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1
Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen biologischen Prozessen,
Mechanismen und Immunzellen, die fein aufeinander abgestimmt zusammenarbeiten, um
den Organismus vor Krankheiten zu schützen. Es hat sich im Laufe der Evolution über
Jahrmillionen entwickelt und ist in der Lage, eine breite Palette an pathogenen Erregern,
Krebszellen und weiteren Gefahren zu erkennen und zu bekämpfen.
Das Immunsystem lässt sich in einen angeborenen und einen erworbenen Teil gliedern.
Unter der angeborenen (auch unspezifischen) Immunantwort fasst man neben den Zellen
des unspezifischen Immunsystems auch physikalische und chemische Mechanismen wie
beispielsweise die Haut, den Hustenreflex oder die Magensäure sowie humorale Abwehr-
mechanismen, die auf der Funktion und Interaktion von Proteinen bestehen, zusammen.
Zellen des unspezifischen Immunsystems haben angeborene unspezifische Fähigkeiten
zur Elimination von Erregern und reagieren sehr schnell. Dazu zählt man unter anderem
Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen und Makrophagen. Auf ihrer Oberfläche
besitzen sie Toll-like receptors (TLRs), mit denen sie pathogen- oder danger-associated

patterns erkennen können. Dies können chemische Strukturen von pathogenen Erregern
oder von geschädigtem Gewebe freigesetzte Signale sein. Auch spezialisiertere Zellen wie
Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und andere angeborene lymphoide Zellen (innate lym-

phoid cells, ILCs), die zur direkten Zytolyse in der Lage sind, werden zum unspezifischen
Immunsystem gezählt.
Die erworbene Immunantwort erfolgt durch B- und T-Zellen. Anstelle von unspezifischen
patterns erkennen ihre Rezeptoren spezifisch ein bestimmtes Antigen. Sie werden aktiviert,
wenn ihnen pathogene Antigene von antigenpräsentierenden Zellen des unspezifischen
Immunsystems präsentiert werden. Nach der Aktivierung laufen in der Regel verschiedene
Schritte wie Proliferation und Produktion von Antikörpern ab. Spezifische Immunzellen
sind dadurch in ihrer Immunantwort zwar langsamer, diese ist jedoch hochspezifisch und
damit meist effektiver.
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1. Einleitung

1.2 Natürliche Killerzellen

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Teil des unspezifischen Immunsystems und
werden als eine Unterform der Lymphozyten eingeordnet. Sie besitzen intrazelluläre
Granula, die mit verschiedenen zytotoxischen Proteinen gefüllt sind. Die wichtigsten
Vertreter sind Perforin und Granzym, welche Poren in der Zellmembran der angegriffenen
Zelle formen und damit deren Apoptose auslösen können.
NK-Zellen machen etwa 5-15 % aller Lymphozyten im Blut aus und entwickeln sich aus
hämatopoetischen CD34+ Stammzellen im Knochenmark. Während ihres Reifeprozesses
migrieren NK-Zellen vom Knochenmark und den Lymphknoten ins Blut, die Milz und
Leber (Cyster 2005) und erwerben gewebsspezifische Effektorfunktionen (Grégoire et al.
2007). Wie genau dieser Reifeprozess abläuft, ist nicht abschließend geklärt, es wird jedoch
davon ausgegangen, dass die noch unreifen NK-Zellen in die Peripherie gelangen, wo sie
sich unter dem Einfluss des Microenvironments weiterentwickeln. Für Milz-NK-Zellen
konnte gezeigt werden, dass diese nicht zwangsläufig in der Milz bleiben, sondern durch
alle NK-Zellen enthaltenden Organe zirkulieren können (Grégoire et al. 2007). NK-Zellen
enthaltende Organe sind unter anderem die Milz, Lunge, Leber, Lymphknoten und der
Uterus. In der Milz konzentriert sich ihr Vorkommen vor allem auf die rote Pulpa, genauer
gesagt auf die venösen Milzsinusoide (Grégoire et al. 2007).
Humane NK-Zellen lassen sich generell in zwei Subpopulationen unterteilen: die unreifen
CD56bright NK-Zellen exprimieren den inhibierenden Rezeptor NKG2A. Sie haben kaum
zytolytische Eigenschaften, reagieren jedoch auf Stimulation durch starke Produktion
von Zytokinen. Die reifen CD56dim NK-Zellen sind zytolytisch aktiv und haben einen
differenzierten Phänotyp. Im peripheren Blut machen sie den Hauptteil der NK-Zellen aus.
In der Maus wird CD56 nicht exprimiert, NK-Zellen werden dort meist als CD3−NKp46+

oder CD3−NK1.1+ definiert. Jedoch werden NKp46 und NK1.1 auch auf einigen anderen
Subtypen der ILCs exprimiert (Tomasello, Yessaad et al. 2012), was die Ergebnisse verfäl-
schen kann. Um präzise Aussagen über die Population der murinen NK-Zellen machen zu
können, wurden in dieser Arbeit NK-Zellen als CD3−CD49b+ Leukozyten definiert.
Murine NK-Zellen werden je nach Reifestadium anhand der Expression von CD11b und
CD27 in Subtypen unterteilt (Grégoire et al. 2007). Die eher unreifen CD11blow NK-
Zellen finden sich hauptsächlich im Knochenmark und Lymphknoten, die reifen CD27low

NK-Zellen hauptsächlich in Blut, Milz und Lunge (Hayakawa und Smyth 2006).

1.2.1 Funktion von NK-Zellen

Die Hauptfunktion von NK-Zellen, welche zu ihrer Namensgebung geführt hat, ist die Zy-
tolyse von Zielzellen. Zu den typischen Zielen von NK-Zellen gehören virusinfizierte und

2



1. Einleitung

maligne entartete Zellen. In einer Langzeitstudie an einer japanischen Bevölkerungsgruppe
konnte gezeigt werden, dass eine robuste NK-Zellaktivität im peripheren Blut mit reduzier-
tem Risiko einer Tumorerkrankung assoziiert war (Imai et al. 2000). Weitere und nicht zu
vernachlässigende Funktionen erfüllen NK-Zellen durch ihre immunmodulatorische Rolle,
durch Ausschüttung von Zytokinen oder Chemokinen oder durch die direkte Interaktion
mit anderen Immunzellen.

Es gibt zwei Mechanismen, die zur Aktivierung von NK-Zellen führen können: die miss-

ing self und die induced self Aktivierung. Unter der missing self Theorie versteht man
eine Aktivierung durch fehlende oder mangelhafte Erkennung einer Zielzelle als kör-
pereigen. Zellen exprimieren normalerweise MHC-I (major histocompatibility complex I)
Moleküle, welche intrazelluläre Proteine präsentieren. Diese stimulieren die inhibieren-
den NK-Zellrezeptoren und verhindern somit eine Aktivierung. Werden zu wenige oder
veränderte MHC-I Moleküle auf einer Zelle exprimiert, kann dies zur Aktivierung von
NK-Zellen führen. Unter der induced self Theorie versteht man eine Aktivierung durch
Erkennung einer Zielzelle als fremd. Kommt es beispielsweise zur malignen Entartung
oder Virusinfektion einer Zelle, erfährt diese zellulären Stress und exprimiert zelluläre
Stressliganden auf ihrer Oberfläche. Diese führen zur Stimulation von aktivierenden NK-
Zellrezeptoren und somit zur Aktivierung der NK-Zelle. NK-Zellen besitzen also durch
diese Mechanismen die einzigartige Fähigkeit zwischen fremd und eigen zu unterscheiden.

1.2.2 Oberflächenrezeptoren von NK-Zellen

Auf ihrer Oberfläche weisen NK-Zellen eine Vielzahl von aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren auf.
Aktivierende Rezeptoren, die auf murinen NK-Zellen exprimiert werden, sind zum Beispiel
NKG2D, NKp46 und aktivierende Rezeptoren der Ly49 Familie. Sie erkennen gewöhnli-
cherweise pathogene oder körpereigene Glykoproteine. Der intrazelluläre Teil von einigen
aktivierenden Rezeptoren ist mit immunoreceptor tyrosine-based activating motifs (ITAMs)
assoziiert. Für manche Rezeptoren wie beispielsweise NKG2D ist bekannt, dass sie andere
ITAM-unabhängige Signalwege verwenden (J. Wu et al. 1999). Am Ende der Signalkas-
kaden, welche durch Stimulation von aktivierenden Rezeptoren ausgelöst werden, steht
die Degranulation sowie die Transkription von Zytokin- und Chemokingenen (Toma-
sello, Blery et al. 2000). Für die Aktivierung einer NK-Zelle ist die Stimulation eines
einzigen aktivierenden Rezeptors nicht ausreichend. Erst durch die Stimulation mehrerer
Rezeptoren kommt es zur Aktivierung und dadurch zur Zytotoxizität (Bryceson et al. 2006).
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Inhibierende Rezeptoren wie zum Beispiel CD94-NKG2A und die meisten Vertreter der
Ly49 Familie erkennen hauptsächlich die körpereigenen MHC-I Moleküle. Der intrazel-
luläre Teil der Rezeptoren ist mit einem immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

(ITIM) assoziiert, worüber eine verminderte Zytokinproduktion sowie eine Hemmung der
Proliferation ausgelöst wird. ITIM-vermittelte Folgen der Stimulation von inhibierenden
Rezeptoren sind zum Beispiel eine verminderte Adhäsion von NK-Zellen an Zielzellen
und eine herabgesetzte Zytotoxizität (Pegram et al. 2010).
NK-Zellen können also gleichzeitig aktivierende und inhibierende Signale erhalten, welche
in den intrazellulären Signalwegen verarbeitet und gegeneinander abgewogen werden. Nur
wenn die Stimulation der aktivierenden Rezeptoren überwiegt, wird die Zelle tatsächlich
aktiviert.

Im Folgenden sollen die wichtigsten Rezeptorfamilien von NK-Zellen kurz vorgestellt
werden.

• Die C-type lectin-like Ly49 Rezeptoren sind eine große, polymorphe Rezeptorfa-
milie, die MHC-I Moleküle binden. Darunter gibt es inhibierende Rezeptoren (wie
beispielsweise Ly49A) und aktivierende Rezeptoren (wie beispielsweise Ly49H).
Humane NK-Zellen exprimieren keine Ly49 Rezeptoren, sondern die strukturell
unterschiedlichen killer immunoglobulin-like receptors (KIR).

• Die CD94-NKG2 heterodimeren Rezeptoren sind inhibierende Rezeptoren. Im Ge-
gensatz zu Ly49 variiert ihre Expression stark und wird von Zytokinen beeinflusst
(Derre et al. 2002). Sie erkennen das nicht-klassische MHC Molekül Qa1b, worüber
sie indirekt die Expression von klassischen MHC Molekülen überwachen können
(Vance et al. 1998).

• NKG2D ist ein aktivierender Rezeptor, der nur wenig Ähnlichkeit mit den restlichen
NKG2 Rezeptoren besitzt. Er formt kein Heterodimer mit CD94 sondern kommt als
Homodimer vor (J. Wu et al. 1999). Seine Liganden sind MHC-I präsentierte Pro-
teine, die in Zusammenhang mit der DNA damage response (DDR) Signalkaskade
stehen (Groh et al. 1996), sowie weitere zelluläre Stressliganden. Er erkennt dadurch
Zellen unter zellulärem Stress und spielt somit eine wichtige Rolle in der Kontrolle
von Tumorwachstum (Guerra et al. 2008).

• Die natural cytotoxicity receptors (NCR) bilden eine Rezeptorfamilie, der unter an-
derem der aktivierende Rezeptor NKp46 angehört. NKp46 spielt eine Hauptrolle in
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der Erkennung und Lyse von Tumorzellen (Pessino et al. 1998). Zu seinen Liganden
gehören aber auch virale Hämagglutinine, die beispielsweise auf influenzavirusinfi-
zierten Zellen exprimiert werden.

• NKR-P1 Rezeptoren gehören ebenfalls zur Familie der C-type lectin-like Rezeptoren
und können aktivierend oder inhibierend sein. Ihr wichtigster Vertreter ist NK1.1, er
wird auf nahezu allen NK-Zellen exprimiert und wird häufig als NK-Zell-Marker
verwendet.

• Killerzell-Lectin-like-Rezeptor1 (KLRG1) ist ein inhibierender Rezeptor, der ITIM-
vermittelte Signalkaskaden auslöst. Seine Liganden sind Cadherine, welche in ge-
sundem Gewebe stark exprimiert sind und dort die Aktivierung von NK-Zellen
verhindern (Ito et al. 2006). Neuere Erkenntnisse legen außerdem nahe, dass KLRG1
hauptsächlich von reifen, ausdifferenzierten NK-Zellen exprimiert wird (Hunting-
ton et al. 2007). Etwa 30-40 % der NK-Zellen exprimieren KLRG1 (Robbins et al.
2002). KLRG1+ NK-Zellen sind weniger aktiv (Robbins et al. 2002) und haben
einen reiferen Phänotyp sowie eine geringere Proliferationsrate als KLRG1− NK-
Zellen (Huntington et al. 2007). Man geht davon aus, dass die NK-Zellen KLRG1
im Laufe ihrer Entwicklung auf ihrer Oberfläche akkumulieren (Huntington et al.
2007). Gestützt wird die These unter anderem dadurch, dass in Mausmodellen mit
erhöhter NK-Zellzahl ein größerer Anteil KLRG1+ NK-Zellen beobachtet wurde
(Huntington et al. 2007). Nach aktuellem Wissenstand gilt der Nachweis des KLRG1
Rezeptors auf einer NK-Zelle einerseits als Aktivierungsmarker während der akuten
NK-Zellaktivierung und andererseits als Marker für seneszente und erschöpfte NK-
Zellen nach chronischer Stimulation (Alvarez et al. 2019).

1.2.3 Selbsttoleranz von NK-Zellen

Analog zu anderen Lymphozyten entwickeln NK-Zellen eine Selbsttoleranz. Das bedeutet,
dass sie durch spezifische Entwicklungsschritte lernen, körpereigene Zellen nicht zu töten,
obwohl sie dazu in der Lage wären. Eine gängige Theorie zur Induktion der Selbsttoleranz
von NK-Zellen ist das sogenannte NK-Zell licensing (Synonym: NK-Zell education)
(Yokoyama und Kim 2006). Dabei spielen inhibierende Rezeptoren der Ly49 Familie
eine große Rolle, welche in der Lage sind MHC-I vermittelte Antigenpräsentation zu
erkennen (Shi et al. 2018). Ein funktionierendes licensing stellt sicher, dass nur NK-Zellen,
die mindestens einen inhibierenden, MHC-I erkennenden Rezeptor exprimieren, in der
Zirkulation vorkommen.
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Dieser Prozess erinnert an die T-Zell education, die T-Zellen während ihrer Entwicklung im
Thymus durchlaufen und ist untypisch für Zellen des unspezifischen Immunsystems. Des
Weiteren konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass NK-Zellen, genau wie B- und T-
Zellen, eine Art immunologisches Gedächtnis entwickeln können (O’Sullivan et al. 2015).
Diese Funktion wurde bisher ausschließlich den Zellen des spezifischen Immunsystems
zugeschrieben und ihre Entdeckung in NK-Zellen war daher eher überraschend. NK-
Zellen werden zwar zu den unspezifischen Immunzellen gezählt, weisen jedoch auch
Eigenschaften von spezifischen Immunzellen auf.

1.2.4 NK-Zellen in der Lunge

Die Lunge besteht aus etwa 300 Millionen Lungenbläschen und besitzt eine Oberfläche von
>100 m². Damit ist sie eine der wichtigsten Kontaktflächen zwischen Körperinnerem und
Außenwelt. Mit jedem Atemzug gelangt eine Vielzahl von Antigenen in die Lunge, die als
fremd oder eigen bzw. gefährlich oder ungefährlich erkannt werden müssen. Daneben ist
die Lunge auch ein häufig von primären Tumoren oder Tumormetastasen betroffenes Organ
sowie Ort weiterer Erkrankungen infektiöser, entzündlicher oder immunpathologischer
Genese. Ein präzise abgestimmtes Zusammenspiel von zellulären und humoralen Ab-
wehrsystemen, sezernierten Proteinen und pulmonalen Selbstreinigungsmechanismen ist
essentiell für die Integrität der Lunge. Dabei spielen NK-Zellen sowohl als Effektorzellen
als auch durch ihre immunmodulatorischen Funktionen eine wichtige Rolle.
In den letzten Jahrzehnten ist das Wissen über NK-Zellen allgemein und insbesondere auch
über pulmonale NK-Zellen stark gewachsen. Der Anteil an NK-Zellen in der humanen
Lunge ist mit 5-20 % aller CD45+ Lymphozyten ähnlich hoch wie im Blut (Marquardt,
Kekäläinen et al. 2017). In der murinen Lunge ist der Anteil mit etwa 10 % etwas höher als
im Blut oder anderen Organen (Grégoire et al. 2007). Die absolute Anzahl der NK-Zellen
in der Lunge ist die zweithöchste nach der Milz (Grégoire et al. 2007). Ein möglicher
Grund dafür könnte Interleukin-15 sein, welches von bronchialen Epithelzellen spontan
gebildet wird und für das Überleben von NK-Zellen unabdingbar ist (Ge et al. 2004).
Pulmonale NK-Zellen haben einen reifen Phänotyp und zeigen im Ruhezustand eine hohe
Expression von inhibierenden Oberflächenrezeptoren und eine nur geringe Expression von
aktivierenden Oberflächenrezeptoren (Wang et al. 2012). Sie exprimieren weniger Adhäsi-
onsmoleküle und Chemokinrezeptoren und sind daher kaum befähigt zu migrieren (Wang
et al. 2012). Wie in aktuellen Publikationen gezeigt werden konnte, exprimieren nur etwa
20 % der pulmonalen NK-Zellen den für gewebsständige Zellen typischen Oberflächenmar-
ker CD69 (Hervier et al. 2019). Damit ist der Anteil deutlich geringer als beispielsweise in
der Leber, wo etwa 50 % der NK-Zellen im Gewebe resident sind (Marquardt, Béziat et al.
2015).
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1.2.5 NK-Zell-Dysfunktion

Für eine optimal funktionierende NK-Zell Immunantwort muss die Zusammensetzung
der Immunzellen, aber auch die robuste Funktion der einzelnen NK-Zellen gewährleistet
sein. NK-Zellen müssen in ausreichend hoher Anzahl vorhanden sein, sie müssen die
Zielzelle erkennen und durch sie aktiviert werden. Nach erfolgreicher Aktivierung müssen
die intrazellulären Signalkaskaden die ankommenden Signale verarbeiten, transkribieren
und translatieren. Es gibt viele Pathomechanismen, die zur Dysfunktion der NK-Zelle und
dadurch zu einer eingeschränkten NK-Immunantwort führen können. Im Folgenden sollen
die Apoptose, Seneszenz und die NK-Zell Exhaustion vorgestellt werden.

Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Das bedeutet, dass die Einleitung
des Zelltodes, im Gegensatz zur Nekrose, durch die Zelle selbst erfolgt. Dieser Prozess
kann von außen, zum Beispiel durch andere Immunzellen, oder durch intrinsische Faktoren
ausgelöst werden und ist streng kontrolliert. Intrinsische Faktoren, die Apoptose auslösen
können, sind beispielsweise DNA-Schäden, osmotischer Stress oder das Fehlen von Wachs-
tumsfaktoren. Über verschiedene intrazelluläre Signalwege kommt es zu einer Aktivierung
des Transkriptionsfaktors p53, was den Apoptoseprozess in Gang setzt, der über Cytochrom
C und verschiedene Caspasen abläuft. Apoptotische Zellen schrumpfen, bilden blasen-
förmige Ausstülpungen, ihre DNA degradiert und die Mitochondrien werden abgebaut,
bevor sich die Zelle in kleine membranumhüllte Apoptosekörperchen auflöst. In gesunden
Zellen kommt Phosphatidylserin ausschließlich auf der Innenseite, das heißt auf der dem
Zytoplasma zugewandten Seite der Zellmembran vor. Während der Apoptose kommt es zu
strukturellen Veränderungen an der Zellmembran im Rahmen derer Phosphatidylserin an
die Außenseite der Zellmembran verschoben wird. Dieses Phosphatidylserin lässt sich nun
durch Annexin V Konjugate, welche an das Phosphatidylserin binden, sichtbar machen.
So können apoptotische Zellen detektiert werden.

Zelluläre Seneszenz von NK-Zellen

Als zelluläre Seneszenz bezeichnet man das biologische Phänomen, das beschreibt, dass
Zellen nach einer gewissen Lebenszeit aufhören, sich weiter zu teilen. Seneszenz wurde
in den 1960er Jahren von Hayflick et al. erstbeschrieben, bis dahin dachte man, dass sich
Zellen beliebig oft teilen können (Hayflick 1965). Tatsächlich werden bei jeder Zellteilung
die Telomere an den Enden der Chromosomen kürzer, was sie irgendwann zum Stillstand
einer weiteren Proliferation und damit zur replikativen Seneszenz zwingt. Zellen können
aber auch unabhängig von der Anzahl der Zellteilungen in Seneszenz gehen, beispielsweise
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nach dem Auftreten von schwerwiegenden DNA-Schäden. Werden DNA-Strangbrüche
erkannt, kommt es zur Aktivierung der DDR Signalkaskade und verschiedener Repa-
raturmechanismen. Können die Schäden dadurch nicht behoben werden, kann dies die
endgültige Blockade des Zellzyklus zur Folge haben. Dies ist ein Schutzmechanismus,
um genomische Instabilität zu verhindern. Im Gegensatz zur Apoptose bleiben seneszente
Zellen am Leben und sind weiterhin metabolisch aktiv, sie können sich jedoch nicht mehr
teilen.
Der Phänotyp von seneszenten NK-Zellen wurde von Streltsova et al. durch mehrwöchi-
ge Kultur und Interleukin-Stimulation untersucht. Dabei beobachteten die Autoren eine
vermehrte Expression von NKG2A und einen Verlust des Reifemarkers CD57 (Streltso-
va et al. 2018). Diese phänotypischen Seneszenzmerkmale wurden jedoch von anderen
Autoren in Frage gestellt, die zeigen konnten, dass durch die Methode der Zellexpansion
CD57− NK-Zellen überproportional schnell wachsen und daher die CD57+ verdrängen
(Lopez-Vergès et al. 2010). Die gängige Methode zur Quantifizierung seneszenter Zellen
ist der Nachweis einer verstärkten β -Galactosidase Aktivität.

NK-Zell exhaustion

Exhaustion beschreibt den Funktionsverlust von Immunzellen durch das Eintreten eines
Erschöpfungszustandes der Zelle. In den letzten Jahrzehnten wuchs das Wissen über T-Zell
exhaustion, ihre klinische Relevanz und therapeutische Umkehrbarkeit (beispielsweise
mittels Checkpointinhibitoren) rapide. Neuerdings rückten auch andere Immunzellen wie
zum Beispiel NK-Zellen, über deren phänotypische Merkmale der exhaustion weit weniger
bekannt ist, in den Fokus der Forschung. NK-Zell exhaustion wurde im Zusammenhang mit
verschiedenen Krebsarten, CMV-Infektion und chronischer Zytokinstimulation beschrieben
und als exhaustion Marker wurde in der Regel die Expression von PD-1 verwendet (Judge
et al. 2020). Da exhaustion nach chronischer NK-Zell Aktivierung auftritt, wird es als
selbstregulierender Mechanismus gesehen, der eine überschießende NK-Zell Reaktion
verhindern soll. Um eine NK-Zelle als exhausted zu definieren wird in der Literatur häufig
eine Dysfunktion (meist definiert über herabgesetzte Zytotoxizität oder IFN-γ-Produktion)
zusammen mit erhöhter Expression eines etablierten exhaustion Markers wie PD-1, TIGIT
oder KLRG1 verwendet (Judge et al. 2020). PD-1 ist der typische T-Zell exhaustion Marker,
seine Expression auf erschöpften NK-Zellen ist jedoch umstritten (Alvarez et al. 2019).
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1.3 Das Adaptorprotein SLy1

Adaptorproteine haben im Gegensatz zu vielen anderen Proteinen keine katalytischen
Eigenschaften, besitzen jedoch eine Bindungsdomäne, an der andere Proteine andocken
können. Dadurch werden die Proteine in räumliche Nähe zueinander gebracht und Protein-
Protein Interaktionen werden erleichtert. Zur Familie der SLy/SASH-Adaptorproteine
gehören drei strukturell sehr ähnliche Proteine: SLy1 und SLy2 (SH3 protein expressed in
lymphocytes 1 bzw. 2) und SASH1 (SAM and SH3 domain containing 1). Im Folgenden
soll auf SLy1 eingegangen werden, welches im Jahr 2001 als erstes Familienmitglied
entdeckt wurde (Beer, Simins et al. 2001).
SLy1 kommt ausschließlich in Lymphozyten vor und das SLy1-Gen ist X-chromosomal
gelegen. Das murine SLy1 ist 381 Aminosäuren lang (Beer, Simins et al. 2001) und hat
eine Größe von 55 kDa (Astoul et al. 2003). Am N-Terminus besitzt SLy1 eine zweigeteilte
Kernlokalisierungssequenz (nuclear localization signal, NLS). Etwa in der Mitte liegt eine
SH3 Domäne, welche für Protein-Protein Interaktionen wichtig ist und am C-terminalen
Ende besitzt SLy1 eine SAM Domäne, welche Homo- und Heterodimerisierungen mediiert.
Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der Struktur von SLy1.

2HN COOHNLS1 NLS2 SH3     SAM     

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

Abbildung 1. Struktur von SLy1
Schematische Darstellung der Struktur von SLy1 nach einer Abbildung von Arefanian et al. 2016.
NLS=nuclear localization signal, SH3=Src-homology 3, SAM=Sterile alpha motif

SAM Domänen von anderen Proteinen können mRNA binden (Aviv et al. 2003). Der SAM
Domäne von SLy1 fehlen allerdings einige Basenreste, die für die Bindung von mRNA
notwendig sind (Arefanian et al. 2016). Es ist daher trotz SAM Domäne unwahrscheinlich,
dass SLy1 ein RNA-bindendes Protein ist und wahrscheinlich, dass es durch Protein-
Protein-Interaktionen seine Funktion erfüllt.
Auch auf klinischer Ebene gibt es erste vielversprechende Publikationen über SLy1. Del-
monte et al. analysierten das Genom von Patienten mit X-chromosomalem, kombiniertem
Immundefekt und konnten zeigen, dass diese fehlerhafte SLy1 Varianten aufweisen (Del-
monte et al. 2021). Bei den vier nicht verwandten Patienten fand sich eine B- und NK-Zell
Lymphopenie sowie teilweise auch eine T-Zell Lymphopenie, welche eindeutig auf ein

9



1. Einleitung

fehlerhaftes SLy1 Protein zurückzuführen waren. Es wird vermutet, dass die NK-Zellen
aus SLy1-defizienten Patienten Defekte bezüglich der NK-Zell Funktion und Rezeptorex-
pression sowie ein vermindertes Überleben aufweisen.

1.3.1 SLy1 in NK-Zellen

In T- und B-Zellen konnte SLy1 sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nachge-
wiesen werden (Beer, Scheikl et al. 2005). Im Gegensatz dazu kommt es in NK-Zellen
ausschließlich im Zytoplasma vor (Arefanian et al. 2016). In NK-Zellen dient SLy1 als
multifunktionales Adaptorprotein und stabilisiert die Ribosomen (Arefanian et al. 2016).
Da NK-Zellen nach ihrer Aktivierung sofort Granzym B, Perforin und weitere Enzy-
me herstellen müssen, besitzen sie einen großen Pool an Ribosomen (Arefanian et al.
2016) und sind auf ribosomale „Stützproteine“ wie SLy1 angewiesen. Sowohl in der Co-
Immunpräzipitation als auch in der RNA Separation mittels Dichtegradienten war SLy1
mit ribosomalen Proteinen, insbesondere dem vollständig gebildeten 80S Komplex assozi-
iert (Arefanian et al. 2016). In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden
Hinweise gefunden, dass SLy1 Bindungen zu diversen ribosomalen Proteinen eingehen
kann (Kraft 2022).
NK-Zellen, in denen kein SLy1 exprimiert wird (SLy1-Knockout (SLy1KO) NK-Zellen)
weisen deutliche funktionelle Defizite auf: sie zeigen eine verminderte Produktion von
IFN-γ , eine verminderte Degranulation im Antikörper-Stimulations-Assay und eine vermin-
derte in vitro und in vivo Lyse von Tumorzellen (Arefanian et al. 2016). Auch phänotypische
Defizite wie eine erhöhte Apoptoserate und eine dysfunktionale Aktivierbarkeit von reifen
peripheren NK-Zellen wurden beschrieben (Arefanian et al. 2016). In der Entwicklung und
im licensing von NK-Zellen (siehe Kapitel 1.2.3) scheint SLy1 dagegen keine Rolle zu
spielen (Arefanian et al. 2016). Außerdem war SLy1 in CD122+ NK-Vorläuferzellen im
Knochenmark nicht nachweisbar, woraus sich schließen lässt, dass es nur in differenzierten
NK-Zellen vorkommt (Arefanian et al. 2016).

Ribosomale Instabilität

Bei Abwesenheit von SLy1 kommt es in NK-Zellen zu ribosomaler Instabilität und da-
durch zur Bildung freier ribosomaler Proteine, unter anderem des small ribosomal protein 3

(RPS3) und large ribosomal protein 5 (RPL5) (Arefanian et al. 2016). In gesunden Immun-
zellen kommen ribosomale Proteine ausschließlich innerhalb der vollständig gebildeten
Ribosomen vor. Das Vorkommen von freien ribosomalen Proteinen ist pathologisch und es
konnte gezeigt werden, dass RPL5-haltige Komplexe den impaired ribosome biogenesis

checkpoint (IRBC), einen p53-abhängigen Zell-Zyklus Checkpoint aktivieren und einen
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G1 Arrest hervorrufen (Pelletier, Thomas et al. 2017).
Freie ribosomale Proteine stören die Bindung von Mdm2 an p53 und verhindern damit
den regelhaften Abbau von p53. An immunpräzipitiertem Mdm2 aus SLy1KO NK-Zellen
fand sich weniger p53 gebunden als an Mdm2 aus WT-NK-Zellen. Außerdem waren an
immunpräzipitiertem Mdm2 aus SLy1KO NK-Zellen größere Mengen RPL5 und weitere
ribosomale Bestandteile gebunden (Arefanian et al. 2016).
P53 akkumuliert also durch die Bildung freier ribosomaler Proteine in den NK-Zellen und
führt zur Herunterregulation von aktivierenden Rezeptoren, zur Dysfunktion, Apoptose
und letzten Endes zur erhöhten Krebsanfälligkeit des Organismus (Arefanian et al. 2016).
Abbildung 2 zeigt eine Schemazeichnung nach einer Abbildung von Arefanian et al. 2016,
die den Zusammenhang zwischen ribosomaler Instabilität und dem Auftreten von Apoptose
und Seneszenz darstellt. EOMES codiert für den Transkriptionsfaktor Eomesodermin, ist
ein Hauptregulator der NK-Zell-Entwicklung (Gordon et al. 2012) und seine Herunterregu-
lation in SLy1KO NK-Zellen soll auch verantwortlich für eine reduzierte Expression von
aktivierenden Oberflächenrezeptoren sein (Arefanian et al. 2016).

Abbildung 2. Funktion von SLy1 in NK-Zellen
Schematische Darstellung der Funktion von SLy1 in SLy1WT/KO NK-Zellen nach einer Abbildung
von Arefanian et al. 2016. Ub=Ubiquitin

In einer amerikanischen Studie konnte außerdem an Krebszellen gezeigt werden, dass ein
Komplex aus freien ribosomalen Proteinen und Mdm2 eine p53-abhängige Induktion von
Seneszenz nach sich zog (Fregoso et al. 2013).
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1.4 DNA damage response

In jeder menschlichen Zelle entstehen etwa 10.000-100.000 Mal pro Tag Schädigungen der
DNA. Die Schäden besitzen unterschiedliche Ausmaße, die von kleinen Veränderungen
einer einzelnen Base bis zum kompletten Bruch beider Stränge reichen können. Als
Folge eines DNA-Schadens werden zelluläre Mechanismen aktiviert, die man als DNA

damage response (DDR) bezeichnet. Am Ende dieser Mechanismen steht die unmittelbare
Reparatur des Schadens. Ist der Schaden jedoch irreparabel, kommt es zur Aktivierung
von Signalwegen, die entweder durch Induktion von Apoptose das Überleben der Zelle
kontrollieren oder die weitere Replikation der Zelle verhindern (Seneszenz). Ziel der DDR
Signalkaskade ist in jedem Fall die Integrität des Genoms sicherzustellen.
Nach Detektion eines DNA-Schadens durch sogenannte Sensor-Komplexe kommt es
zur Aktivierung der Signaltransduktoren ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related

protein) oder ATM (Ataxia telangiectasia mutated), welche die Signalmediatoren Chk1
oder Chk2 (Checkpoint kinase 1 bzw. 2) phosphorylieren. Diese phosphorylieren und
aktivieren wiederum p53 und andere Effektoren. Die ATR-Chk1 Kaskade wird durch
Einzelstrangbrüche und die ATM-Chk2 Kaskade durch Doppelstrangbrüche aktiviert
(Abbildung 3). Es bestehen jedoch Quervernetzungen zwischen den beiden Signalwegen.
Ist die Zelle erheblichem genotoxischen Stress ausgesetzt, kommt es zur gleichzeitigen
Aktivierung beider Signalwege. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der DDR
Signalkaskade.

1.4.1 Einzelstrangbrüche und die ATR/Chk1 Kaskade

Einzelstrangbrüche in der DNA werden innerhalb von Sekunden durch die Zelle detektiert.
Dies geschieht durch Bindung eines Sensor-Komplexes an die durch den Bruch entstan-
denen freien Strangenden. Daraufhin wird ATR, eine etwa 300 kDa große Kinase, an die
entsprechende Stelle rekrutiert und bindet an den Komplex, wodurch die Kinase aktiviert
wird. Der genaue Mechanismus der Aktivierung von ATR ist nicht abschließend geklärt.
Es wird davon ausgegangen, dass es nach einem DNA-Schaden zur Phosphorylierung an
Ser428 kommt (Smith et al. 2010). Neuere Arbeiten konnten allerdings eine Autophos-
phorylierung an Thr1989 zeigen (S. Liu et al. 2011). ATR wird auch aktiviert, wenn es
zu Blockierungen der Replikationsgabel kommt, eine Aktivierung kann deshalb auch in
Zellen unter replikativem Stress beobachtet werden.
ATR verlässt nach der Aktivierung den Zellkern ins Zytoplasma, wo es die Kinase Chk1
phosphoryliert und damit aktiviert. Die 56 kDa große Kinase Chk1 wird daraufhin in den
Zellkern verschoben. Sie gilt als Regulator der Replikation, da sie den Übergang von der
G2-Phase in die Mitose verhindern kann. Die Phosphorylierung von Chk1 geschieht an
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Ser317, Ser345 und durch Autophosphorylierung auch an Ser296. Durch die Phospho-
rylierung kommt es zu einer Strukturänderung, wodurch das aktive Zentrum der Kinase
zugänglich wird.

Abbildung 3. Schematische Darstellung der DDR Signalkaskade
Einzelstrangbrüche aktivieren p53 über ATR/Chk1, Doppelstrangbrüche über ATM/Chk2. Es
bestehen auch Querverbindungen zwischen den beiden Wegen (nicht dargestellt). Eine Aktivierung
von p53 führt zum Zellzyklusarrest und zur Reparatur der Schäden. Irreparable Schäden haben die
Apoptose der Zelle zur Folge.

1.4.2 Doppelstrangbrüche und die ATM/Chk2 Kaskade

Als Doppelstrangbruch bezeichnet man einen Bruch beider DNA-Stränge. Ein solcher
kann zum Beispiel durch ionisierende Strahlung oder durch freie Radikale entstehen. An
den frei liegenden Strangenden bilden sich Proteinkomplexe, welche die Kinase ATM
aktivieren. ATM ist ein 350 kDa großes Protein, das im inaktiven Zustand als Homodimer
vorliegt. Wird es aktiviert, kommt es zur Autophosphorylierung an Ser1981 und weiteren
Aminosäuren und das Protein dissoziiert in aktive Monomere. Das somit aktivierte ATM
besitzt eine Vielzahl von Substraten, zu denen Tumorsuppressoren, Zellzyklusproteine
und DNA-Reparaturproteine zählen. So aktiviert es beispielsweise die Histone H2AX und
macht das Chromatin somit für Reparaturproteine zugänglich. Dadurch wird eine Repa-
ratur durch homologe Rekombination bzw. nicht-homologe Endverknüpfung ermöglicht.
Gelingt die Reparatur, überlebt die Zelle und setzt die Proliferation fort.
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Chk2 besitzt eine Molekülmasse von 62 kDa und ist ebenfalls ein Substrat von ATM.
Die Kinase besitzt am N-Terminus einige Phosphorylierungsstellen, worunter Thr68 eine
zentrale Rolle spielt. Eine Phosphorylierung führt zur Homodimerisierung, weiteren Au-
tophosphorylierungen und vollständigen Aktivierung der Kinase (Ahn et al. 2002). Wie
auch Chk1 gehört Chk2 zu den Checkpointkinasen, die den Zellzyklus in der S-Phase oder
G2-Phase arretieren und dadurch eine Reparatur durch homologe Rekombination initiieren
können.

1.4.3 p53 und Mdm2

Seit seiner Erstbeschreibung 1979 wurde das Tumorsuppressorprotein p53 intensiv er-
forscht und gilt heute als Hauptregulator der zellulären Stressantwort und als „Wächter
des Genoms“. Es steht am Ende der oben beschriebenen DDR Signalkaskade und fungiert
als deren Effektor. Es wird nicht nur von Chk1 und Chk2 aktiviert, sondern kann auch
von den in der Kaskade darüberstehenden Kinasen ATM und ATR direkt aktiviert werden
(Chen et al. 2005). Das 53 kDa große Protein liegt im inaktiven Zustand an seinen Inhibitor
Mdm2 gebunden vor. Es besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit von 20-30 min. Mdm2 wirkt
auch hemmend auf die Transkription von p53. Wird p53 phosphoryliert, löst es sich von
Mdm2 und geht in seine aktive Form über. Die Phosphorylierung als Folge eines DNA-
Schadens findet unter anderem an den Aminosäuren Ser15, Ser20 (Chk 1/2) und Ser37
(ATM/ATR) statt (Hirao et al. 2000). Bei großen bzw. irreparablen DNA-Schäden erfolgt
eine anhaltende Aktivierung von p53 durch ATM/ATR und Chk1/2. Dadurch akkumuliert
p53 und die Proliferation der Zelle wird verhindert. Dies kann in Form eines G1- oder
G2-Blocks oder durch Einleitung von Apoptose erzielt werden. Neben der Assoziation zu
DNA-Schäden ist eine Akkumulation von p53 auch im Zusammenhang mit Mutationen in
ribosomalen Proteinen (McGowan et al. 2008) und ribosomalem Stress unterschiedlicher
Genese (Sloan et al. 2013) beschrieben.
Mdm2 ist eine 90 kDa große E3 Ubiquitin-Ligase und der wichtigste Regulator von p53.
Wenn p53 durch Mdm2 ubiquitiniert wird, führt dies zum sofortigen proteosomalen Abbau
von p53. Solange p53 in phosphorylierter Form vorliegt, kann es nicht durch Mdm2 gebun-
den und abgebaut werden. Hohe p53-Spiegel fördern die Expression von Mdm2, so wird
ein Absinken des p53 Spiegels gewährleistet, sobald dieses nicht mehr aktiv ist. Mdm2
selbst kann durch die Kinase Akt an Ser166 und Ser186 phosphoryliert werden, wodurch
der Abbau von p53 beschleunigt wird (Zhou et al. 2001).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

SLy1KO Mäuse weisen eine geringere Anzahl an Milz-NK-Zellen auf als Wildtyp-Mäuse.
Die wenigen vorhandenen Milz-NK-Zellen in SLy1KO Mäusen gehen vermehrt in Apoptose
und zeigen sowohl eine verminderte Expression von aktivierenden Oberflächenrezeptoren
als auch eine verminderte in vitro Zytotoxizität gegenüber Tumorzellen (Arefanian et al.
2016; Blumendeller 2022).
In der Lunge spielen NK-Zellen eine wichtige Rolle in der Bekämpfung von Infektionen
und Tumorgenese sowie in der Aufrechterhaltung eines immunologischen Gleichgewichts
(Wang et al. 2012). Ob pulmonale SLy1KO NK-Zellen ähnliche Defizite zeigen, wurde
bisher nicht untersucht.

Ziel dieser Dissertationsarbeit ist es, die Auswirkung eines SLy1-Knockouts auf den Phä-
notyp von pulmonalen NK-Zellen zu untersuchen. Ein Fehlen von SLy1 in NK-Zellen
führt zu ribosomaler Instabilität und zur Bildung freier ribosomaler Proteine, welche eine
Akkumulation von p53 hervorrufen (Arefanian et al. 2016). Da die Defizite, die SLy1KO

NK-Zellen aufweisen, durch p53-vermittelt werden, sollen in dieser Arbeit auch NK-Zellen
untersucht werden, die weder SLy1 noch p53 enthalten (SLy1KOp53KO). Das Augenmerk
soll dabei auf der NK-Zellzahl, der Expression von aktivierenden und inhibierenden Ober-
flächenrezeptoren sowie dem Anteil apoptotischer, seneszenter und exhausted NK-Zellen
liegen. Außerdem soll die Zytotoxizität von Milz-NK-Zellen der oben genannten Geno-
typen gegenüber Tumorzellen in vitro untersucht werden.

Interessanterweise wurde in SLy1KO NK-Zellen auch eine verstärkte mRNA Expression
der DDR Gene Atr und Chek1 nachgewiesen (Blumendeller 2022). Im zweiten Teil dieser
Arbeit soll daher untersucht werden, ob das erhöhte Vorliegen von p53 in SLy1KO NK-
Zellen alleinig auf die Interaktion freier ribosomaler Proteinen mit Mdm2 zurückzuführen
ist oder ob zusätzlich eine verstärkte Aktivierung der DDR Signalkaskade vorliegt. Außer-
dem soll ein Protokoll etabliert werden, um mittels γ-Strahlung eine Aktivierung der DDR
Signalkaskade in Lymphozyten zu erzielen.

In B- und T-Zellen wird SLy1 nach Stimulation der B- oder T-Zellrezeptoren durch ei-
ne Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), Proteinkinase C, oder eine Proteinkinase C-
abhängige Kinase phosphoryliert (Beer, Scheikl et al. 2005). Im dritten Teil dieser Arbeit
soll daher eine mögliche Phosphorylierung von SLy1 durch die PI3K-related Kinasen
ATM und ATR untersucht werden.
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2
Materialien

In den Tabellen 1 - 3 findet sich eine Auflistung der verwendeten Geräte, Verbrauchs-
materialien und Chemikalien. Tabelle 4 zeigt die Inhaltsstoffe der verwendeten Puffer,
Tabelle 5 die PCR Primer und Tabelle 6 die im Zytotoxizitätsassay verwendete Zelllinie.
Die eingesetzten Antikörper für Western Blots sind in Tabelle 7 und die für die durchfluss-
zytometrischen Analysen in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 1. Verwendete Geräte

Gerät Artikelnr. Hersteller Firmensitz
2-D Electrophoresis Cell Mini 1652960 Bio-Rad Lab. München, Deutschland
BD FACSCanto™ II 338962 BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Casy Cell Counter Model TT Roche Innovatis Basel, Schweiz
Centrifuge 5810 R 5811000015 eppendorf Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5417 R eppendorf Hamburg, Deutschland
Dry Bath dual block FB15103 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
Geldryer Model 583 1651745 Bio-Rad Lab. München, Deutschland
gentleMACS™ Octo Dissociator 130-095-937 Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Deutschl.
HC Power Supply 1645052 Bio-Rad Lab. München, Deutschland
Inkubator HeraCell Heraeus Hanau, Deutschland
MACS MultiStand 130-042-303 Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Deutschl.
Mikroskop PrimoVert Zeiss Oberkochen, Deutschland
Mikrozentrifuge Pico™ 17 75002401 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
QIAxcel 9001941 Qiagen Hilden, Deutschland
Rollenmischer RM5 60207-0070 CAT Ballrechten, Deutschland
RS 225 X-Ray Research System Gulmay MS Krefeld, Deutschland
Schüttler Unimax 2010 542-10020-00 Heidolph Schwabach, Deutschland
Sterilbank Heraeus HA2448GS Heraeus Hanau, Deutschland
VersaDoc™ Imaging System 4000183 Bio-Rad Lab. München, Deutschland
Vortex-Genie™ 2 SI-0256 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
Wasserbad W12 medingen Dresden, Deutschland
Zählkammer Neubauer 40441 Hecht Assistent Sondheim, Deutschland
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Tabelle 2. Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Firmensitz
4–15% Mini-PROTEAN TGX Gels, 10-well, 50 µl Bio-Rad Lab. München, Deutschland
MACS® SmartStrainers Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Deutschland
Microplatte 24 Well Cell Culture Plate Greiner Frickenhausen, Deutschland
Microplatte für Suspensionskultur, 96 well, F-Boden Greiner Frickenhausen, Deutschland
Nitrocellulose-Membran Amersham™ Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
WES 12-230 kDa Jess/Wes Separation Module ProteinSimple San Jose, California, USA
WES 66-440 kDa Jess/Wes Separation Module ProteinSimple San Jose, California, USA
WES Anti-Mouse Detection Module ProteinSimple San Jose, California, USA
WES 20X Anti-Rabbit HRP Conjugate ProteinSimple San Jose, California, USA
Zellkulturflasche T25 No690175 Greiner Frickenhausen, Deutschland
Zellkulturflasche T75 No658175 Greiner Frickenhausen, Deutschland
Zellsieb 70 µm Falcon Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 3. Verwendete Chemikalien und Kits

Chemikalie/Kit Hersteller Firmensitz
Annexin V Binding Buffer (10X) BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
APS Ammonium persulfate Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA
BSA, heat shock fraction, pH 7 Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Roche Mannheim, Deutschland
DC Protein Assay Bio-Rad Lab. München, Deutschland
DirectPCR Lysis Reagent Viagen Biotech Los Angeles, California, USA
DMSO Merck Darmstadt, Deutschland
Glycin 3908.2 Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Isofluran CP 1 ml/ml cp-pharma Burgdorf, Deutschland
Lung Dissociation Kit, mouse Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Deutschl.
Methanol Honeywell Morristown, New Jersey, USA
Milchpulver Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
NK Cell Isolation Kit, mouse Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Deutschl.
PhosSTOP™ Roche Mannheim, Deutschland
Pierce™ Protein G Agarose Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
Precision Plus Protein™ Dual Color Bio-Rad Lab. München, Deutschland
ReBlot Strong Stripping Solution Merck Millipore Billerica, Massachusetts, USA
ROTI®Load 4x konz. Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
ROTIPHORESE®Gel 30 (37,5:1) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
ROTI®Stock 20 % SDS Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
SignalFire™ Elite ECL Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
TEMED Tetramethylethylenediamine Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Tris 5429.2 Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
TWEEN® 20 Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA
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Tabelle 4. Verwendete Puffer, Lösungen und Medien

Comassie Entfärbelösung
200 ml Essigsäure 100 %
400 ml Methanol
1,4 l ddH2O

DMEM für Lymphozyten
DMEM
+ 5% FCS
+ 2 mM L-Glutamin

DMEM für NK-Zellen

DMEM
+ 10% FCS
+ 1% P/S
+ 1% L-Glutamin
+ 0,05 mM β -Mercaptoethanol

Erythrozyten-Lysepuffer

0,155 M NH4Cl
0,01 M KHCO3
0,1 mM EDTA
500 ml ddH2O

MACS-Puffer
PBS (ohne Ca2+ und Mg2+)
+ 0,5% BSA
+ 2 mM EDTA

NP-40-Lysepuffer

50 mM Tris pH 7,4
150 mM NaCl
1 % NP-40
2 mM EDTA
(pH 7,86)

Runningbuffer

2,5 mM Tris
19,2 mM Glycin
0,1 % SDS
1000 ml ddH2O
(pH 8,3)

RPMI für Lymphozyten

RPMI
+ 5% FCS
+ 1% P/S
+ 1% L-Glutamin
+ 0,05 mM β -Mercaptoethanol

Sammelgel

1,875 ml Acrylamid Gel 30
6,25 ml Sammelgelpuffer (4X)
0,125 ml 20 % SDS
4,118 ml ddH2O
0,0075 ml TEMED
0,1 ml 12,5 %APS
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Sammelgelpuffer (4X)
0,5 M Tris (60,57 g)
500 ml ddH2O
(pH 6,8)

TBST (1X)

50 mM TrisHCL
150 mM NaCl
0.1% Polysorbate 20 (Tween 20)
(pH 7,5)

Transferpuffer

2,5 mM Tris
19,2 mM Glycin
900 ml ddH2O
100 ml Methanol absolut

Trenngel (10 %)

8,33 ml Acrylamid Gel 30
6,25 ml Trenngelpuffer (4X)
0,125 ml 20 % SDS
10,03 ml ddH2O
0,0125 ml TEMED
0,2 ml 12,5 %APS

Trenngelpuffer (4X)
1,5 M Tris (181,71 g)
500 ml ddH2O
(pH 8,8)

Tabelle 5. Verwendete Primer und PCR Produkte
IPC = Internal PCR control, fwd = forward, rev = reverse

Primer 5’-3’ Sequenz Hersteller Firmensitz
IPC (fwd) caaatgttgcttgtctggtg biomers.net Ulm, Deutschland
IPC (rev) gtcagtcgagtgcacagttt biomers.net Ulm, Deutschland
NCR-Cre (fwd) gaccatgatgctgggtttggcccagatg biomers.net Ulm, Deutschland
NCR-Cre (rev) atgcggtgggctctatggcttctg biomers.net Ulm, Deutschland
p53flox (fwd) ggttaaacccagcttgacca biomers.net Ulm, Deutschland
p53flox (rev) ggaggcagagacagttggag biomers.net Ulm, Deutschland
SLy1 Primer 3 (for) tgacggcagtagggatggtag biomers.net Ulm, Deutschland
SLy1 Primer 4 (neo-rev) cgccttcttgacgagttcttct biomers.net Ulm, Deutschland
SLy1 Primer 6 (rev-wt) agtggcctgggggagatgt biomers.net Ulm, Deutschland
Taq-Polymerase, Buffer,
MgCl2, dNTPs

Bioline (by Meri-
dian Bioscience)

Cincinnati, Ohio,
USA

Tabelle 6. Verwendete Zelllinie

Zelllinie Hersteller Firmensitz
LL/2 (LLC1) ATCC® CRL-1642™ ATCC Manassas, Virginia, USA
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Tabelle 7. Verwendete Antikörper für Western Blots

Antigen Artikelnr. Hersteller Firmensitz
Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP P0161 Dako Glostrup, Dänemark
Anti-rabbit IgG, HRP-linked 7074 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
ATM (D2E2) 2873 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
ATR (E1S3S) 13934 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
β -Aktin ab8227 abcam Cambridge, Großbritannien
Chk1 (2G1D5) 2360 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Chk2 2662 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Mdm2 (SMP14) HRP sc-965 HRP Santa Cruz Biot. Dallas, Texas, USA
p53 (1C12) 2524 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Phospho-ATM (Ser1981) AM1-2020 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
Phospho-ATM/ATR Substrate Motif
[(pS/pT) QG]

6966 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien

Phospho-ATR (Ser428) 2853 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Phospho-Chk1 (Ser317)(D12H3) 12302 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Phospho-Chk2 (Thr68) MA5-27988 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA
Phospho-Mdm2 (Ser166) 3521 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Phospho-p53 (Ser15) 12571 Cell Signaling Cambridge, Großbritannien
Rabbit IgG light chain (HRP) ab99697 abcam Cambridge, Großbritannien
SLy1 (Ag: EP051037) SA4456-57 Eurogentec Seraing, Belgien
Vinculin MAB6896 R&D Systems Minneapolis, Minnesota, USA
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Tabelle 8. Verwendete Antikörper und Farbstoffe für die Durchflusszytometrie

Bezeichnung Artikelnr. Hersteller Firmensitz
7-AAD 559925 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
C12FDG (5-Dodecanoylaminofluo-
rescein Di-β -D-Galactopyranosid)

D2893 Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA

CD3e Pacific Blue™ Hamster Anti-
Mouse

558214 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland

CD16/32 Ultra-LEAF™ 101339 BioLegend San Diego, California, USA
CD45.2 FITC Mouse Anti-Mouse 553772 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
CD45.2 PE Mouse Anti-Mouse 560695 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
CD49b APC Hamster Anti-Mouse 558295 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
CD69 PE Hamster Anti-Mouse 553237 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
CD94 PE Mouse Anti-Mouse 130-104-038 Miltenyi Biotec Bergisch-Gladb., Deutschl.
CD159a (NKG2A) Antibody, anti-
mouse, PE

130-120-377 Miltenyi Biotec Bergisch-Gladb., Deutschl.

CD314 PE Rat anti-Mouse 558403 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
CD335 (NKp46) PE Rat Anti-
Mouse

560757 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland

IgG1 κ Isotype Control PE Hamster 553972 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
KLRG1 PE Hamster Anti-Mouse 561621 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
Ly-6A/E (Sca-1) PE anti-mouse 122507 BioLegend San Diego, California, USA
Ly-49A Antibody, anti-mouse, PE 130-102-876 Miltenyi Biotec Bergisch-Gladb., Deutschl.
Ly-49H PE Mouse Anti-Mouse 562206 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
NK-1.1 PE Mouse Anti-Mouse 557391 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
V500 Annexin V 561501 BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
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3.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden Mausmodelle aus zwei verschiedenen Stämmen ver-
wendet. Beide Stämme basieren auf einem C57BL/6 Hintergrund. Alle Mäuse wurden
in der Tierhaltung „Pharmakologie/Toxikologie“ der Universität Tübingen gezüchtet und
gehalten. Dies erfolgte unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen in offener
Käfighaltung. Im Alter von 3-4 Wochen wurden die Jungtiere von ihren Eltern getrennt und
genotypisiert (Kap. 3.2.1). Alle durchgeführten Experimente mit Versuchstieren wurden
nach nationalen Standards durchgeführt und durch das Regierungspräsidium Tübingen
genehmigt (Anz. 26.04.18).

3.1.1 SLy1WT/KO Mäuse

Generierung und Phänotyp des SLy1WT/KO Stammes wurden bereits beschrieben (Reis
et al. 2009). Der SLy1WT/KO Stamm ermöglicht es, Auswirkungen des Fehlens von SLy1
in NK-Zellen zu analysieren.

3.1.2 SLy1WT/KOp53WT/KO Mäuse

Um zu untersuchen, ob die im SLy1KO Stamm beobachteten Auswirkungen über p53 regu-
liert werden, wurde der Stamm p53fl/flNcr1-Cre+/tgSLy1KO verwendet. Für die Generierung
des p53fl/flNcr1-Cre+/tgSLy1KO Stammes wurden zunächst SLy1KOp53fl/fl Mäuse gene-
riert. Diese Mäuse wurden in einem weiteren Schritt mit Mäusen verpaart, die unter dem
NK-Zell-spezifischen Promotor Ncr1 die Cre-Rekombinase exprimieren (Eckelhart et al.
2011). In NK-Zellen, in denen die Cre-Rekombinase exprimiert wird (aus Ncr1-Cre+/tg

Mäusen) kommt es so zu einem Knockout von p53. P53 ist in Ncr1-Cre+/tg NK-Zellen nur
noch in sehr geringen Mengen nachweisbar (Abbildung 26B, S.70). In Mäusen, in denen
keine Cre-Rekombinase exprimiert wird (Ncr1-Cre+/+ Mäuse) entspricht der Phänotyp
weitestgehend dem SLy1KO Phänotyp. Als Kontrollen für die Knockout-Mäuse dienten
SLy1WT bzw. p53fl/flNcr1-Cre+/tgSLy1WT Mäuse gleichen Alters. Der Vergleich von p53fl/fl
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Ncr1-Cre+/+ SLy1WT mit SLy1WT Mäusen bzw. p53fl/fl Ncr1-Cre+/+ SLy1KO mit SLy1KO

Mäusen beispielsweise bezüglich der NK-Zellzahl in peripheren Organen zeigte, dass die
Einführung der flox-Stelle keinen Einfluss auf den Phänotyp hatte (Abbildung 11 und 12,
Seite 44 bzw. 46).
Tabelle 9 zeigt eine Übersicht über die verwendeten Genotypen.

Tabelle 9. Beschreibung der verwendeten Genotypen
Die letzten zwei Spalten beziehen sich auf die Expression des angegebenen Proteins in NK-Zellen.

Genotyp Kurzform Beschreibung SLy1 p53
SLy1WT SLy1WT Wildtyp

SLy1KO SLy1KO Knockout von SLy1

p53fl/fl Ncr1-Cre+/+

SLy1WT
SLy1WTp53WT Das p53 Gen ist auf beiden Allelen gefloxt.

Cre-Rekombinase wird nicht exprimiert.
SLy1 Wildtyp.

p53fl/fl Ncr1-Cre+/+

SLy1KO
SLy1KOp53WT Das p53 Gen ist auf beiden Allelen gefloxt.

Cre-Rekombinase wird nicht exprimiert.
Knockout von SLy1.

p53fl/fl Ncr1-Cre+/tg

SLy1WT
SLy1WTp53KO Das p53 Gen ist auf beiden Allelen

gefloxt. In NK-Zellen wird die Cre-
Rekombinase exprimiert und führt zum
NK-Zell-spezifischen Knockout von p53.
SLy1 Wildtyp.

p53fl/fl Ncr1-Cre+/tg

SLy1KO
SLy1KOp53KO Das p53 Gen ist auf beiden Allelen

gefloxt. In NK-Zellen wird die Cre-
Rekombinase exprimiert und führt zum
NK-Zell-spezifischen Knockout von p53.
Knockout von SLy1.

3.1.3 Aufbereitung der Organe

Die Tötung der Mäuse erfolgte durch zervikale Dislokation unter vorheriger Betäubung
mit Isofluran. Die Organe wurden post mortem präpariert, entnommen und in kaltem
Phosphate buffered saline (PBS) auf Eis gelagert.
Die Milz bzw. der Thymus wurden mechanisch durch einen 70 µm Nylonfilter gedrückt,
um eine Zellsuspension zu erhalten.
Die Lunge wurde semi-automatisch und standardisiert mit Hilfe des Lung Dissociation

Kits von Miltenyi laut des im Datenblatt bereitgestellten Protokolls aufbereitet. Dafür
wurden die Lungen direkt nach der Entnahme im gentleMACS™ Octo Dissociator with

Heaters im Programm 37C_m_LDK_1 für 31 min bei 37 °C inkubiert. Die Dissoziation in
eine Zellsuspension erfolgt dabei mechanisch und enzymatisch.

23



3. Methoden

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Genotypisierung der Mäuse

Die Jungtiere aus der Zucht wurden im Alter von 3-4 Wochen mittels Ohrlochung markiert
und die dabei gewonnene Gewebeprobe zur Genotypisierung verwendet. Nach der Tötung
der Mäuse zu Versuchszwecken erfolgte eine erneute Genotypisierung aus Gewebe der
Schwanzspitze. Zur Genotypisierung mittels Polymerase chain reaction (PCR) wurde
DirectPCR® Lysepuffer laut Herstellerangaben mit Proteinkinase K supplementiert und
die Gewebeproben darin für 6 h bei 55°C inkubiert. Anschließend wurden sie für 1 h
bei 85°C inkubiert, um eine Inaktivierung der Proteinase K zu erzielen. Die Proben
wurden zentrifugiert und der Überstand bei -20°C gelagert. Die in der PCR verwendeten
spezifischen Primer- und Reagenzienmixe sind in Tabelle 10 aufgeführt. Tabelle 11 zeigt
die verwendeten Cyclerprotokolle. Die amplifizierten PCR Produkte wurden anschließend
mit dem DNA- und RNA-Analysegerät QIAxcel separiert und analysiert.

Tabelle 10. PCR Primer- und Reagenzienmix für SLy1, p53 und Ncr1-Cre
10x Buffer = 10x NH4 Reaction Buffer

SLy1 p53 Ncr1-Cre
H2O 17,95 µl H2O 17,90 µl H2O 18,60 µl
10x Buffer 2,50 µl 10x Buffer 2,50 µl 10x Buffer 2,50 µl
MgCl2 50 mM 1,25 µl MgCl2 50 mM 1,00 µl MgCl2 50 mM 0,75 µl
dNTPs 10 mM 0,50 µl dNTPs 10 mM 0,50 µl dNTPs 10 mM 0,50 µl
Primer 3 (fwd)
100 µM

0,80 µl Primer p53flox
(fwd) 10 µM

1,00 µl Primer Ncr1-Cre
(fwd) 10 µM

0,50 µl

Primer 4 (neo-rev)
100 µM

0,40 µl Primer p53flox
(rev) 10 µM

1,00 µl Primer Ncr1-Cre
(rev) 10 µM

0,50 µl

Primer 6 (rev-wt)
100 µM

0,40 µl Primer IPC (fwd)
5 µM

0,25 µl

Primer IPC (rev)
5 µM

0,25 µl

Taq-Polymerase
(5 units/µl)

0,20 µl Taq-Polymerase
(5 units/µl)

0,10 µl Taq-Polymerase
(5 units/µl)

0,15 µl
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Tabelle 11. PCR Protokoll für SLy1, p53 und Ncr1-Cre

SLy1 p53 Ncr1-Cre
95°C 3 min 94°C 3 min 94°C 5 min
30 Zyklen: 34 Zyklen: 30 Zyklen:

95°C 15 s 94°C 30 s 94°C 30 s
64°C 30 s 60°C 30 s 57°C 40 s
72°C 95 s 72°C 60 s 72°C 60 s

72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 5 min

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Zellzahl

Primäre Zellen wurden manuell mit der Zählkammer nach Neubauer gezählt. Dafür wurden
die in Suspension befindlichen Zellen 1:10 mit Trypanblau verdünnt und in die Zählkammer
pipettiert. Die durch Trypanblau angefärbten Zellen wurden als tot definiert und nicht
mitgezählt.Aus den Werten von drei bis vier gezählten Großquadraten wurde der Mittelwert
gebildet und die vorhandene Zellkonzentration bzw. Zellzahl berechnet. Kulturzellen
wurden maschinell mit Hilfe des CASY Zellzählers laut Herstelleranweisung gezählt.

3.3.2 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Kulturzellen wurden unter sterilen Bedingungen unter Verwendung
der Sterilbank durchgeführt. Die Zellen der LLC-Linie wurden erworben, passagiert und
in Passage 5 eingefroren. Dafür wurden 2*106 Zellen in 1 ml Medium mit 10 % DMSO
resuspendiert. Die Zellen wurden 24 h bei -80 °C gelagert und dann in flüssigen Stickstoff
überführt. Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad erwärmt und in 19 ml
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (300 xg, 3 min, 4 °C), der Überstand
verworfen und je 1*106 Zellen wurden in 20 ml Medium in eine T75 Zellkulturflasche
mit Filterdeckel ausgesät. Die LLC-Zellen wurden zweimal wöchentlich passagiert. Dafür
wurde zunächst das Medium abgesaugt. Der Flaschenboden wurde vorsichtig mit 5 ml
PBS abgespült und das PBS ebenfalls abgesaugt. Auf die adhärent wachsenden LLC-
Zellen wurde 1 ml Trypsin/EDTA Lösung (0,05 %/0,02 %) gegeben und die Zellen durch
leichtes Klopfen gelöst. Nach 30 Sekunden wurden 9 ml Medium zugegeben und die Zellen
anschließend zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 1*106 Zellen wurden in 20 ml
Medium resuspendiert und in eine frische Zellkulturflasche ausgesät.
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3.3.3 Erythrozytenlyse

Eine Erythrozytenlyse wurde vor allen durchflusszytometrischen Versuchen mit primären
Zellen und vor der Zelllyse für proteinbiochemische Versuche durchgeführt. Dafür wurden
die Zellen in 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10 ml kaltem PBS abgestoppt und die Zellen anschlie-
ßend zentrifugiert (500 xg, 5 min, 4 °C). Vor der NK Isolation mittels Magnetic activated

cell sorting (MACS) wurde keine Erythrozytenlyse durchgeführt.

3.3.4 Magnetic activated cell sorting (MACS)

Zur Isolation der NK-Zellen mittels MACS wurde laut des im Datenblatt bereitgestellten
Protokolls vorgegangen. Dafür wurden die Nicht-NK-Zellen mit magnetischen MicroBeads
des NK Cell Isolation Kits markiert. Die Zellsuspension wurde auf LS Säulen gegeben, die
sich im magnetischen Feld des MACS Separators befanden. In den Säulen verblieben die
mit MicroBeads markierten Zellen und die unmarkierten NK-Zellen wurden unterhalb der
Säulen aufgefangen. Dabei wurden maximal 108 Zellen auf eine LS Säule gegeben, um
eine Übersättigung der Säule zu vermeiden.

Durchflusszytometrische Reinheitskontrolle

Die Reinheit der NK-Zellen nach der MACS Isolierung wurde stichprobenartig mit-
tels Durchflusszytometrie überprüft. Dafür wurden 50 000 Zellen in ein FACS Röhr-
chen überführt und gewaschen. Die Fc-Rezeptoren wurden blockiert und die Zellen
anschließend mit einem Färbemix aus CD45.2-FITC (1:100), CD3e-PacBlue (1:200)
und CD49b-APC (1:400) für 25 min auf Eis inkubiert. NK-Zellen wurden definiert als
CD45.2+CD3e−CD49b+. Durchschnittlich betrug der Anteil der NK-Zellen 86,8 % (n = 34)
aller CD45.2+ Zellen.
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3.3.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder das Fluorescence activated cell sorting (FACS) dient der
automatisierten Untersuchung von Zellsuspensionen mittels Laserlicht. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Quantifizierung von NK-Zellen und zur Analy-
se phänotypischer Zellmerkmale eingesetzt. Neben spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen
wurden dafür Antikörper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (FACS-Antikörper),
verwendet.

1. Mittels FACS-Antikörpern gegen NK-zellspezifische Oberflächenrezeptoren wurde
untersucht, ob sich ein Knockout von SLy1 auf die Expression dieser Rezeptoren
auswirkt (Kap. 3.3.6).

2. Außerdem wurde der Anteil apoptotischer NK-Zellen mittels Annexin V und 7-AAD
bestimmt (Kap. 3.3.6).

3. Um zu untersuchen, ob ein SLy1-Knockout Einfluss auf den Anteil seneszenter
NK-Zellen hat, wurden diese mit dem Farbstoff C12FDG inkubiert und anschließend
durchflusszytometrisch ausgewertet (Kap 3.3.7).

4. Bei der Durchführung der Zytotoxizitätsassays (Kap. 3.3.9) wurde der Anteil to-
ter LLC-Zellen nach Ende der Inkubationszeit mit Hilfe der Durchflusszytometrie
bestimmt.

Alle Messungen wurden am Gerät FACSCanto™ II der Firma BD Bioscience durchge-
führt. Das Gerät verfügt über drei Laser und ist somit in der Lage, acht unterschiedliche
Farbstoffe gleichzeitig zu detektieren. Abbildung 4 zeigt die schematische Funktionsweise
der Durchflusszytometrie. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software FlowJo.

FACS

Abbildung 4. Schematische Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen
Zellsuspensionen wurden aus der Milz oder Lunge von SLy1WT/KO bzw. SLy1WT/KOp53WT/KO

Mäusen angefertigt und mit den entsprechenden Antikörpern bzw. Farbstoffen inkubiert. Nach zwei
Waschschritten erfolgte die Analyse am FACS Gerät.

Kompensation: Da sich die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe in ihren Emissionsspek-
tren teilweise überlappen, kann es bei der Messung zur Detektion von falsch positiven
Signalen kommen. Um dies zu minimieren, wurde vor Beginn der Versuche eine Kom-
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pensation durchgeführt. Dadurch ließen sich die Anteile des Emissionsspektrums, die in
einem falschen Kanal gemessen wurden, herausrechnen. Die Kompensation wurde für
die Flurochrome FITC, Pacific Blue, APC, PE und V500 mit Hilfe von BD™ Comp-
Beads laut Herstellerprotokoll durchgeführt (1 Tropfen Beads auf 100 µl PBS + 1 µl
FACS-Antikörper). Für die Kompensation des Farbstoffs 7-AAD, der intrazellulär an die
DNA bindet, wurden frisch isolierte Splenozyten verwendet. Diese wurden mit FixPerm
behandelt, um die Zellmembran für den Farbstoff durchlässig zu machen. Um die erzeug-
ten Poren während der Inkubation mit 7-AAD offen zu halten, wurde der Farbstoff mit
WashPerm 1X anstatt PBS verdünnt (2,5 µ l 7-AAD auf 100 µ l WashPerm). Der Farbstoff
C12FDG wurde für die Kompensation durch einen FITC-Antikörper in der Konzentration
1:150 ersetzt.

3.3.6 Durchflusszytometrische Analyse von pulmonalen NK-Zellen

Die Lungen wurden, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, aufbereitet und größere Gewebeteile
über einen 70 µm Filter entfernt. Anschließend wurde eine Erythrozytenlyse durchgeführt.
Jeweils 1*106 Zellen wurden in ein FACS Röhrchen überführt und einmal mit PBS gewa-
schen. Die Blockierung der Fc-Rezeptoren erfolgte mit 1 µg/µl CD16/CD32 Antikörper
für 10 min auf Eis. Um ein gate auf NK-Zellen (definiert als CD45.2+ CD3e− CD49b+)
setzen zu können, wurden diese mit CD45.2-FITC, CD3e-PacBlue und CD49b-APC inku-
biert. CD45 ist ein ubiquitär vorkommendes Membranprotein und wird auf beinahe allen
hämatopoetischen Zellen außer reifen Erythrozyten exprimiert. CD3 ist ein Transmembran-
protein, welches ausschließlich auf T-Lymphozyten vorkommt. CD49b (oder DX5) wird
auf der großen Mehrheit der ausgereiften NK-Zellen exprimiert und eignet sich gut zum
Gating, da es nicht mausstammspezifisch ist (Arefanian et al. 2016). Pro Röhrchen wurde
zudem jeweils einer der folgenden PE-konjugierten Antikörper zugegeben: NKG2D-PE
(CD314), NK1.1-PE, NKp46/NCR1-PE (CD335), KLRG1-PE, NKG2A-PE, CD94-PE,
Ly49A-PE, Sca-1-PE. Tabelle 12 zeigt die Konzentrationen der verwendeten Antikörper.
Die Inkubation erfolgte für 25 min auf Eis. Anschließend folgten zwei Waschschritte und
die Apoptose/Nekrose-Färbung. Dafür wurden die Zellen in 100 µ l Annexin binding buffer
1X resuspendiert und mit Annexin V-V500 und 7-AAD (Konzentrationen siehe Tabelle 12)
für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 100 µl Annexin binding
buffer zugegeben und die durchflusszytometrische Messung durchgeführt. Es wurde darauf
geachtet, dass zwischen Färbung und Messung maximal 30 min lagen.
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Tabelle 12. In der Durchflusszytometrie verwendete Antikörperkonzentrationen

Antikörper bzw. Farbstoff Konzentration
CD3e-PacBlue 1:100
CD45.2-FITC 1:50
CD49b-APC 1:200
CD94-PE 1:10
KLRG1-PE 1:100
Ly49A-PE 1:5
NKG2D-PE 1:100
NK1.1-PE 1:100
NKp46/NCR1-PE (CD335) 1:100
NKG2A-PE 1:50
Sca-1-PE 1:100
V500-Annexin V 1:200
7-AAD 1:40

Gating Strategie: Im ersten Schritt wurde ein gate auf Einzelzellen, im nächsten Schritt auf
CD45.2+ Zellen und dann auf die klar abgrenzbare CD3e− CD49b+ NK-Zellpopulation
gesetzt. Innerhalb dieser NK-Zellpopulation zeigte sich eine bimodale Verteilung mit einer
PE+ und PE− Fraktion. Die PE+ Population wurde bezüglich ihrer Anzahl (Frequency of

parent) und mean fluorescence intensity (MFI) analysiert. Die PE− Population diente als
Referenzpopulation.
Außerdem wurde die NK-Zellpopulation bezüglich ihrer Affinität zu Annexin V und
7-AAD analysiert, um den Anteil apoptotischer NK-Zellen zu quantifizieren. Dabei wurde
zwischen früher Apoptose (Annexin V+7-AAD−) und später Apoptose (Annexin V+

7-AAD+) unterschieden. Abbildung 5 veranschaulicht die Gating Strategie und die Eintei-
lung in früh- und spätapoptotische Zellen.
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Abbildung 5. Gating-Strategie für pulmonale NK-Zellen
NK-Zellen wurden definiert als CD45.2+ CD3e− CD49b+. Apoptose wurde definiert als Annexin
V+ und weiter unterteilt in frühe und späte Apoptose, wie in der Tabelle angegeben.

3.3.7 Durchflusszytometrische Quantifizierung seneszenter NK-Zellen

Zur Quantifizierung seneszenter NK-Zellen erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse
der β -Galactosidaseaktivität. Dafür wurden die Zellen mit C12FDG, einem Substrat der
β -Galactosidase, inkubiert. Reagiert es mit dem Enzym entsteht ein fluoreszierender Farb-
stoff, welcher in der Zelle verbleibt. Die gemessene Intensität des Farbstoffes korreliert
also mit der Aktivität der β -Galactosidase und kann somit als Maß für die Seneszenz
gesehen werden. Die Versuche wurden analog zu dem von Cahu et al. publizierten Proto-
koll durchgeführt (Cahu und Sola 2013). Vor Versuchsbeginn erfolgte eine Kompensation
der verwendeten Flurochrome, wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben. Die Milz und Lunge
wurden, wie in Kap. 3.1.3 beschrieben, aufbereitet und die Zellen in Medium ("RPMI für
Lymphozyten", Tabelle 4) resuspendiert. In einer 24-well Zellkulturplatte wurden je well

2*106 Zellen in 2 ml Medium ausgebracht und mit 100 nM Bafilomycin A1 inkubiert (1 h
bei 37°C, 5 % CO2). Anschließend wurden 66 µM C12FDG zugegeben und die Zellen für
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weitere 2 h im Brutschrank inkubiert. Es wurden jeweils Duplikate sowie eine ungefärbte
Kontrolle angefertigt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen in FACS Röhrchen über-
führt und zweimal mit PBS gewaschen. Die Blockierung der Fc-Rezeptoren erfolgte mit
1 µg/µ l CD16/CD32 für 10 min auf Eis. Um ein gate auf NK-Zellen (definiert als CD45.2+

CD3e− CD49b+) setzen zu können, wurden diese mit CD45.2-PE, CD3e-PacBlue und
CD49b-APC inkubiert. Die Inkubation erfolgte für 25 min auf Eis. Anschließend folgten
zwei Waschschritte und eine Färbung mit 7-AAD 1:40 für 15 min auf Eis. Im Anschluss
wurden 100 µl PBS zugegeben und die durchflusszytometrische Messung durchgeführt.

Gating Strategie: Im ersten Schritt wurde ein gate auf Einzelzellen, im nächsten Schritt auf
CD45.2+ Zellen und dann auf die klar abgrenzbare CD3e− CD49b+ NK-Zellpopulation
gesetzt. Von dieser NK-Zellpopulation wurden tote (7-AAD+) NK-Zellen ausgeschlossen.
Anschließend wurde die geometric mean fluorescence intensity (gMFI) des C12FDG
bestimmt und die gMFI der ungefärbten Kontrolle abgezogen. Abbildung 6 zeigt die Gating

Strategie und das Histogramm einer repräsentativen Probe mit zugehöriger ungefärbter
Kontrolle.
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Abbildung 6. Gating-Strategie für seneszente NK-Zellen
Zunächst wurde in den Daten aus der Lunge und Milz ein gate auf CD45.2+ CD3e− CD49b+

NK-Zellen gesetzt. Seneszenz wurde als 7-AAD− C12FDG+ definiert. Die unterste Zeile zeigt das
Histogramm einer repräsentativen Probe mit zugehöriger ungefärbter Kontrolle.
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3.3.8 Quantifizierung der Seneszenzrate mittels [18F] FPyGal tracer

Als zweite Methode zur Quantifizierung seneszenter NK-Zellen erfolgte die Inkubation mit
dem radioaktiven [18F] FPyGal tracer. Dabei handelt es sich um ein Substrat des Enzyms
β -Galactosidase, welches mit radioaktivem 18F markiert wurde (Schwenck et al. 2019).
Wird der tracer intrazellulär durch die β -Galactosidase gespalten, entstehen lipophile
Spaltprodukte, die in der Zelle verbleiben. Ungespaltene [18F] FPyGal Moleküle, zum
Beispiel in Zellen mit niedriger Galactosidaseaktivität besitzen hydrophile Eigenschaften
und verlassen die Zellen wieder. Wie bereits gezeigt werden konnte, ist die Anreicherung
des tracers in Zellen, in denen zuvor Seneszenz induziert wurde, erhöht (Schwenck et al.
2019).
Zur Versuchsdurchführung wurden NK-Zellen, wie in Kap. 3.1.3 und 3.3.4 beschrieben,
isoliert und jeweils 350 000 Zellen in Medium ("DMEM für Lymphozyten", Tabelle 4)
resuspendiert. Anschließend wurden 20 µ l [18F] FPyGal tracer (Aktivität 1 µCi/µ l) hinzu-
gegeben und inkubiert (45 min bei 37°C auf dem Schüttler mit 90 Umdrehungen/min). Es
wurden jeweils Triplikate angefertigt. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben gewa-
schen und mittels eines γ-counters analysiert. Dieser misst über einen Szintillationskristall
die von der Probe emittierte γ-Strahlung. Die Anzahl der radioaktiven Zerfälle pro Sekunde
korreliert dabei mit der Menge an aufgenommenem tracer. Für die Versuchsdurchführung
wurde eine Standardreihe in dreifacher Ausführung von 0,2 µCi bis 20 µCi angefertigt. Als
Referenzwert diente ein Röhrchen ohne Zellen, in dem tracer mit Medium inkubiert wurde.
Dieser Referenzwert wurde von allen gemessenen Werten abgezogen, um unspezifische
Bindungen des tracers an die Innenwand des Röhrchens zu korrigieren. Abbildung 7 zeigt
den schematischen Aufbau des Versuches.

γ-counter[18F] FPyGal
Tracer

45min 
37°C

3x waschen

SLyWT/KO NK-Zellen

Abbildung 7. Schematische Darstellung der Seneszenzquantifizierung mittels [18F] FPyGal
tracer
SLy1WT/KO Milz-NK-Zellen wurden frisch isoliert und für 45 min mit dem [18F] FPyGal tracer
inkubiert. Die Quantifizierung des aufgenommenen tracers erfolgte im γ-counter. Die Versuchs-
durchführung erfolgte im und mit Unterstützung durch das Werner Siemens Imaging Center des
Universitätsklinikums Tübingen.
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3.3.9 Zytotoxizitätsassay

LLC-Zellen wurden 24 h vor Versuchsbeginn passagiert und 1*106 Zellen in 20 ml Me-
dium ausgesät. Am Tag des Versuchs wurden die LLC-Zellen mit PBS gespült und vom
Flaschenboden abgelöst (1 ml Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) für 30 Sekunden). Der Ab-
lösevorgang wurde mit 9 ml Medium gestoppt, die Zellen zentrifugiert (300 xg, 3 min,
4 °C) und der Überstand verworfen. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurden
die Zellen resuspendiert und die Zellsuspension durch einen 70 µm Nylonfilter filtriert.
Ob die Zellen nun einzeln vorlagen, wurde mikroskopisch überprüft und der Vorgang
gegebenenfalls wiederholt. Anschließend wurden die Zellen auf einer 96-well Platte für
Suspensionskultur mit F-bottom ausgebracht (10 000 Zellen/well in 100 µl Medium).

Die NK-Zellen wurden, wie in Kap. 3.1.3 und 3.3.4 beschrieben, aus der Milz isoliert und
anschließend gezählt. Es wurden 250 000 NK-Zellen pro well zu den LLC-Zellen gegeben
(Verhältnis 25:1). Dabei wurden je nach verfügbarer Menge an NK-Zellen Duplikate oder
Triplikate erstellt. Drei wells mit LLC-Zellen blieben ohne Zugabe von NK-Zellen und
dienten als Referenzwerte. Die Platte wurde für 4 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.
Abbildung 8A zeigt den schematischen Ablauf der Versuchsdurchführung.
Nach der Inkubationszeit wurde der Inhalt jedes wells in ein FACS Röhrchen überführt. Die
Zellen wurden zentrifugiert und zwei Mal mit 1 ml PBS gewaschen. Anschließend folgte
eine Apoptose-/Nekrosefärbung mit Annexin V und 7-AAD. Dafür wurden die Zellen in
100 µl Annexin binding buffer resuspendiert und je Röhrchen 0,5 µl Annexin V - V500
und 2,5 µl 7-AAD hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden
weitere 100 µl Annexin binding buffer zugegeben und die durchflusszytometrische Mes-
sung durchgeführt.

Frisch isolierte 

SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Kultivierte LLC-Zellen

Inkubation für 4h

FACS Analyse der LLC-Zellen

A B

SS
C

FSC

Abbildung 8. Schematische Darstellung des Zytotoxizitätsassays und Gating-Strategie für
LLC-Zellen
(A) Schematische Darstellung der Versuchsdurchführung des Zytotoxizitätsassays. (B) Gating auf
LLC-Zellen. Die schwarz umkreiste Population entspricht den LLC-Zellen. Die kleineren, weniger
granulierten Zellen entsprechen den NK-Zellen.
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Gating Strategie: In der forward -/side scatter Ansicht zeigten sich zwei klar voneinander
abgrenzbare Populationen (Abbildung 8B). Dabei repräsentierte die größere, stärker granu-
lierte Population die LLC-Zellen. Die LLC Population wurde im nächsten Gating-Schritt
nach Annexin V/7-AAD Positivität dargestellt und ein gate auf Annexin V+ 7-AAD+

LLC-Zellen gesetzt (siehe Abbildung 18, Seite 57).

3.3.10 Induktion eines DNA-Schadens durch γ-Strahlung

Zur Analyse des DDR Signalwegs wurde in Thymozyten mittels γ-Strahlung ein DNA-
Schaden induziert. Dafür wurden Thymozyten, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, isoliert
und eine Erythrozytenlyse wurde durchgeführt. Anschließend wurden 2*107 Zellen in
10 ml supplementiertem DMEM ("DMEM für Lymphozyten", Tabelle 4) resuspendiert
und in eine T25 (12,5 cm²) Zellkulturflasche ausgesät. Die Zellkulturflaschen wurden
nachfolgend im Bestrahlungsgerät RS 225 platziert und mit einer Dosisrate von 1 Gy/min
(200 kV, 15 mA, 0,25 mm Cu-Filter) bestrahlt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Zelllyse

Zur Durchführung einer Zelllyse wurde Lysepuffer frisch mit 10% Proteaseinhibitor und
10% Phosphataseinhibitor supplementiert. Pro 106 Zellen wurden 40 µl supplementierter
Lysepuffer verwendet. Die Zellen wurden für 30 min auf Eis inkubiert und zwischendurch
mit dem Vortexmischer aufgewirbelt. Anschließend wurde das Lysat bei 15 000 rpm und
4 °C für 10 min zentrifugiert und der Überstand in frische Röhrchen überführt. Die Lysate
wurden bei -80 °C aufbewahrt.

3.4.2 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung der Proteinmenge wurde mittels Absorptionsspektrometrie nach der
Lowry-Methode durchgeführt. Die Vorbereitung der Messung wurde laut Herstellerangabe
des verwendeten DC Protein Assay Kits (Bio-Rad) durchgeführt. Die Absorptionsspektro-
metrie erfolgte bei einer Wellenlänge von 560 nm. Gleichzeitig wurde zur Quantifizierung
der Proben eine Eichkurve gemessen, die Proteinkonzentrationen von 0 µg/µ l bis 2 µg/µ l
BSA abdeckte. Je Probe wurden Duplikate gemessen, von denen der Mittelwert berechnet
wurde.
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3.4.3 Western Blotting

Herstellung der Gele: SDS-Gele wurden mit 10 % Acrylamid in einer Dicke von 1 mm mit
10 Taschen hergestellt. Dies geschah in der Regel ein bis zwei Tage vor der Gelelektropho-
rese. Die Gele wurden dann feucht gehalten und bei 4°C aufbewahrt.
Reduktion mit Laemmli-Puffer: Zur Reduktion der Proteine wurden diese direkt vor dem
Beladen der Gele mit 1X Laemmli-Puffer für 10 min bei 95°C inkubiert.
Durchführung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE): Die Gele wurden
in die Kammer eingespannt und die Geltaschen einmal mit Runningbuffer gespült. An-
schließend wurde ein Marker bzw. die reduzierten Proteine in die Taschen pipettiert. Die
Elektrophorese erfolgte zunächst für 10 min bei 90 V und anschließend für 120 min bei
140 V. Es kamen auch Gradientengele der Firma Biorad zum Einsatz, hier erfolgte die
Elektrophorese zunächst für 10 min bei 90 V und dann für 50 min bei 200 V. Vor dem
anschließenden Blotting wurden die Gele für 25 min in kaltem Transferpuffer equilibriert.
Wet-Blotting: Mittels Wet/Tank-Blot Verfahren wurden die Proteine auf eine Nitrocel-
lulosemembran überführt. Ein elektrisches Feld mit 100 V wurde für 60 min angelegt.
Durch Platzierung des Tanks in einer Eiswanne wurde eine übermäßige Erwärmung des
Puffers vermieden. Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran kurz in ddH2O
gewaschen und dann zur Qualitätskontrolle mit Ponceau S gefärbt. Das Gel wurde nach
dem Blottingvorgang für 20 min mit Coomassie-Brillantblau gefärbt und anschließend
mit Coomassie-Entfärbelösung entfärbt, um Proteinrückstände im Gel sichtbar zu ma-
chen. Anschließend wurde das Gel im Geltrockner durch Anlegen von Hitze und Vakuum
getrocknet.
Blocking: Die Membran wurde für 1 h unter leichter Bewegung in TBST mit 5 % Milch-
pulver geblockt.
Primäre Antikörper: Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte in Milch 5 % +
0,05 % NaN3 bzw. BSA 5 % + 0,05 % NaN3 (Konzentrationen der Antikörper siehe Tabelle
13). Dafür wurde die Membran mit der Antikörperlösung in ein 50 ml Röhrchen überführt
und über Nacht bei 4°C auf dem Rollenmischer inkubiert. Anschließend wurde sie drei
Mal für 5 min in TBST auf dem Schüttler von Rückständen befreit.
Sekundäre Antikörper: Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper erfolgte in Milch
5 % in einer Konzentration von 1:2000. Dafür wurde die Membran in ein 50 ml Röhrchen
mit Antikörperlösung überführt und 1 h bei Raumtemperatur auf dem Rollenmischer inku-
biert. Anschließend wurde sie drei Mal für 5 min in TBST auf dem Schüttler gewaschen.
Entwicklung der Membran: Die Entwicklung der Membran erfolgte mit Hilfe des VersaDoc
Imaging Systems. Als Chemilumineszenzreagenz wurde SignalFire der Firma CellSigna-
ling verwendet. Dessen Komponenten wurden unmittelbar vor der Belichtung gemischt,
die Lösung auf die Membran getropft und für 1 min inkubiert.
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Stripping: Für den Nachweis von Phosphorylierungen kamen spezielle Antikörper, die
selektiv an phosphorylierte Proteine binden zum Einsatz. Um auf denselben Membranen
anschließend das entsprechende unphosphorylierte Protein nachweisen zu können, wurden
die Membranen gestrippt. Dafür wurden die Membranen 15 min unter starkem Schütteln in
Stripping-Lösung inkubiert, um die gebundenen Antikörper zu entfernen. Die Membranen
wurden anschließend für 10 min in TBST gewaschen und dann 1 h in Milch 5 % geblockt.
Es folgte eine Stripping-Kontrolle: dafür wurde die Membran erneut 1 h mit sekundärem
Antikörper inkubiert und anschließend entwickelt. Stammten beide primären Antikörper
(z.B. Phospho-ATM und ATM) jedoch aus unterschiedlichen Spezies wurde die Stripping-
Kontrolle vereinfacht durchgeführt. Die Membran wurde dann direkt nach dem Stripping

entwickelt, um zu überprüfen, ob noch sekundäre HPR-gekoppelte Antikörper der ersten
Entwicklung zu detektieren waren.
Auswertung der Banden: Die Auswertung der Banden erfolgte mit der Software Image
Lab™ (Version 6.0.1, Bio-Rad Laboratories). Abbildung 9 zeigt die Auswertung am
Beispiel der Daten des in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Versuchs.

Tabelle 13. Im Western Blot verwendete Antikörperkonzentrationen
AK = Antikörper;
∗ Mdm2: der verwendete primäre Antikörper war bereits HRP-gekoppelt, deswegen wurde kein
sekundärer Antikörper eingesetzt.

Protein Konz.
primärer
AK

in: Konz. sek. Ak in:

ATM 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
Phospho-ATM 1:1000 BSA 5 % + 0,05 % NaN3 anti-mouse 1:2000 Milch 5 %
ATR 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
Phospho-ATR 1:1000 BSA 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
Chk1 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-mouse 1:2000 Milch 5 %
Phospho-Chk1 1:1000 BSA 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
Chk2 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:5000 Milch 5 %
Phospho-Chk2 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
p53 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-mouse 1:2000 Milch 5 %
Phospho-p53 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
Mdm2 1:1000 Milch 5 % ohne NaN3 -*
Phospho-Mdm2 1:1000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
β -Aktin 1:10000 Milch 5 % + 0,05 % NaN3 anti-rabbit 1:2000 Milch 5 %
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Abbildung 9. Auswertung der Western Blots in Image Lab
Für die Auswertung der Western Blots wurden die Banden manuell mit der Software Image
Lab gesetzt. Hier gezeigt am Beispiel der Western Blots der DDR Proteine nach induziertem
DNA-Schaden (Kapitel 4.2.2). Die pinke, gestrichelte Linie markiert den Bereich, in dem das
Signal ausgewertet wurde. Die erwartete Höhe der Bande wurde durch Verwendung eines Markers
ermittelt.
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3.4.4 WES - Automatisierter Immunoassay (Simple Western™)

Simple Western™ ist eine automatisierte Western Blot Technik, die Proteine mittels Ka-
pillarelektrophorese separiert und quantifiziert (Nguyen et al. 2011). Die Durchführung
des Simple Western™ Blots erfolgte nach dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll.
Abbildung 10 zeigt eine schematische Darstellung des Ablaufes in der Kapillare.
Bei der Versuchsdurchführung wurde die well-Platte stets unmittelbar vor der Messung
befüllt. Für den Nachweis von phosphorylierten Proteinen wurden 100 000 Zellen/well

eingesetzt, für alle anderen Proteine 50 000 Zellen/well. Primäre Antikörper wurden in der
Verdünnung 1:50 verwendet. Anti-Vinculin, das als Ladekontrolle diente, wurde in der Ver-
dünnung 1:100 verwendet. Die Inkubationszeit der primären Antikörper (Primary Antibody

Time) wurde auf 90 min festgelegt. Als sekundärer Antikörper wurde 20X Anti-Rabbit
HRP (1:19) und 1X RTU Anti-Mouse Secondary Antibody verwendet, um die gleichzeitige
Detektion von primären Antikörpern unterschiedlicher Spezies zu ermöglichen.

WES Immunoblot

Sammelgel
Trenngel

Probe

Protein mit hohem Molekülgewicht
Protein mit geringem Molekülgewicht

Immobilisation mit UV-Licht

Y

Primärer Antikörper
Sekundärer Antikörper (HRP-gekoppelt)

Quantitatives Signal

Abbildung 10. Schematische Darstellung des Ablaufs eines WES Immunoblots
Abbildung nach einer von Simple Western™ veröffentlichten schematischen Darstellung der Ab-
läufe in der Kapillare während des automatisierten Immunoblotverfahrens. Innerhalb der Kapillare
befinden sich ein Sammel- und Trenngel, über das die Proteine nach Größe getrennt werden. Auf
die Immobilisierung mittels UV-Licht erfolgt die Inkubation mit den primären und sekundären
Antikörpern. HRP=Horseradish peroxidase
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Die Auswertung erfolgte mit der Software Compass for SW (Version 4.1.0) unter Verwen-
dung der default Parameter. Die peaks wurden definiert und die peak find width manuell an
die Breite angepasst. Eine Gaußsche Glockenkurve wurde, wie in Abbildung 42 - 43 (Seite
114 - 115) zu sehen, über die peaks gelegt (peak fit) und die Area under the curve (AUC)
berechnet. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu beachten, dass sich die Höhe, auf der
eine Bande beim WES zu erwarten ist, vom herkömmlichen Western Blot unterscheiden
kann.

3.4.5 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen in SLy1KO

NK-Zellen

Die Auswirkungen, die ein Knockout von SLy1 auf die Expression und die Phosphorylie-
rung der Proteine ATM, ATR, Chk2, Chk1, p53 und Mdm2 in NK-Zellen hat, wurde mittels
klassischem Western Blot und mittels automatisiertem Immunoassay untersucht. Dafür
wurden NK-Zellen isoliert (Kapitel 3.1.3, 3.3.4), lysiert (Kapitel 3.4.1) und die Lysate bei
-80°C gelagert. Auf eine absorptionsspektrometrische Quantifizierung der Proteine wurde
aus Materialmangel verzichtet. Klassische Western Blots wurden, wie in Kapitel 3.4.3
beschrieben, durchgeführt. Automatisierte Immunoassays wurden, wie in Kapitel 3.4.4
beschrieben, durchgeführt.

3.4.6 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen nach
induziertem DNA-Schaden

Die Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen wurde 0 h, 2 h und 4 h nach
induziertem DNA-Schaden untersucht. Ein DNA-Schaden wurde, wie in Kapitel 3.3.10
beschrieben, induziert. Die Untersuchung der Proteinexpression erfolgte durch klassischen
Western Blot, wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben. Auf den Membranen wurden zuerst die
phosphorylierten Proteine nachgewiesen. Nach erfolgter Stripping-Kontrolle (siehe Kapitel
3.4.3) wurden die entsprechenden Gesamtproteinmengen nachgewiesen.
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3.4.7 Immunpräzipitation von SLy1

Splenozyten bzw. Thymozyten wurden, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, isoliert. Die Mäu-
se waren zum Zeitpunkt der Versuche 8 - 12 Wochen alt. Die Splenozyten bzw. bestrahlten
Thymozyten wurden unter Inhibition von Proteasen und Phosphatasen lysiert (Kapitel
3.4.1) und die Proteinmenge wurde bestimmt (Kapitel 3.4.2). Die Immunpräzipitation (IP)
wurde mit 100 µg Protein pro Probe durchgeführt. Dafür wurden die Proteinlysate für 1 h
bei 4 °C auf dem Rotator mit anti-SLy1 Antikörpern inkubiert (Konzentration 0,2 µg/µl).
40 µ l Pierce™ Protein G Agarose Beads wurden 3x mit 1000 µ l Lysepuffer gewaschen und
in 100 µ l supplementiertem Lysepuffer resuspendiert. Die beads wurden zum Proteinlysat
gegeben und 1 h bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert. Anschließend wurden sie bei 900 xg,
1 min, 4 °C zentrifugiert, um das an die beads gebundene SLy1 zu sedimentieren. Vom
Überstand (cleared lysate) wurden zur Qualitätskontrolle 10 µl abgenommen, mit 20 µl
Lysepuffer und 10 µl 1X Sample Buffer 10 min bei 95 °C inkubiert und bei -20 °C aufbe-
wahrt. Die beads mit dem gebundenen SLy1 wurden 3x mit 1 ml Lysepuffer gewaschen.
Dann wurde 40 µl 1X Sample Buffer zugegeben und 5 min bei 95 °C inkubiert, um die
Proteine zu denaturieren und von den beads zu lösen. Anschließend wurde zentrifugiert
und der Überstand mit dem Protein in ein frisches Röhrchen überführt.
Für die input control wurde vor der Immunpräzipitation (IP) 4 µg Protein pro Probe abge-
nommen, mit 1X Sample Buffer 10 min bei 95 °C inkubiert und bei -20 °C aufbewahrt.

Die Western Blots wurden als SDS-PAGE (10 % Acrylamid, 1,5 mm Dicke, 10 Taschen)
durchgeführt. Dafür wurde pro Tasche das IP-Material aus 100 µg Protein geladen. Dieses
wurde direkt vor dem Laden der SDS-PAGE weitere 5 min bei 95 °C inkubiert. Die La-
dungsmenge für die cleared lysate Kontrolle betrug 10 µg und für die input control 4 µg.
Die Membranen wurden anschließend mit p-ATM/ATR Substrate Antikörper (1:1000 in
BSA 5 %) und einem für Ig-Leichtketten spezifischen sekundären Antikörper (Anti-Rabbit
IgG light chain specific 1:10000 in Milch 5 %) inkubiert. Dieser Antikörper zeigt keine
Affinität zur heavy chain der IgG. Dadurch kann das Auftreten starker Banden auf Höhe
von 50 kDa vermieden werden, die durch die heavy chain der zur Immunpräzipitation
verwendeten Antikörper zustande kommen würden. Nach dem Entwickeln wurden die
Membranen, wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben, gestrippt und anschließend mit Antikörpern
gegen Phospho-SLy1 (1:1000 in Milch 5 % + 0,05 % NaN3) bzw. SLy1 (1:1000 in Milch
5 % + 0,05 % NaN3) inkubiert.
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3.5 Statistische Analysen

Alle statistischen Auswertungen basierten auf der Annahme, dass die Daten aus einer
normalverteilten Grundgesamtheit stammen. Um dies zu überprüfen, wurden die Daten
vor der statistischen Auswertung auf Normalverteilung geprüft. Dafür wurde, wenn mög-
lich, der D’Agostino-Pearson omnibus K2 Test verwendet. War dies aufgrund geringer
Probengröße nicht möglich, wurde der Kolmogorov-Smirnov Test mit Dallal-Wilkinson-
Lilliefor P value verwendet. Bei nicht normalverteilten Datensätzen wurde der natürliche
Logarithmus auf den Datensatz angewendet und anschließend der Test wiederholt. Auf
extrem abweichende Datenpunkte wurde der Grubbs’ test (extreme studentized deviate

Methode) angewandt, um festzustellen, ob dieser eine Datenpunkt signifikant (P < 0.05)
von den anderen Datenpunkten abweicht. Gegebenenfalls wurde der Ausreißer entfernt.
Pro Datensatz wurde dabei maximal ein Wert entfernt.
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4.1 Phänotypische Analyse von SLy1KO und SLy1KOp53KO

NK-Zellen

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) spielen für die uneingeschränkte Funktionstüchtigkeit
des Immunsystems eine entscheidende Rolle. Um einen suffizienten Schutz des Organismus
vor Neoplasien und Virusinfektionen bieten zu können, ist eine ausreichende Anzahl
lebender, aktivierbarer NK-Zellen unabdingbar, die zudem zur zytotoxischen Lyse von
Zielzellen fähig sein müssen. Um die Rolle von SLy1 in der Entwicklung und Funktion
von NK-Zellen zu analysieren, wurden SLy1KO NK-Zellen im Vergleich zu SLy1WT NK-
Zellen untersucht. Dabei wurde insbesondere die Auswirkung eines SLy1-Knockouts auf
die Anzahl, Lebensfähigkeit, Aktivierbarkeit, Zytotoxizität und Seneszenz der NK-Zellen
untersucht.
Das Protein p53 stellt einen der wichtigsten Mediatoren von Zellproliferation, Apoptose
und Seneszenz dar. Um zu untersuchen, ob die Auswirkungen, die ein SLy1-Knockout
auf NK-Zellen hat, über p53 ausgelöst werden, erfolgten Versuche mit SLy1KOp53KO

NK-Zellen. Über p53 mediierte Auswirkungen sollten in SLy1KOp53KO NK-Zellen nicht
mehr nachweisbar sein.

4.1.1 NK-Zellzahl in SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen

In vorherigen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass sich ein Global-
Knockout von SLy1 negativ auf die Anzahl der NK-Zellen in der Milz und Lunge auswirkt.
In SLy1KO Mäusen war der prozentuale Anteil von NK-Zellen an allen Leukozyten bei
normaler Anzahl an NK Vorläuferzellen signifikant verringert (Arefanian et al. 2016).
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese signifikante Verringerung in der Milz
nicht mehr beobachtet wurde, wenn ein NK-Zell-spezifischer Knockout von p53 vorliegt
(Blumendeller 2022).
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NK-Zellzahl in der Lunge

Die Bestimmung der NK-Gesamtzellzahl in der Lunge von SLy1KO und SLy1KOp53KO

Mäusen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dabei wurde, wie in Abbildung 5 dargestellt,
ein gate auf NK-Zellen gesetzt. Die NK-Zellzahl wurde prozentual auf die im FACS
bestimmten lebenden Zellen (definiert als FSC > 50K) bezogen und mit der in der Neubauer
Zählkammer bestimmten Gesamtzellzahl multipliziert. Beim Auszählen der Zählkammer
wurden ebenfalls nur die lebenden Zellen (definiert als Trypanblau-negativ) gezählt. So
erhält man näherungsweise die absolute NK-Zellzahl in der Lunge.

NK−Zellen
lebende Zellen (FACS) [%]∗ lebende Zellen (Neubauer)

Übereinstimmend mit den Ergebnissen aus der Milz (siehe Blumendeller 2022) zeigte
sich auch in der Lunge eine signifikante Verringerung der NK-Zellen in SLy1KO Mäusen.
In den Lungen von SLy1WT Mäusen fanden sich durchschnittlich 225 198 ± 75 059 NK-
Zellen, bei SLy1KO Mäusen waren es 144 363 ± 83 829 NK-Zellen. Das entspricht einer
signifikanten Reduktion der NK-Zellzahl um 35,9 % durch den SLy1-Knockout. Lag jedoch
ein NK-Zell-spezifischer Knockout von p53 vor, war keine signifikante Verringerung zu
beobachten (SLy1WTp53KO: 211 836 ± 78 526 vs. SLy1KOp53KO: 174 747 ± 118 221
NK-Zellen). Abbildung 11 zeigt eine graphische Darstellung der absoluten NK-Zellzahl in
der Lunge von Mäusen der untersuchten Genotypen.
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Abbildung 11. Anzahl der NK-Zellen in der Lunge
Die Abbildung zeigt die absolute NK-Zellzahl in der Lunge von Mäusen der angegebenen Genotypen. Die
Quantifizierung erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT:
n=20, SLy1KOp53WT: n=19, SLy1WTp53KO: n=16, SLy1KOp53KO: n=14 (∗∗: p <0,01, ns = nicht signifikant;
Student’s t-test).

Um eine bessere Vergleichbarkeit mit publizierten Daten zu ermöglichen, wurde der Anteil
pulmonaler NK-Zellen außerdem prozentual von allen CD45+ Leukozyten in der Lunge
bestimmt. Der Anteil betrug in SLy1WTp53WT Mäusen 7,2 ± 1,9 %, in SLy1KOp53WT
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Mäusen 4,5 ± 1,5 %, in SLy1WTp53KO Mäusen 6,9 ± 1,7 % und in SLy1KOp53KO Mäusen
3,7 ± 1,3 % (n=14-20). Eine graphische Darstellung des Anteils pulmonaler NK-Zellen,
prozentual von allen Leukozyten, ist im Anhang in Abbildung 38 auf Seite 110 zu sehen.

NK-Zellzahl in der Milz

Die Milzen aus SLy1KO Mäusen erschienen makroskopisch deutlich kleiner als die Milzen
aus Wildtyp-Mäusen. Um diese Beobachtung zu quantifizieren, erfolgte die Bestimmung
der Anzahl der Gesamtsplenozyten mittels Neubauer Zählkammer.
Tatsächlich war die Splenozytenzahl in SLy1KO Mäusen hoch signifikant verringert. So wur-
den in Wildtyp-Mäusen durchschnittlich 108 ± 51 Mio. Splenozyten gezählt, in SLy1KO

nur 57 ± 32 Mio. Splenozyten. Dies entspricht einer Reduktion um 47,2 % durch den
SLy1-Knockout. Bei gleichzeitigem NK-Zell-spezifischem Knockout von p53 war kein
Unterschied zu beobachten (SLy1WTp53KO: 95,2 ± 37,1 Mio. vs. SLy1KOp53KO: 90,3 ±
59,8 Mio.) (Abbildung 12A).
Aus den Splenozyten wurden die NK-Zellen mittels Magnetic activated cell sorting

(MACS) isoliert, welche wiederum händisch gezählt wurden. Auch hier zeigte sich eine
hoch signifikant verringerte NK-Zellzahl in SLy1KO Mäusen. Diese war um 76,8 % ver-
ringert von 675 463 ± 290 667 (SLy1WT) auf 319 167 ± 156 709 (SLy1KO) NK-Zellen
(Abbildung 12B).
Bei der Analyse der NK-Zellzahl in der Milz von SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen zeigte sich
eine Reduktion um 53,9 % von 774 524 ± 315 588 (SLy1WTp53WT) auf 357 182 ± 250 715
NK-Zellen (SLy1KOp53WT). Bei gleichzeitigem Vorliegen eines NK-Zellspezifischen
p53KO zeigte sich eine Reduktion um 46,1 % von 509 917 ± 183 788 auf 274 643 ±
213 600 NK-Zellen (Abbildung 12C).
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Abbildung 12. Anzahl der Splenozyten und der Milz-NK-Zellen nach MACS Isolation
(A) Dargestellt ist die Splenozytenzahl in SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen. Die Quantifizierung erfolgte durch
Zählen der Zellen in der Neubauer-Zählkammer. SLy1WTp53WT: n=31, SLy1KOp53WT: n=25, SLy1WTp53KO:
n=26, SLy1KOp53KO: n=22. (B) SLy1WT/KO NK-Zellen wurden aus der Milz mittels MACS isoliert und
die Anzahl anschließend durch Zählen der Zellen in der Neubauer-Zählkammer bestimmt. SLy1WT: n=19,
SLy1KO: n=17. (C) Dargestellt ist die NK-Zellzahl in SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen. SLy1WTp53WT: n=28,
SLy1KOp53WT: n=22, SLy1WTp53KO: n=20, SLy1KOp53KO: n=14. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD (∗∗:
p <0,01, ∗∗∗: p <0,001, ∗∗∗∗: p <0,0001, ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
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4.1.2 Apoptose von SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Apoptose von pulmonalen NK-Zellen

Eine mögliche Ursache, die zu der oben beschriebenen verringerten NK-Zellzahl in der
Milz und Lunge von SLy1KO Mäusen führen könnte, wäre eine erhöhte Apoptoserate von
SLy1KO NK-Zellen. In SLy1-defizienten CD44−CD25+ Thymozyten konnte durch unsere
Arbeitsgruppe bereits eine erhöhte Induktion von Apoptose gezeigt werden (Reis et al.
2009).
Im Folgenden wurden die pulmonalen NK-Zellen zunächst bezüglich ihrer Größe und
Granularität analysiert. Geht eine Zelle in Apoptose, kommt es zunächst zur Zellschrump-
fung sowie zur Kondesation und Degradierung ihrer DNA. Die kleinere Zellgröße würde
zu einer Abnahme des FSC und die verstärkte Granulierung zu einer Zunahme des SSC
führen (van der Meer et al. 2009). Die anschließende Fragmentierung der Zelle in kleine
membranumhüllte Apoptosekörperchen würde zu einer Abnahme von FSC und SSC führen
(Darzynkiewicz et al. 2001). Frisch isolierte pulmonale SLy1KOp53WT und SLy1KOp53KO

NK-Zellen zeigten einen hochsignifikant höheren FSC und SSC als SLy1WTp53WT bzw.
SLy1WTp53KO NK-Zellen (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13. Quantifizierung der Zellgröße und Granularität pulmonaler NK-Zellen
Die Abbildungen zeigen die Zellgröße und Granularität von NK-Zellen aus den Lungen von 20 Wochen
alten Mäusen der angegebenen Genotypen. (A) Die Zellgröße wurde quantifiziert über den FSC. (B) Die
Granularität wurde quantifiziert über den SSC. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT: n=19,
SLy1KOp53WT: n=18, SLy1WTp53KO: n=16, SLy1KOp53KO: n=14 (∗ ∗ ∗: p <0,001, ∗ ∗ ∗∗: p <0,0001;
Student’s t-test).

Die Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolge über eine Annexin V/7-AAD Färbung.
Apoptose wurde definiert als Annexin V+ und weiter unterteilt in frühe und späte Apoptose,
wie in Abbildung 5 auf Seite 30 dargestellt. Der Anteil apoptotischer NK-Zellen in der
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Lunge betrug im Mittel 14,9 ± 5,2 % und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Genotypen (Abbildung 14A). Dabei befanden sich durchschnittlich 9,2 ±
3,1 % der NK-Zellen in einer früh apoptotischen Phase und 5,7 ± 3,8 % in einer spät
apoptotischen Phase. Auch bei näherer Betrachtung von spät und früh apoptotischen NK-
Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Genotypen
(Abbildung 14B, C).
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Abbildung 14. Anteil apoptotischer NK-Zellen in der Lunge
Die Abbildungen zeigen die Anteile apoptotischer NK-Zellen in den Lungen von Mäusen der angegebenen
Genotypen. (A) Apoptotische NK-Zellen wurden definiert als CD45.2+ CD3e− CD49b+ Annexin V+.
(B) Frühe Apoptose wurde definiert als Annexin V+ 7-AAD−. (C) Späte Apoptose wurde definiert als
Annexin V+ 7-AAD+. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT: n=19, SLy1KOp53WT: n=18,
SLy1WTp53KO: n=16, SLy1KOp53KO: n=14 (ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
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4.1.3 In vitro Überleben von SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Die Tendenz von Zellen, leichter bzw. schneller in Apoptose zu gehen, lässt sich auch
durch Untersuchung der Überlebensfähigkeit in Kultur beurteilen. Die Isolation der Zellen
und die Anpassung an eine veränderte Umgebung stellen Stressfaktoren für primäre Zel-
len dar (Ben-Porath und Weinberg 2004). Gesunde Wildtyp-Zellen besitzen ein intaktes
Signaltransduktions- und Stoffwechselsystem und können sich daher leichter an die Kul-
turbedingungen adaptieren. Zur Beurteilung der Überlebensfähigkeit von Milz-NK-Zellen
wurde der Anteil der lebenden (7-AAD−) NK-Zellen nach 4 h in Kulturmedium mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei zeigte sich, dass SLy1KO NK-Zellen eine signifikant
schlechtere Überlebensfähigkeit zeigten als SLy1WT NK-Zellen (Abbildung 15). Nach
der Inkubationszeit lebten 96,9 ± 1,9 % der SLy1WTp53WT NK-Zellen jedoch nur 93,0 ±
4,0 % SLy1KOp53WT NK-Zellen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
SLy1WTp53KO NK-Zellen (95,7 ± 2,7 %) und SLy1KOp53KO NK-Zellen (93,7 ± 3,1 %).
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Abbildung 15. Anteil lebender NK-Zellen nach 4 h in Kulturmedium
NK-Zellen der verschiedenen Genotypen wurden für 4 h in supplementiertem DMEM inkubiert und
anschließend der Anteil der lebenden NK-Zellen bestimmt. Lebende NK-Zellen wurden definiert
als CD45.2+CD3e−CD49b+ 7-AAD−. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT: n=16,
SLy1KOp53WT: n=10, SLy1WTp53KO: n=14, SLy1KOp53KO: n=6 (∗∗: p <0,01, ns = nicht signifikant; Stu-
dent’s t-test).
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4.1.4 Expression von Oberflächenrezeptoren

NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche eine Vielzahl von Rezeptoren. Diese können
in aktivierende und inhibierende Rezeptoren unterteilt werden. Die Aktivierung einer NK-
Zelle kann nur erfolgen, wenn die NK-Zelle mehr Signale von aktivierenden Rezeptoren
erhält als von inhibierenden Rezeptoren.

Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen

Auf pulmonalen NK-Zellen aus SLy1KO Mäusen und SLy1KOp53KO Mäusen wurde die
Expression von aktivierenden und inhibierenden NK-Zell-typischen Oberflächenrezep-
toren analysiert. Die Untersuchung erfolgte durchflusszytometrisch. Dabei wurden die
aktivierenden Rezeptoren NKG2D, NKp46, NK1.1 und Ly49H untersucht sowie das Ober-
flächenprotein Sca-1, das als Aktivierungsmarker gilt (Fogel et al. 2013). Des Weiteren
erfolgte die Untersuchung der inhibierenden Rezeptoren Ly49A, CD94/NKG2A sowie von
KLRG1. Der Rezeptor KLRG1 wird auf reifen, ausdifferenzierten (Huntington et al. 2007),
„erschöpften“ (Alvarez et al. 2019) und seneszenten (Melis et al. 2013) Zellen exprimiert
und deshalb im Folgenden gemeinsam mit den inhibierenden Rezeptoren aufgeführt. Die
Analyse der inhibierenden Rezeptoren sowie von Ly49H erfolgte mit SLy1WT/KOp53WT/KO

NK-Zellen. Die Analyse von NKG2D, NKp46, NK1.1 und Sca-1 wurde aufgrund geringer
Expression bzw. eingeschränkter Aussagekraft nur mit SLy1WT/KO NK-Zellen durchge-
führt. Die Expression von CD69, einem frühen Aktivierungsmarker sowie Marker für
gewebsständige Lymphozyten wurde nur auf 2,54 % (n = 2, Daten nicht gezeigt) der NK-
Zellen beobachtet und deshalb nicht weiterverfolgt.

In einem Vorversuch wurde evaluiert, ob sich die Durchführung einer Erythrozytenlyse
negativ auf den Anteil der lebenden (Annexin V− 7-AAD−) Zellen auswirkt. Dafür wurden
in zwei unabhängigen Experimenten die Lungen entweder vor der Entnahme mit PBS
perfundiert oder nach Dissoziation des Lungengewebes eine Erythrozytenlyse durchge-
führt. In den perfundierten Lungen (keine Erythrozytenlyse) war der Anteil der lebenden
Zellen zwar im Mittel um 7,1 % höher, streute aber deutlich stärker. Auf eine Perfusion der
Lungen wurde deshalb im Folgenden verzichtet.

An den Versuchstagen wurden die Lungen, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, mittels
GentleMACS Dissociator aufbereitet und die durchflusszytometrische Analyse der Ober-
flächenrezeptoren (Kap. 3.3.6) durchgeführt. Hierfür wurden Antikörper gegen die oben
genannten Rezeptoren als PE-Konjugate verwendet. Die Quantifizierung der Rezeptor-
expression erfolgte einerseits über den prozentualen Anteil der PE+ NK-Zellen von allen
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NK-Zellen (frequency of parent) und andererseits über die mean fluorescence intensity

(MFI) der PE+ Population. Der frequency of parent Wert steht für den Anteil der NK-
Zellen, die den jeweiligen Rezeptor exprimieren. Die MFI der PE+ Population beschreibt,
wie stark die Expression des jeweiligen Rezeptors auf den Zellen ist. Tabelle 14 auf Seite
55 zeigt eine Übersicht über alle Werte sowie Angaben zu den Stichprobengrößen. Da
es sich bei den durchflusszytometrischen Daten um relative Werte handelt, wurde die
Population der PE− NK-Zellen als Referenzpopulation verwendet. Die MFI Werte der
PE− Population finden sich im Anhang (Abbildung 39 - 40, Seite 111 - 112).

Aktivierende Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen

Durch unsere Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass SLy1KO NK-Zellen aus
der Milz eine verringerte Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, NKp46 und
NK1.1 aufweisen (Arefanian et al. 2016).
Auf pulmonalen NK-Zellen zeigte NKG2D keine Unterschiede in der frequency of parent,
die MFI von NKG2D war jedoch auf SLy1KO NK-Zellen tendenziell leicht erhöht. Der
Rezeptor NKp46 zeigte keine unterschiedliche Expression zwischen SLy1WT und SLy1KO

NK-Zellen. Der Anteil der NK1.1-exprimierenden NK-Zellen war deutlich, jedoch nicht
signifikant, verringert (4,9 ± 3,2 % (SLy1KO) vs. 8,6 ± 6,9 % (SLy1WT)). Die MFI zeigte
keine Unterschiede. In Abbildung 16A ist der Anteil positiver NK-Zellen (frequency of

parent) und in Abbildung 16B die MFI für die Rezeptoren NKG2D, NKp46 und NK1.1 zu
sehen. Eine Auflistung der zugehörigen Werte findet sich in Tabelle 14.
Der prozentuale Anteil der Sca-1-exprimierenden NK-Zellen in der Lunge von SLy1KO

Mäusen war signifikant erhöht im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen. 23,0 ± 5,6 % der SLy1KO

NK-Zellen und 16,5 ± 5,4 % der SLy1WT NK-Zellen waren positiv für Sca-1. Die MFI nach
Inkubation mit dem Sca-1 PE Antikörper zeigte keine Unterschiede zwischen Wildtyp-
und SLy1KO NK-Zellen. Eine graphische Darstellung der Expression von Sca-1 ist in
Abbildung 16C zu sehen, eine Auflistung der Werte in Tabelle 14.
Der Anteil der Ly49H+ SLy1KOp53WT NK-Zellen war tendenziell leicht erhöht mit 23,3
± 5,2 % (SLy1KOp53WT) vs. 19,9 ± 7,0 % (SLy1WTp53WT). Zwischen SLy1KOp53KO

und SLy1WTp53KO zeigten sich keine Unterschiede. Die MFI war nach der Inkubation
mit dem Ly49H Antikörper bei SLy1KOp53KO NK-Zellen tendenziell erhöht. Zwischen
SLy1KOp53WT und SLy1WTp53WT zeigte die MFI keine unterschiedliche Expression. Eine
graphische Darstellung der Expression von Ly49H ist in Abbildung 16D zu sehen, eine
Auflistung der Werte findet sich in Tabelle 14.
In Abbildung 14E und F sind repräsentative Punktdiagramme bzw. Histogramme der
untersuchten NK-Zellpopulationen für die jeweiligen Rezeptoren gezeigt.
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Abbildung 16. Expression aktivierender Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen
Dargestellt ist (A) der prozentuale Anteil der NK-Zellen, die den jeweiligen Oberflächenrezeptor
exprimieren bzw. (B) die Mean fluorescence intensity (MFI) der PE+ NK-Zellen für die Rezeptoren
NKG2D, NKp46 und NK1.1. (C) Prozentualer Anteil und MFI der Expression von Sca-1 auf
pulmonalen SLy1WT/KO NK-Zellen. (D) Prozentualer Anteil und MFI der Expression von Ly49H
auf pulmonalen SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD (∗: p <0,1,
ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (E) und (F) Repräsentative Punktdiagramme bzw. Histo-
gramme der NK-Zellpopulation. Die Quantifizierung erfolgte durchflusszytometrisch nachdem ein
gate auf CD45.2+ CD3e− CD49b+ NK-Zellen gesetzt wurde.
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Inhibierende Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen

Knapp 40 % der NK-Zellen exprimieren den Oberflächenrezeptor KLRG1, hier zeigten
sich keine Unterscheide zwischen SLy1KOp53WT und SLy1WTp53WT NK-Zellen (Ab-
bildung 17A). Jedoch war die MFI der KLRG1+ SLy1KOp53WT NK-Zellen signifikant
höher. Sie betrug 3077 ± 616,8 für SLy1KOp53WT NK-Zellen und 2359 ± 232,0 für
SLy1WTp53WT NK-Zellen. Die vermehrte Expression von KLRG1 war auch bei gleichzei-
tig vorliegendem p53-Knockout in SLy1KOp53KO NK-Zellen vorhanden (Abbildung 17B
bzw. Tabelle 14).
Der Anteil der Ly49A+ NK-Zellen war in den Lungen von SLy1KO Mäusen tendenziell
erniedrigt (Abbildung 17A). Für Ly49A positiv waren 11,1 ± 4,3 % der SLy1KOp53WT

und 13,3 ± 2,1 % der SLy1WTp53WT NK-Zellen (Tabelle 14). Diese Verminderung zeigte
sich auch zwischen SLy1KOp53KO und SLy1WTp53KO NK-Zellen. Die MFI zeigte keine
Unterschiede zwischen SLy1KO und WT-NK-Zellen (Abbildung 17B bzw. Tabelle 14).
CD94 zeigte keine unterschiedliche Expression zwischen den untersuchten Genotypen
(Abbildung 17A und B bzw. Tabelle 14).
Der Anteil der NKG2A+ NK-Zellen war in den Lungen von SLy1KOp53WT Mäusen
tendenziell erniedrigt (Abbildung 17A). Für NKG2A positiv waren 25,5 ± 9,6 % der
SLy1KOp53WT und 31,9 ± 12,8 % der SLy1WTp53WT NK-Zellen (Abbildung 17A bzw. Ta-
belle 14). Diese Verminderung des Anteils pulmonaler NKG2A+ NK-Zellen war zwischen
SLy1KOp53KO Mäusen und SLy1WTp53KO Mäusen nicht vorhanden. Die MFI zeigte keine
Unterschiede zwischen SLy1KO und WT-NK-Zellen (Abbildung 17B bzw. Tabelle 14).
In Abbildung 14C und D sind repräsentative Punktdiagramme bzw. Histogramme der
untersuchten NK-Zellpopulationen für die jeweiligen Rezeptoren gezeigt.
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Abbildung 17. Expression inhibierender Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen
(A) Prozentualer Anteil der pulmonalen SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen, die den jeweiligen Ober-
flächenrezeptor exprimieren. (B) MFI der PE+ NK-Zellen für die angegebenen Rezeptoren. Darge-
stellt ist der Mittelwert ± SD (∗: p <0,1, ∗∗: p <0,01, ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (C) und
(D) Repräsentative Punktdiagramme bzw. Histogramme der NK-Zellpopulation. Die Quantifizie-
rung erfolgte durchflusszytometrisch nachdem ein gate auf CD45.2+ CD3e− CD49b+ NK-Zellen
gesetzt wurde.
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Tabelle 14. Prozentualer Anteil der PE+ pulmonalen NK-Zellen (frequency of parent) und
der Mean fluorescence intensity (MFI) der PE+ NK-Zellen
Oben: Gezeigt ist der Mittelwert ± SD des prozentualen Anteils an NK-Zellen, die PE+ waren.
Unten: Gezeigt ist der Mittelwert ± SD der MFI der PE+ NK-Zellen.

Prozentualer Anteil der PE+ NK-Zellen
Genotyp SLy1WT SLy1KO

NKG2D n=9 5,4 ± 2,1 % n=10 5,6 ± 2,4 %
NKp46 n=8 8,3 ± 7,0 % n=10 7,7 ± 6,4 %
NK1.1 n=9 8,6 ± 6,9 % n=9 4,9 ± 3,2 %
Sca-1 n=9 16,5 ± 5,4 % n=10 23,0 ± 5,6 %
Genotyp SLy1WTp53WT SLy1KOp53WT SLy1WTp53KO SLy1KOp53KO

Ly49H n=8 19,9 ± 7,0 % n=7 23,3 ± 5,2 % n=9 15,1 ± 3,8 % n=6 14,1 ± 3,0 %
KLRG1 n=9 37,5 ± 7,1 % n=10 37,5 ± 11,6 % n=9 32,8 ± 6,6 % n=6 34,6 ± 14,8 %
Ly49A n=6 13,3 ± 2,1 % n=7 11,1 ± 4,3 % n=6 13,9 ± 3,3 % n=7 8,8 ± 3,1 %
CD94 n=6 37,9 ± 8,1 % n=7 40,0 ± 7,4 % n=7 42,8 ± 3,2 % n=8 39,8 ± 7,1 %
NKG2A n=5 31,9 ± 12,8 % n=7 25,5 ± 9,6 % n=6 20,5 ± 8,7 % n=8 25,7 ± 12,3 %

MFI der PE+ NK-Zellen
Genotyp SLy1WT SLy1KO

NKG2D n=9 1542 ± 330 n=10 2147 ± 1135
NKp46 n=8 1846 ± 834 n=10 2046 ± 968
NK1.1 n=9 1393 ± 663 n=9 1387 ± 521
Sca-1 n=9 7150 ± 3068 n=10 7969 ± 2624
Genotyp SLy1WTp53WT SLy1KOp53WT SLy1WTp53KO SLy1KOp53KO

Ly49H n=8 2829 ± 861 n=7 2902 ± 949 n=9 3404 ± 912 n=6 4187 ± 1153
KLRG1 n=9 2359 ±232 n=10 3077 ± 617 n=9 2562 ± 391 n=6 3344 ± 670
Ly49A n=6 1860 ± 437 n=7 1965 ± 620 n=6 2862 ± 1902 n=7 2853 ± 2143
CD94 n=6 5462 ± 1392 n=7 5143 ± 1680 n=7 5172 ± 1671 n=8 5149 ± 1928
NKG2A n=5 3821 ± 970 n=7 4056 ± 865 n=6 3738 ± 957 n=8 4055 ± 865
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4.1.5 Zytotoxizität von SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Eine der Hauptaufgaben von NK-Zellen besteht in der Erkennung und Lyse von virusinfi-
zierten oder maligne entarteten Zellen. So wird das Wachstum von Lewis Lung Carcinoma

(LLC) durch NK-Zellen kontrolliert und ist in SLy1KO Mäusen signifikant höher (Arefanian
et al. 2016). Außerdem konnte in vorausgegangenen Studien gezeigt werden, dass SLy1KO

NK-Zellen in vitro eine weniger effiziente Lyse von LLC-Zellen zeigen als SLy1WT NK-
Zellen (Arefanian et al. 2016).
Um zu untersuchen, ob die Verminderung der Zytotoxizität p53-mediiert ist, wurden in der
vorliegenden Arbeit SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen in einem Zytotoxizitätsassay (Kil-
ling Assay) untersucht. Der Zytotoxizitätsassay wurde, wie in Kapitel 3.3.9 beschrieben,
durchgeführt. Die Quantifizierung spezifisch lysierter LLC-Zellen erfolgte durchflusszy-
tometrisch. Dafür wurde ein gate auf LLC-Zellen gesetzt und der Anteil toter (Annexin
V+ 7-AAD+) LLC-Zellen bestimmt. Davon wurde der Anteil toter LLC-Zellen in ei-
nem Kontrollwell ohne NK-Zellen abgezogen. Abbildung 18A zeigt mit Annexin V und
7-AAD gefärbte LLC-Zellen nach Inkubation ohne (links) und mit NK-Zellen (rechts).
Die Differenz beider Werte entspricht den LLC-Zellen, die spezifisch durch NK-Zellen
lysiert wurden. Abbildung 18B zeigt eine mikroskopische Aufnahme von LLC-Zellen nach
vierstündiger Inkubation mit NK-Zellen.
Nach Auswertung der Daten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen LLC-
Zellen, die mit SLy1WT NK-Zellen inkubiert wurden und LLC-Zellen, die mit SLy1KO

NK-Zellen inkubiert wurden (Abbildung 18C). Der durchschnittliche Anteil spezifisch
durch NK-Zellen lysierter LLC-Zellen war mit 8,3 % (SLy1WT) bzw. 10,3 % (SLy1KO)
sehr gering. Bei Vorliegen eines NK-Zell-spezifischen p53KO betrug der Anteil lysierter
LLC-Zellen 15,9 % (SLy1WTp53KO) bzw. 7,5 % (SLy1KOp53KO).
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Abbildung 18. In vitro Zytotoxizität von NK-Zellen gegenüber LLC-Zellen
NK-Zellen wurden aus der Milz isoliert und mit LLC-Zellen im Verhältnis 1:25 Effektor:Zielzelle inkubiert.
Die Quantifizierung erfolgte durchflusszytometrisch mittels Annexin V/7-AAD Färbung. (A) Repräsentative
Bilder der FACS Daten. Annexin V+ 7-AAD+ LLC-Zellen wurden als tot definiert (roter Kasten). Proben,
in denen sich LLC-Zellen ohne NK-Zellen befanden, dienten als Referenzwert (links). Nach Inkubation
mit NK-Zellen war ein größerer Anteil an LLC-Zellen tot als in den Referenzproben (rechts). (B) Frisch
isolierte NK-Zellen (1) attackieren und lysieren LLC-Zellen (2) in vitro (siehe Pfeil 3). Aufnahme nach
vierstündiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO2. (C) Die Grafik zeigt den Anteil spezifisch lysierter LLC-
Zellen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT: n=7, SLy1KOp53WT: n=8, SLy1WTp53KO:
n=9, SLy1KOp53KO: n=6 (∗: p <0,05, ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
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4.1.6 Zelluläre Seneszenz von SLy1WT/KO und SLy1WT/KOp53WT/KO

NK-Zellen

Unter zellulärer Seneszenz versteht man ein Zellstadium, in dem eine Zelle lebt, sich jedoch
nicht mehr teilt. Typischerweise treten Zellen am Ende ihres Lebens oder nach Auftreten
irreparabler DNA-Schäden in ein seneszentes Stadium ein. Typische Charakteristika von
seneszenten Zellen sind eine vergrößerte Zellgröße, veränderte Genexpressionsmuster und
eine gesteigerte Aktivität des Enzyms β -Galactosidase (Debacq-Chainiaux et al. 2009).
Die β -Galactosidase-Aktivität ist der am häufigsten verwendete Biomarker zur Detektion
von seneszenten Zellen.
Die Quantifizierung des Anteils seneszenter NK-Zellen in SLy1WT/KO bzw.
SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels Durchflusszy-
tometrie und mittels eines β -Galactosidase tracers. In der Durchflusszytometrie wurde
die gMFI des verwendeten C12FDG Farbstoffes bestimmt. Das β -Galactosidase-Substrat
C12FDG wird intrazellulär durch die β -Galactosidase gespalten, wodurch ein fluoreszieren-
der Farbstoff entsteht. Eine starke Fluoreszenz korreliert mit einer hohen β -Galactosidase-
Aktivität und somit mit dem Vorliegen von Seneszenz. Abbildung 19 zeigt beispielhaft
zwei repräsentative C12FDG Intensitätskurven für NK-Zellen aus der Lunge bzw. der Milz
von SLy1WT und SLy1KO Mäusen. Untersucht wurden SLy1WT/KO Mäuse im Alter von 8
Wochen (n=6) und im Alter von 20 Wochen (n=6). Um zu untersuchen, ob die beobachteten
Auswirkungen durch p53 vermittelt sind, wurden SLy1WT/KOp53WT/KO Mäuse im Alter
von 20 Wochen untersucht.

Seneszenz bei pulmonalen NK-Zellen

Zunächst wurde der Effekt eines SLy1-Knockouts auf die Seneszenzrate pulmonaler NK-
Zellen analysiert. Dafür wurde für jeden Genotyp der Anteil seneszenter NK-Zellen in den
Lungen von 8 Wochen bzw. 20 Wochen alten Mäusen bestimmt. In beiden Altersgruppen
zeigte sich bei den SLy1KO NK-Zellen eine signifikant höhere Positivität von C12FDG als
bei gleichaltrigen Wildtyp-Mäusen. In Abbildung 20A sind die signifikanten Unterschiede
mit dem Symbol ∗ bzw. ∗∗ markiert). Die C12FDG gMFI lag für SLy1KO NK-Zellen
um 19,4 % (8 Wochen alten Mäuse) bzw. 22,9 % (20 Wochen alten Mäuse) höher als für
SLy1WT NK-Zellen.
Außerdem wurde, unabhängig vom Genotyp, der Effekt des Alters auf die Seneszenzrate
analysiert. Dafür wurden NK-Zellen aus alten Mäusen (20 Wochen) mit NK-Zellen aus
jungen Mäusen (8 Wochen) verglichen. Pulmonale NK-Zellen aus 20 Wochen alten Mäu-
sen zeigten eine signifikant höhere Aufnahme des Seneszenzmarkers C12FDG, verglichen
mit NK-Zellen aus 8 Wochen alten Mäusen. Dies zeigte sich unabhängig vom Genotyp
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Abbildung 19. Repräsentative C12FDG Histogramme von NK-Zellen aus der Lunge und
Milz
NK-Zellen wurden aus der Lunge bzw. Milz von 20 Wochen alten SLy1WT/KO Mäusen isoliert und
durchflusszytometrisch analysiert. Es wurde ein gate auf CD45.2+ CD3e− CD49b+ NK-Zellen
gesetzt und die C12FDG MFI als Histogramm dargestellt. SLy1KO NK-Zellen zeigen eine höhere
MFI für C12FDG als SLy1WT NK-Zellen.

und ist in Abbildung 20A mit dem Symbol # bzw. ## markiert. Die C12FDG gMFI lag für
NK-Zellen aus alten Mäusen durchschnittlich um 17,2 % (SLy1WT) bzw. 20,6 % (SLy1KO)
höher als für NK-Zellen aus jungen. Alle absoluten gMFI Werte sind in Tabelle 15 auf
Seite 62 aufgeführt.

Um zu untersuchen, ob die oben beschriebene erhöhte Seneszenzrate bei SLy1KO NK-
Zellen intrazellulär über eine p53 Aktivierung ausgelöst wird, wurden die Versuche mit
SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen wiederholt. Hier zeigte sich zwischen SLy1KOp53WT und
SLy1WTp53WT die gleiche Tendenz: Die Erhöhung der C12FDG gMFI durch einen SLy1-
Knockout betrug 28,7 %, war jedoch nicht signifikant. Bei gleichzeitigem Vorliegen eines
NK-Zell-spezifischen p53KO zeigte sich eine signifikante Erhöhung in SLy1KO Mäusen
um 23,3 % (siehe Abbildung 20B). Die absoluten gMFI Werte finden sich ebenfalls in
Tabelle 15.
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Abbildung 20. Quantifizierung seneszenter NK-Zellen in der Lunge
Die Abbildung zeigt die geometric mean fluorescence intensity (gMFI) von pulmonalen NK-Zellen
nach Inkubation mit dem β -Galactosidasesubstrat C12FDG. Je höher die gMFI, desto mehr NK-
Zellen befinden sich in einem seneszenten Stadium. (A) C12FDG Intensität von pulmonalen NK-
Zellen. Untersucht wurden jeweils Mäuse im Alter von 8 Wochen und 20 Wochen der angegebenen
Genotypen, jeweils n=6. (B) C12FDG Intensität von pulmonalen NK-Zellen. Untersucht wurden
Mäuse im Alter von 20 Wochen der angegebenen Genotypen, SLy1WTp53WT: n=7, SLy1KOp53WT:
n=7, SLy1WTp53KO: n=9, SLy1KOp53KO: n=6.
Dargestellt ist der Mittelwert ± SD (∗ bzw. #: p <0,1, ∗∗ bzw. ##: p <0,01, ns = nicht signifikant;
Student’s t-test).

Seneszenz bei Milz-NK-Zellen

Analog zu den Beobachtungen bei pulmonalen NK-Zellen wurde auch für Milz-NK-
Zellen zunächst der Effekt eines SLy1-Knockouts auf den Anteil seneszenter NK-Zellen
analysiert. In beiden Altersgruppen war die C12FDG gMFI von SLy1KO Milz-NK-Zellen
höher als bei gleichaltrigen Wildtyp-Mäusen. In der Gruppe der 8 Wochen alten Mäuse
zeigte sich durch den SLy1-Knockout eine Erhöhung der C12FDG Intensität um 19,6 %.
In der Gruppe der 20 Wochen alten Mäuse zeigte sich eine Erhöhung um 23,3 %. Beide
Erhöhungen waren jedoch aufgrund der Streuung nicht signifikant (siehe Abbildung 21A).
Außerdem wurde, unabhängig vom Genotyp, der Effekt des Alters analysiert. Auch in
der Milz zeigten NK-Zellen aus 20 Wochen alten Mäusen eine höhere β -Galactosidase-
Aktivität als NK-Zellen aus 8 Wochen alten Mäusen. Die C12FDG gMFI lag für NK-Zellen
aus 20 Wochen alten Mäusen durchschnittlich um 42,7 % (SLy1WT, nicht signifikant) bzw.
47,0 % (SLy1KO, signifikant) höher als für NK-Zellen aus jungen Mäusen (siehe Abbildung
21A bzw. Tabelle 15).
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Auch hier erfolgte eine Wiederholung der Versuche mit SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen
aus 20 Wochen alten Mäusen, um zu evaluieren, ob die oben beschriebenen Effekte eines
SLy1-Knockouts p53-vermittelt sind. Ähnlich wie bei pulmonalen NK-Zellen zeigte sich
zwischen SLy1KOp53WT und SLy1WTp53WT eine Erhöhung um 23,7 % (nicht signifikant)
der C12FDG gMFI. Bei gleichzeitigem Vorliegen eines NK-Zell-spezifischen p53KO zeigte
sich eine signifikant erhöhte C12FDG gMFI in SLy1KOp53KO NK-Zellen um 28,2 % (siehe
Abbildung 21B).
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Abbildung 21. Quantifizierung seneszenter NK-Zellen in der Milz
Die Abbildung zeigt die geometric mean fluorescence intensity (gMFI) von Milz-NK-Zellen nach
Inkubation mit dem β -Galactosidasesubstrat C12FDG. Je höher die gMFI, desto mehr NK-Zellen
befinden sich in einem seneszenten Stadium. (A) C12FDG Intensität von Milz-NK-Zellen. Unter-
sucht wurden jeweils Mäuse im Alter von 8 Wochen und 20 Wochen der angegebenen Genotypen,
jeweils n=6. (B) C12FDG Intensität von Milz-NK-Zellen. Untersucht wurden Mäuse im Alter von
20 Wochen der angegebenen Genotypen, SLy1WTp53WT: n=7, SLy1KOp53WT: n=7, SLy1WTp53KO:
n=9, SLy1KOp53KO: n=6.
Dargestellt ist der Mittelwert ± SD (∗: p <0,1, ∗∗: p <0,01, ns = nicht signifikant; Student’s t-test).

Neben der Analyse der Auswirkung eines SLy1-Knockouts und der des Alters wurde
die C12FDG gMFI zwischen den beiden Organen Lunge und Milz verglichen. In allen
untersuchten Genotypen zeigten pulmonale NK-Zellen eine höhere C12FDG gMFI als
Milz-NK-Zellen. Für pulmonale SLy1WT NK-Zellen lag die C12FDG Intensität durch-
schnittlich um 52,6 % (8 Wochen; Milz gMFI 2941, Lunge gMFI 4488) bzw. 25,4 % (20
Wochen; Milz gMFI 4196, Lunge gMFI 5260) höher als für Milz-NK-Zellen. Für pulmo-
nale SLy1KONK-Zellen lag die C12FDG Intensität durchschnittlich um 52,3 % (8 Wochen;
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Milz gMFI 3518, Lunge gMFI 5357) bzw. 24,9 % (20 Wochen; Milz gMFI 5172, Lunge
gMFI 6462) höher als für Milz-NK-Zellen. Im Anhang findet sich in Abbildung 41 (Seite
113) eine Gegenüberstellung der Werte aus Lunge und Milz.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in SLy1KO Mäusen ein größerer Anteil seneszenter
NK-Zellen vorlag als in SLy1WT Mäusen, dass in älteren Mäusen ein größerer Anteil
seneszenter NK-Zellen vorlag als in jüngeren Mäusen und dass der Anteil seneszenter
NK-Zellen in der Lunge größer war als in der Milz.

Tabelle 15. Übersicht der geometric mean fluorescence intensity (gMFI) von NK-Zellen nach
Inkubation mit dem β -Galactosidasesubstrat C12FDG
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Seneszenzanalyse von NK-Zellen des angegebenen Genotyps.
Aufgeführt ist der Mittelwert ± Standardabweichung der C12FDG gMFI.

LUNGE SLy1WT SLy1KO SLy1WTp53WT SLy1KOp53WT SLy1WTp53KO SLy1KOp53KO

8 Wochen 4488 ± 455,6 5357 ± 669,5
20 Wochen 5260 ± 149,5 6462 ± 812,1 4709 ± 888,8 6060 ± 1370 5266 ± 677,6 6492 ± 1060

MILZ SLy1WT SLy1KO SLy1WTp53WT SLy1KOp53WT SLy1WTp53KO SLy1KOp53KO

8 Wochen 2941 ± 990,2 3518 ± 1146
20 Wochen 4196 ± 1131 5173 ± 1003 4050 ± 988,9 5009 ± 969,9 3614 ± 1006 4634 ± 516,3
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Bestimmung der Seneszenzrate mittels β -Galactosidase tracer

Zur Bestätigung der Daten aus der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte die Quan-
tifizierung seneszenter NK-Zellen zusätzlich mittels eines [18F] FPyGal tracers, wie in
Kapitel 3.3.8 beschrieben. Die im γ-counter gemessene Radioaktivität wurde mittels einer
Standardkurve in den prozentualen Anteil der zugegebenen Dosis umgerechnet und auf 1
Mio. Zellen normiert (% of the injected dose (ID)/106 Zellen).
In frisch isolierten SLy1KO NK-Zellen zeigte sich eine leicht erhöhte Radioaktivität,
verglichen mit SLy1WT NK-Zellen (SLy1KO: 0,20 ± 0,10 % ID/106 Zellen; SLy1WT: 0,17
± 0,07 % ID/106 Zellen). Die gemessene Aktivität war in beiden Proben nur geringfügig
gegenüber der Hintergrundaktivität erhöht. Abbildung 22 zeigt die Werte für SLy1WT und
SLy1KO NK-Zellen.
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Abbildung 22. Quantifizierung seneszenter NK-Zellen mittels β -Galactosidase tracer
SLy1WT/KO NK-Zellen wurden isoliert, mit radioaktiv markiertem Substrat der β -Galactosidase inkubiert
und anschließend die Radioaktivität mittels γ-counter quantifiziert. ID = injected dose. Dargestellt ist der
Mittelwert ± SD, n=6 (ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
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4.2 Proteinbiochemische Analyse von SLy1KO und
SLy1KOp53KO NK-Zellen

4.2.1 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen

Es ist uns gelungen, durch die oben beschriebenen Versuche zu zeigen, dass sich ein
SLy1-Knockout erheblich auf den Phänotyp von NK-Zellen auswirkt. Insbesondere führte
er zu verringerten NK-Zellzahlen in der Milz und Lunge, erhöhter Expression der Oberflä-
chenrezeptoren Sca-1 und KLRG1 und zu einer erhöhten Seneszenzrate. Im Folgenden
sollen nun die Auswirkungen eines SLy1-Knockouts auf Proteinebene analysiert werden.
Wie durch unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden konnte, liegt in SLy1KO NK-Zellen
eine erhöhte mRNA Expression der mit dem p53-Signalweg assoziierten Gene Atr, Chek1
sowie Chek2 vor (Blumendeller 2022).
Ein Ziel dieser Arbeit war die Validierung dieser qPCR Daten auf Proteinebene. Es wurde
daher untersucht, ob ein Knockout von SLy1 Auswirkungen auf die Expression und Phos-
phorylierung der Proteine ATM, ATR, Chk1, Chk2, p53 und Mdm2 in NK-Zellen hat. Dies
erfolgte an frisch isolierten, unbehandelten SLy1WT/KO NK-Zellen. Die Quantifizierung
der Proteinexpression sowie der Phosphorylierung erfolgte mittels klassischem Western
Blot. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen SLy1KO und SLy1WT

NK-Zellen. Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse der Quantifizierung mittels klassischem
Western Blot sowie repräsentative Western Blot Aufnahmen.
Der Nachweis der Proteine war im klassischen Western Blot jedoch aufgrund geringer
Proteinmenge nur erschwert möglich. Es erfolgte deshalb zusätzlich eine Quantifizierung
mittels WES, ein automatisiertes, kapillarbasiertes Immunoblotverfahren der Firma Protein-
Simple™, welches eine höhere Sensitivität aufweist. Im WES zeigten sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen SLy1KO und SLy1WT NK-Zellen. Abbildung 24 zeigt
die Ergebnisse der WES Immunoblots sowie repräsentative lane view Aufnahmen. Die
Auswertung der WES Immunoblots erfolgte über einen peak fit der Fläche unter der Kurve
und ist exemplarisch im Anhang in Abbildung 42-43, Seite 114-115 zu sehen. In Abbildung
25 ist das relative Verhältnis der Proteinexpression von SLy1KO NK-Zellen zu SLy1WT

NK-Zellen dargestellt, errechnet aus den Daten der Western Blots (Abbildung 25A) bzw.
der WES Immunoblots (Abbildung 25B). Eine Übersicht über alle absoluten und relativen
Werte findet sich in Tabelle 16 auf Seite 71.
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Abbildung 23. Absolute Expression und Phosphorylierung der DNA damage response assozi-
ierten Proteine in NK-Zellen mittels klassischem Western Blot
SLy1WT und SLy1KO NK-Zellen wurden direkt nach der Isolation lysiert und die Proteinexpression
mittels klassischem Western Blot quantifiziert.
Quantifizierung der Expression und Phosphorylierung von (A) ATR (oben) und Chk1 (unten) sowie
(B) ATM (oben) und Chk2 (unten). β -Aktin diente als Ladekontrolle. Adj. Volume = Volumen der
Bande nach Abzug des Hintergrundsignals. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD, n=4-7 (ns = nicht
signifikant; Student’s t-test). (C & D) Repräsentative Western Blots zu A und B.
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Expression von ATR/Chk1 und ATM/Chk2

Wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben, ist ATR das erste Enzym der DDR Kaskade, welches
vor allem nach Einzelstrangbrüchen aktiviert wird. Die Expression von ATR war im WES
in SLy1KO NK-Zellen leicht erhöht (rel. Expression KO:WT 1,0 (WB) bzw. 1,6 (WES)).
Die Expression von p-ATR (Ser428) war ebenfalls in SLy1KO NK-Zellen leicht erhöht
(rel. Expression KO:WT 1,4 (WB) bzw. 1,8 (WES)). Aufgrund der oben beschriebenen
Erhöhung von ATR und p-ATR in SLy1KO NK-Zellen erfolgte die Quantifizierung der
downstream Kinase Chk1. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Expression
von Chk1 zwischen SLy1KO und SLy1WT NK-Zellen (rel. Expression KO:WT 0,9 (WB)
bzw. 1,0 (WES)). Die Expression von p-Chk1 (Ser317) zeigte im WB ebenfalls keine
Unterschiede zwischen SLy1KO und SLy1WT NK-Zellen, im WES war sie leicht erniedrigt
(rel. Expression KO:WT 1,1 (WB) bzw. 0,7 (WES)) (Abbildung 25).

Die Kinase ATM steht ebenfalls am Beginn der DDR Kaskade, wird jedoch vor allem
durch Doppelstrangbrüche aktiviert. Die Expression von ATM zeigte keine Unterschiede
zwischen SLy1KO und SLy1WT NK-Zellen (rel. Expression KO:WT 0,9 (WB) bzw. 0,8
(WES)). Die Expression von p-ATM (Ser1981) war in SLy1KO NK-Zellen erhöht (rel. Ex-
pression KO:WT 2,5 (WB) bzw. 2,0 (WES)). Aufgrund des in SLy1KO NK-Zellen erhöhten
Anteils von p-ATM erfolgte die Quantifizierung von Chk2. Die Expression von Chk2 war
in SLy1KO NK-Zellen im Western Blot erhöht, im WES leicht erniedrigt (rel. Expression
KO:WT 1,9 (WB) bzw. 0,7 (WES), Abbildung 25). Die Expression von p-Chk2 konn-
te aufgrund geringer Expression nicht quantifiziert werden (vgl. Abbildung 37 auf Seite 94).
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Abbildung 24. Absolute Expression und Phosphorylierung der DNA damage response assozi-
ierten Proteine in NK-Zellen mittels WES - automatisiertem Western Blot
SLy1WT und SLy1KO NK-Zellen wurden direkt nach der Isolation lysiert und die Proteinexpression
mittels WES quantifiziert.
Quantifizierung der Expression und Phosphorylierung von (A) ATR, (B) ATM, (E) Chk1 und (F)
Chk2. Vinculin diente als Ladekontrolle. AUC = area under the curve. Dargestellt ist der Mittelwert
± SD, n=4-6 (ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (C, D, G, H) Repräsentative WES lane views
zu A, B, E und F.
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Abbildung 25. Relatives Verhältnis der DDR Proteinexpression von SLy1KO NK-Zellen zu
SLy1WT NK-Zellen.
(A) Quantifizierung der Proteinexpression mittels klassischem Western Blot. (B) Quantifizierung
der Proteinexpression mittels WES - automatisiertem Western Blot.
Aufgrund geringer Fallzahlen und nicht-normalverteiler Werte erfolgte die Auswertung über den
Median. Dargestellt sind der Median, die zwei Quartilen und die beiden Extremwerte als Box-
Whisker-Plot (n=4-7; ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
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Expression von p53 und Mdm2

Wie durch unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden konnte, findet in SLy1KO NK-
Zellen eine erhöhte Expression von p53 statt (Arefanian et al. 2016). Bei der Quantifi-
zierung der Proteinexpression mittels WES ließ sich in der vorliegenden Arbeit dieses
Ergebnis nicht reproduzieren. Es zeigte sich keine unterschiedliche Expression von p53
zwischen SLy1KOp53WT und SLy1WTp53WT NK-Zellen.
In p53fl/flNcr1-Cretg/+ Mäusen wird NK-Zell-spezifisch kein p53 exprimiert. In NK-Zellen
aus diesen Mäusen (in Abbildung 26A als SLy1WTp53KO bzw. SLy1KOp53KO bezeichnet)
waren allenfalls minimale Mengen von p53 und p-p53 nachweisbar, was den erfolgreichen
Knockout belegt. Die Expression von p-p53 (Ser15) war in SLy1KOp53WT NK-Zellen auf
54 % erniedrigt. Abbildung 26A zeigt eine graphische Darstellung der absoluten, mittels
WES quantifizierten Expression von p53 und p-p53. Die entsprechenden repräsentativen
WES Daten im lane view sind in Abbildung 26B zu sehen.

Die Ubiquitin-Ligase Mdm2 ist der wichtigste Regulator von p53, da sie den sofortigen
Abbau von p53 herbeiführen kann. Die Expression von Mdm2 war in SLy1KOp53WT

NK-Zellen auf 65 % verringert. Diese verringerte Expression war auch bei Vorliegen eines
NK-Zell spezifischen p53-Knockouts nachweisbar. Die Expression von p-Mdm2 (Ser166)
war in SLy1KOp53WT NK-Zellen auf 170 % erhöht. Bei Vorliegen eines spezifischen p53KO

zeigte sich jedoch eine Verringerung auf 17 % in SLy1KOp53KO bezogen auf SLy1WTp53KO

NK-Zellen. Abbildung 26C zeigt die graphische Darstellung der absoluten, mittels WES
quantifizierten Expression von Mdm2 und p-Mdm2 sowie repräsentative WES Daten im
lane view (26D). Die absoluten Werte für p53 und Mdm2 sind in Tabelle 17 aufgeführt.

69



4. Ergebnisse

p53

SLy1
W

T p53
W

T

SLy1
KO p53

W
T

SLy1
W

T p53
KO

SLy1
KO p53

KO
0.00

0.05

0.10

0.15
A

U
C

n
o

rm
ie

rt
au

f
V

in
cu

lin

ns ns

p-p53

SLy1
W

T p53
W

T

SLy1
KO p53

W
T

SLy1
W

T p53
KO

SLy1
KO p53

KO
0.00

0.05

0.10

0.15

A
U

C
n

o
rm

ie
rt

au
f

V
in

cu
lin

ns ns

A

p-p53

SLy1WT SLy1KO SLy1WT SLy1KO

p53WT p53WT p53KO p53KO

Vinculin

B
p53

SLy1WT SLy1KO SLy1WT SLy1KO

p53WT p53WT p53KO p53KO

Vinculin

Mdm2

SLy1
W

T p53
W

T

SLy1
KO p53

W
T

SLy1
W

T p53
KO

SLy1
KO p53

KO
0.0

0.5

1.0

1.5

A
U

C
n

o
rm

ie
rt

au
f

V
in

cu
lin

ns ✱✱

p-Mdm2

SLy1
W

T p53
W

T

SLy1
KO p53

W
T

SLy1
W

T p53
KO

SLy1
KO p53

KO
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

A
U

C
n

o
rm

ie
rt

au
f

V
in

cu
lin

ns ✱

C

Mdm2

SLy1WT SLy1KO SLy1WT SLy1KO

p53WT p53WT p53KO p53KO

Vinculin

p-Mdm2

SLy1WT SLy1KO SLy1WT SLy1KO

p53WT p53WT p53KO p53KO

Vinculin

D

Abbildung 26. Expression und Phosphorylierung von p53 und Mdm2 in NK-Zellen mittels
WES - automatisiertem Western Blot
NK-Zellen wurden direkt nach der Isolation lysiert und die Proteinexpression mittels WES quantifi-
ziert. Vinculin diente als Ladekontrolle. (A) und (C) Expression von Gesamt-p53 und phosphory-
liertem p53 (p-p53) bzw. Gesamt-Mdm2 und p-Mdm2. AUC = area under the curve. Dargestellt ist
der Mittelwert ± SD (∗: p <0,1, ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (B) und (D) Repräsentative
WES lane views von p53 und p-p53 bzw. Mdm2 und p-Mdm2.
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Tabelle 16. Expression und Phosphorylierung der DDR Proteine
Die Tabelle zeigt die absoluten, auf β -Aktin bzw. Vinculin normierten Werte der Proteinquantifizierungen
sowie das relative Verhältnis der Proteinexpression von SLy1KO/SLy1WT NK-Zellen. Die Quantifizierung
erfolgte an frisch isolierten NK-Zellen mittels klassischem Western Blot oder mittels eines automatisierten
Immunoblotverfahrens. p- = Phospho-; WB = Western Blot; WES = automatisiertes Immunoblotverfahren

Protein Verfahren Anzahl SLy1WT MW ± SD SLy1KO MW ± SD SLy1KO/SLy1WT Median
ATR/β -Aktin WB n=7 0,151 ± 0,236 0,201 ± 0,179 1,015
ATR/Vinculin WES n=6 0,052 ± 0,040 0,126 ± 0,152 1,619
p-ATR/β -Aktin WB n=6 0,033 ± 0,018 0,040 ± 0,021 1,362
p-ATR/Vinculin WES n=5 0,093 ± 0,075 0,192 ± 0,185 1,824
Chk1/β -Aktin WB n=7 0,107 ± 0,174 0,230 ± 0,292 0,915
Chk1/Vinculin WES n=6 0,110 ± 0,060 0,122 ± 0,108 0,955
p-Chk1/β -Aktin WB n=6 0,032 ± 0,023 0,062 ± 0,058 1,063
p-Chk1/Vinculin WES n=6 0,021 ± 0,019 0,023 ± 0,026 0,746
ATM/β -Aktin WB n=7 0,121 ± 0,055 0,225 ± 0,227 0,930
ATM/Vinculin WES n=6 0,151 ± 0,196 0,324 ± 0,432 0,828
p-ATM/β -Aktin WB n=4 0,087 ± 0,086 0,197 ± 0,121 2,517
p-ATM/Vinculin WES n=4 0,097 ± 0,046 0,343 ± 0,456 2,043
Chk2/β -Aktin WB n=7 0,044 ± 0,021 0,115 ± 0,096 1,948
Chk2/Vinculin WES n=6 0,253 ± 0,110 0,228 ± 0,166 0,745

Tabelle 17. Expression und Phosphorylierung von p53 und Mdm2 in NK-Zellen
Die Tabelle zeigt die absoluten, auf Vinculin normierten Werte der Proteinquantifizierungen. Die Quantifizie-
rung erfolgte an frisch isolierten NK-Zellen mittels eines automatisierten Western Blotverfahrens (WES). p-
= Phospho-; WES = automatisiertes, kapillarbasiertes Immunoblotverfahren, Anz. = Anzahl. Jeweils MW ±
SD.

Protein Anz. SLy1WTp53WT SLy1KOp53WT SLy1WTp53KO SLy1KOp53KO

p53/Vinculin n=4-5 0,044 ± 0,037 0,045 ± 0,041 0,013 ± 0,012 0,006 ± 0,004
p-p53/Vinculin n=3-5 0,036 ± 0,041 0,020 ± 0,019 0,007 ± 0,004 0,003 ± 0,002
Mdm2/Vinculin n=4-5 0,854 ± 0,259 0,552 ± 0,158 0,891 ± 0,165 0,415 ± 0,148
p-Mdm2/Vinculin n=4-5 0,071 ± 0,069 0,120 ± 0,089 0,050 ± 0,032 0,009 ± 0,006
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4.2.2 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen in Thy-
mozyten nach induziertem DNA-Schaden

Die in Kapitel 4.2.1 vorgestellten Ergebnisse zur Expression von DNA damage response

(DDR) Proteinen zeigten keine signifikant veränderte Expression der untersuchten Proteine
in SLy1KO NK-Zellen. Zur Evaluation dieser Ergebnisse erfolgte eine Protokolletablierung
zur Induktion eines DNA-Schadens vor der Bestimmung der Proteinlevel. Dadurch sollte
zum einen eine Positivkontrolle für zukünftige Versuche generiert werden und zum anderen
sollte untersucht werden, ob ein SLy1-Knockout die Reparaturfähigkeit der Zelle nach
induziertem DNA-Schaden beeinflusst. Als Methode zur DNA-Schädigung wurde die
Bestrahlung mit γ-Strahlung gewählt. Die Bestrahlung von Lymphozyten mit γ-Strahlung
führt nachweislich zur Phosphorylierung von p53, Aktivierung der DDR Kaskade und zum
Zellzyklusarrest oder zur Apoptose (Chao et al. 2003). Aufgrund besserer Verfügbarkeit
wurden die Protokolletablierung sowie die Bestrahlungsversuche mit Thymozyten durch-
geführt. Die Expression und Phosphorylierung wurde analog zu den oben beschriebenen
Versuchen von folgenden, mit DNA-Schaden assoziierten Proteinen bestimmt: ATM, Chk2,
ATR, Chk1, p53 und Mdm2.

Zur Validierung des Versuchsaufbaus wurde in einem Vorversuch der Anteil der apopto-
tischen Zellen 10 h nach Bestrahlung mit 0 Gy, 2 Gy und 5 Gy bestimmt. Dies geschah
mittels Durchflusszytometrie. Apoptotische Zellen wurden als Annexin V+ 7-AAD+ defi-
niert. Wurden die Zellen nicht bestrahlt, betrug der Anteil apoptotischer Zellen nach 10 h
durchschnittlich 34,9 %, nach Bestrahlung mit 2 Gy betrug er 36,8 % und nach Bestrahlung
mit 5 Gy 46,9 % (Abbildung 27A).
Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten die meisten der untersuchten Proteine zum Zeitpunkt
4 h nach Bestrahlung die maximale Expression (Abbildung 27B). Die Bestrahlung mit
5 Gy scheint einen starken DNA-Schaden hervorzurufen, der bereits nach einer Stunde zu
einer massiv erhöhten Expression der DDR Proteinen führt (Abbildung 27C). Nach 2 h
bzw. 4 h zeigte sich diese erhöhte Expression bereits wieder stark rückläufig.
Die Bestrahlungsdosis wurde für zukünftige Versuche auf 2 Gy festgelegt.

Bei der Versuchsdurchführung wurden Thymozyten aus SLy1WT/KO Mäusen isoliert, mit
2 Gy bestrahlt und anschließend bei 37°C, 5 % CO2 für 0 h, 2 h bzw. 4 h inkubiert. Zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen zentrifugiert, 1x mit PBS gewaschen und lysiert.
Die Quantifizierung der DDR Proteine erfolgte mittels Western Blot.
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Abbildung 27. Apoptoserate und Proteinexpression nach Bestrahlung mit 2 bzw. 5 Gy
(A) Repräsentative Punktdiagramme von Thymozyten 10 h nach Bestrahlung mit 0, 2 oder 5 Gy.
Apoptotische Zellen wurden definiert als Annexin V+ 7-AAD+ (rechter oberer Quadrant). (B)
Thymozyten wurden zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert und Western Blots wurden angefertigt.
Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten die untersuchten Proteine etwa 4 h nach Bestrahlung die
maximale Expression. (C) Bei Bestrahlung mit 5 Gy zeigte sich bereits 1 h nach Bestrahlung eine
maximale Expression der untersuchten Proteine.

Wie bereits durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, führt ein SLy1-Knockout
in unbehandelten Thymozyten zu verstärkter Phosphorylierung und Überexpression von
einigen DDR Proteinen (Schneider 2021). Barbara Schneider beobachtete dabei insbeson-
dere signifikant erhöhte Werte für ATM und p-ATM, ATR und p-p53. Analog zu diesen
Ergebnissen zeigten SLy1KO Thymozyten zum Zeitpunkt „unbestrahlt“ auch in diesem Ver-
such eine erhöhte Expression der DDR Proteine. Dabei zeichnete sich vor allem für ATM
und p-ATM sowie für ATR eine stark erhöhte Expression ab (Abbildung 28A und 29A,
Zeitpunkt „unbestrahlt“). Die restlichen Proteine waren nur leicht erhöht. Aufgrund gerin-
ger Fallzahlen wurde von einer statistischen Auswertung der Expression zum Zeitpunkt
„unbestrahlt“ abgesehen. Die absoluten und relativen Expressionswerte der untersuchten
Proteine finden sich im Anhang in Tabelle 18 (Seite 116).
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γ-Strahlung ist eine ionisierende elektromagnetische Strahlung und führt in Zellen zu
Einzelstrang- und Doppelstrangbrüchen (Breimer 1988).
In Wildtyp-Thymozyten kam es unmittelbar nach Bestrahlung mit 2 Gy zu einem Anstieg
von p-ATM um den Faktor 1,9 sowie von p-ATR.
2 h nach Bestrahlung war die Menge an p-ATR auf das 24,6-fache angestiegen. Die akti-
vierte Kinase p-ATR phosphoryliert Chk1. Zum Zeitpunkt 2 h war auch p-Chk1 auf die
23,6-fache Menge angestiegen. Eine maximale Expression zeigte zu diesem Zeitpunkt
auch Chk1 (1,5-fach erhöht), ATM (3,0-fach erhöht), p53 (31,7-fach erhöht) sowie p-p53
(29,4-fach erhöht) und Mdm2 (2,3-fach erhöht).
Zum Zeitpunkt 4 h nach Bestrahlung war die Expressionsmenge der meisten Proteine
bereits rückläufig, maximale Expression zeigte sich bei ATR (15-fach erhöht) und p-Chk2
(9,5-fach erhöht).
In SLy1KO Thymozyten kam es unmittelbar nach Bestrahlung ebenfalls zur Hochregulati-
on von p-ATM um den Faktor 1,5 und von p-ATR (14,0-fach erhöht).
Die sich nach 2 h anschließende erhöhte Menge an p-Chk1 war mit Faktor 6,0 deutlich
sichtbar, fiel jedoch weniger stark aus als in Wildtyp-Zellen. Zum Zeitpunkt 2 h erreichten
Chk1 (1,5-fach erhöht), p53 (20,5-fach erhöht), p-p53 (66,4-fach erhöht) sowie Mdm2
(5,1-fach erhöht) ihre maximale Expression.
In SLy1KO Thymozyten zeigten p-ATR, p-ATM, Chk2 und p-Chk2 zu jedem der unter-
suchten Zeitpunkte eine höhere Expression als Wildtyp-Zellen. Auch Chk1 und p-Chk1
sowie p53 und p-p53 zeigten abgesehen vom Maximum (Zeitpunkt 2 h) in SLy1KO Zellen
eine höhere Expression als in Wildtyp-Zellen. Die Abbildungen 28 - 30 zeigen die Darstel-
lungen der absoluten Proteinexpression (A und D) bzw. relativen Proteinexpression (C und
F) (SLy1KO/SLy1WT) sowie repräsentative Western Blots (B und E) der Proteine zu den
untersuchten Zeitpunkten.
Durch Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurde der Effekt der Faktoren Genotyp ("Reagie-
ren SLy1KO und SLy1WT Zellen unterschiedlich auf den Stimulus?") und Zeit ("Beeinflusst
der Stimulus die Expression nach 2 h bzw. 4 h?") analysiert. Hier zeigte sich in der Ex-
pression von p-p53 ein signifikanter Effekt. Die Bestrahlung von Thymozyten mit 2 Gy
γ-Strahlung führte innerhalb von zwei Stunden zu einer signifikant erhöhten Phosphorylie-
rung von p53, die auch nach vier Stunden weiter anhielt (Abbildung 30A, Seite 77).
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass SLy1KO Thymozyten bereits im unbestrahlten
Zustand eine Überexpression von einigen DDR Proteinen zeigten. Analog zu Wildtyp-
Thymozyten zeigten auch sie nach Bestrahlung eine Überexpression der DDR Proteine als
Reaktion auf den induzierten DNA-Schaden. Diese fiel jedoch für ATR, p-ATR, p-Chk,
p-ATM und p53 weniger stark aus als in Wildtyp-Thymozyten. Eine stärkere Erhöhung als
in Wildtyp-Thymozyten ließ sich bei p-Chk2, p-p53 und Mdm2 beobachten.
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Abbildung 28. Quantifizierung der Expression und Phosphorylierung von ATR und Chk1 in
bestrahlten Thymozyten
Thymozyten wurden bestrahlt und nach 0 h, 2 h und 4 h lysiert. Expression von (A) Gesamt-ATR
und phosphoryliertem ATR (p-ATR) bzw. (D) Gesamt-Chk1 und p-Chk1. β -Aktin diente als Lade-
kontrolle. Adj. Volume = Volumen der Bande nach Abzug des Hintergrundsignals. Dargestellt ist
der Mittelwert ± SD (ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (B & E) Repräsentativer Western Blot
von ATR und p-ATR bzw. Chk1 und p-Chk1. (C & F) Relatives Verhältnis der Proteinexpression
von SLy1KO Thymozyten zu SLy1WT Thymozyten. Dargestellt sind der Median, die Quartilen und
die beiden Extremwerte als Box-Whisker-Plot (n=5) bzw. für den Zeitpunkt „unbestrahlt“ beide
Extremwerte als Floating Bar (n=2).
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Abbildung 29. Quantifizierung der Expression und Phosphorylierung von ATM und Chk2
in bestrahlten Thymozyten
Thymozyten wurden bestrahlt und nach 0 h, 2 h und 4 h lysiert. Expression von (A) Gesamt-ATM
und phosphoryliertem ATM (p-ATM) bzw. (D) Gesamt-Chk2 und p-Chk2. β -Aktin diente als Lade-
kontrolle. Adj. Volume = Volumen der Bande nach Abzug des Hintergrundsignals. Dargestellt ist
der Mittelwert ± SD (ns = nicht signifikant; Student’s t-test). (B & E) Repräsentativer Western Blot
von ATM und p-ATM bzw. Chk2 und p-Chk2. (C & F) Relatives Verhältnis der Proteinexpression
von SLy1KO Thymozyten zu SLy1WT Thymozyten. Dargestellt sind der Median, die Quartilen und
die beiden Extremwerte als Box-Whisker-Plot (n=5) bzw. für den Zeitpunkt „unbestrahlt“ beide
Extremwerte als Floating Bar (n=2).
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Abbildung 30. Quantifizierung der Expression und Phosphorylierung von p53 und Mdm2 in
bestrahlten Thymozyten
Thymozyten wurden bestrahlt und nach 0 h, 2 h und 4 h lysiert. Expression von (A) Gesamt-p53
und phosphoryliertem p53 (p-p53) bzw. (D) Gesamt-Mdm2 und p-Mdm2. β -Aktin diente als
Ladekontrolle. Adj. Volume = Volumen der Bande nach Abzug des Hintergrundsignals. Dargestellt
ist der Mittelwert ± SD (∗∗: p <0,01; two-way ANOVA und ns = nicht signifikant; Student’s t-test).
(B & E) Repräsentativer Western Blot von p53 und p-p53 bzw. Mdm2 und p-Mdm2. (C & F)
Relatives Verhältnis der Proteinexpression von SLy1KO Thymozyten zu SLy1WT Thymozyten.
Dargestellt sind der Median, die Quartilen und die beiden Extremwerte als Box-Whisker-Plot (n=5)
bzw. für den Zeitpunkt „unbestrahlt“ beide Extremwerte als Floating Bar (n=2).

77



4. Ergebnisse

4.2.3 SLy1 - ein Substrat der Kinasen ATM und ATR?

Das Adaptorprotein SLy1 kann in phosphoryliertem oder unphosphoryliertem Zustand
vorliegen (Astoul et al. 2003). Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht bekannt, wie bzw. durch
welche Kinase SLy1 phosphoryliert werden kann. Um zu untersuchen, ob SLy1 ein Substrat
der Kinasen ATM oder ATR ist, wurde ein Antikörper verwendet, der an phosphoryliertes
Serin (pS) oder phosphoryliertes Threonin (pT) in (pS/pT) QG Motiven bindet. Bei dieser
Sequenz handelt es sich um die Phosphorylierungsstelle von ATM und ATR. Dieser
Antikörper (im Folgenden als p-ATM/ATR Substrate Antikörper bezeichnet) bindet also
an alle Substrate von ATM oder ATR im phosphorylierten Zustand.
Für die Immunpräzipitation (IP) von SLy1 wurde Lysat von Splenozyten verwendet (ver-
gleiche Kapitel 3.4.7). Als Negativkontrolle dienten Splenozyten aus SLy1KO-Mäusen, die
kein SLy1 aufweisen. Im Western Blot wurden neben dem immunpräzipitierten Material
zwei Kontrollen mitgeführt. Die cleared lysate Kontrolle bestand aus dem Überstand
des Lysates nach Immunpräzipitation. Sie weist alle Proteinbanden außer SLy1 auf. Die
input control bestand aus Gesamtproteinlysat vor der Immunpräzipitation. Sie weist alle
Proteinbanden auf. Abbildung 31 zeigt beispielhaft eine mit Ponceau S gefärbte Western
Blot-Membran.

250 kDa --
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100 kDa --

75 kDa --

50 kDa --

37 kDa --

SLy1- Immuno-
cleared lysate input control präzipitation______             

SLy1:  KO            WT       WT KO         WT       WT KO        WT       WT
2h         4h 2h         4h 2h         4h

Abbildung 31. Immunpräzipitiertes SLy1 und Kontrollen nach der Ponceau S Färbung
Die Ponceau S Färbung diente als Qualitätskontrolle der IP. Die auf Höhe von 50 kDa zu sehenden
Banden entsprechen der heavy chain des zur IP verwendeten Antikörpers. Das immunpräzipitierte
SLy1 hat eine Größe von 55 kDa und ist ohne spezifische Färbung hier nicht zu erkennen.

Der p-ATM/ATR Antikörper erzeugt in der input control und der cleared lysate Kontrolle
eine Vielzahl von Banden, da er eine hohe Affinität zu allen Substraten von ATM oder ATR
besitzt (siehe Abbildung 32A, links). Nach Inkubation von immunpräzipitiertem SLy1 mit
dem p-ATM/ATR Substrate Antikörper zeigten sich keine Banden auf Höhe von SLy1
(siehe roter Kasten in Abbildung 32A im Vergleich zu den Banden im rechten Blot).
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Abbildung 32. Affinität des p-ATM/ATR Substrate Antikörper zu immunpräzipitiertem
SLy1
Western Blots nach Inkubation mit dem p-ATM/ATR Substrate Antikörper (links), SLy1 Antikörper (rechts)
und p-SLy1 Antikörper (unten links). Der Nachweis von SLy1 diente zur Kontrolle der Immunpräzipitation.
Auf Höhe von SLy1 (55 kDa, roter Kasten links) erzeugt der p-ATM/ATR Substrate Antikörper keine
spezifische Bande. (A) SLy1WT/KO Splenozyten wurden isoliert und SLy1 immunpräzipitiert. ∗ Anmerkung:
bei den Banden am Unterrand des Kastens handelt es sich vermutlich um IgG Fragmente (50 kDa) aus der
Immunpräzipitation. (B) Thymozyten wurden isoliert und bestrahlt. Nach 2 h bzw. 4 h wurden sie lysiert und
SLy1 immunpräzipitiert. Die Membran wurde mit p-SLy1 Antikörper inkubiert, um sicher zu stellen, dass
SLy1 im phosphorylierten Zustand vorliegt (unten).
SLy1KO Lysat diente als Negativkontrolle. β -Aktin diente als Ladekontrolle.
input control: Lysat vor der Immunpräzipitation von SLy1, cleared lysate: Lysat nach der Immunpräzipitation
von SLy1.
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Damit konnte jedoch nicht sicher ausgeschlossen werden, dass SLy1 ein Substrat von
ATM/ATR ist. Denkbar wäre auch, dass SLy1 erst auf einen Stimulus hin phosphoryliert
wird. Daher wurde der Versuch wiederholt. Diesmal wurde die Immunpräzipitation mit
Lysat aus Thymozyten (n=2) durchgeführt, die 2 h bzw. 4 h zuvor mit 2 Gy γ-Strahlung
bestrahlt wurden. Abbildung 33 zeigt eine schematische Übersicht über den Versuchsablauf
im Vergleich zum Vorversuch. Durch die Bestrahlung kommt es zu einer Aktivierung der
DDR Signalkaskade und somit zu einer Aktivierung der Kinasen ATM und ATR. Um
sicherzustellen, dass SLy1 nach der Bestrahlung im phosphorylierten Zustand vorliegt,
wurde die Membran mit einem spezifischen p-SLy1 Antikörper inkubiert. Dieser erzeugte
deutliche Banden auf Höhe von SLy1 (siehe Abbildung 32B, unten). Nach Inkubation mit
dem p-ATM/ATR Substrate Antikörper zeigten sich jedoch auch hier keine Banden auf
Höhe von SLy1 (siehe Abbildung 32B, links, roter Kasten).

SLy1WT/KO

Splenozyten
SLy1WT/KO

Thymozyten

Bestrahlung 
mit 2 Gy 

2h/4h

p-SLy1 
Antikörper

Zelllyse

Immunpräzipitation 
von SLy1

Western Blot

p-ATM/ATR Substrate 
Antikörper

SLy1 
Antikörper

β-Aktin

Zelllyse

Immunpräzipitation 
von SLy1

Western Blot

p-ATM/ATR Substrate 
Antikörper

SLy1 
Antikörper

β-Aktin

Stripping

Stripping

Stripping

Abbildung 33. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Untersuchung, ob SLy1 ein
Substrat der Kinasen ATM oder ATR ist.
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Ein Großteil unseres Wissens über NK-Zellen stammt aus murinen Milz-NK-Zellen oder
humanen peripheren Blut-NK-Zellen. Für die Ausübung ihrer Hauptfunktionen, nämlich
die Abtötung von virusinfizierten und maligne entarteten Zellen, stellt allerdings die Lunge
einen wichtigen Ort des Geschehens dar. Eine eingeschränkte Funktion von NK-Zellen
konnte zum Beispiel mit vermehrtem Auftreten von Lungentumoren (Kreisel et al. 2012),
allergischen Atemwegserkrankungen (Karimi und Forsythe 2013) und chronic obstructive

pulmonary disease (COPD) (Culley 2009) in Verbindung gebracht werden. Die Erfor-
schung der verschiedenen organspezifischen NK-Zellen, insbesondere die der pulmonalen
NK-Zellen, ist daher von großer Wichtigkeit. Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin,
die phänotypischen Auswirkungen eines SLy1-Knockouts auf pulmonale NK-Zellen und
deren Zusammenhang mit p53 zu untersuchen. Außerdem konnte das Wissen über SLy1KO

Milz-NK-Zellen um proteinbiochemische Analysen zur DDR Signalkaskade erweitert
werden.

5.1 Diskussion der phänotypischen Untersuchungen von
SLy1KO und SLy1KOp53KO NK-Zellen

Die Dysfunktion von NK-Zellen geriet in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der
präklinischen und klinischen Forschung. NK-Zell-Dysfunktion wird häufig durch Messung
der verminderten in vitro Zytotoxizität oder der verminderten IFN-γ- oder Granzym B-
Produktion quantifiziert, sie zeichnet sich aber auch durch phänotypische Charakteristika
wie exhaustion, Anergie oder Seneszenz aus (Judge et al. 2020).
Die Dysfunktion von SLy1KO NK-Zellen setzt sich aus einer reduzierten NK-Zellzahl,
ineffizienter Degranulation und verringerter Zytotoxizität gegenüber maligne entarteten
Zellen zusammen und basiert auf einer ribosomalen Instabilität (Arefanian et al. 2016).
Diese Charakterisierung von SLy1KO NK-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit um
erhöhte Seneszenzraten, eine schlechtere Überlebensfähigkeit in Kultur sowie um eine
phänotypische Beschreibung von pulmonalen SLy1KO NK-Zellen erweitert werden.
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5.1.1 NK-Zellzahl in SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen

NK-Zellzahl in der Lunge

Es erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung von pulmonalen NK-Zellen, um
zu untersuchen, ob ein SLy1-Knockout Auswirkungen auf die Anzahl der NK-Zellen
in der Lunge hat. Dabei zeigte sich eine hochsignifikant verringerte absolute Anzahl an
NK-Zellen in der Lunge von SLy1KO Mäusen, verglichen mit WT-Mäusen. Lag ein gleich-
zeitiger NK-zellspezifischer Knockout von p53 vor, bestand kein Unterschied zwischen
SLy1WTp53KO und SLy1KOp53KO Mäusen. Auch durch Arefanian et al. konnte in periphe-
ren Organen wie beispielsweise der Lunge von SLy1KO Mäusen bereits eine reduzierte
Anzahl von NK-Zellen beobachtet werden (Arefanian et al. 2016). In unserer Arbeitsgruppe
wurden im letzten Jahr durch Carolin Blumendeller Vorarbeiten an pulmonalen NK-Zellen
durchgeführt. Auch hier zeigte sich bereits eine signifikante Reduktion der NK-Zellen in
der Lunge von SLy1KO Mäusen, welche durch einen p53-Knockout wiederhergestellt wer-
den konnten (Blumendeller 2022). Auf Basis der vorliegenden Arbeit und der Daten von C.
Blumendeller kann der Schluss gezogen werden, dass SLy1 in NK-Zellen unabdingbar ist,
um deren Vorkommen in der Lunge in physiologisch normaler Anzahl sicherzustellen und,
dass die Verringerung der pulmonalen NK-Zellzahl, welche in SLy1KO Mäusen beobachtet
wurde, über p53 mediiert wird.
In WT-Mäusen betrug der Anteil der pulmonalen NK-Zellen aller CD45+ Leukozyten in
der Lunge 7,2 ± 1,9 %. Auch C. Blumendeller beobachtete ähnliche Werte von 6,9 % aller
CD45+ Leukozyten in der Lunge und 4,3 % in der Milz (Blumendeller 2022). Es zeigt
sich also in unseren Daten ein Trend, nach dem der Anteil der NK-Zellen in der Lunge
höher ist als in anderen peripheren Organen wie beispielsweise der Milz. Dies wurde auch
von Gregoire et al., sogar in stärkerem Ausmaß, publiziert (Grégoire et al. 2007).
Insgesamt lässt sich sagen, dass die von uns vorgefundene NK-Zellzahl in der Lunge von
WT-Mäusen vergleichbar sind mit Vorbefunden (Blumendeller 2022) oder zumindest nicht
in Diskrepanz dazu stehen (Grégoire et al. 2007). Dies spricht für eine hohe Qualität der
Methode und eine gute Belastbarkeit der Daten.
Eine minor limitation der erhobenen Ergebnisse ist sicherlich die starke interindividuelle
Streuung innerhalb der Genotypen (siehe Abbildung 11, Seite 44). Es könnte jedoch sein,
dass dies ein generell bei pulmonalen NK-Zellen vorkommendes Phänomen ist. In einer
schwedischen Studie wurde ebenfalls über eine starke Streuung berichtet, der Anteil an NK-
Zellen in der Lunge schwankte dort erheblich zwischen 1 % und 60 % aller Lymphozyten
(Marquardt, Kekäläinen et al. 2017).

82



5. Diskussion

NK-Zellzahl in der Milz

Eine Quantifizierung von Milz-NK-Zellen in SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen wurde in unse-
rer Arbeitsgruppe bereits mittels Durchflusszytometrie durchgeführt (Blumendeller 2022).
Um die Ergebnisse zu verifizieren, erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Quantifizierung
von Splenozyten und Milz-NK-Zellen durch Auszählen der Zellen nach MACS-Isolierung.
Dabei fanden sich in SLy1KO Mäusen hochsignifikant verringerte Splenozytenzahlen und
hochsignifikant verringert absolute Milz-NK-Zellzahlen im Vergleich zu WT-Mäusen.
Bei gleichzeitigem Vorliegen eines NK-zellspezifischen Knockouts von p53 zeigten sich
keine unterschiedlichen Splenozytenzahlen zwischen SLy1WTp53KO und SLy1KOp53KO

Mäusen, die absoluten NK-Zellzahlen waren jedoch weiterhin hochsignifikant verringert.
Ein reduzierter Zellgehalt von lymphoiden Organen in SLy1KO Mäusen, insbesondere der
Milz, wurden bereits vor einigen Jahren durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben (Reis et al.
2009) und konnten hiermit für die Milz bestätigt werden. Auch bei Arefanian et al. und in
der oben erwähnten durchflusszytometrischen Quantifizierung von Milz-NK-Zellen durch
C. Blumendeller zeigte sich eine signifikante Reduktion der NK-Zellen in den Milzen
von SLy1KO Mäusen (Arefanian et al. 2016; Blumendeller 2022). Es lässt sich daher der
Schluss ziehen, dass SLy1 in NK-Zellen unabdingbar ist, um deren Vorkommen in der
Milz in physiologisch normaler Anzahl sicherzustellen. Dies scheint außerdem nicht nur
für NK-Zellen zuzutreffen. Wie durch unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden konnte,
hat ein Globalknockout von SLy1 auch eine Verringerung der absoluten Anzahl von T- und
B-Zellen in der Milz zur Folge (Beer, Scheikl et al. 2005).

Interessanterweise zeigte sich in der durchflusszytometrischen Quantifizierung der
Milz-NK-Zellen durch C. Blumendeller kein Unterschied zwischen SLy1WTp53KO und
SLy1KOp53KO Mäusen (Blumendeller 2022). Bei der Quantifizierung durch Auszählen
nach MACS Isolation war die Anzahl in SLy1KOp53KO Mäusen jedoch weiterhin hoch-
signifikant verringert. Eine minor limitation der gewählten Methode ist sicherlich, dass
das händische Auszählen der NK-Zellen unter dem Mikroskop fehlerbehaftet sein könnte
und dass im Gegensatz zur durchflusszytometrischen Quantifizierung die Zellen nach der
Isolation nicht sicher als NK-Zellen identifiziert werden können.

5.1.2 Apoptose von SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Wie durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, kommt es bei SLy1KO Milz-NK-
Zellen zu einem erhöhten Auftreten von Apoptose, welches bei gleichzeitig vorliegendem
NK-zellspezifischen p53-Knockout nicht mehr messbar war (Arefanian et al. 2016; Blu-
mendeller 2022). Interessanterweise war der Anteil apoptotischer NK-Zellen in der Lunge
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nicht von SLy1 abhängig. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
SLy1WTp53WT und SLy1KOp53WT bzw. SLy1WTp53KO und SLy1KOp53KO NK-Zellen.
Auch bei genauerer Betrachtung und Unterteilung in frühe und späte Apoptose zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Auch führte ein SLy1-Knockout nicht zu einer Abnahme
der Zellgröße, wie es für apoptotische Zellen typisch wäre. Pulmonale SLy1KOp53WT

und SLy1KOp53KO NK-Zellen zeigten sogar höhere FSC und SSC Werte als WT-Zellen
(vergleiche Abbildung 13, Seite 47). Es wäre denkbar, dass das Fehlen von SLy1 Auswir-
kungen auf die Stabilität der Zellen haben könnte und die labileren KO-Zellen dadurch
vermehrt nekrotisch werden.
Es konnte außerdem gezeigt werden, dass SLy1KO NK-Zellen ein signifikant höheres
Absterben in Kultur zeigten als WT-NK-Zellen.
Bemerkenswerterweise war der Anteil apoptotischer NK-Zellen in der Lunge von WT-
Mäusen mit 13 % deutlich geringer als in der Milz mit durchschnittlich 24 % (Blumendeller
2022). Wie bereits erwähnt, weisen pulmonale NK-Zellen einige phänotypische Unter-
schiede zu Milz-NK-Zellen auf und setzen sich hauptsächlich aus reifen zirkulierenden
NK-Zellen zusammen (Hervier et al. 2019). Es lässt sich der Schluss ziehen, dass SLy1 für
das Überleben dieser Subgruppe nicht unabdingbar ist, sondern dass pulmonale NK-Zellen
auch bei Vorliegen eines SLy1-Knockouts nicht verstärkt in Apoptose gehen.

5.1.3 Expression von Oberflächenrezeptoren

NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche eine Vielzahl von aktivierenden und inhibie-
renden Oberflächenrezeptoren.

Aktivierende Oberflächenrezeptoren

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass auf NK-Zellen aus der Milz von SLy1KO Mäu-
sen die Expression der aktivierenden Oberflächenrezeptoren NKG2D, NKp46, NK1.1 und
Ly49H vermindert ist (Arefanian et al. 2016; Blumendeller 2022). Um zu untersuchen,
ob dieses Phänomen auch NK-Zellen außerhalb der Milz betrifft, wurde die Expression
dieser Rezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen quantifiziert. Bereits in Vorarbeiten hatte
C. Blumendeller Versuche zur Quantifizierung der Expression von Oberflächenrezeptoren
auf pulmonalen NK-Zellen durchgeführt, deren Methode in der vorliegenden Arbeit opti-
miert und die Anzahl der untersuchten Rezeptoren erweitert wurde. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Expression von NKG2D, NKp46, NK1.1 und Ly49H
zwischen pulmonalen SLy1KO und WT-NK-Zellen. Bei den Vorarbeiten von C. Blumen-
deller an pulmonalen NK-Zellen, zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in
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der Expression von NKG2D, NKp46 und NK1.1 zwischen SLy1KO und WT-NK-Zellen
(Blumendeller 2022).

Die Stimulation von NK-Zellen führt zu einer Hochregulation des aktivierenden Oberflä-
chenrezeptors NKG2D (Shi et al. 2018). Die Expression von NKG2D war auf pulmonalen
SLy1KO NK-Zellen nicht signifikant verändert im Vergleich zu WT-NK-Zellen.
In Mausstämmen mit eingeschränkter NK-Zell-Zytotoxizität wurde von Kreisel et al. eine
vermehrte Tumorgenese von Non–small cell lung cancer (NSCLC) beschrieben (Kreisel
et al. 2012). Es wäre denkbar, dass dabei tumorale Evasionsstrategien eine Rolle spielen,
die dazu führen, dass eine Aktivierung von NK-Zellen und anderen Immunzellen verhindert
wird. In der Literatur finden sich Hinweise, dass Tumore gezielt versuchen, eine Akti-
vierung von NK-Zellen über NKG2D zu verhindern. Dies kann entweder über Sekretion
von NKG2D-Liganden oder über Sekretion des transforming growth factor-β (TGF-β )
geschehen, welcher zur Herunterregulation der Expression von NKG2D-Liganden auf der
Tumorzelle führt (Eisele et al. 2006). In SLy1-defizienten Mäusen wurde eine vermehrte
Tumorgenese beschrieben (Arefanian et al. 2016). Ob dies direkt mit einer verminderten
Expression von NKG2D auf NK-Zellen zusammenhängen könnte, wurde bisher nicht
untersucht. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Milz-NK-Zellen aus SLy1KO Mäusen
tatsächlich eine verringerte Expression von NKG2D aufwiesen (Blumendeller 2022).

SLy1KO NK-Zellen zeigten eine signifikant höhere Expression von Sca-1, einem frühen
und unselektiven Marker für aktivierte Lymphozyten (Fogel et al. 2013). Wie von Fogel et
al. postuliert, gibt es jedoch widersprüchliche Evidenz darüber, ob Sca-1 auf Lymphozyten
einen aktivierenden oder inhibierenden Effekt hat. Außerdem kommen die Autoren in der
Studie zu dem Schluss, dass die Expression und Funktion von Sca-1 speziell auf NK-Zellen
letztlich nicht bekannt ist. Weitere Studien, um die Expression und Funktion von Sca-1
auf (pulmonalen) NK-Zellen zu untersuchen, sind daher notwendig, bevor die erhöhte
Expression von Sca-1 auf pulmonalen SLy1KO NK-Zellen interpretiert werden kann.

Inhibierende Oberflächenrezeptoren

Inhibierende Oberflächenrezeptoren spielen auf pulmonalen NK-Zellen eine wichtige Rolle.
Generell gelten pulmonale NK-Zellen als hyporeaktiv; verglichen mit Milz-NK-Zellen
weisen sie eine geringere Zytotoxizität und eine erhöhte Expression von inhibierenden
Oberflächenrezeptoren auf (Michel et al. 2012). Wang et al. konnten auf pulmonalen NK-
Zellen beispielsweise eine erhöhte Expression des inhibierenden Rezeptors CD94-NKG2A,
verglichen mit NK-Zellen aus Milz oder Knochenmark, nachweisen. Sie schlussfolgerten
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daraus, dass pulmonale NK-Zellen einen höheren threshold überwinden müssen, um
aktiviert zu werden (Wang et al. 2012). Dieser Mechanismus könnte eine übermäßige
Aktivierung von NK-Zellen verhindern und somit zu einer besseren Selbsttoleranz und
zur Aufrechterhaltung der Integrität der Lungenzellen beitragen. Auch in Patienten mit
SLy1-assoziierter Immundefizienz fand sich eine schwere NK-Zell Lymphopenie mit einer
erhöhten Expression von NKG2A (Delmonte et al. 2021).
In der vorliegenden Arbeit wurden die inhibierenden Rezeptoren KLRG1, Ly49A sowie
CD94-NKG2A auf pulmonalen SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen quantifiziert.

Die Expression von KLRG1 war auf den untersuchten pulmonalen SLy1KO NK-Zellen
gesteigert. Es zeigte sich eine hochsignifikant erhöhte MFI auf SLy1KO NK-Zellen, ver-
glichen mit WT-NK-Zellen. Dieser Unterschied war auch zwischen SLy1KOp53KO und
SLy1WTp53KO NK-Zellen zu beobachten. Die erhöhte Expression von KLRG1 auf pul-
monalen SLy1KO NK-Zellen wäre (i) durch einen reifen Phänoytp der NK-Zellen, (ii)
durch ein vermehrtes Auftreten von NK-Zell exhaustion oder (iii) durch vermehrte Aktivie-
rung der NK-Zellen erklärbar. Auf diese drei Punkte soll im Folgenden kurz eingegangen
werden.
(i) Huntington et al. konnten zeigen, dass KLRG1+ NK-Zellen einen reifen Phänotyp
sowie eine geringe Proliferationsrate aufweisen. Da NK-Zellen den Rezeptor KLRG1
erst während ihrer Entwicklung akkumulieren, wurden in Mausmodellen mit erhöhter
NK-Zellzahl größerer Anteile KLRG1+ NK-Zellen beobachtet (Huntington et al. 2007).
(ii) In einer Studie von Alvarez et al. konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen nach andau-
ernder Proliferation oder chronischer Stimulation in einen dysfunktionalen, sogenannten
exhaustion Zustand übergehen, in welchem sie eine erhöhte Expression von KLRG1, ver-
minderte Expression von NKG2D (Alvarez et al. 2019) und verminderte Expression des
Transkriptionsfaktors EOMES aufweisen (Gill et al. 2012). Auch konnte gezeigt werden,
dass bei der Induktion des exhausted Phänotyps die DDR Signalkaskade involviert ist, da
eine Hemmung der DDR Signalkaskade zu einer Reduktion der exhaustion und besserer
Tumorclearance in vivo führte (Alvarez et al. 2019).
In der vorliegenden Arbeit fanden sich erste Hinweise, dass pulmonale SLy1KO NK-Zellen
vermehrt in exhaustion gehen könnten. Sie zeigten eine starke Expression des exhaustion

Markers KLRG1, jedoch keine verminderte Expression von NKG2D. Ob sie auch eine
Dysfunktion, insbesondere eine verminderte Zytotoxizität aufweisen, muss in weiteren
Studien untersucht werden. SLy1KO Milz-NK-Zellen zeigten keine erhöhte Expression des
exhaustion Markers KLRG1, jedoch eine verminderte Expression von NKG2D (Blumen-
deller 2022) und eine verminderte Expression des Transkriptionsfaktors EOMES sowie
eine Dysfunktion (Arefanian et al. 2016).
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(iii) Nach einer amerikanischen Studie gilt KLRG1 auf NK-Zellen auch als Marker früher,
nichtspezifischer NK-Zellaktivierung (Fogel et al. 2013). Interessanterweise ließ sich auf
pulmonalen SLy1KO auch eine erhöhte Expression eines weiteren Aktivierungsmarkers
(Sca-1) beobachten. Auf den von C. Blumendeller untersuchten Milz-NK-Zellen zeigten
sich die erhöhte Expression von KLRG1 und Sca-1 nicht (Blumendeller 2022). Unsere
Daten sprechen nicht für eine vermehrte Aktivierung pulmonaler NK-Zellen in SLy1KO

Mäusen. Zusätzlich zeigten sich in den Lungen von SLy1KO Mäusen ansonsten keine Zei-
chen einer NK-Zellaktivierung, insbesondere keine erhöhte Expression von aktivierenden
Rezeptoren oder Herunterregulation von inhibitorischen Oberflächenrezeptoren, wie es
die Stimulation von NK-Zellen gewöhnlicherweise nach sich ziehen würde (Shi et al. 2018).

Der inhibierende Rezeptor Ly49A wird auf murinen NK-Zellen exprimiert, er ist jedoch
nicht funktionsfähig, da sein Ligand H2d im C57BL/6 Stamm nicht vorhanden ist (Hanke
et al. 1999). Auf den hier untersuchten pulmonalen NK-Zellen aus C57BL/6 Mäusen
war die Expression von Ly49A bei Vorliegen eines SLy1-Knockouts tendenziell verrin-
gert, auf SLy1KOp53KO NK-Zellen war diese sogar signifikant verringert im Vergleich
zu SLy1WTp53KO NK-Zellen. Durchschnittlich waren 12 % der NK-Zellen positiv für
Ly49A. Die geringe Expression und die von Hanke et al. postulierte Funktionslosigkeit
des Rezeptors in C57BL/6 Mäusen fordern eine kritisch Beurteilung der erhobenen Daten
bezüglich ihrer Übertragbarkeit und biologischen Relevanz.

Für CD94-NKG2A zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression zwi-
schen den untersuchten Genotypen.

Eine zu nennende methodische Schwäche betrifft die von uns gewählte Methode der Isolati-
on pulmonaler NK-Zellen. Für die Analyse von murinen pulmonalen NK-Zellen wurde die
Lunge entnommen und, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, aufbereitet. Anschließend wurden
die Zellen mit einem Antikörpermix aus CD45.2-FITC, CD3e-PacBlue und CD49b-APC
inkubiert, durchflusszytometrisch analysiert und es wurde ein gate auf CD45.2+ CD3e−

CD49b+ NK-Zellen gesetzt. Diese Methode erlaubt jedoch nur einen sehr undifferenzierten
Blick auf die Gruppe der pulmonalen NK-Zellen. Wie kürzlich gezeigt werden konnte,
setzen sich pulmonale NK-Zellen aus verschiedenen Subgruppen zusammen; so bestehen
sie zum Großteil (bis zu 80%) aus zirkulierenden NK-Zellen (Hervier et al. 2019) und
nur zu einem kleinen Teil aus residenten NK-Zellen. Es ist davon auszugehen, dass sich
ein Großteil der pulmonalen NK-Zellen zwischen Blut und Gewebe hin- und herbewegt
(Marquardt, Kekäläinen et al. 2017). Die zirkulierenden NK-Zellen haben einen sehr reifen
Phänotyp und exprimieren die markers of residency CD69, CD49a, CD103 kaum bis gar
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nicht (Hervier et al. 2019). CD69 interagiert im Gewebe mit dem sphingosine-1-phosphate

receptor 1, was die Zelle im Gewebe zurückhält und gilt außerdem als Aktivierungsmarker.
Wir konnten CD69 nur auf 2,54 % der pulmonalen NK-Zellen nachweisen (siehe Kapitel
4.1.4), was dafürspricht, dass sich kaum gewebsständige NK-Zellen in der von uns un-
tersuchten Population befanden. Auch andere Autoren berichten, dass die überwiegende
Mehrheit der pulmonalen NK-Zellen kein CD69 exprimiert, dort betrug der Anteil CD69+

NK-Zellen bis zu 20 % (Marquardt, Kekäläinen et al. 2017).
Des Weiteren wurden die Lungen in der vorliegenden Arbeit nicht perfundiert, es ist also
davon auszugehen, dass sich unter den hier beschriebenen „pulmonalen“ NK-Zellen ein
Großteil zirkulierender Blut-NK-Zellen befand.

5.1.4 Zytotoxizität von SLy1WT/KOp53WT/KO NK-Zellen

Lungenkrebs zählt zu den häufigsten Todesursachen in Verbindung mit Krebserkrankungen
in Deutschland (Erdmann et al. 2021). Den NK-Zellen wird eine wichtige protektive Rolle
bei der Entstehung von Lungentumoren zugeschrieben (Kreisel et al. 2012). Mäuse, die
keine NK-Zellen besitzen, entwickeln früh schweren Lungenkrebs (Cong et al. 2018).
Die Quantifizierung der Zytotoxizität von NK-Zellen erfolgt oft über ex vivo Zytotoxizi-
tätsassays, wobei die Lysefähigkeit gegenüber Kulturzellen malignen Ursprungs analysiert
wird. In den von uns durchgeführten Zytotoxizitätsassays mit Lewis Lung Carcinoma

(LLC) Zellen zeigten SLy1KO NK-Zellen keine verringerte Zytotoxizität. Dieses Ergebnis
steht im Widerspruch zu den von Arefanian et al. publizierten Daten. Dort konnte gezeigt
werden, dass SLy1KO NK-Zellen LLC-Zellen in vitro weniger effizient lysieren und dass
das Wachstum von LLC-Zellen in vivo, welches durch NK-Zellen kontrolliert wird, in
SLy1KO Mäusen beschleunigt ist (Arefanian et al. 2016).
Wie in Kapitel 3.3.9 beschrieben, wurde die Inkubation in 96-well Platten mit F-bottom
durchgeführt. Zuvor wurden die Zellen zentrifugiert, damit sie sich zu Beginn der Inkubati-
onszeit am Boden des wells befanden. Wie in der mikroskopischen Aufnahme gut sichtbar,
bildeten die Zellen im F-bottom well kein Zellpellet (siehe Abbildung 34A, Seite 89).
Somit sind Zell-Zell-Interaktionen zwischen den beiden Zellarten seltener als im U-bottom
well, wo sich nach der Zentrifugation ein Zellpellet bildet (siehe Abbildung 34B).
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Abbildung 34. NK-Zellen und LLC-Zellen in der 96-well Platte mit verschiedenen Bodenfor-
men
(A) NK-Zellen und LLC-Zellen in 96-well Platte mit F-bottom wells. (1): LLC-Zellen, (2): NK-
Zellen, (3): Schematische Darstellung eines F-bottom wells. (B) NK-Zellen und LLC-Zellen in
96-well Platte mit U-bottom wells. (1): LLC-Zellen, (2): Zellpellet aus NK-Zellen und LLC-Zellen,
(3): Schematische Darstellung eines U-bottom wells

Wir gehen davon aus, dass die Versuchsdurchführung mit F-bottom wells schlechte Vor-
aussetzungen für ein Zytotoxizitätsassay bildet, da F-bottom wells eine Zellpelletbildung
und somit Zell-Zell-Interaktionen erschweren. Der Versuch wurde mittlerweile innerhalb
unserer Arbeitsgruppe durch C. Blumendeller unter Verwendung von 96-well Platten
mit U-bottom wells wiederholt. Dabei konnten die Ergebnisse von Arefanian et al. re-
produziert werden. SLy1KO NK-Zellen lysierten LLC-Zellen signifikant schlechter als
WT-NK-Zellen (Abbildung 35A). Außerdem konnte erstmals gezeigt werden, dass durch
einen NK-zellspezifischen Knockout von p53 die reduzierte Zytotoxizität gegenüber LLC-
Zellen wiederhergestellt werden konnte (Abbildung 35B).
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Abbildung 35. In vitro Zytotoxizität von NK-Zellen gegenüber LLC-Zellen
Abbildung aus der Dissertationsschrift von C. Blumendeller 2022 (Seite 53 und 59). Gezeigt ist der Anteil
spezifisch lysierter LLC-Zellen nach vierstündiger Inkubation mit NK-Zellen der angegebenen Genotypen.
(A) SLy1KOp53WT (hier bezeichnet als SLy1KONCRWT) NK-Zellen zeigen eine signifikant reduzierte
Zytotoxizität gegenüber LLC-Zellen im Vergleich zu SLy1WTp53WT (SLy1WTNCRWT) NK-Zellen. (B)
Bei gleichzeitigem Vorliegen eines NK-zellspezifischen p53-Knockouts zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen SLy1WTp53KO (SLy1WTNCRTG) und SLy1KOp53KO (SLy1KONCRTG) NK-Zellen.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SD, n=4-7 (∗: p <0,05, n.s. = nicht signifikant; Student’s t-test).

5.1.5 Zelluläre Seneszenz von SLy1KO NK-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Anteil seneszenter NK-Zellen in der Lunge und Milz
von SLy1WT/KOp53WT/KO Mäusen unterschiedlichen Alters bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass (i) ein SLy1-Knockout den Anteil seneszenter NK-Zellen in der Lunge und Milz
erhöht und dass dieser Effekt nicht p53-abhängig ist. Neben der klassischen p53-mediierten
Induktion von Seneszenz durch die DDR Kaskade gibt es weitere p53-unabhängige Wege.
Nach Aktivierung von ATR und Chk1 kann ein Checkpointarrest und in der Folge zelluläre
Seneszenz p53-unabhängig über CDC25 induziert werden (Sulli et al. 2012). Wie in Kapitel
4.2.1 und 5.2.1 beschrieben, konnten in dieser Arbeit und von C. Blumendeller Hinweise
auf eine verstärkte Aktivierung des DDR Signalwegs in SLy1KO NK-Zellen gefunden
werden (Blumendeller 2022). Wir halten es für wahrscheinlich, dass diese verstärkte DDR
Aktivierung für das erhöhte Auftreten von Seneszenz in SLy1KO NK-Zellen verantwortlich
sein könnte. Unsere Ergebnisse zeigten außerdem, dass (ii) pulmonale NK-Zellen unab-
hängig vom Genotyp und Alter der Mäuse eher in Seneszenz gehen als Milz-NK-Zellen.
Bereits publizierte Daten belegen, dass in der Lunge eine Akkumulation von hochdiffe-
renzierten NK-Zellen stattfindet (Marquardt, Kekäläinen et al. 2017; Wang et al. 2012)
und dass sich pulmonale NK-Zellen phänotypisch von jenen in der Milz unterschieden.
Die vorliegenden Daten erweitern dieses Wissen um die Tatsache, dass auch seneszente
NK-Zellen in Lungen von WT-Mäusen akkumulieren.

90



5. Diskussion

Des Weiteren belegen unsere Ergebnisse, dass (iii) in älteren Mäusen ein größerer An-
teil seneszenter Zellen vorlag als in jüngeren Mäusen. In einer amerikanischen Studie
wurde der Einfluss des Alterns auf murine NK-Zellen untersucht. Dabei fanden sich in 15-
18 Monate alten Mäusen reduzierte NK-Zell Gesamtzahlen sowie weniger reife NK-Zellen
in peripherem Gewebe im Vergleich zu 6-8 Wochen alten Mäusen (Beli et al. 2014). Dass
unter älteren NK-Zellen auch mehr seneszente verkommen, ist nicht weiter verwunderlich.
Bereits vor über 30 Jahren wurde gezeigt, dass mit jeder Zellteilung die Telomere der
Chromosomen kürzer werden und dass dieser Prozess schlussendlich in die zelluläre Senes-
zenz führt (Harley et al. 1990). Es muss jedoch auch beachtet werden, dass die geschätzte
Halbwertszeit von murinen NK-Zellen in vivo etwa 7-10 Tage beträgt (Yokoyama, Kim
und French 2004). Es ist also nicht sicher, ob in den Lungen und Milzen von 20 Wochen
alten Mäusen auch tatsächlich „ältere“ NK-Zellen analysiert wurden als in jungen Mäusen.
Jedoch wäre denkbar, dass gerade in der Lunge ausgereifte NK-Zellen eine Nische finden,
in der sie länger überleben könnten, als von Yokoyama postuliert. Dass es Ausnahmen gibt,
bestätigt eine Studie an Primaten, in der für einzelne NK-Zell Klone ein Überleben von
mehreren Monaten nachgewiesen wurde (C. Wu et al. 2018).

Die zweite Methode, die in dieser Arbeit zur Bestimmung der Seneszenzrate verwendet
wurde, war die Quantifizierung mittels eines β -Galactosidase tracers. Hier zeigte sich
eine ähnliche Tendenz in Richtung vermehrter seneszenter NK-Zellen in SLy1KO Mäusen,
jedoch war der Unterschied zu WT-NK-Zellen nicht signifikant. Bei der Messung wurde
eine relativ hohe Hintergrundstrahlung gemessen, welche die Detektion der eigentlichen
Signale erschwerte. Ein Grund dafür könnte in der geringen Zellzahl pro Röhrchen gelegen
haben.
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5.2 Diskussion der proteinbiochemischen Untersuchun-
gen von SLy1KO und SLy1KOp53KO NK-Zellen

5.2.1 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen

Wie durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, findet in SLy1KO NK-Zellen eine
Hochregulation der mRNA Expression von Atr und Chek1 statt (Blumendeller 2022). Um
zu überprüfen, ob daraus auch eine erhöhte Expression dieser und weiterer DNA damage

response (DDR) Proteine resultiert, erfolgte deren Quantifizierung mittels klassischem
Western Blot und mittels eines kapillarbasierten Immunoblotverfahren (WES). Es zeig-
ten sich tendenziell erhöhte Proteinlevel von ATR und p-ATR sowie p-ATM in SLy1KO

NK-Zellen, diese waren jedoch nicht signifikant. Das gleichzeitige Auftreten der von C.
Blumendeller beschriebenen erhöhten mRNA Expression und der in der vorliegenden
Arbeit beobachteten tendenziellen Erhöhung der Proteine ATR und p-ATR machen es
wahrscheinlich, dass in SLy1KO NK-Zellen eine verstärkte Aktivierung des ATR/Chk1
Signalweges stattfinden könnte. Auch eine parallel stattfindende verstärkte Aktivierung des
ATM/Chk2 Signalweges wäre denkbar und lässt sich anhand der erhobenen Daten nicht
ausschließen.

Mit dem impaired ribosome biogenesis checkpoint (IRBC) wurde in Kapitel 1.3.1 ein
möglicher Weg beschrieben, wie die ribosomale Instabilität in SLy1KO NK-Zellen zu
einem p53-abhängigen Zell-Zyklus Arrest führen könnte. Tritt die Zelle aber doch in die
S-Phase ein, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass es durch Mangel an Nukleotiden zu
replikativem Stress, genomischer Instabilität und einer Aktivierung des DDR Signalweges
kommt (Y.-C. Liu et al. 2008). Nukleotide werden für die DNA Replikation und Reparatur
benötigt, es konnte allerdings gezeigt werden, dass 80 % der Nukleotide in einer Zelle für
die Ribosomogenese verwendet werden (Pelletier, Thomas et al. 2017). Der durch gestörte
Ribosomogenese induzierte IRBC G1 Arrest stellt deshalb die erste Folge eines Nukleotid-
mangels dar (Pelletier, Riaño-Canalias et al. 2020). Wir halten es für wahrscheinlich, dass
auch in SLy1KO NK-Zellen eine Form der Nucleotid depletion auftreten könnte. In SLy1KO

NK-Zellen tritt durch die Abwesenheit von SLy1 eine ribosomale Instabilität auf, welche
eine gesteigerte Ribosomogenese und damit einen großen Bedarf an Nukleotiden nach sich
ziehen könnte. Es wurde bereits beschrieben, dass ein Mangel an Nukleotiden in Zellen
zur Phosphorylierung von p53 und Chk1 und zur Aktivierung von ATR führt (Pelletier,
Riaño-Canalias et al. 2020). Von Ma et al. konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung
der rRNA Synthese durch Actinomycin D zu Nucleolar stress führte (Ma und Pederson
2013). Der Nukleolus ist der Ort, an dem die Synthese von ribosomaler RNA (rRNA) und
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die Bildung der werdenden Ribosomen stattfindet (Pederson 2010). In der Folge kam es
auch hier zu einer Akkumulation von p53 (Pelletier, Riaño-Canalias et al. 2020) und zu
einem ATR- und p-Chk1 vermittelten Zellzyklusarrest (Ma und Pederson 2013).
Übertragen auf unsere Forschung an SLy1KO NK-Zellen sind diese Ergebnisse insofern
interessant, da sie eine Verbindung zwischen ribosomaler Dysfunktion und dem DDR
Signalweg schaffen. Es wäre also denkbar, dass die ribosomale Instabilität in SLy1KO

NK-Zellen zu einer Aktivierung des ATR/Chk1 Signalweges führt, welcher dann letzten
Endes in der Seneszenz, Exhaustion oder auch Apoptose der Zelle endet. Zusammengefasst
ist diese Hypothese in Abbildung 36 zu sehen, welche diesen potentiellen Mechanismus
der Auslösung von NK-Zell-Dysfunktion durch einen Knockout von SLy1 zeigt.

Abbildung 36. Potentieller Mechanismus der durch einen SLy1-Knockout induzierten NK-
Dysfunktion
Ein Knockout von SLy1 in NK-Zellen führt zu ribosomaler Instabilität. Durch die daraus resul-
tierende Entstehung von freien ribosomalen Proteinen kommt es zu einer Akkumulation von p53
(Arefanian et al. 2016), was eine NK-Zell-Dysfunktion, vermehrte Apoptose und eine sinkende
NK-Zellzahl zur Folge hat. Außerdem kommt es (wahrscheinlich durch einen chronischen Proli-
ferationsstimulus und Nucleolar depletion) zu replikativem Stress und zur Aktivierung der DDR
Signalkaskade, was die Induktion von Seneszenz oder NK-Zell Exhaustion zur Folge hat.

Eine Schwäche der durchgeführten Versuche lag im fehlenden Nachweis von p-Chk2 in NK-
Zellen. Leider gelang uns die Detektion von p-Chk2 mit dem verwendeten Phospho-Chk2
(Thr68) Antikörper der Firma Thermo Fisher nicht. Im WES war auf der Höhe von Chk2/p-
Chk2 keine Bande sichtbar. Abbildung 37 zeigt einen Beispielblot aus der Auswertung der
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WES Daten. Auch in den zuvor durchgeführten Analysen mittels klassischem Western Blot
zeigte sich keine Bande, welche sicher als p-Chk2 Bande hätte identifiziert werden können.
Der gleiche Antikörper wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits durch Barbara Schneider
zur Quantifizierung von p-Chk2 in Thymozytenlysat eingesetzt (Schneider 2021). Auch
dort zeigten sich erhebliche Schwierigkeiten bei der Detektion der Banden. Dies trat auch
beim Einsatzes größerer Proteinmengen pro lane, welche in der vorliegenden Arbeit nicht
erreicht werden konnten, auf.

Abbildung 37. WES lane view von p-Chk2 und Chk2 in NK-Zellen
Die linken beiden lanes zeigen die Proteine nach Inkubation mit dem p-Chk2 Antikörper. Die
Höhe, auf der p-Chk2 Banden zu erwarten wären, ist rechts markiert. Ein Nachweis von p-Chk2
in NK-Zellen war nicht möglich. Die rechten beiden lanes zeigen zum Vergleich die Auswertung
nach Inkubation mit dem Chk2 Antikörper.

SLy1KO NK-Zellen zeigten keine veränderte Expression von p53 im Vergleich zu WT-
NK-Zellen. Dieses Ergebnis steht in Diskrepanz zu der von Arefanian et al. berichteten
verstärkten Expression bzw. Akkumulation von p53 in SLy1KO NK-Zellen. Arefanian et
al. konnten außerdem auch zeigen, dass das akkumulierende p53 funktional aktiv ist: eine
Vielzahl von Zielgenen von p53 waren in SLy1KO NK-Zellen ebenfalls erhöht (Arefanian
et al. 2016).
Mdm2 war tendenziell, jedoch nicht signifikant, erniedrigt in SLy1KO NK-Zellen. In den
publizierten Daten von Arefanian et al. fanden sich in der Co-Immunpräzipitation von
Mdm2 ähnliche Mengen der Ubiquitinligase Mdm2 in SLy1KO und WT-NK-Zellen (Arefa-
nian et al. 2016).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ein SLy1-Knockout in NK-Zellen eine ribosomale
Instabilität auslöst, was zur Bildung freier ribosomaler Proteine führt. Diese bilden einen
Komplex mit Mdm2 und verhindern dadurch dessen Interaktion mit p53, was eine Akkumu-
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lation von p53 nach sich zieht. Über p53 mediiert kommt es dann zur Aktivierung des IRBC
und zum Zellzyklusarrest, zur Apoptose und Dysfunktion der NK-Zellen. Zusammen mit
den Ergebnissen von C. Blumendeller konnten wir bezüglich der NK-Zellzahl, Apoptose
und Zytotoxizität von NK-Zellen sowohl eine Reduktion durch den SLy1-Knockout als
auch die Vermittlung über p53 nachweisen.
Über den daraus resultierenden anhaltenden Proliferationsstimulus, aber auch einen Man-
gel an Nukleotiden durch eine gesteigerte Ribosomogenese kommt es zu replikativem
Stress in den NK-Zellen. Dieser führt zu DNA-Schäden und einer Aktivierung der DDR
Signalkaskade, welche NK-Zell Exhaustion oder Seneszenz auslösen kann. Wir konnten
zeigen, dass SLy1KO NK-Zellen tendenziell eine erhöhte Expression von DDR Proteinen
aufwiesen. Außerdem zeigten sie eine vermehrte Expression des Exhaustion Markers
KLRG1 und lagen vermehrt in seneszentem Zustand vor. Sowohl Exhaustion als auch
Seneszenz waren nicht p53-abhängig.

5.2.2 Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen in Thy-
mozyten nach induziertem DNA-Schaden

Ob sich die Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen in unbehandelten
SLy1KO und SLy1WT Thymozyten unterscheiden, wurde bereits durch unsere Arbeits-
gruppe untersucht. Dabei zeigte sich in SLy1KO Thymozyten eine signifikant erhöhte
Expression von ATM und ATR sowie von Chk1, Chk2 und p53 (Schneider 2021; Gruber
2021). Außerdem wurden von Lena Gruber erhöhte ATM mRNA-Level in SLy1KO Thy-
mozyten beschrieben (Gruber 2021). In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse
größtenteils reproduziert werden. Zum Zeitpunkt “unbestrahlt“ zeigten sich auch hier
tendenziell erhöhte Werte von ATM, p-ATM und ATR in SLy1KO Thymozyten. Erklären
ließe sich dies durch eine dauerhafte Aktivierung der DDR Signalkaskade, beispielsweise
durch fehlerhafte Replikation und dadurch entstehende DNA-Schäden.
Die Verwendung von ionisierender Strahlung zur Induktion von DNA-Schäden ist eine
etablierte und häufig angewandte Methode. Ionisierende Strahlung führt in der Zelle zur
Induktion von Basenschäden, Einzelstrangbrüchen sowie komplexen Doppelstrangbrü-
chen und damit zur Aktivierung von ATM-abhängigen (Doppelstrangbrüche) oder ATR-
abhängigen (Einzelstrangbrüche und Basenschäden) Signalkaskaden (Jeggo und Löbrich
2006). P53 wird in Folge von DNA-Schäden hochreguliert (hauptsächlich durch vermin-
derten Mdm2-vermittelten Abbau) und seine Aktivität als Transkriptionsfaktor erhöht sich
(Lee und Thangue 1999). Die in dieser Arbeit beobachtete, auf DNA-Schädigung folgende
Hochregulation von p-ATR, ATR, p-Chk, p-ATM und p53 fiel in SLy1KO Thymozyten
tendenziell weniger stark aus als in Wildtyp-Thymozyten, war jedoch nicht signifikant
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unterschiedlich. Es wäre dennoch denkbar, dass eine weniger starke Aktivierung der Si-
gnalkaskade eine effektive Reparatur von DNA-Schäden in Thymozyten verhindern könnte.
Reis et al. haben in SLy1KO Thymozyten erhöhte Anteile apoptotischer Zellen gemessen
(Reis et al. 2009), was eine Folge insuffizienter Schadensreparatur sein könnte.
Signifikant zeigte sich die Zunahme der Phosphorylierung von p53, welche 2 h nach
Bestrahlung auftrat, jedoch keine Unterschiede zwischen SLy1WT/KO Thymozyten zeigte.
Die Phosphorylierung von p53 nach DNA-Schaden geschieht in Abhängigkeit von ATM
(Banin et al. 1998).
Mdm2 zeigte direkt nach der Bestrahlung einen deutlichen Anstieg. Eine Hochregulation
der mRNA von Mdm2 infolge einer Bestrahlung wurde bereits von Chao et al. (2003)
um den Faktor 1,6 beschrieben und konnte in der vorliegenden Arbeit auf Proteinebene
bestätigt werden.
Auch wenn die Ergebnisse der durchgeführten Versuche in die erwartete Richtung weisen,
waren sie bis auf die Erhöhung von p-p53 nicht signifikant. Dies könnte an der starken
Streuung der Daten liegen. Eventuell war der Beobachtungszeitraum nach Bestrahlung mit
4 h zu kurz, wobei dies ein in der Literatur üblicher Zeitraum für die Analyse von Phospho-
rylierung nach DNA-Schaden ist. In einer amerikanischen Studie konnte gezeigt werden,
dass die Expression von ATM und ATM-Substraten innerhalb der ersten Stunde nach
induziertem DNA-Schaden ein Maximum erreichen, die Expression und Phosphorylierung
von p53 nach etwa 4 h (Zhao et al. 2009). Auch denkbar wäre, dass die Bestrahlung mit
2 Gy nicht ausreichend DNA-Schäden induzierte, um eine Aktivierung der DDR Signalkas-
kade im Western Blot sichtbar zu machen. Wenn man davon ausgeht, dass nur ein kleiner
Prozentsatz der Zellen einen DNA-Schaden und somit eine Phosphorylierung und Aktivie-
rung der DDR Signalkaskade erfährt, wäre außerdem ein durchflusszytometrischer Ansatz
sensitiver und damit wahrscheinlich geeigneter. Dennoch konnte in der vorliegenden Arbeit
die vermehrte Aktivierung des DDR Signalwegs in Thymozyten bestätigt werden und
erstmals die unterschiedliche Reaktion des DDR Signalwegs in SLy1WT/KO Thymozyten
auf induzierten DNA-Schaden beurteilt werden. Es lässt sich der Schluss ziehen, dass
viele DDR Proteine in SLy1KO Thymozyten vor der Bestrahlung bereits erhöht vorliegen.
Denkbar wäre deshalb, dass diese Zellen nicht die Möglichkeit haben, ausreichend stark
auf den DNA-Schaden zu reagieren.
Zu untersuchen bleibt, wie SLy1WT/KO NK-Zellen, in denen SLy1 eine völlig andere
Funktion hat als in Thymozyten, auf eine Bestrahlung reagieren und ob auch sie bei
Vorliegen eines SLy1-Knockouts weniger effizient auf einen induzierten DNA-Schaden
reagieren als WT-Zellen.
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5.2.3 SLy1 - ein Substrat der Kinasen ATM und ATR?

SLy1 weist an der Position Ser-27 eine Phosphorylierungsstelle auf, welche in B- und
T-Zellen durch Serinkinasen phosphoryliert wird, wenn die B- oder T-Zellrezeptoren
stimuliert werden (Astoul et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass dafür weder die Kinase ATM noch ATR verantwortlich ist. Immunpräzipitiertes
SLy1 aus Splenozyten- und Thymozytenlysat zeigte keine Affinität zu einem Antikörper,
welcher Substrate von ATM und ATR bindet. Dieser Antikörper bindet an Proteine, die ein
phospho-Ser oder phospho-Thr enthalten, auf das ein Gln oder Gly folgt. Insgesamt besitzt
SLy1 acht Mal das Motiv SG, dreimal TG sowie einmal TQ und einmal SQ (Beer, Simins
et al. 2001). Es wäre also theoretisch denkbar gewesen, dass SLy1 ein Substrat von ATM
oder ATR hätte sein können. Die oben beschriebene Phosphorylierungsstelle Ser-27 kam
nicht in Frage, auf das Ser-27 folgt ein Phenylalanin und damit ist eine Phosphorylierung
dieser Stelle durch ATM oder ATR unwahrscheinlich. Basierend auf den Ergebnissen, die
trotz eines Nachweises von p-SLy1 keine Affinität des p-ATM/ATR Substrate Antikörpers
zu immunpräzipitiertem SLy1 zeigten, gehen wir davon aus, dass SLy1 kein Substrat von
ATM oder ATR ist.

5.3 Klinische Relevanz und Ausblick

NK-Zellen werden seit Jahrzehnten als mögliche Therapie im Kampf gegen Krebs erforscht,
da sie in der Lage sind, transformierte Zellen MHC-unabhängig zu erkennen und zu
töten. Viele Tumorzellen verlieren bzw. unterdrücken ihre MHC-Expression und entgehen
dadurch der Immunosurveillance. NK-Zellen sind über ihre Fähigkeit zur missing self

Erkennung in der Lage, Tumorzellen mit reduzierter oder fehlender MHC-Expression
zu eliminieren. Diese NK-zellspezifische Fähigkeit ist ein Alleinstellungsmerkmal und
unterstreicht die klinische Relevanz der Forschung an NK-Zellen. Klinische Studien
zur Verwendung von NK-Zellen als Antitumortherapie gibt es seit vielen Jahren, jedoch
blieben bahnbrechende klinische Erfolge bisher aus, mutmaßlich aufgrund von in vivo

NK-Zell-Dysfunktion (Suen et al. 2018). Ein besseres Verständnis der Dysfunktion von NK-
Zellen, von Signalwegen, die zu Dysfunktion führen, sowie von Seneszenz und exhaustion

helfen nicht nur, mit Immundefizienz assoziierte Krankheiten besser zu verstehen, sondern
schaffen auch die Basis für die weitere Entwicklung und Optimierung NK-zellbasierter
Therapien.
In den letzten Jahren wurden zwar große Fortschritte in der Charakterisierung von NK-
Zellen erzielt, die detaillierte Charakterisierung von gewebsständigen NK-Zellen in der
Lunge weist jedoch weiterhin Lücken auf. Die weitere Versuchsplanung in unserer Ar-
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5. Diskussion

beitsgruppe sieht vor, bei zukünftigen Analysen pulmonaler NK-Zellen die verschiedenen
Subgruppen zu berücksichtigen. Dafür sollen über eine bronchoalveoläre Lavage die pul-
monalen Oberflächen-NK-Zellen gewonnen werden sowie vor der Isolation pulmonaler
NK-Zellen die im Blut befindlichen NK-Zellen durch Perfusion der Lungen aus dem
Gewebe entfernen werden. Die einzelnen NK-Zell Subgruppen sollen dann bezüglich der
Auswirkung eines SLy1- (und p53-)Knockouts auf Apoptose, Seneszenz, Differenzierung
sowie die Expression von aktivierenden und inhibierenden Oberflächenmarkern analysiert
werden.
Ein weiterer interessanter Ansatz wäre, ex vivo Zytotoxizitätsassays mit pulmonalen NK-
Zellen aus SLy1KO und WT-NK-Zellen durchzuführen. Obwohl NK-Zellen als „ready to
kill“ gelten, wäre dafür wahrscheinlich eine vorherige IL-15 Stimulation notwendig. Im
Gegensatz zu humanen NK-Zellen besitzen naive NK-Zellen aus Mäusen aus SPF-Haltung
keine Perforin und Granzym B Granula und weisen daher eine geringere Effektorfunktion
auf (Fehniger et al. 2007). Durch Stimulation muriner NK-Zellen mit IL-15 wird vorhande-
ne mRNA von Perforin und Granzym B translatiert und die Zelle somit handlungsfähig
für eine Zytolyse (Fehniger et al. 2007). Robinson et al. konnten zeigen, dass humane
pulmonale NK-Zellen, die mittels bronchoalveolärer Lavage oder aus Lungenparenchym
gewonnen wurden, eine geringere Zytotoxizität aufweisen als Blut-NK-Zellen (Robinson
et al. 1984).

Leider gelang es uns nicht, die durchflusszytometrisch beobachtete erhöhte Seneszenzrate
in SLy1KO Mäusen durch eine Quantifizierung mittels β -Galactosidase tracer zu veri-
fizieren. Dies könnte, wie in Kapitel 5.1.5 diskutiert, an einer zu geringen Zellzahl pro
Röhrchen gelegen haben. In unseren Augen wäre eine Versuchswiederholung mit einer
höheren Anzahl NK-Zellen pro Röhrchen sehr vielversprechend. Sehr interessant wäre
auch die Durchführung einer in vivo Quantifizierung von seneszenten NK-Zellen mittels
β -Galactosidase tracer und die Analyse der Verteilung auf die verschiedenen Organe. Un-
sere durchflusszytometrische Analyse von NK-Zellen aus Milz und Lunge lieferten erste
Hinweise darauf, dass seneszente NK-Zellen in manchen Organen vermehrt vorkommen
bzw. stärker akkumulieren als in anderen.

Es ist bisher nicht geklärt, ab wann die in SLy1KO NK-Zellen beobachtete ribosomale
Instabilität auftritt. Arefanian et al. konnten zeigen, dass CD122+ NK-Vorläuferzellen
im Knochenmark durch einen SLy1-Knockout nicht beeinträchtigt werden (Arefanian
et al. 2016). Ein interessanter Ansatz wäre, die NK-Vorläuferzellen aus dem Knochen-
mark in vitro zu differenzieren und zu beobachten, ab wann eine ribosomale Instabilität,
phänotypische Veränderungen und die Dysfunktion der NK-Zellen auftreten.
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6
Zusammenfassung

Da NK-Zellen jederzeit, auch ohne vorherige Proliferation, bereit für eine Zytolyse von
Zielzellen sein müssen, besitzen sie einen großen Pool an mRNA, der nach einer Akti-
vierung der Zelle unverzüglich in Granzym B und weitere Angriffsenzyme translatiert
wird. Dafür benötigen NK-Zellen eine große Anzahl an Ribosomen, deren Stabilität durch
Adaptorproteine wie SLy1 sichergestellt wird. In Abwesenheit von SLy1 kommt es zu ribo-
somaler Instabilität und damit einhergehend zur NK-Zell-Dysfunktion. Durch entstehende
freie ribosomale Proteine wird der physiologische Abbau von p53 in SLy1KO NK-Zellen
verhindert. Die Akkumulation von p53 hat eine erhöhte Apoptoserate und ein schlechteres
Überleben der Zellen zur Folge.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der NK-Zellen in
der Lunge von SLy1KO Mäusen verringert war. In der Lunge von SLy1KOp53KO Mäu-
sen fanden sich jedoch normale NK-Zellzahlen, was die elementare Rolle von p53 in
der Vermittlung dieser Defizienz belegt. Außerdem könnte ein SLy1-Knockout über die
ribosomale Instabilität zu vermehrter NK-Zell exhaustion führen, welche sich in der vorlie-
genden Arbeit über eine verstärkte Expression von KLRG1 auf pulmonalen NK-Zellen
zeigte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich in der Lunge und Milz von SLy1KO

Mäusen signifikant mehr NK-Zellen in Seneszenz befanden. Ein gleichzeitig vorliegender
Knockout von p53 in NK-Zellen konnte die erhöhte Seneszenzrate nicht normalisieren.
Die DDR Signalkaskade scheint, nach jetzigem Wissensstand, in der NK-Zell-Dysfunktion
ebenfalls eine Rolle zu spielen; die Expression und Phosphorylierung von ATM/Chk2
und ATR/Chk1 war in SLy1KO NK-Zellen tendenziell, jedoch nicht signifikant, erhöht.
Ein SLy1-Knockout in NK-Zellen hatte keine Auswirkung auf den Anteil apoptotischer
NK-Zellen in der Lunge und nur sehr geringe Auswirkungen auf die Expression von
aktivierenden und inhibierenden Oberflächenrezeptoren auf pulmonalen NK-Zellen.
Die Signalwege, die in SLy1KO NK-Zellen zur Auslösung von exhaustion und Seneszenz
führen, sowie die funktionelle Auswirkung eines SLy1-Knockouts speziell auf pulmonale
NK-Zellen sollten Gegenstand zukünftiger Studien sein. Nur ein möglichst lückenloses
Wissen über NK-basierte Immunosurveillance, Tumorclearance und Infektabwehr ermög-
licht die Entwicklung effizienter und zielgerichteter Therapien.
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Abbildung 38. Prozentualer Anteil der NK-Zellen aller Leukozyten in der Lunge
Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der NK-Zellen aller CD45.2+ Zellen in der Lunge von Mäusen
der angegebenen Genotypen. Die Quantifizierung erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der
Mittelwert ± SD, SLy1WTp53WT: n=20, SLy1KOp53WT: n=19, SLy1WTp53KO: n=16, SLy1KOp53KO: n=14.
(∗∗∗∗: p <0,0001; Student’s t-test)
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Abbildung 39. MFI PE− pulmonaler NK-Zellen
Die Abbildung zeigt die MFI Werte der PE− Referenzpopulation. Es handelt sich um pulmonale
NK-Zellen, die den jeweiligen Oberflächenmarker nicht exprimieren. Die Quantifizierung erfolgte
durchflusszytometrisch. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD. (∗: p <0,1; Student’s t-test)
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Abbildung 40. MFI PE− pulmonaler NK-Zellen
Die Abbildung zeigt die MFI Werte der PE− Referenzpopulation. Es handelt sich um pulmonale
NK-Zellen, die den jeweiligen Oberflächenmarker nicht exprimieren. Die Quantifizierung erfolgte
durchflusszytometrisch. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD. (∗: p <0,1; Student’s t-test)
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Abbildung 41. Vergleich der Seneszenzrate in Milz und Lunge.
Die Abbildung zeigt den Anteil seneszenter (C12FDG+) NK-Zellen in der Milz und Lunge von
Mäusen der angegebenen Genotypen und Altersgruppen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SD,
jeweils n=6. (∗: p <0,1, ∗∗: p <0,01; Student’s t-test)
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Abbildung 42. Repräsentative WES Chemilumineszenzdiagramme der Expression und
Phosphorylierung von ATR, Chk1, ATM und Chk2 in NK-Zellen
Repräsentative Chemilumineszenzdiagramme von ATR und p-ATR, Chk1 und p-Chk1, ATM und
p-ATM sowie Chk2. Zur Peakanalyse wurde mithilfe der Software Compass for SW eine Gaußsche
Kurve an die Peaks angepasst und die Fläche unter der Kurve bestimmt. Die Farben der peakfits
werden vom Programm zufällig gewählt und haben keine Bedeutung.
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Abbildung 43. Repräsentative WES Chemilumineszenzdiagramme der Expression und
Phosphorylierung von p53 und Mdm2 in NK-Zellen
Repräsentative Chemilumineszenzdiagramme von p53 und p-p53 bzw. Mdm2 und p-Mdm2. Zur
Peakanalyse wurde mithilfe der Software Compass for SW eine Gaußsche Kurve an die Peaks
angepasst und die Fläche unter der Kurve bestimmt. Die Farben der peakfits werden vom Programm
zufällig gewählt und haben keine Bedeutung.
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Tabelle 18. Expression und Phosphorylierung von DDR Proteinen in bestrahlten Thymozyten
Ergebnisse der Expressionsanalyse mittels klassischem Western Blot. p-=Phospho-; Anz. = Anzahl der Versuche; KO/WT = SLy1KO/SLy1WT; jeweils MW ± SD des adj.
Volume, normiert auf β -Aktin.

Unbestrahlt 0 h 2 h 4 h

Anz. SLy1WT SLy1KO KO/WT Anz. SLy1WT SLy1KO KO/WT Anz. SLy1WT SLy1KO KO/WT Anz. SLy1WT SLy1KO KO/WT

p-ATR n=2 0,003 ± 0,005 0,013 ± 0,003 1,658 ± 0,000 n=4 0,045 ± 0,068 0,182 ± 0,340 1,915 ± 2,463 n=4 0,074 ± 0,102 0,141 ± 0,154 4,300 ± 5,406 n=4 0,047 ± 0,039 0,126 ± 0,101 4,276 ± 2,643

ATR n=2 0,033 ± 0,042 0,776 ± 0,666 177,5 ± 244,2 n=5 0,255 ± 0,364 0,205 ± 0,177 2,003 ± 1,778 n=5 0,293 ± 0,261 0,649 ± 0,542 2,290 ± 0,6367 n=5 0,499 ± 0,652 0,857 ± 1,791 1,290± 1,147

p-Chk1 n=2 0,056 ± 0,066 0,139 ± 0,175 2,042 ± 0,715 n=5 0,152 ± 0,089 0,209 ± 0,216 1,205 ± 0,861 n=5 1,324 ± 1,700 0,835 ± 0,690 0,898 ± 0,291 n=5 0,187 ± 0,250 0,204 ± 0,143 1,883 ± 0,958

Chk1 n=2 0,689 ± 0,349 0,907 ± 0,327 1,647 ± 1,309 n=5 0,910 ± 1,089 0,724 ± 0,539 1,509 ± 1,126 n=5 1,019 ± 0,857 1,137 ± 0,941 1,083 ± 0,234 n=5 0,554 ± 0,375 0,819 ± 1,045 1,311 ± 0,767

p-ATM n=2 0,546 ± 0,624 1,622 ± 0,843 5,935 ± 5,222 n=5 1,041 ± 0,545 2,368 ± 1,520 2,242 ± 0,979 n=5 1,048 ± 1,074 1,233 ± 1,164 1,624 ± 0,767 n=5 0,417 ± 0,474 0,638 ± 0,711 2,439 ± 2,048

ATM n=2 0,339 ± 0,101 1,987 ± 0,677 5,827 ± 0,270 n=5 0,752 ± 0,666 1,000 ± 1,058 1,311 ± 0,951 n=5 1,020 ± 0,934 0,884 ± 0,804 0,955 ± 0,576 n=5 0,822 ± 0,656 1,209 ± 1,630 0,984 ± 0,974

p-Chk2 n=2 0,380 ± 0,263 0,376 ± 0,255 0,998 ± 0,022 n=5 1,743 ± 3,535 2,079 ± 3,811 4,033 ± 3,491 n=5 2,019 ± 4,102 2,407 ± 3,993 2,581 ± 1,666 n=5 3,621 ± 7,782 5,079 ± 9,817 3,906 ± 6,017

Chk2 n=2 0,193 ± 0,153 0,255 ± 0,026 1,848 ± 1,324 n=5 0,171 ± 0,197 0,229 ± 0,148 1,898 ± 0,742 n=5 0,140 ± 0,173 0,178 ± 0,209 1,854 ± 1,384 n=5 0,078 ± 0,124 0,063 ± 0,051 1,666 ± 0,915

p-p53 n=2 0,050 ± 0,062 0,022 ± 0,006 1,615 ± 1,885 n=5 0,034 ± 0,034 0,048 ± 0,039 1,703 ± 0,668 n=5 1,469 ± 1,412 1,460 ± 1,071 1,290 ± 0,927 n=5 0,845 ± 0,752 1,281 ± 0,846 1,724 ± 0,812

p53 n=2 0,014 ± 0,000 0,024 ± 0,009 1,696 ± 0,651 n=5 0,032 ± 0,030 0,058 ± 0,095 2,405 ± 2,866 n=5 0,444 ± 0,615 0,492 ± 0,591 1,235 ± 0,305 n=5 0,332 ± 0,508 0,497 ± 0,691 1,981 ± 1,103

p-Mdm2 n=2 1,488 ± 0,773 1,726 ± 1,337 1,072 ± 0,342 n=5 1,549 ± 1,464 1,383 ± 1,236 2,035 ± 2,067 n=5 0,635 ± 0,782 0,710 ± 0,728 1,559 ± 1,036 n=5 0,134 ± 0,153 0,273 ± 0,339 2,170 ± 0,866

Mdm2 n=2 0,160 ± 0,099 0,064 ± 0,073 0,666 ± 0,865 n=5 0,301 ± 0,237 0,319 ± 0,330 1,001 ± 0,649 n=5 0,362 ± 0,324 0,329 ± 0,400 1,933 ± 1,869 n=5 0,095 ± 0,066 0,072 ± 0,054 1,526 ±1,587
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