al., 2020).

Interessant ware es in zuklnftigen Experimenten den Expressionsstatus und das
Verhalten von MDM2 als auch NPM1 in SLy1-defizienten Mausen genauer zu
untersuchen, um damit eine bessere Einordnung von SLy1 in den Signalweg zu

ermoglichen.
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44 SLy1 und seine Einordnung in die fiir eine T-ALL

relevanten Signalwege

Insgesamt zeigen die untersuchten Signalwege der vorliegenden Arbeit einen

entscheidenden Zusammenhang.

Zum einen wirkt sich das Fehlen von SLy1 auf den IL-7/IL-7R-Signalweg aus und
resultiert in einer vermehrten Aktivierung. Sowohl anhand der gPCR-Analysen,
der Leukamie-Arrays als auch der FACS-Analysen konnte eine vermehrte Stat5-
Signalgebung beobachtet werden, was physiologischerweise zu einer
Inhibierung von p53 und damit zu einem erhdhten Uberleben der Thymozyten
fuhren sollte. Der IL-7/IL-7R-Signalweg ist dabei ebenfalls in Gber 10% der T-ALL
Falle mit verantwortlich flr die Pathogenese (Zenatti et al., 2011) und liefert damit
die ersten Vermutungen, dass das Fehlen von SLy1 ebenfalls in einer T-ALL

resultieren konnte.

AuRerdem hat eine Defizienz des SLy1-Proteins Auswirkungen auf den Notch-
Signalweg, da die Expression von Notch1 und Notch3 erhdht wird und auch
weitere Zielgene des Signalweges dysreguliert sind. Unter anderem auch Jag1,
dessen Interaktion mit Notch3 das Uberleben, die Proliferation und Invasion von
Lymphomzellen unterstitzt und damit zur Entwicklung einer Notch-abhangigen
T-ALL beitragen kann (Pelullo et al., 2014). Weitere Studien ergaben, dass auch
Notch uber Akt das Protein MDM2 regulieren kann, wodurch der IL-7/IL-7R- und
der Notch-Signalweg miteinander verknupft zu sein scheinen und beide Uber p53
das Uberleben der Zellen steuern (Demarest, Ratti, & Capobianco, 2008). In
Abbildung 18 wird der zuvor beschriebene Zusammenhang veranschaulicht und
der Expressionsstatus der beteiligten Gene in SLy1-defizienten Thymozyten

demonstriert.
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Abbildung 18: Modell der T-ALL-relevanten Signalwege in SLy1 KO Thymozyten.

In der Abbildung wird der Zusammenhang des Notch- und des IL-7/IL-7R-Signalweges in SLy1
KO Thymozyten vereinfacht dargestellt. Dabei sind die untersuchten Gene aufgelistet und mittels
Pfeilen wird signalisiert, ob eine Hoch- oder Herunterregulation in SLy1 KO Thymozyten
beobachtet wurde. Die Gene, die mit Fragezeichen gekennzeichnet sind, sollen zukinftig
untersucht werden, um den Signalweg und die Einordnung von SLy1 in diesen weiter aufklaren

zu konnen.

In normalen Zellen ist die Entwicklung sowohl vom IL-7-Signalweg, als auch vom
Notch-Signalweg abhangig. Beide haben Einfluss auf das pro-apoptotische p53
und sorgen in gesunden Zellen uber MDM2 dafulr, dass p53 gehemmt wird und
die Zellen nicht in Apoptose Ubergehen. In SLy1-defizienten Thymozyten konnte
jedoch trotz vermehrter Aktivierung des IL-7/IL-7R- und Notch-Signalweges eine
erhdohte Expression von p53 festgestellt werden. Weiterhin zeigen vorherige
Studien eine verringerte Thymozytenanzahl der SLy1 KO Mause in Kombination
eines Entwicklungsstopps im DN-Stadium der Thymozyten. Daher galt zunachst
die Hypothese, dass eventuell einer der Signalwege, die fur die Entwicklung

notwendig sind, nicht funktioniere. Uberraschenderweise zeigen die Ergebnisse
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der vorliegenden Arbeit genau das Gegenteil, da sowohl der IL-7/IL-7R-
Signalweg, als auch der Notch-Signalweg in SLy1-defizienten Thymozyten
vermehrt aktiviert sind. Dies fiihrt zur Uberlegung, ob das Fehlen von SLy1 die
Kette des Signalweges unterbricht, wodurch es nicht zur gewlinschten Hemmung
von p53 kommt und die Zellen gegenregulatorisch versuchen die Signalwege
weiter zu verstarken, um eine normale Thymozyten-Entwicklung und das

Uberleben zu garantieren.

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus dieser Arbeit ist, dass auch die Expression
von Lmo2 eine Veranderung in SLy1-defizienten Thymozyten erfahrt, da es in
DP-Thymozyten herunter- und in DN-Thymozyten stark hochreguliert wird.
Derzeitige Studien beschreiben Lmo2 als einen Marker fur thymische
Neoplasien, da es ausschliel3lich in neoplastischen Vorlauferzellen der T-ALL
detektiert werden konnte, wahrend es in normalen gesunden Thymozyten oder
Thymomen nicht vorhanden war (Jevremovic et al., 2016). Fruhere Studien
zeigen aullerdem, dass LMO2-transgene Mause eine erhodhte Selbsterneuerung
in frihen T-Zell-Vorlaufern im Thymus zeigen und anfallig fur die Entwicklung von
T-ALL bei Anhaufung zusatzlicher Mutationen sind. Es scheint, dass der
Transkriptionskomplex, der Lmo2 enthalt, direkt auf das Hhex-Gen abzielt oder
zu einer Notch1-Hochregulierung in diesen Zellen fuhrt (Jevremovic et al., 2016).
Damit ware nicht nur eine weitere Ursache flr die vorliegende Notch-
Hochregulation in SLy1-defizienten Thymozyten geklart, sondern weiterhin ein
Hinweis auf eine maligne Entartung der DN-Zellen aufgrund der Hochregulation
von Lmo2 gegeben. Interessanterweise zeigt eine durch Lmo2 verursachte T-
ALL einen Entwicklungsstopp der Thymozyten ebenfalls im DN-Stadium, wobei
die erhohte Selbsterneuerung dieser Zellen mit vermehrten Mutationen

einhergeht, die ebenfalls zu einer Leukamie fuhren (Smith et al., 2014).

Zusammengefasst stehen die Hochregulation von Lmo2, die vermehrte
Aktivierung des Notch- und des IL-7/IL7R-Signalweges im Einklang und kénnen
jeweils einzeln, oder auch in Kombination zu der Entwicklung einer T-ALL fuhren.
Zunachst vermitteln die vorliegenden Ergebnisse also den Eindruck, dass
zwischen den Vorlauferzellen der T-ALL und den SLy1-defizienten Thymozyten

viele Parallelen bestehen, die die Vermutung nahe legen, dass die Thymozyten
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sobald SLy1 fehlt, eine maligne Entartung in Richtung einer T-ALL erfahren und
SLy1 ein vermeintlicher Tumorinhibitor sein kdnnte. Allerdings kam es trotz der
Aktivierung der Signalwege nicht zu dem eigentlichen Resultat, namlich der
erhohten Uberlebensrate durch die Hemmung von p53. Gegenteilig kann eine
verringerte Entwicklung vom DN- zum DP-Stadium einhergehend mit einer
verminderten Thymozytenanzahl beobachtet werden. Daher ist davon
auszugehen, dass SLy1 im spateren Teil der Signalkaskaden notwendig ist. Fehit
dieses, werden die Signalwege kompensatorisch hochreguliert, was jedoch nur
bis zu einem gewissen Teil der Kaskade erfolgreich ablaufen kann. SLy1 ist damit
ein essentieller Teil in der p53-Signallbertragung und damit ein wichtiger Faktor
fur das Uberleben und die Differenzierung friiher Vorlauferzellen. Notwendig
ware nun die durchgeflihrten Experimente auch in SLy1 transgenen Mausen
durchzufihren um Uberprufen zu koénnen, ob eine erhdhte SLy1-mRNA-
Expression dieselben Effekte wie eine verstarkte Notch- oder IL-7/IL-7R-
Signalkaskade bewirken kann. Ware dies der Fall, kdonnte SLy1 ebenfalls als
Onkogen klassifiziert werden und zukunftig als Biomarker einer T-ALL dienen.
Auch sollte der p53-Signalweg sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
genauer untersucht werden, um die Zusammenhange zwischen der
Fehlregulation des Signalweges und dem Fehlen von SLy1 besser aufklaren zu

konnen.

Das Modell in Abbildung 19 stellt dar, wie eine Thymozyten-spezifische SLy1-
Uberexpression in die untersuchten Signalwege eingreifen kénnte. SLy1 kdnnte
hierbei zum Beispiel mit MDM2 interagieren oder als nachgeschaltetes Protein
fungieren. Eine Uberlegung wére, dass vermehrt exprimiertes SLy1-Protein trotz
intakter Expression des IL-7- und des Notch-Rezeptors durch Aktivierung von
MDM2 eine Leukamie begunstigen konnte und damit ein bisher nicht
identifiziertes Onkogen darstellt. Hierbei ware zu klaren, ob SLy1 die Expression
oder den Zustand von MDM2 verandern kann, was in weiteren Experimenten
geklart werden sollte. Doch nicht nur MDM2 kdnnte mit SLy1 interagieren,
sondern auch NPM1. Hierbei kdnnte SLy1 beispielsweise die Hemmung von
Stat5 auf NPM1 regulieren oder auch direkt mit NPM1 kooperieren. Aulderdem

konnte SLy1 bei der Bildung des HERC2/NEURL4/p53-Komplexes mitwirken,
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wobei eine Stabilisierung des Komplexes die Funktion von p53 indirekt
unterdricken kann. Der nachste wichtige Schritt zur Klarung der

Forschungsfrage ware somit einen potentiellen Bindungspartner von SLy1 zu

detektieren.
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Abbildung 19: Modell der zusammenhangenden Signalwege bei SLy1-
Uberexpression.

In der Abbildung wird exemplarisch der Zusammenhang des Notch- und des IL-7/IL-7R-
Signalweges in SLy1 transgenen Thymozyten vereinfacht dargestellt. Wahrend man bei SLy1 KO
Thymozyten davon ausgeht, dass sowohl der Notch- als auch der IL7-/IL-7R-Signalweg
kompensatorisch hochreguliert werden, um das Uberleben, die Differenzierung und Proliferation
der Thymozyten zu sichern, das Fehlen von SLy1 aber die Signalkaskade unterbricht, vermutet
man das hier dargestellte Modell in SLy1 transgenen Thymozyten. Hierbei sind mdgliche
Interaktionsstellen von SLy1 gekennzeichnet und die Vermutung, wie sich die Aktivitat der Gene

als auch das Uberleben downstream von SLy1 verandert.
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4.5 SLy1 - Klinische Relevanz und Ausblick

Resumierend wirkt sich die Abwesenheit von SLy1 in Thymozyten vor allem im
DN-Stadium der Thymozytenentwicklung aus, womit sich die Funktion von SLy1
in die fruhe Differenzierung der T-Zell-Vorlaufer einordnen lasst. In den
verschiedenen Signalwegen, welche fur die Weiterentwicklung der
Vorlauferzellen essentiell sind, konnten Veranderungen beobachtet werden, die
vor allem in einer Aktivierung den jeweiligen Signalkaskaden resultieren, was
dem Zustand der Vorlauferzellen einer T-ALL entspricht.

Weder beim Notch-Signalweg, noch beim IL-7/IL-7R-Signalweg konnten bisher
direkte Interaktionspartner von SLy1 detektiert werden. Zusatzlich resultiert die
vermehrte Aktivierung der Signalwege nicht in einem erhdhten Uberleben der
Thymozyten, wie es bei der T-ALL der Fall ist, sondern p53 wird sogar starker
hochreguliert, was eine verringerte Thymozytenanzahl und Differenzierung der
SLy1-defizienten Thymozyten zur Folge hat. Damit lasst sich SLy1 als
essentieller Faktor in den Signalweg einordnen, der die Signalibertragung von
p53 garantiert.

Durch die vorliegende Arbeit entsteht die Theorie, dass vermehrte SLy1 mRNA
zu denselben Effekten wie eine vermehrte Notch- oder IL-7-Signalkaskade
fuhren kann und damit ebenfalls als Onkogen fungieren kdnnte. Tatsachlich
wurde bereits in Daniel Schall's Arbeit in mehreren T-ALL Fallen eine erhdhte
SLy1 mRNA gemessen, die diese Hypothese unterstitzt (Schall, 2015).

In weiteren Experimenten soll SLy1 genauer in den p53 Signalweg eingeordnet
werden und gegebenenfalls Interaktionspartner detektiert werden. Kann diese
Hypothese bestatigt werden, ware eine gezielte Hemmung des Adapterproteins
ein denkbarer klinisch therapeutischer Ansatz, um der Entartung der Zellen
entgegenzuwirken.

Derzeit finden bereits eine Reihe von Inhibitoren therapeutische Anwendung,
unter anderem des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges, des Bcl-2 Proteins und der
JAK-STAT-Faktoren, wobei sich einige noch in der Testphase befinden (Man,
2017). Noch kann man nicht beurteilen, ob die Inhibitoren bei der T-ALL zu einer
besseren Prognose fuhren, da sie dennoch bei anderen hamatologischen

malignen Erkrankungen schon einen wichtigen Stellenwert einnehmen,
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gewinnen sie zunehmend auch bei der T-ALL an Bedeutung (Man, Morris, &
Keng, 2017).

Daher ware es durchaus vorstellbar, fir SLy1 ebenfalls einen solchen Inhibitor
zu entwickeln, um die Progression entarteter Zellen zu unterbinden. Dafur sollten
zukinftig weitere Experimente an Tumor-Mausmodellen erfolgen und die
Einbindung von SLy1 in den p53-Signalweg, vor allem auf Proteinebene, genauer

geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Die T-Zell-Entwicklung im Thymus wird durch ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Signalkaskaden gesteuert. Bereits geringe Fehlregulationen
diverser Signale kdnnen dabei zu einer Entartung der Vorlauferzellen fuhren. Die
T-Zell-akute lymphatische Leukamie (T-ALL) ist eine der haufigsten bdsartigen
Tumorerkrankungen im Kindesalter, die aus malignen Thymozyten hervorgeht.
Um gezieltere Therapien mit weniger Nebenwirkungen und einem besseren
Outcome zu ermoglichen, versucht man die Pathogenese hinter der T-ALL
besser zu verstehen. Bisher bekannte Mechanismen der T-ALL umfassen die
Fehlregulation im IL-7/IL-7R- und dem Notch-Signalweg. Durch Fehlregulationen
vermehren sich unreife Vorlauferzellen ungebremst, wodurch die Hochregulation
der entsprechenden Signalkaskaden das Uberleben der entarteten Zellen
garantiert (Oliveira et al., 2017). SLy1 ist ein Adapterprotein und spielt eine
wichtige Rolle bei der Thymozytenentwicklung. So ist in dessen Abwesenheit die
Thymozytenanzahl aufgrund einer fehlenden Weiterentwicklung der Zellen
signifikant reduziert. In der vorliegenden Arbeit konnten erste Hinweise gefunden
werden, dass die verminderte Thymozytenanzahl in SLy1-knockout (KO) Mausen
auf Fehlregulationen des Notch- und IL-7/IL-7R-Signalweges zuruckzufuhren ist.
Hierbei konnte als Ursache eine Hochregulation verschiedener Komponenten
der Signalwege, als auch eine verstarkte Signalgebung auf Proteinebene
beobachtet werden. Es konnten erste Zusammenhange zwischen dem Notch-
und dem IL-7/IL-7R-Signalweg, welche unter anderem uber die p53-Regulation
das Uberleben der Zelle steuern, gefunden werden. Die Resultate dieser Arbeit
demonstrieren, dass bei SLy1-Defizienz die Signalubertragung des Notch- und
des IL-7/IL-7R-Signalweges auf die p53-Signalkaskade nicht mehr intakt
ablaufen kann und zeigen somit, dass SLy1 ein fundamentaler Bestandteil der
p53-Signalgebung ist. Gleichzeitig unterstutzen die erhdhte p53-Expression und
das verminderte Uberleben der Thymozyten in SLy1 KO M&usen die Annahme,
dass SLy1 ein anti-apoptotisches Protein ist. Im Gegensatz dazu vermuten wir,
dass bei einer vermehrten SLy1-Expression die p53-Expression sinkt und das

Uberleben der Thymozyten steigt.
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