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3 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Entstehung und Pathophysiologie des
unspezifizierten peripheren T-Zell-Lymphoms. Des Weiteren werden mogliche
Therapieansatze gegen diese Krankheitsentitat untersucht. Einleitend soll ein
Uberblick tber die Krankheit sowie die zum Verstandnis notwendigen biochemischen

Grundlagen gegeben werden.
3.1 Das unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom

3.11 Klassifikation, Epidemiologie, und Atiologie

Das periphere T-Zell-Lymphom (PTZL) stellt eine maligne Erkrankung dar, die ihren
Ursprung in peripheren bzw. postthymischen T-Zellen oder naturlichen Killerzellen
hat [113]. Ungefahr 12% aller Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) gehdren dieser hetero-
genen Gruppe an, die gemal aktueller WHO-Klassifikation von 2008 nach dem be-
stimmenden Manifestationsort unterteilt wird [115]. Die Haufigkeit der einzelnen
Entitaten variiert mit ethnischer Herkunft und Geographie. Generell stellt das
unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom (uPTZL) in Europa mit einem Anteil von 30
bis 50% die grote Subgruppe dar [5, 115]. Vergleichende Untersuchungen der
Genexpression zeigen, dass es sich bei dieser um keine homogene Gruppe handelt
(vgl. 3.1.4). Die Atiologie der uPTZL ist, wie die der meisten NHL, weitgehend unklar.
Fir letztere Gruppe werden Umweltnoxen sowie immunologische und infektiologische
Ursachen diskutiert [113].

3.1.2 Diagnostik

Fur die Diagnose eines PTZLs werden Morphologie, der Immunphanotyp, der Genotyp
sowie die klinische Prasentation berlicksichtig [113]. Kann auf dieser Grundlage keine
Einteilung einer reifzelligen T-Zell-Neoplasie getroffen werden, handelt es sich per
Definition um ein uPTZL [115]. Hierbei wurden distinkte Varianten wie das lympho-
epitheloide [68], das follikulare [44] oder das perifollikulare [145] uPTZL beschrieben.

Die Morphologie der uPTZL ist sehr variabel [5]. Immunhistochemisch zeigt sich eine
unterschiedliche Expression der T-Zell-assoziierten Antigene CD2, CD3, CD5, CD7
[113]. Am haufigsten findet sich CD3 [5]. CD4 lasst sich haufiger (ca. 45%) als CD8
(ca. 15%) nachweisen, wobei Koexpression von CD4 und CD8 oder deren kompletter
Verlust in ca. 55% beobachtet werden [5]. CD52 kann in ca. 40% und CD30 in 6% der
Falle detektiert werden [5]. Der Karyotyp weist in den meisten Fallen komplexe

Aberrationen mit haufiger Beteiligung von del(5q) und del(9p) auf [115].
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Spezifische molekulare Marker konnten fir das uPTZL oder distinkte Subgruppen

jedoch noch nicht etabliert werden [51].

3.1.21 Der Nachweis von Klonalitat in peripheren T-Zell-Lymphomen

Neben der Phanotypisierung spielt der Nachweis von Klonalitdt eine grundlegende
Rolle fir die Diagnostik von PTZL [5]. Die Diagnose einer malignen lympho-
proliferativen Erkrankung lasst sich in den meisten Fallen Uber zytomorphologische
Untersuchungen zusammen mit immunhistologischen und immunphanotypischen
Verfahren stellen [168]. In 5-10% der Falle reichen diese Analysen jedoch alleine nicht
aus [168]. Insbesondere periphere T-Zell-Lymphome sind so nur schwierig zu
diagnostizieren [131]. Es besteht die Gefahr, sie mit reaktiver Lymphoproliferation, z.B.
im Rahmen von autoimmunologischen Geschehen, zu verwechseln [31]. Um den
Verdacht einer malignen lymphoiden Erkrankung in zweifelhaften Fallen zu erharten,
kann die Untersuchung auf Klonalitdt der expandierten Zellen hilfreich sein [168]. In
Uber 98% lymphoider Malignome findet sich auf den Zellen ein gemeinsamer
Antigenrezeptor als Ausdruck eines klonalen Ursprungs [168]. Mit der Typisierung des
Rezeptorspektrums (Spektratypisierung) lasst sich ein vorherrschender Antigen-
rezeptor und somit die Klonalitat in Lymphomen nachweisen. Neben der Primar-
diagnostik kann die Spektratypisierung auch zur Uberwachung der Therapie eingesetzt
werden [113]. So konnen verbliebene Tumorzellen bei einer minimalen Rester-

krankung (engl. minimal residual disease; MRD) nachgewiesen werden.

3.1.3 Klinik, Verlauf und Prognosefaktoren

Der Altersgipfel der Patienten liegt zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr bei
ausgeglichenem Geschlechterverhaltnis [5]. Im Gegensatz zu reifzelligen B-Zell-
Lymphomen werden uPTZL meistens im Stadium IlI-IV nach Ann-Abor diagnostiziert
[113]. Hierbei stehen der Befall von Lymphknoten, Haut, Leber, Milz, Knochenmark
und peripherem Blut neben B-Symptomatik im Vordergrund. Klinisch gehéren uPTZL
zu den aggressivsten NHL. Haufig kommt es zu Rezidiven (5-Jahres-Rezidivrate:
74%). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei lediglich 20% [5, 113].

Weder der fiir B-Zell-Lymphome etablierte Internationale Prognose-Index (IPI) noch die
Morphologie spiegeln ausreichend den klinischen Verlauf wieder [5]. Anhand eines
modifizierten Indexes unter Bericksichtigung der Parameter Alter, Allgemeinzustand,
Lactatdehydrogenasekonzentration im Serum (LDH) sowie Quantitat des
Proliferationsmarkers Ki-67 kann eine Aussage Uber die Prognose getroffen

werden [5]. Ein alterer prognostischer Index fir uPTZL berlcksichtigt neben Alter,
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Allgemeinzustand und LDH auch die Knochenmarksbeteiligung [65]. Es konnte gezeigt
werden, dass CD15-Expression sowie Epstein-Barr-Virusinfektion der Tumorzellen mit

einem schlechten Krankheitsverlauf korrelieren [176].

314 Molekulare Pathogenese

Die molekulare Pathogenese der uPTZL ist kaum verstanden [5]. Um die heterogene
Gruppe der uPTZL weiter zu klassifizieren und zugrunde liegende pathogenetische
Mechanismen aufzuklaren, wurden in einer Reihe von Studien Genexpressionsprofile
(GEP) erstellt [5]. Die Ergebnisse sind jedoch in der Gesamtheit schwierig zu inter-
pretieren [43]. Im Folgenden werden die wichtigsten Resultate kurz dargstellt:

Ballester et al. konnten drei Gruppen von uPTZL mit spezifischen GEP unterscheiden.
Zu den untersuchten Genen gehéren jene des JAK/STAT-Signalweges wie auch
NFkB, BCL-2 und das Gen fiir Cyclin D2 [13]. Martinez-Delgado et al. konnten zwei
Gruppen anhand der Expression NFkB-abhangiger Gene differenzieren. Dabei ist
auffallig, dass eine reduzierte Expression dieser Gene mit signifikant erniedrigtem
Uberleben der Patienten korreliert [105]. Piccaluga et al. zeigten, dass uPTZL ein GEP
aufweisen, das eng verwandt mit dem von aktivierten T-Zellen ist [127]. Agostinelli et
al. konnten in uPTZL aufgrund von GEP eine Deregulation von 155 Genen belegen,
deren Funktion typischerweise in malignen Zellen gestort ist [5]. Hierzu zahlen Gene
fur Chemoresistenz, Transkription, Proliferation, Apoptose, Matrixalteration und
Zelladhasion. Letztere kénnten das disseminierte Befallsmuster der uPTZL
erklaren [5].

In einer weiteren Studie wies Feldman et al. eine Uberexpression von SYK in 62 von
66 untersuchten uPTZL nach [60]. Wilcox et al. zeigte hierauf, dass SYK-Inhibition zu
Apoptose und Zellzyklusarrest in PTZL-Zelllinien fihren kann [178].

3.1.5 Therapie

AuRerhalb von Studien erfolgt die Primartherapie von PTZL derzeit mit
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon (CHOP-Schema) [76]. Bei
Patienten, die junger als 60 Jahre sind und sich initial mit erhdhter Lactat-
dehydrogenasekonzentration im Serum prasentieren, erweist sich die Zugabe von
Etoposid als sinnvoll (CHOEP-Schema). Bei lokalisierten Stadien zeigt zudem eine
kombinierte Radiochemotherapie Vorteile gegeniber alleiniger Chemotherapie. In der
Rezidivsituation sollte eine autologe oder allogene SZT erwogen werden [76].
Vergleichend Patienten mit PTZL und diffus grof3zelligem B-Zell-Lymphom konnte hier

eine Studie nach autologer SZT fiir erstere Gruppe kein schlechteres Uberleben
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feststellen [154]. In der Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse scheint die
autologe SZT fir jingere Patienten in stabilem Allgemeinzustand eine Therapieoption
in der Erstlinie zu sein [76]. Derzeit ist eine prospektive, randomisierte Studie aktiv, in
der Patienten (18-60 Jahre) mit PTZL nach Induktionstherapie eine autologe oder eine
allogene SZT erhalten (DSHNHL 2006-1A). Fir altere Patienten (>60 Jahre) verfolgt
eine weitere Studie (DSHNHL 2006-1B) einen anderen Ansatz. Hier wird die
Wirksamkeit einer Antikorpertherapie mit Alemtuzumab zusammen mit CHOP-
Chemotherapie bei PTZL untersucht.

Wegen der schlechten Prognose mit konventioneller Chemotherapie werden dringend
alternative Therapieansatze fur uPTZL bendétigt [51]. Erste Ergebnisse liegen fir
mehrere Pharmaka mit unterschiedlichen Wirkmechanismen vor. Hierzu gehdren
Histon-Deacetylase-, mTOR- und Proteasominhibitoren sowie Immunmodulatoren und
monoklonale Antikdrper [181]. Mit dem Antifolat Pralatrexat (FOLOTYN®) wurde von
der Food and Drug Administration (FDA) ein erstes Medikament speziell gegen
rezidivierende und / oder refraktdre PTZL zugelassen [51]. In Europa wurde Pralatrexat
2008 als Arzneimittel gegen seltene Leiden ausgewiesen [55]. Am 19. April 2012
versagte jedoch die europaische Arzneimittelagentur EMA die Genehmigung fir das

Inverkehrbringen von Pralatrexat [56].
3.2 Biochemische und molekularbiologische Grundlagen

3.21 Genumlagerung und Aufbau des T-Zell-Rezeptors

T-Zellen spielen in der adaptiven Immunantwort eine zentrale Rolle [112]. Um Antigene
auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen (APZ) erkennen zu kénnen,
besitzen sie spezielle Rezeptoren [41]. Diese T-Zell-Rezeptoren (TZR) bestehen aus je
zwei verschiedenen Peptidketten, die Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden
sind. Je nach Phanotyp der T-Zelle paart sich eine a- mit einer B-Kette (a:B-T-Zelle)
oder eine y- mit einer d6-Kette (y:0-T-Zelle). Der heterodimere TZR ist nicht-kovalent
gebunden an den cluster of differentiation (CD)3-Komplex, von welchem die
intrazellulare Signaltransduktion ihren Ursprung nimmt [73]. TZR und CD3 werden
zusammen als T-Zell-Rezeptor-Komplex bezeichnet [112]. Der TZR kann Antigen-
peptide binden, die ihm Uber major histocompatibility complex (MHC)-Klasse-II-
Molekile der APZ angeboten werden [41].

Die fur die TZR-Ketten kodierenden Genloci haben fiir ein vielfaltiges Repertoire an
Rezeptoren mehrere verschiedener Gensegmente, die in Gruppen zusammengefasst
sind: V-(variable), J-(joining) und C-(constant) Segmente [41]. Im TZRB- und TZR&-
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Genlocus existieren zusatzlich D-(diversity) Segmente [41]. In der frihen Thymozyten-
entwicklung wird je eines der verschiedenen V-, D- und J-Gensegmente zu einem
funktionellen Gen umgelagert (syn. rekombiniert) [41, 112]. Die V-(D)-J-Genum-
lagerung wird hierbei durch einen Enzymkomplex vermittelt, der aus Lymphozyten-
spezifischen Proteinen (z.B. recombination activating gene 1/2; RAG1/2) und ubiquitar
exprimierten Enzymen zur DNS-Reparatur (z.B. DNA-dependent protein kinase;
DNA-PK) besteht [109, 144]. Fir Einzelheiten der Reaktionen siehe Abb. 1.
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Abb. 1 Schematische Darstellung von Genumlagerung und Expression der

B-Kette des murinen T-Zell-Rezeptors

In der obersten Zeile ist der Genlocus der B-Kette des murinen T-Zell-Rezeptors mit
seinen Gensegmenten im Zustand der Keimbahn dargestellt. Generell wird zunachst ein
D- an ein J-Segment rekombiniert. In diesem Beispiel handelt es sich um D2 und
JB2.3. An der rot eingezeichneten Anbindungsstelle werden zufallig Nukleotide eingefiigt
und entfernt. In derselben Weise folgt das VB32-Segment der DB2-JB2.3-Umlagerung.
Die Bereiche zwischen den rekombinierten Gensegmenten werden als ringférmige,
extrachromosomale DNS-Molekdle (engl. T cell receptor excision circle; TREC) entfernt.
AnschlieBend wird das Gen fiir die B-Kette in pr&-mRNS transkribiert. Es folgt das
SpleiRen zur reifen mRNS, welche in das Protein translatiert wird. Die durch das V-Gen-
segment kodierten Domanen complementarity determining regions (CDR)1 sowie CDR2
binden die MHC-Komponente des Liganden. Die Variabilitat dieser Domanen wird durch
20 mogliche V-Gensegmente erreicht. CDR3 interagiert hingegen mit dem fir die T-Zelle
prasentierten Peptid. Die zufdllig eingefligten und entfernten Nukleotide der An-
bindungsstellen tragen neben den Kombinationsmdglichkeiten der unterschiedlichen D-
und J-Gensegmente entscheidend zur hohen Variabilitdt dieser Doméne bei. Im
dargestellten T-Zell-Rezeptor-Komplex liegt die exprimierte B-Kette im Verbund mit einer
a-Kette sowie dem CD3-Korezeptor vor. Abbildung modifiziert nach [67, 112, 168].
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Die Genumlagerung in der friihen Thymozytenentwicklung erfolgt in einer hierar-
chischen Reihenfolge: zunachst werden die Gensegmente des TZR®- und TZRy-
Genlocus rekombiniert [168]. Dies flhrt zur Expression eines y:0-TZRs. Schliefdt sich
ein TZRpB- sowie TZRa-Umlagerung an, flhrt dies zur Deletion des funktionellen TZR6-
Gens mit folgender Expression eines a:3-TZRs [168].

Die vielen verschiedenen V-, D- und J-Gensegmente bilden zusammen das kombi-
natorische Repertoire, das auf 3,0x10° fir a:B-TZRs und 5,0x10° fiir y:5-TZRs
geschatzt wird [168]. Die zufallig eingefligten Nukleotide der Anbindungsstellen er-
hohen das Gesamtrepertoire fiir TZR-Molekiile auf iiber 10,0x10'? [168].

3.211 Genumlagerung des T-Zell-Rezeptors in lymphoiden Malignomen

Das Muster der TZR-Genumlagerung in lymphoiden Malignomen spiegelt generell die
hierarchische Reihenfolge des physiologischen Rekombinationsprozesses wider: Der
TZR- ist selten ohne den TZRy-Genlocus rekombiniert sowie TZRy- selten ohne den
TZRd-Genlocus [168]. Letzterer ist in den meisten Malignomen der T-Zell-Reihe nach
erfolgter TCRa-Genumlagerung deletiert [170]. Und dennoch kommt es in manchen
malignen lymphoiden Erkrankungen auch zu ungewdhnlichen Rekombinationen, was
detailliert fur T-ALL beschrieben wurde [160, 168]. Es wird angenommen, dass die an-
haltende Aktivitat der V-(D)-J-Rekombinase in malignen Zellen zu unphysiologischen
Rekombinationen in zuganglichen DNS-Abschnitten fihren kann [160]. So finden sich
neben funktionellen Genumlagerungen (mit V-D-J Gensegment) auch inkomplette Um-
lagerungen mit fehlender V-Region, die zuséatzlich in einem bereits rekombinierten Allel
auftreten kénnen (z.B. VB1-DB1-JB1 zusammen mit DB2-JB2) [168, 170]. Auch
inkomplette Rekombinationen mit fehlender J-Region und biallelische Rekombi-
nationen wurden beobachtet [7, 95]. Ebenso findet sich in Malignomen des
y:6-Phanotyps haufig ein rekombinierter TZRB-Genlocus sowie in T-Zell-Malignomen
allgemein ein rekombinierter Genlocus der schweren Immunglobulinkette (IgH) [168].
Aus diesem Grund lasst sich aus der Analyse der TZR- und IgH-Genloci auch keine

Aussage Uber den Phanotyp der malignen Zellen treffen [168].

3.2.2 Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptor-Komplexes

.Fast alle Aspekte des Zelllebens werden durch reversible Phosphorylierung von
Proteinen kontrolliert [...]* [36]. So stellt die Aktivierung von Tyrosin- und Serin-
Threonin-Kinasen auch ein wichtiges Prinzip in der Signaltransduktion des TZRs
dar [153]. Diese phosphorylieren multiple intrazellulare Zielstrukturen wie Adapter-

proteine oder Transkriptionsfaktoren. In der Folge kommt es zur Veranderung des
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Zytoskeletts und zur Expression von zahlreichen Genen, die eine spezifische
Immunantwort erméglichen [112]. Hierzu gehéren Gene fir Zytokinsekretion,
Proliferation, Uberleben und Differenzierung der Zellen [153].

Nach Ligandenbindung des TZRs kommt es zur Aktivierung von Proteintyrosinkinasen
(PTK) der sarcomavirus tyrosinkinase Familie (Src) [153]. Insbesondere lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase (Lck), die konstitutiv assoziiert mit dem Korezeptor CD4
oder CD8 vorliegt, spielt in der weiteren Signalkaskade eine wichtige Rolle [14]. Der
Mechanismus dieser Aktivierung ist jedoch noch nicht ganz verstanden. Es scheint
neben einer Konformationsanderung [8, 71] und Aggregation des TZR-Komplexes [91,
108] auch die Ausbildung einer immunologischen Synapse von Bedeutung zu sein
[118, 148]. Bei jener handelt es sich um die Kontaktzone zwischen T-Zelle und APZ,
die auch supramolecular activation complex (SMAC) genannt wird [153]. Hier finden
sich vermehrt Membranbereiche mit hohem Gehalt an Cholesterin und
Glycosphingolipiden, die als ,lipid rafts* bezeichnet werden [130]. Es wird
angenommen, dass hier die Signaltransduktion des TZR initiiert wird [53].

Nach Aktivierung von Lck phosphoryliert diese PTK die immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs (ITAMs) der (-Kette von CD3 [153]. Die ITAMs dienen so als
Bindungsstelle flr die zeta-chain associated protein kinase 70 (Zap-70), einer PTK der
Spleen tyrosine kinase Familie (SYK) [29]. Nach Rekrutierung wird Zap-70 durch Lck
phosphoryliert und somit aktiviert [153]. Auch Autophosphorylierung tragt zur
Aktivierung des Molekils bei [12]. Aktives Zap-70 phosphoryliert Adaptermolekile, die
der konsekutiven Signaltransduktion dienen [153].

Untersuchungen zeigen, dass neben Zap-70 auch die strukturell homologe Kinase
SYK an der Signaltransduktion von reifen T-Zellen beteiligt ist [90]. Aufgrund eines
differenziellen Expressionsmusters der beiden Kinasen ging man lange Zeit von einer
dominanten Rolle von SYK in B-Zellen sowie Zap-70 in peripheren T-Zellen aus [29,
30]. Eine Vielzahl von in vitro und in vivo Studien weisen jedoch auf eine nicht-
redundante Funktion von SYK neben Zap-70 in der Signaltransduktion des maturen
TZRs hin [30, 35, 89, 90, 96, 147]. Ein besonderes Beispiel hierfir ist der Nachweis
einer gesteigerten Expression von SYK nach Aktivierung von CD4-positiven
T-Zellen [90]. Auch die Erkenntnis Uber die Fahigkeit von SYK die Kinase Lck direkt
binden und phosphorylieren zu kdnnen ist erwahnenswert [96]. Eine distinkte Rolle von
SYK und Zap-70 in der Signaltransduktion des pra-TZR und somit in der frihen
Entwicklung von Thymozyten ist ebenfalls bekannt [119].

Zu den Zielstrukturen von SYK / Zap-70 zahlen die kooperierenden Proteine linker for

activation of T cells (LAT) und Src homology 2 domain containing leukocyte protein of
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76 kD (SLP-76) [147, 153]. Diese stehen uUber Grb2-related adapter downstream of
Shc (Gads) in Verbindung [21]. Zusammen bilden sie das Rickgrat des in Abb. 2
(s. Seite 19) gezeigten proximalen Signalkomplexes [153]. Neben weiteren Adapter-
proteinen wie growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) rekrutiert und aktiviert
dieser auch Effektormolekile wie Vav1, IL-2-induced tyrosine kinase (ITK) und
Phospholipase C-y1 (PLC-y1) [153]. ITK und Vav1 tragen hierbei neben ihrer
katalytischen Aktivitat zur Stabilitdt des Signalkomplexes bei [47, 134].

Das zur Familie der tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma (Tec) ge-
hérende ITK bendtigt fir die volle enzymatische Aktivitat neben der Bindung an den
proximalen Signalkomplex auch eine Phosphorylierung durch Lck [19]. Hierfir wird ITK
Uber seine pleckstrin homology (PH-)Doméane, welche Phophatidylinositol-3,4,5-tris-
phoshat (PIP3) erkennt, an die Zellmembran rekrutiert. Das PIP3; entsteht durch Lck-
induzierte, lokale Aktivitdt der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [153]. ITK kann
daraufhin PLC-y1 phosphorylieren und somit aktivieren [19]. PLC-y1 hydrolysiert
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) der Zellmembran zu Inositoltrisphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG) [61]. Bei diesen handelt es sich um wichtige sekundare
Botenstoffe (engl. second messenger), die Signalwege hin zu den Transkriptions-
faktoren nuclear factor of activated T-cells (NFAT) und nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) anschalten [153]. Ein weiterer Signalweg
distal des konstitutiv an GRB2 gebundenen GTP-Austauschfaktors Son of sevenless
(SOS) verlauft Uber das kleine G-Protein rat sarcoma (Ras) zu dem Transkriptions-
faktor activator protein 1 (AP-1) [61]. In T-Zellen ist eine wichtige Aufgabe von NFAT,
NFkB und AP-1 zusammen die Expression von Interleukin-2 (IL-2) zu stimulieren,

welches essenziell fur Proliferation und Differenzierung in Effektorzellen ist [112].
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Abb. 2 Proximaler Signalkomplex des T-Zell-Rezeptors

Die Ligation des T-Zell-Rezeptors bewirkt als Ergebnis die Aktivierung von Protein-
tyrosinkinasen der Src, Syk und Tec Familie mit folgender Aktivierung von Ras- sowie
PLC-y1-abhéangigen Signalwegen hin zu AP-1, NFAT und NFkB. Fir Einzelheiten und
Abkirzungen siehe Text. Abbildung modifiziert nach [153].

3.2.2.1 Der Signalweg zur Aktivierung von AP-1

Das durch PLC-y1 generierte Molekil DAG diffundiert in der Zellmembran, wo es
neben Proteinkinase C 8 (PKCB) auch das Protein Ras guanyl nucleotide-releasing
protein (RasGRP) bindet [54, 140]. Die so aktivierte PKC8 phosphoryliert RasGRP und
steigert so dessen enzymatische Aktivitat [140]. RasGRP ist ein GTP-Austauschfaktor,
der spezifisch Ras aktiviert [54]. Wie unter 3.2.2 beschrieben, wird der Ras-Signalweg
auch Uber SOS aktiviert. Neuere Untersuchungen zeigen, dass es sich hierbei in
T-Zellen lediglich um eine Verstarkerschleife handelt und die initiale Produktion von
aktivem Ras die Funktion von RasGRP voraussetzt [141].

Von Ras fuhrt der Signalweg Uber die mitogen-activated protein kinase (MAPK-)
Kaskade zu dem Transkriptionsfaktor AP-1 [98]. Diese Kaskade besteht aus kon-
sekutiv aktivierten Proteinkinasen und fihrt von rat fibrosarcoma (Raf) Uber
MAP/Erk kinase (Mek) zu extracellular signal regulated kinase (Erk) [142]. Letztere
gelangt schlieldlich in den Zellkern, wo sie eine Reihe von Transkriptionsfaktoren
aktiviert, die Wachstums- und Differenzierungsprozesse regulieren [142]. Einer dieser
Transkriptionsfaktoren ist AP-1, der durch die Kooperation von Erk mit
c-Jun N-terminal Kinase (JNK) aktiviert wird [112]. Wie JNK in T-Zellen reguliert wird,
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ist noch nicht ganz verstanden [153]. Zytokine (z.B. TNFa) und Stressfaktoren wie UV-
Licht oder osmotischer Stress spielen eine Rolle [143]. Neuere Untersuchungen
zeigen, dass bei der Aktivierung von JNK auch caspase recruitment domain membrane
associated guanylate kinase 1 (Carmat; vgl. 3.2.2.2) beteiligt ist [22]. Eine weitere
MAP-Kinase, die durch Stressfaktoren, Zytokine und den TZR aktiviert wird, ist p38.
Diese ist fir Zellwachstum und Apoptose von Bedeutung [3, 49, 161]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass p38 direkt das Signal durch den TZR zu beeinflussen

vermag [172].

3.2.2.2 Der Signalweg zur Aktivierung von NFkB

Ein weiterer durch PKCO angeschalteter Signalweg flhrt zur Aktivierung von
NFkB [153]. Dieser Transkriptionsfaktor ist unter anderem in T-Zellen bedeutend fir
Aktivierung, Proliferation, Uberleben und Effektorfunktionen [146].

Die NFkB-Proteinfamilie setzt sich aus funf Mitgliedern zusammen: NFkB1 (p50 und
sein Vorlaufer p105), NFkB2 (p52 und sein Vorlaufer p100), RelA (p65), RelB und
c-Rel [70]. Die Proteine bilden Homo- sowie Heterodimere, wobei eine gemeinsame
N-terminale Rel-homology domain (RHD) die Dimerisierung vermittelt [167]. Die RHD
erkennt aulRerdem spezielle DNS-Abschnitte (kB-Bindungsstellen) und interagiert mit
dem inhibitor of k B (IkB) [167]. Letzterer bindet NFKB im Zytosol und verhindert so den
Ubertritt in den Zellkern. RelA, RelB und c-Rel besitzen zudem eine Trans-
aktivierungsdomane (TAD), mit der die Transkription spezifischer Zielgene geférdert
wird [70].

Die aktivierte PKC8 phosphoryliert das Adapterprotein Carma1 [153]. Dies setzt die
Formierung eines trimolekularen Komplexes in Gang, der aus Carma1l sowie dem
Adapterprotein B-cell lymphoma 10 (Bcl10) und der Paracaspase mucosa-associated
lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1 (MALT1) besteht [167]. Dieser sog.
CBM-Komplex (CARMA1-Bcl10-MALT1) wird auch als Signalosom bezeichnet und
leitet die Aktivierung der IkB Kinase (IKK) ein [167]. Ein wichtiger Mechanismus fuhrt
hierbei Uber MALT1, das an Bcl10 bindet und die E3 Ubiquitinligase tumor necrosis
factor receptor-associated factor 6 (TRAFG) aktiviert [158]. In der Folge wird IkB durch
die katalytische Untereinheit der IKK phosphoryliert und so fir die Ubiquitinylierung
markiert. Der konsekutive proteasomale Abbau von IkB fihrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB, der nun die Kernmembran (berwinden und an
entsprechende DNS-Abschnitte (s.0.) binden kann [167]. Kirzlich wurde gezeigt, dass
MALT1 mit seiner proteolytischen Aktivitdit das NFkB-Signal steigern kann [133].
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Dies geschieht durch Spaltung von A20, welches als deubiquitinylierendes Enzym ein

Negativregulator von NFkB ist [37].

3.2.2.3 Der Signalweg zur Aktivierung von NFAT

Das durch PLC-y1 generierte Molekil IP; 6ffnet lonenkanale am endoplasmatischen
Retikulum [153]. Hier herrscht eine hohe Konzentration an Kalziumionen (Ca*) [116].
Folglich erhoht sich die Konzentration an Ca®" im Zytosol, was kalziumabhangige
Kalziumkanéle der Zellmembran (engl. Ca** release-activated Ca®* channels; CRACs)
offnet und zu einem Kalziuminflux in die Zelle fihrt. Die Kalziumionen binden an
Calmodulin, worauf dieses eine Vielzahl an Enzymen regulatorisch beeinflusst [116].
Eines davon ist die zytosolische Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin. Nach
Aktivierung durch Bindung von Ca?-Calmodulin dephosphoryliert Calcineurin den im
Zytosol befindlichen Transkriptionsfaktor NFAT [102]. Dessen konstitutive Phos-
phorylierung erfolgt durch Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) und Casein Kinase 1
(CK1) [116]. Durch Dephosphorylierung wird die Kernlokalisierungssequenz
demaskiert und NFAT kann im Nukleus die Expression einer Vielzahl von Genen fir
die T-Zell-Aktivierung regulieren [116]. Hierflr kooperiert er mit anderen Transkriptions-
faktoren, wie z.B. AP-1 zur Produktion von IL-2 [102].

3.2.3 Signaltransduktion des CD28-Korezeptors

Das Signal durch den T-Zell-Rezeptor ist alleine nicht ausreichend, um naive T-Zellen
zu aktivieren [137]. Zusatzlich bedarf es kostimulatorischer Molekiile wie CD2, CD5
oder CD28, wobei letzteres dazu den wichtigsten Beitrag zu leisten scheint [2].

Nach Bindung des CD28-Korezeptors auf der Oberflache von T-Zellen an seinen
Liganden B7.1 (CD80) oder B7.2 (CD86) auf APZ, kommt es auf der zyto-
plasmatischen Seite von CD28 zu Tyrosinphosphorylierung durch Lck [137]. Hierdurch
wird das Enzym PI3K rekrutiert [2]. PI3K kann durch Lck sowie SYK phosphoryliert
werden, worauf es mit PIP; eine Bindungsstelle fur phosphoinositide-dependent protein
kinase 1 (PDK1) und dessen Ziel Proteinkinase B (Akt) schafft [2, 147]. Die
Rekrutierung zur Zellmembran fihrt zur Aktivierung der beiden Enzyme. Akt
phosphoryliert daraufhin multiple Proteine, was zu Zelllberleben, Proliferation und
gesteigertem Zellmetabolismus flihrt (s. Abb. 3 auf Seite 22). Ein wichtiger Schritt in
der Aktivierung von Akt besteht in der Serinphosphorylierung durch mammalian target
of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) [184]. Die Funktion von mTORC1 und mTORC2
wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst. So kénnen Informationen zu

Energiestatus, Hypoxie, DNS-Schaden, Wachstumsfaktoren durch mTORC1 und
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MmTORC2 integriert werden [184]. Mittels Phosphorylierung von eukaryotic initiation
factor 4E binding protein-1 (4E-BP1) und protein S6 kinase 1 (S6K1) kann mTORC1
unmittelbar die Proteinsynthese stimulieren [184]. Insbesondere letztere Funktion wird
durch Rapamycin inhibiert [184].

Der aktivierte CD28-Korezeptor kann auch direkt das Signal durch den TZR steigern.
Hierflr binden sowohl Lck, ITK als auch Grb2 (s. 3.2.2) an die zytoplasmatische Seite

von CD28, was u.a. zu einer gesteigerten Sekretion von IL-2 fiihrt [137].
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Abb. 3 Zielstrukturen von Akt

Aktivierung von Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) fihrt zu Phosphorylierung der
Proteinkinase B (Akt) durch phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1). Akt
wiederum aktiviert und inhibiert eine Vielzahl von Proteinen, was zu Zelliiberleben,
Proliferation, erhéhtem Zellmetabolismus und gesteigerter Proteinsynthese fiihrt:
Glucose transporter 1 (GLUT1), cyclic adenosine monophosphate response element-
binding (CREB), mouse double minute 2 (Mdm2), Bcl-2-associated death promoter
(Bad), nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFKB), mammalian
target of rapamycin (mTOR), cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI), Glycogen
synthase kinase 3 (GSK3), Forkhead box protein O (FOXO), Nuclear factor of activated
T-cells (NFAT). Abbildung modifiziert nach [18].

3.24 Signaltransduktion des IL-2-Rezeptors
IL-2, das auch als T-Zell-Wachstumsfaktor (engl. T-cell growth factor; TCGF)

bezeichnet wird, spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation und Differenzierung von
T-Zellen [117]. Nach Sekretion durch aktivierte T-Zellen wirkt dieses Zytokin auto- und
parakrin Uber den IL-2-Rezeptor auf der Zelloberflache [100]. Der Rezeptor besteht

aus zwei Ketten (B und y), von denen die Signaltransduktion ihren Ursprung
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nimmt [117]. Die biologische Aktivitat sowie Affinitdt des Rezeptors zu IL-2 kann durch
die induzierbare a-Kette (auch CD25 genannt) gesteigert werden [139].

Nach Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor werden Tyrosinkinasen der Janus kinase
(JAK-)Familie durch Auto- und Transphosphorylierung aktiviert (JAK1 und JAK2) [17].
Diese sind nicht-kovalent an den Rezeptor gebunden. Ein weiteres Substrat der
Kinasen befindet sich an den zytoplasmatischen Abschnitten der - und y-Kette [117].
Diese fungieren als Bindungsstellen fir signal transducers and activators of
transcription (STATs) [117]. Nach Rekrutierung an den IL-2-Rezeptor werden STATs
durch JAK phosphoryliert. Dadurch lagern sie sich als Dimere zusammen und dienen
im Nukleus als Transkriptionsfaktoren [17]. Im Falle des IL-2 Rezeptors handelt es sich
bei diesen um STAT3 und STATS.

Neben STAT bindet auch Src homology 2 domain containing transforming protein 1
(Shc1) an die Tyrosylphosphate des IL-2-Rezeptors [17]. Shc1 ist eine Adapterprotein,
das Grb2 bindet und so zur Aktivierung des Signalweges liber SOS/Ras/MEK/Erk fihrt
(s. 3.2.2.1). Neben SOS kann auch GRBZ2-associated-binding protein 2 (Gab2) an
Grb2 anlagern, was zur Aktivierung des PI3K-Signalweges fihrt (s. 3.2.3) [117].
Mehrere Untersuchungen weisen zudem auf eine Beteiligung von SYK an der
Signaltransduktion des IL-2-Rezeptors hin [82, 107, 117, 183].

3.3 ITK-SYK im unspezifizierten peripheren T-Zell-
Lymphom

Streubel et al. gelang in einer Subgruppe follikularer uPTZL die Translokation
1(5;9)(933;922) als wiederkehrendes Ereignis zu identifizieren [157]. Die Translokation
verbindet Genabschnitte der Tyrosinkinasen ITK auf Chromosom 5 und SYK auf
Chromosom 9 (s. Abb. 4 auf Seite 24). Beide Tyrosinkinase spielen in der Signal-
transduktion von Antigenrezeptoren eine essentielle Rolle. Im vorangegangenen
Kapitel wurde dies fir den T-Zell-Rezeptor-Komplex dargestellt. Eine Beteiligung von
SYK an der Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren wurde am Beispiel des IL-2-
Rezeptors aufgezeigt.

Die Expression des Fusionsgenes ITK-SYK wird durch den in T-Zellen aktiven
Promotor von ITK reguliert [157]. Erwartungsgemaf konnte durch Streubel et al. neben
der genomischen Translokation auch das Fusionsprotein in den untersuchten
Tumorzellen nachgewiesen werden.

In ITK-SYK finden sich N-terminal die Tec homology (TH-) und die PH-Domane von
ITK [157]. Letztere bindet an PIP; und dient so zur Rekrutierung von ITK an die

Zellmembran, wo diese aktiviert wird [84]. Die Funktion der Prolin-reichen TH-Domane
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ist bisher schlecht verstanden [111]. Sie scheint zusammen mit der Src homology 3
(SH3-) und Src homology 2(SH2-) Domane wichtig fir die Autoinhibition von ITK zu
sein [84, 111]. Der Verlust der SH2- und SH3-Domane in ITK-SYK legt eine
beeintrachtigte allosterische Inhibition der PH-Domane nahe. In der Folge kdnnte diese
konstitutiv an PIP; binden [111].

Eine fehlende Autoinhibition der Proteintyrosinkinase (PTK-)Domane von SYK im
Fusionsprotein ist ebenfalls anzunehmen. Sie wird im SYK-Molekil durch die
Interdomane A bewirkt, die sich zwischen den Tandem-SH2-Domanen befindet und im
Fusionsprotein fehlt [10, 157]. Die Tandem-SH2-Domanen von SYK sind wichtig fir die
kooperative Interaktion mit phosphorylierten ITAMs auf Immunorzeptoren [10]. In der
Interdoméane B von SYK befinden sich die meisten Andockstellen fiir Interaktions-
partner [147]. Der GroRteil dieser Domane ist in ITK-SYK vorhanden [157].

ITK  [(PEHE [T | [SHS] [NSH2N TR |
SYK O Interdomane B [N |
v
ITK-SYK Interdomane B NI |
Abb. 4 Aufbau der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK

N-terminal der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK finden sich die pleckstrin homology (PH-)
sowie die Tec homology (TH-) Doméne aus ITK. Die Tyrosinkinase (TK-) Domane und
ein GroRteil der Interdoméane B des SYK-Molekils stellen den C-terminalen Abschnitt
von ITK-SYK dar. Im Fusionsprotein fehlen die Src homology 3 (SH3-), Src homology 2
(SH2-) sowie die TK-Doméne aus ITK. Ferner fehlen die Tandem-SH2-Doméanen und
die Interdomane A aus SYK. Fur Einzelheiten siehe Text.

Abbildung modifiziert nach [157].
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4 Fragestellung und Vorgehensweise
4.1 Untersuchung zur Zelltransformation durch ITK-SYK im
Mausmodell

Das unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom stellt ein aggressives Malignom mit
schlechter Prognose dar [51, 113]. Die molekulare Pathogenese ist kaum verstanden
und es fehlt an Kleintiermodellen, um dringend bendtigte, zielgerichtete
Therapiestrategien zu etablieren [5, 123].

Die Translokation t(5;9)(q33;922) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte
fur eine Untergruppe von uPTZL als wiederkehrendes Ereignis identifiziert
werden [157]. Ein vergleichbares histologisches Muster sowie ein gleicher Immun-
phanotyp dieser Subgruppe lasst eine Beteiligung der Mutation an der Lymphom-
entstehung vermuten. Um diese Hypothese zu testen, wurden von Pechloff et al. zwei
Mausmodelle mit konditionaler Expression von ITK-SYK generiert [123]:

Unter dem CD4- oder CD19-Promotor wird in diesen Modellen jeweils eine Cre-
Rekombinase exprimiert. Dieses Enzym entfernt hier ein entsprechend markiertes,
transkriptionelles Stoppsignal vor dem ebenfalls artifiziell eingebrachten ITK-SYK-Gen
im ROSA26-Locus. Fir das Mausmodell mit Expression der Cre-Rekombinase unter
dem CD4-Promotor wird so eine T-Zell-spezifische Expression von ITK-SYK erreicht.
Im Falle des CD19-Promotors wird eine B-Zell-spezifische Expression angestrebt.
Jedoch ist hier zusatzlich von einer seltenen und atypischen Expression des
Fusionsproteins in der T-Zelllinie auszugehen, da in beiden Mausmodellen eine
lymphoproliferative Erkrankung durch ITK-SYK exprimierende T-Zellen zu beobachten
ist. Diese Erkrankung ahnelt klinisch, immunhistologisch und immunphanotypisch dem
humanen Krankheitsbild [123]. Um die sichere Diagnose eines PTZLs stellen zu
kénnen, bedarf es zusatzlich des Nachweises von Klonalitdt [5]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde hierfir eine molekularbiologische Methode auf Grundlage
der Polymerasekettenreaktion etabliert, die eine Typisierung des TZR-Spektrums
ermoglicht (Spektratypisierung). Die Erkenntnisse fanden Einzug in die Publikation von
Pechloff et al. [123].
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4.2 Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK sowie der
zellularen Folgen der ITK-SYK-Expression

Das Fehlen dringend bengtigter, zielgerichteter Therapiestrategien fir uPTZL hangt mit
der kaum verstandenen molekularen Pathogenese dieser Erkrankung zusammen [5].
Anhand der in einer Subgruppe von uPTZL auftretenden Fusionstyrosinkinase
ITK-SYK ergab sich die Méglichkeit, molekulare Zusammenhange der Pathogenese zu
beleuchten [157]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es, die durch ITK-SYK
aktivierten Signalwege sowie die zellularen Folgen der ITK-SYK-Expression zu
analysieren. Der Fokus lag auf der Charakterisierung der Signaltransduktion, um so
potentielle Strukturen fiir zielgerichtete Therapiestrategien identifizieren zu kénnen.

Der Aufbau des ITK-SYK-Molekuls mit fehlenden Domanen der Autoinhibition lief3 uns
von einer konstitutiv aktiven Form von SYK ausgehen (vgl. 3.3). Entsprechend suchten
wir in der Literatur nach physiologischen Zielstrukturen von SYK in peripheren T-Zellen
(s. 3.2.2 bis 3.2.4). Aus diesen Erkenntnissen entwickelten wir die Hypothese, dass
ITK-SYK antigen- und zytokinunabhangig aktivierende Signalwege der T-Zelle anzu-
schalten vermag. Die Tatsache, dass das Genexpressionsprofil von uPTZL mit jenem
von aktivierten T-Zellen vergleichbar ist, unterstiitzt dieses Vorgehen ebenfalls [127].
Um unsere Hypothese zu testen, kamen transgene Jurkat-Zellen zur Anwendung, mit
welchen ein leicht zu handhabendes sowie fir die Fragestellung etabliertes
Modellsystem zur Verfiigung stand [1, 77]. Hierbei kamen sich ergdnzende Methoden
zum Einsatz, wie die Analyse intrazellularer Phosphorylierung von Signalproteinen
oder die Inhibition wichtiger Molekiile innerhalb aktivierender Signalwege der T-Zelle.
Alternativ zur immortalisierten Zelllinie untersuchten wir, ob ITK-SYK auch in murinen
CD4-positiven T-Zellen zur Aktivierung fihren kann. Die Wahl fiel auf diesen Zelltyp,
da humane uPTZL mit nachgewiesener 1(5;9)(q33;q22) vorrangig CD4
exprimieren [157]. Zum Einsatz kam hierbei die Technik der Proteintransduktion
in vitro.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit Uber die Funktionsweise der Fusions-
tyrosinkinase ITK-SYK fanden Uberwiegend Einzug in die Publikation von Pechloff
et al. [123]. Anzumerken sei, dass die Generierung sowie die histopathologische und
durchflusszytometrische Analyse der Mausmodelle nicht Gegenstand der hier

vorliegenden Arbeit ist.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

511 Gerate

Agarosegel Elektrophoresekammer
Agarosegelkammer und —kamme
Durchflusszytometer FACSCalibur™
Durchflusszytometer FACSCantoll™
Einfrierbox Nalgene® Mr Frosty™
Eismaschine

ELISA-Reader Sunrise™
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Kuhlschrank (-4°C)

Kihlzentrifuge Rotina 420 R
Lichtmikroskop Leica DM IL
Magnetriuhrgerat

Mikrowelle Bomann MW 1226 CB
Neubauer Zahlkammer

Rollmischer CAT RM 5
Schuttelinkubator innova 4000
Sequenzierautomat ABI Prism® 3700
Spektralphotometer Nanodrop™
Sterile Werkbank Typ KS18
Stickstofftank LS 4800 (-196°C)
Stromgenerator Powerpack ™
Thermocycler

Trypanblau

UV-Detektionsgerat Gel Doc 2000

5.1.2

7-Amino-Actinomycin D

Agarose

Aqua ad iniectabilia

Aqua destillata

Chloroquin
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix 25mM
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid (0,7mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glycerol

lonomycin (lono)

Isopropanol

Kalziumchlorid (CaCl,)
Magnesiumchlorid (MgCly; 25mM)

BioRad, Minchen

BioRad, Minchen
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Fisher Scientific, Schwerte
Ziegra, Isernhagen

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Siemens, Berlin
SanyoBiomedical, Wood Dale, USA
Siemens, Berlin

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Leica Microsystems, Wetzlar
Ika GmbH&Co, Staufen
Clatronic, Kempen

Reichert, New York, USA
Labortechnik Frobel, Lindau
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Peglab, Erlangen

Thermo Scientific, Langenselbold
tec-lab, Kénigstein

BioRad, Minchen

BioRad, Minchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
BioRad, Minchen

Chemikalien und biogene Substanzen

BD Pharmingen, Heidelberg

Cambrex, Baltimore MD, USA

Diaco Biomedical, Trieste, Italien

Delta Select, Pfullingen

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Bioline, Luckenwalde

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Eurobio, Les Ulis, Frankreich

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Applied Biosystems, Darmstadt
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Methanol Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA) Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Polybren (Hexadimethrinbromid) Millipore, Billerica, USA

POP-7 Polymer® Applied Biosystems, Darmstadt
Schwefelsdure (H,SO4) Roth, Karlsruhe

Tetramethylbenzidine Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe

Tween20® Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Wasserstoffperoxid (H20,) Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Xylencyanol Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze

51.3 Standardlosungen und Puffer

Coating Puffer fur ELISA Beckton-Dickinson, Heidelberg

DNS-Probenpuffer (10x) TAE-Puffer
Glycerol (Volumenanteil 50%)
Xylencyanol (Volumenanteil 0,05%)

Erythrozyten-Lysepuffer eBioscience, San Diego, USA
FACS-Puffer PBS mit FCS (Volumenanteil 3,0%)
HBS-Puffer Aqua destillata

NaCl (cqina=40,0mM)
NaHPO, (Ciina=0,75mM)
HEPES (Cina=25mM)

HEPES-Puffer Invitrogen GmbH, Karlsruhe
PBS (1x) Roth, Karlsruhe

PCR-Puffer (10x) Amersham Biosciences, Freiburg
PCR-Puffer (10x) Applied Biosystems

TAE-Puffer (50x) Aqua destillata

Essigsaure (Volumenanteil 1,1%)
EDTA (Cfina=10,0mM)
TRIS-Base (Cfina|=4,0M)

514 Molekulargewichtsmarker fiir DNS

GeneScan® ROX-500HD Size Standard Applied Biosystems, Darmstadt
Molekulargewichtsmarker 100bp Peglab, Erlangen



5.1.5 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz (5—3’) 5-FAM™ Referenz
(Fluoreszenz-
Markierung)
ITK-SYK-Vorwarts GATGGATGGGAAGTGGAGGTG nein -
ITK-SYK-Rickwarts GGACCAAGTT CTGCCATCTC nein -
CD4-Cre-Vorwarts ACCAGCCAGCTATCAACTCG nein -
CD4-Cre-Rickwarts TTACATTGGTCCAGCCACC nein -
CD19-Cre-Vorwarts (1) TCAGCTACACCAGAGACGG nein -
CD19-Cre-Vorwarts (2) | AACCATTCA ACACCCTTCC nein -
CD19-Cre-Rickwarts CCAGACTAGATACAGACCAG nein -
TZRB-Vp1 AAATGAGACGGTGCCCAGTCGTT nein [67]
TZRB-VB2 TCCTGGGGACAAAGAGGTCAAATC nein [67]
TZRB-VB3 GAAAAACGATTCTCTGCTGAGTGTCC nein [67]
TZRB-Vp4 AGCTATCAAAAACTTATGGACAATCAG nein [67]
TZRB-VB5 CAGCAGATTCTCAGTCCAACAGTTT nein [67]
TZRB-VB6 AAGGCGATCTATCTGAAGGCTATGA nein [67]
TZRB-VB7 AGCTGATTTATATCTCATACGATGTTG nein [67]
TZRB-VB8 TATATGTACTGGTATCGGCAGGACA nein [67]
TZRB-VB9 TTCCAATCCAGTCGGCCTAACAAT nein [67]
TZRB-VB10 GCGCTTCTCACCTCAGTCTTCAG nein [67]
TZRB-VB11 TTCTCAGCTCAGATGCCCAATCAG nein [67]
TZRB-VB12 AGCTGAGATGCTAAATTCATCCTTC nein [67]
TZRB-VB13 CTGCTGTGAGGCCTAAAGGAACTAA nein [67]
TZRB-VB14 AGAGTCGGTGGTGCAACTGAACCT nein [6]
TZRB-VB15 CCCATCAGTCATCCCAACTTATCC nein [6]
TZRB-VB16 GATTTTAGGACAGCAGATGGAGTTTC nein [67]
TZRB-VB17 TCGAAATGAAGAAATTATGGAACAAAC nein [67]
TZRB-VB18 CCGGCCAAACCTAACATTCTCAAC nein [67]
TZRB-VB19 CTACAAGAAACCGGGAGAAGAACTC nein [67]
TZRB-VB20 CTGGTATCAACAAAAGCAGAGCAAA nein [67]
TZRB-DR1 GAGGAGCAGCTTATCTGGTGGTTT nein [67]
TZRB-DB2 GTAGGCACCTGTGGGGAAGAAACT nein [6]
TZRB-JB1 CACAACCCCTCCAGTCAGAAATG ja [67]
TZRB-JB2 TGAGAGCTGTCTCCTACTATCGATT ja [6]
TZRy-Vy4 AGTGTTCAGAAGCCCGATGCA nein [86]
TZRy-Jy1 AGAGGGAATTACTATGAGCT ja [86]
Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten Primer
Anmerkung:

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg

synthetisiert.
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5.1.6 Antikorper
Antikorper Klon Fluoro- | Verw. Hersteller
chrom Ver-
diinnung
anti-Kaninchen Antikorper:
Esel anti-Kaninchen IgG | - PE 1:10 | BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Maus Antikorper:
anti-Maus CD4 GK 1.5 PE 1:250 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD4 GK 1.5 APC 1:200 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD8 53-6.7 Pe-Cy5 1:250 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD11b M1/70 - 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Maus CD25 PC61 PE 1:250 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD44 IM7 Pe-Cy5 1:250 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD62L MEK14 PE 1:200 eBioscience, San Diego, USA
anti-Maus CD69 H1.2F3 Pe-Cy5 1:100 eBioscience, San Diego, USA
Dynabeads® - - 1:42 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Mouse panB
Dynabeads® - - 1:70 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Mouse CD8
Dynabeads® M-450 - 1:70 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Schaf-anti-Ratte-IgG
Ziege anti-Maus IgG - - s.5.2.3.7 Jackson Immuno Research,
Soham, UK
anti-Human Antikorper:
anti-Human CD3¢ HIT3a - s.5.2.3.7 BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Human CD28 CD28.2 - s.5.2.3.7 BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Human CD69 FN50 Pe 1:25 eBioscience, San Diego, USA
anti-Human pAkt M89-61 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pS473)
anti-Human pCD3¢ K25- AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY142) 407.69
anti-Human pErk1/2 20A Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(ppT202/pY204)
anti-Human pJNK - - 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY171)
anti-Human pLAT 158-1169 Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY171)
anti-Human pLck 4/Lck- AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY505) Y505
anti-Human pp38 36/p38 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pT180/pY182)
anti-Human pPLCy1 27/PL AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY783)
anti-Human pSLP-76 J141- Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY128) 668.36.58
anti-Human pSTATS 47 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg
(pY694)

Tabelle 2

51.7

His-TAT-NLS-Cre (HTNC)

Rekombinante Proteine

Ubersicht der verwendeten Antikérper

Herr Professor Dr. Frank Edenhofer
Institut flir Rekonstruktive Neurobiologie
Universitat Koln
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5.1.8 Enzyme

Amplitaqg Gold DNA-Polymerase
Taq-DNS-Polymerase (5U/ul)
Trypsin-EDTA

5.1.9

AEBO071
BMS-345541
Bortezomib
Curcumin
Cyclosporin A
Helenalin
Ly294002
PD98059
R406
Rapamycin
SB203580
SP600125
z-VRPR-fmk

Inhibitoren

5.1.10

DMEM'**-Medium

Einfriermedium

LB-Medium

RPMI®*-Medium

RPMI'®*-Medium

Stimulationsmedium

Applied Biosystems, Darmstadt
Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Novartis, Basel, Schweiz
Calbiochem, Darmstadt
Janssen-Cilag, Neuss
Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg
Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt

Rigel, South San Francisco, USA
Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt

Alexis Biochemicals, Griinberg

Zellkulturmedien und Medienzusatze

Gibco® DMEM

FCS (Volumenanteil 10%)
L-Glutamin (Cfina=2,0mM)
Penicillin/Streptomycin (Cgina=1,0u/ml)
B-Mercaptoethanol (Cqina=50uM)

Gibco® RPMI 1640
FCS (Volumenanteil 20%)
DMSO (Volumenanteil 20%)

Aqua destillata

Hefeextrakt (Cqina=5,0g/l)
Trypton (Csina=10g/l)
Natriumchlorid (cfna=0,69/1)

Gibco® RPMI 1640

FCS (Volumenanteil 5,0%)
L-Glutamin (Cfina=2,0mM)
Penicillin/Streptomycin (Cgina=1,0u/ml)
B-Mercaptoethanol (Cqina=50uM)

Gibco® RPMI 1640

FCS (Volumenanteil 10%)
L-Glutamin (Cfina=2,0mM)
Penicillin/Streptomycin (Cgina=1,0u/ml)
B-Mercaptoethanol (Cqina=50uM)

Gibco® RPMI 1640
FCS (Volumenanteil 1,0%)
B-Mercaptoethanol (Cqina=50uM)



Transfektionsmedium Gibco® DMEM

FCS (Volumenanteil 1,0%)
Penicillin/Streptomycin (Csina=1,0u/ml)

Fotales Kalberserum (FCS) Perbio Science Deutschland, Bonn
Gibco® RPMI 1640 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe
L-Glutamin (200mM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin (100u/ml)  Invitrogen GmbH, Karlsruhe

S.0.C. Medium New England Biolabs, Ipswich, USA
B-Mercaptoethanol (50mM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

5.1.11 Reagenziensatze

GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit Sigma-Aldrich, Hamburg

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Kit
OptEIA™ Human IL-2 ELISA Set
Wizard® SC Genomic DNA

5.1.12 Verbrauchsmaterialien

FACS-R6hrchen —grof3—

FACS-Ro6hrchen —klein—

Falcon™ 50mI-Réhrchen

Falcon™ ELISA 96-Loch-Platte

Falcon™ Zellkultur 96-Loch-Platte (Flachboden)
Falcon™ Zellsieb (100um, 75um)

Kryorohrchen

PCR-Ro6hrchen

Pipettenspitzen gestopft

(10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000pl)

Pipettenspitzen ungestopft
(10ul, 201, 100ul, 200ul, 1000uI)

Reaktionsgefall (500pl, 1500ul, 2500ul)
Sterilfilter Millex® GV 0,22um

Sterilfilter Millex® GV 0,45um

Zellkultur 15ml-Réhrchen

Zellkultur 24-Loch-Platte

Zellkultur 6-Loch-Platte

Zellkultur 96-Loch-Platte (Rundboden)
Zellkultur 96-Loch-Platte (Spitzboden)
Zellkulturflasche (25cm?, 75cm?, 150cm?)
Zellkulturplatte-Petrischale (10cm, 15¢cm)

Machery-Nagel, Dlren
BD, Heidelberg
Promega, Mannheim

Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Brand, Mannheim

Molecular BioProducts, San Diego,

Hartenstein, Wirzburg

Eppendorf, Hamburg
Millipore, Billerica, USA
Millipore, Billerica, USA
TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen

Nunc, Roskilde, Danemark
TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen



5.1.13 Verwendete retrovirale Expressionsvektoren

MSCV-IRES-eGFP (Mig):

Mithilfe von regulatorischen LTR-Elementen (,Long Terminal Repeats®) des

murinen Stammzellvirus (MSCV) wird eine hohe Expression des eingefiigten Gens
in den Zielzellen erreicht [121]. AuRerdem beinhaltet der hier verwendete Vektor
das Gen fir ein grin fluoreszierendes Protein (eGFP), dessen Expression unter
der Regulation einer ,Internen Ribosomen-Eintrittsstelle” (IRES) steht [72]. Mittels
des eGFP lasst sich die Infektionseffizienz Uberprifen und es kénnen die infizierten
Zellen gezielt verfolgt werden [20].

ITK-SYK:

Mig-Vektor mit eingefiigter cDNA von ITK-SYK [123].

ITK-SYK"®:

Mig-Vektor mit eingefiigter, modifizierter cONA von ITK-SYK. Durch Aminosaure-
austausch von Lysin zu Arginin an Position 262 des Proteins (K262R) wurde die
ATP-Bindungsstelle der Kinasedoméane inaktiviert (engl. ITK-SYK kinase dead,
ITK-SYK*P) [123].

Die verwendeten Plasmide wurden wie beschrieben hergestellt [123] und waren im

Labor der Arbeitsgruppe Ruland vorhanden.

5.1.14 Verwendete Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a Invitrogen GmbH, Karlsruhe

5.1.15 Verwendete Zelllinie

3T3-Zellen:
Murine Fibroblasten-Zelllinie [164].

Phoenix-Zellen:

Humane embryonalen Nierenzelllinie, die Retroviren auf Basis des murinen
Stammzellvirus produziert. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Phoenix-Zellen
verwendet, deren Viren ausschliellich Zielzellen infizieren, die mCAT-1
exprimieren (ecotrope Viren) [72, 114].

Jurkat-Zellen:

Humane T-ALL-Zelllinie. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Zellen verwendet,

die mit mCAT-1 den Rezeptor flur ecotrope murine Retroviren exprimieren [77].
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Die verwendeten Phoenix- und Jurkat-Zellen wurden uns freundlicherweise von

G.P. Nolan (Standford University, Kalifornien) zur Verfiigung gestellt. 3T3-Zellen

bezogen wir von Ontario Cancer Institute in Toronto.

5.1.16 Verwendete Mause

CD4-Cre:

Gentechnisch veranderte Maus, bei der unter Kontrolle des CD4-Promotors eine
Cre-Rekombinase in T-Zellen exprimiert wird [97].

CD19-Cre:

Gentechnisch veranderte Maus, bei der unter Kontrolle des CD19-Promotors eine

Cre-Rekombinase in B-Zellen exprimiert wird [135].
Rosa26onSTOPon-ITK-SYK:

Gentechnisch veranderte Maus mit eingefiigtem ITK-SYK-Gen in einem Allel des
ubiquitar exprimierten Rosa26-Genlocus. Aufgrund eines vorangehenden,
transkriptionellen Stopp-Signals wird ITK-SYK nicht exprimiert. Dieses Signal wird
von zwei Markierungen flankiert (loxP), welches die Entfernung durch eine Cre-
Rekombinase mit folgender Expression von ITK-SYK erlaubt. 5’ des ITK-SYK-Gens
wurde die kodierende Sequenz von eGFP eingebracht [123].

ITK-SYK®P*Cre:

In dieser Mauslinie wird unter Kontrolle des CD4-Promotors eine transgene Cre-
Rekombinase spezifisch in T-Zellen exprimiert. Folglich wird in diesen Zellen die
entsprechend markierte Stopp-Kassette vor dem ebenfalls artifiziell eingebrachten
ITK-SYK-Gen deletiert (s.0.). Die Folge ist eine T-Zell spezifische Expression von
ITK-SYK und eGFP [123].

ITK-SYK®P'9-Cre.

In dieser Mauslinie wird unter Kontrolle des CD19-Promotors eine transgene Cre-

Rekombinase spezifisch in B-Zellen exprimiert. Folglich wird in diesen Zellen die
entsprechend markierte Stopp-Kassette vor dem ebenfalls artifiziell eingebrachten
ITK-SYK-Gen deletiert (s.0.). Die Folge ist eine B-Zell spezifische Expression von
ITK-SYK und eGFP [123].

C57/Bl6:

Inzucht-Stamm, auf dessen genetischen Hintergrund die Mausmodelle mit

konditionaler Expression von ITK-SYK entstanden [123].



 OTI

Gentechnisch veranderte Maus mit artifiziell eingebrachtem T-Zell-Rezeptor, der

den MHC-II prasentierten Peptidabschnitt von Aminosdure 323 bis 339 von

Ovalbumin erkennt [15].

Alle verwendeten Mause waren in der Zucht der Arbeitsgruppe Ruland vorhanden.

5.1.17 Verwendete Software

Adobe lllustratorCS Version 11.0.0
Adobe PhotoshopCS Version 8.0.1

BD FACSDiva Software Version 6.1.2
CellQuest Pro Software

Endnote Version X4

FlowJo Software Version 8.8.2 fiir Mac
GenMapper® Software

Microsoft Office 2004 fir Mac

Adobe Systems, San Jose, USA
Adobe Systems, San Jose, USA
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Thomson Reuters, New York, USA
Tree Star Inc., Ashland OR, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Microsoft, Redmond, USA

5.2 Methoden

5.21 Arbeiten mit Mausen

5.21.1 Haltung

Die zu untersuchenden Mause wurden unter Standardbedingungen frei von
spezifischen Pathogenen gemal institutioneller sowie gesetzlicher Richtlinien der

Regierung von Oberbayern gehalten.

5.21.2 Genotypisierung der verwendeten Mause

Die Genotypisierung der verwendeten Mause erfolgte fur ITK-SYK, CD4-Cre und
CD19-Cre uber eine jeweils spezifische Polymeraseketttenreaktion (engl. PCR).
Zunachst wurde mithilfe eines Kitsystems (Promega, Mannheim) aus einem 0,5cm
langen Stiick Mausschwanz die DNS entsprechend der Herstellerangaben extrahiert.
AnschlieRend wurde die DNS in einem PCR-Réhrchen mit den fiir die Reaktion

bendtigten Substanzen versetzt. Fir einen Ansatz von 25ul wurden eingesetzt:

* 10x PCR-Puffer (Amersham) 2,54l

*  dNTP-Mix (2,5 mM) 2,0ul

* Extrahierte DNS 1,0pl

* Entsprechende(r) Vorwartsprimer* (10uM) 0,5ul (pro Primer)

* Entsprechender Rickwartsprimer* (10uM) 0,5ul *s.5.1.5
* Taq Polymerase (Amersham) 0,2l

* Aqua ad iniectabilia ad 25 pl

Zur Amplifikation wurden die in Tabelle 3 (S. 36) aufgefiihrten Programme eingestellt.
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ITK-SYK:

Zyklus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 5min; 95°C - -

1-30 30sec; 95°C 30sec; 58°C 34sec; 72°C
31 - - 10min; 72°C
CD4-Cre:

Zyklus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 2min; 95°C - -

1-15 30sec; 95°C 30sec; 64°C 30sec; 72°C
16-35 30sec; 95°C 30sec; 58°C 30sec; 72°C
36 - - 10min; 72°C
CD19-Cre:

Zyklus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 2min; 95°C - -

1-30 45sec; 95°C 45sec; 57°C 50sec; 72°C
31 - - 10min; 72°C
Tabelle 3 PCR-Zyklusprotokolle fiir die Genotypisierung der ver-

wendeten Mause

Auftrennung und Nachweis der PCR-Produkte erfolgte wie unter 5.2.5.3 beschrieben,
wobei folgende Gréflien zu erwarten sind:

ITK-SYK 569bp
CD4-Cre 200bp
CD19-Cre 492bp (Wildtyp-Allel) und 715bp (CD19-Cre)

5.2.2 Allgemeine Arbeiten mit Zellen

5.2.21 Aligemeine Bedingungen fiir die Kultivierung von Zellen

Alle Arbeiten wurden an Sterilwerkbanken mit laminarem Luftstrom durchgefiihrt. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurden nur sterile Zellkulturmaterialien, sterile
Lésungen sowie autoklavierte Pipetten verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
im Begasungsbrutschrank bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphéare mit einem

Volumenanteil von 5,0% CO2 (Standardkulturbedingungen).

5.2.2.2 Zentrifugation

Soweit nicht anders beschrieben, wurden Zellen stets mit 350g fir 5min bei 4°C

zentrifugiert.

5.2.2.3 Bestimmung von Zahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Konzentration lebender Zellen wurden 10ul einer Zellsuspension
mit Trypanblau von 1:2 bis 1:20 verdinnt und anschlielend mittels einer Neubauer-
Zahlkammer nach Herstellerangaben ausgezahlt. Hierbei farbt Trypanblau wegen

seiner negativen Ladung nur absterbende und tote Zellen, deren Membran es
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Uberwinden kann [163]. Pro Zellsuspension wurde die Zellzahl als Mittelwert aus

mindestens drei Zahlungen ermittelt.
5.2.3 Arbeiten mit Zelllinien

5.2.3.1 Kultivierung

Jurkat-Zellen wurden in RPMI'®*-Medium in einer Konzentration von 0,1x10%/ml bis
0,5x10°%/ml bei Standardbedingungen in Kultur gehalten.

Phoenix-Zellen wurden in DMEM'*-Medium in einer Dichte von 6,0x10%cm?’ bis
30,0x10%cm? bei Standardbedingungen in Kultur gehalten.

3T3-Zellen wurden in DMEM'-Medium in einer Dichte von 1,0x10%cm® bis

5,0x10%/cm? bei Standardbedingungen in Kultur gehalten.

5.2.3.2 Passagieren von adharenten Zellen

Zur Vermeidung eines Wachstumsarrests aufgrund von Kontaktinhibition wurden
adharente Zellen regelmaRig neu ausplattiert. Hierzu wurde zunachst das Medium
abgesaugt und der Zellrasen mit steriilem PBS gewaschen. Durch Behandlung mit
Trypsin-EDTA-L6sung wurden die Zellen nach flinfmindtiger Inkubation bei 37°C von
der Kulturschale abgeldst. AnschlieRend wurden die Zellen nach einem Waschschritt
mit PBS in DMEM'**-Medium resuspendiert und in entsprechender Konzentration auf

neue Kulturschalen gebracht.

5.2.3.3 Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren wurden zunachst 5,0x10° Suspensionszellen oder 1,0x10° adharente
Zellen in 500ul reinem RPMI 1640 Medium aufgenommen und in ein Kryoréhrchen
Uberfiihrt. Nach Zugabe von 500ul Einfriermedium wurden die Zellen dann in einer mit
Isopropanol geflllte Einfrierbox fir 24h bei -80°C langsam abgekihlt, um sie
schlieBlich bei minus 196°C in flissigem Stickstoff zu lagern. Das im Einfriermedium
enthaltene Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie das langsame Abkuhlen mithilfe des
Isopropanols in der Einfrierbox reduzieren die Bildung von zytopathischen Eis-
kristallen [124].

Fir das Auftauen wurden die Zellen nach Entnahme aus dem Flussigstickstoff fur zwei
Minuten bei Raumtemperatur angewarmt und schlief3lich in entsprechendes Kultur-
medium mit 37C° Uberfuhrt. Vor Inkulturnahme folgten zwei Waschschritte mit Medium,

um das zytotoxische DMSO zu entfernen.
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5.2.3.4 Kalzium-Phosphat-Transfektion

Um ITK-SYK in Jurkat-Zellen zu exprimieren und folglich dessen Signaltransduktion
untersuchen zu kénnen, wurde die Technik des retroviralen Gentransfers angewandt.
Hierbei wird eine virale einstrdngige RNS mithilfe der reversen Transkriptase in DNS
umgeschrieben [106]. Diese wird dann mit dem Enzym Integrase in das Genom der
Zielzelle eingeflgt.

Zur Herstellung der Retroviren wurden Phoenix-Zellen mit retroviralen Expressions-
vektoren auf Basis des MSCV-IRES-eGFP- (Mig-)Vektors (s. 5.2.3.4) transient
transfiziert [72]. Die einzuschleusende DNS bindet hierbei an Kalzium-Phosphat-
Kristalle und wird endozytotisch von den Zellen aufgenommen [32]. Anschlielend wird
sie transkribiert und die so entstandene RNS in infektiése Viruspartikel verpackt. Die
hierfir bendtigten Gene fur Struktur- und Hullproteine (gag und env) sowie fir die
Enzyme reverse Transkriptase und Integrase (pol) werden von den Phoenix-Zellen zur
Verfligung gestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Phoenix-Zellen verwendet,
die replikationsdefekte ecotrope Viruspartikel produzieren. Diese Retroviren infizieren
effizient und sehr spezifisch nur Zielzellen mit ecotropen Rezeptor [9, 72, 114]. Bei
diesem Membranprotein handelt es um einen kationischen Aminosauretransporter
(mCAT-1), der sich naturlicherweise auf Zellen der Maus befindet [174]. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschliellich genetisch modifizierte humane Jurkat-
Zellen verwendet, die ebenfalls diesen Rezeptor exprimieren [77]. Aufgrund der
Spezifitat der viralen Partikel konnten Transfektion und Infektion in S1-Laboren gemaf}
GenTSV durchgefiihrt werden.

Am Tag vor der Transfektion wurden pro 15cm-Zellkultur-Petrischale 6,75x10°
Phoenix-Zellen in 22,5ml Transfektionsmedium ausgelegt. Nach 12h folgte bei einer
Konfluenz von 50 — 80% eine Vorbehandlung fir 30min mit Chloroquin (Cqna=38,0uM),
das lysosomale DNasen hemmt und so die Transfektionseffizienz erhéht [122].
Wahrend dieser Inkubation im Begasungsbrutschrank wurden die Expressionsvektoren
vorbereitet. 22,5ug des gewunschten Plasmids wurden in 50ul Aqua ad iniectabilia
geldst. Es folgte die Zugabe von 112,5ul Kalziumchlorid (Cgock=25mM) sowie 1125l
HBS-Puffer (pH 6,93). Nach vorsichtigem Mischen wurde die Suspension 15min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend tropfenweise auf die vorbehandelten
Phoenix-Zellen aufgebracht. 6h und 24h nach Transfektion wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen, bevor nach 48h und 72h der Virusiuberstand geerntet und steril filtriert

wurde (Porengrolie des Filters: 0,45um).
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5.2.3.5 Titration des Virusiiberstandes

Um zwischen den Experimenten eine mdglichst gleichbleibende Qualitat des Virus-
Uberstandes zu gewahrleisten, wurde dessen Multiplizitat der Infektion (MOI) bestimmit.
Hierbei handelt es sich um das Verhaltnis infektidser Partikel zu deren Zielzellen. Es
wurden hierfiur 3T3-Zellen benutzt [164].

Zunéchst wurden 5,0x10* Zellen in 2ml DMEM'**-Medium pro Loch einer 6-Loch-Platte
ausgelegt. Nach 24h wurde das Medium durch 3ml Virusuiberstand in mehreren Ver-
diinnungsstufen ersetzt (1:0, 1:1, 1:20, 1:100 - Verdiinnung jeweils mit DMEM'**-
Medium). Zusatzlich wurde zur Erleichterung der Infektion Polybren (Hexadimethrin-
bromid) in einer Konzentration von 4ug/ml eingesetzt [40]. Es wird vermutet, dass das
kationische Polymer die AbstoRung aufgrund gleicher Ladung zwischen Viruspartikel
und Zelloberflache reduziert [32]. Am dritten Tag wurden die Zellen mithilfe von
Trypsin-EDTA geerntet und der Anteil infizierter Zellen bestimmt. Aufgrund der
eGFP-Expression der infizierten Zellen (s. 5.2.3.6) konnte dies mittels Durchfluss-
zytometrie auf eGFP-positive Zellen erfolgen. Anhand der Zellzahl pro Loch konnte so
die Menge eingesetzter infektiéser Partikel und entsprechend die MOI berechnet

werden.

5.2.3.6 Retrovirale Infektion

Um ITK-SYK bzw. IKT-SYK"® in Jurkat-Zellen zu exprimieren, wurden diese mit
entsprechenden Retroviren (s. 5.2.3.4) infiziert. Als Kontrolle dienten Retroviren auf der
Basis des unveranderten Mig-Vektors, die in den Zielzellen nur zu eGFP-Expression
fuhren. Bei den verwendeten Vektoren wird mittels regulatorischer LTR-Elementen
(,Long Terminal Repeats“) des murinen Stammzellvirus (MSCV) eine hohe Expression
des eingefligten Gens in den Zielzellen erreicht. AuRerdem beinhaltet der Vektor das
Gen fir ein grin fluoreszierendes Protein (eGFP), dessen Expression unter der
Regulation einer ,Internen Ribosomen-Eintrittsstelle® (IRES) steht [121]. Mithilfe des
eGFP lasst sich die Infektionseffizienz Uberpriifen. Die Infektionsrate der vorliegenden
Experimente lag abhangig vom Zeitpunkt nach Infektion bei ca. 25% (t=24h) sowie ca.
70% (t=48h). Ebenfalls kénnen mithilfe von eGFP die infizierten Zellen gezielt verfolgt
werden [20].

Fur die Untersuchung der Signaltransduktion von ITK-SYK in T-Zellen fiel die Wahl auf
Jurkat-Zellen, da mit diesen ein etabliertes Modellsystem fir die Fragestellung zur
Verfligung stand [1].

Zunachst wurde die bendtigte Anzahl an Jurkat-Zellen abzentrifugiert und in Virus-

iiberstand in einer Konzentration von 0,5x10%/ml resuspendiert. Dem Virusiiberstand
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wurden zuvor zugesetzt: B-Mercaptoethanol (Cina=50uM), L-Glutamin (Cqna=2,0mM),
Polybren (cqina=4pg/ml), HEPES-Puffer (Cina=24mM). AnschlieRend wurde die Zell-
suspension auf eine 6-Loch-Platte mit 4,0ml pro Loch ausgebracht. Um die
Infektionsrate zu erhdhen, wurden die Zellen fir 90min bei 30°C mit 2400UpM

1" -Medium. Vor

zentrifugiert (,Spin-infection®). Es folgten zwei Waschschritte in RPM
weiterer Verwendung wurden die Zellen flir 12h in einer Konzentration von 0,1x106/ml
in RPMI'""-Medium gehalten. Nach dieser Zeit konnte erstmalig das retroviral
eingebrachte eGFP via Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Fir weitere
Experimente wurde dieser Zeitpunkt als t=0h definiert. Fir Experimente zur Analyse
der intrazellularen Proteinphosphorylierung (s. 6.3.1), die sehr hohe Zellzahlen
bendtigen, wurden die Zellen nach retroviraler Infektion in einer Konzentration von
5,0x10°%/ml gehalten. Dieser erhéhten Zelldichte ist mit zweimaligem Mediumwechsel

12h und 24h nach Infektion Rechnung getragen worden.

5.2.3.7 Stimulationsexperimente

Um in Jurkat-Zellen die Folgen der ITK-SYK-Expression mit denen herkémmlicher
T-Zell-Stimulationen zu vergleichen, wurden die mit dem unveranderten Mig-Vektor

infizierten Zellen auf zwei unterschiedliche Arten stimuliert:

a) Fur eine moglichst physiologische Stimulation von Jurkat-Zellen wurde der T-Zell-
Rezeptor (CD3e-Untereinheit) und der CD28-Kostimulationsrezeptor unter
Verwendung spezifischer Antikérper vernetzt [38]. Auf diese Weise wird der
Kontakt zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle mit folgender
Rezeptoraggregation simuliert (s.3.2.2). Dies fiihrt zur Aktivierung intrazellularer,

Antigenrezeptor-spezifischer Signalkaskaden [38].

b) Fur eine starke Stimulation wurden PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat) und
lonomycin verwendet [33]. PMA, ein Phorbolester mit struktureller Ahnlichkeit zu
Diacylglycerin (DAG), fungiert in T-Zellen als ein potenter Aktivator von Protein-
kinase C 6 (PKCB) und damit auch von Transkriptionsfaktor NF-kB. lonomycin
hingegen induziert wie Inositoltrisphosphat (IP3;) den Kalzium-Influx und nimmt
hauptsachlich Einfluss auf die Aktivierung von NFAT [33].
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zZu a)

Fir lange Stimulationszeiten (s. 6.2.1) wurde mit plattengebundenem anti-CD3¢ und
I6slichem anti-CD28 Antikdrper stimuliert. Zunachst wurde der Boden der Vertiefungen
einer Falcon™ 96-Loch-Platte mit in PBS verdiinntem anti-Maus IgG Antikérper
(cina=10pg/ml) beschichtet. Dies geschah in einem Volumen von 50ul pro Loch fiir 12h
bei 4°C. Der Antikdrper wird hierbei durch hydrophobe Wechselwirkungen an dem
Material der 96-Loch-Platte adsorbiert. Nach einem Waschschritt mit reinem PBS
wurde in PBS verdinnter anti-CD3¢ Antikdrper (Cina=10ug/ml) fir 1h bei 37°C
hinzugegeben. Dessen F.-Teil wird von dem plattengebundenem anti-Maus IgG
Antikorper erkannt. Nach einem weiteren Waschschritt folgten pro Loch 2,0x10° Jurkat-
Zellen in 100pl RPMI'®*-Medium. Nach Zugabe von 100ul RPMI'®*-Medium pro Loch
mit anti-CD28 Antikdrper (Cina=2ug/ml) wurden die Zellen zentrifugiert und so in
Kontakt mit dem anti-CD3 Antikdrper gebracht.

Far kurze Stimulationszeiten (s. 6.3.1.2) wurden mit I8slichen anti-CD3¢ und anti-CD28
Antikorper stimuliert. Zunachst wurden die mit dem unverdndertem Mig-Vektor
infizierten Jurkat-Zellen in einer Konzentration von 5,0x10%ml fir 30min bei 4°C im
Stimulationsmedium ruhen gelassen. AnschlieRend wurden die Antikérper anti-CD3¢
(Cina=3pg/ml) und anti-CD28 (cna=1ug/ml) zugegeben. Es folgte eine Inkubation flr
30min bei 4°C auf dem Rollmischer. Hierauf wurden die Zellen bei 425g fir 3min
abzentrifugiert, um sie im selben Volumen mit 37°C warmen Stimulationsmedium
zusammen mit anti-Maus 1gG Antikérper (Cina=1pg/ml) zu resuspendieren. Dieser
erkennt den F-Teil der zuvor verwendeten Antikérper und fihrt so zur Vernetzung der
Epitope mit folgender Stimulation. Die Stimulation wurde durch Zugabe von kaltem
PBS und anschlieRender Fixierung mit Paraformaldehyd (finaler Volumenanteil 2,0 %)
beendet.

zub)

Fir die Stimulation mit PMA/lonomycin wurden 2,0x10° Zellen in 100yl RPMI'*-
Medium pro Loch einer 96-Loch-Platte ausgelegt. Pro Loch wurden dann 100ul
RPMI'®*-Medium mit PMA (Cina=50nM) und lonomycin (Csna=50nM) hinzugefiigt.

5.2.3.8 Inhibitionsexperimente

Um wichtige Zielstrukturen der Signaltransduktion von ITK-SYK zu identifizieren,
wurden ITK-SYK exprimierende Jurkat-Zellen mit Inhibitoren inkubiert. Danach wurde
der Einfluss der Inhibition auf die Aktivierung durch ITK-SYK untersucht. Dies geschah
uber Bestimmung der IL-2-Sekretion (s. 5.2.3.9) im Vergleich zu ITK-SYK

exprimierenden Jurkat-Zellen, die nur mit dem Ldsungsmittel des jeweiligen Inhibitors
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inkubiert wurden. In Abb. 5 sind die Zielstrukturen der verwendeten Inhibitoren im

Kontext aktivierender Signalwege der T-Zelle dargestellt.

CD28-Rezeptor T-Zell-Rezeptor Zytokinrezeptor

{ {

Ly294002 E— PiK Sl’C'Ki\asen Curcumin — @ Januskinase
PIP3 ZAP-70/ i \ *
/SYK\ R406
Grb2/
R LAT SLP-76 STAT
AKT as‘—SOS - l
Raf PLCY,
Py DAG
Rapamycin ——@ mTOR MEK Cat+ PKC @———— AFB071
Calmtdulin CARMA1
PD98059 R N
Bci10 MALT1e——ZVRPR-
fmk
= Aktivierung
IKKy
—» Bindung Bortezomib
| 52“55541—0 IKKa, B
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MAPK NFAT
Induktion (Erk, p38, JNK) IkB
proteasomalen Abbaus ® LN
B [ N NFkB
—@® Inhibition SB203580  SP600125  Cyclosporin A (pB5, ...)@1— Helenalin
Abb. 5 Zielstrukturen der verwendeten Inhibitoren im Kontext

aktivierender Signalwege der T-Zelle

Die rot dargestellten Inhibitoren wurden so ausgewahlt, dass ein Grofdteil der
aktivierenden Signalwege in T-Zellen bericksichtigt wird. Die abgebildeten Signalwege
sind vereinfacht wiedergegeben. Fir eine detaillierte Darstellung s. 3.2.2 bis 3.2.4.

Die Inhibitoren wurden in dem entsprechenden L&sungsmittel gelost und gemal
Herstellerangaben gelagert. Zunachst wurde mithilfe mehrerer Verdinnungsreihen fir
jeden Inhibitor die optimale Arbeitskonzentration ermittelt (Experimente nicht gezeigt).
Als Kriterium galt die bestmdgliche Inhibition von CD69-Expression sowie
IL-2-Sekretion bei tolerierbarem Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen. Letztere
Bedingung galt als erfiillt, wenn im Vergleich zu unbehandelten Zellen nach der
Inkubationszeit mehr als 80% der Zellen gemal 7-AAD-Farbung als lebendig
identifiziert wurden (s. 5.2.6.4). Als Orientierung dienten Konzentrationswerte aus der

Literatur mit méglichst vergleichbaren Rahmenbedingungen (s. Tabelle 4 auf Seite 43).



Inhibitor Zielstruktur | Losungs- | verwendete mittlere
mittel Endkonzentration | Endkonzentration
in Literatur

AEBO071 PKC DMSO 1,0uM 0,5 uM [58]
BMS-345541 IKKB DMSO 10uM 1uM [4]
Bortezomib Proteasom H,O 6,25nM 50nM [101]
Curcumin Syk, JAK, ... DMSO 5,0uM 20,0uM [52, 132]
Cyclosporin A Calcineurin DMSO 1ug/ml 1ug/ml [104]
Helenalin p65 DMSO 1,0uM 10uM [69]
Ly294002 PI3K DMSO 50uM 50uM [62]
PD98059 MEK DMSO 25uM 30uM [59]
R406 SYK DMSO 2,0uM 8,0uM [177]
Rapamycin mTORC1 DMSO 10nM 20nM [64]
SB203580 p38 DMSO 50uM 20uM [25]
SP600125 JNK DMSO 10uM 10uM [66]
z-VRPR-fmk Malt1 H,O 75uM 75uM [133]

(Protease-

aktivitat)
Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Inhibitoren

Im Anschluss an die retrovirale Infektion (s. 5.2.3.6) wurden 2,0x10° Jurkat-Zellen in
100l RPMI'®*-Medium pro Loch einer 96-Loch-Platte ausgelegt. Pro Loch wurden
dann 100ul des in RPMI'*-Medium verdiinnten Inhibitors in zweifacher Konzentration
hinzugefiigt. Unbehandelte Zellen wurden vergleichbaren Konzentrationen des
jeweiligen Losungsmittels ausgesetzt. Der Volumenanteil von DMSO lag stets unter
1,0%. Nach einer Inkubationszeit von 48h wurden die Uberstdnde zur Bestimmung der
IL-2-Konzentration abgenommen, 5min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert
und zellfrei in ein frisches Gefald Uberfiihrt. Bis zur Analyse (s. 5.2.3.9) lagerten die
Proben bei -80°C.

5.2.3.9 Analyse der Zytokinsekretion

Die Konzentrationsbestimmung von IL-2 wurde mithilfe der ELISA-Methode (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) bestimmt [57] und dazu ein ELISA-Kit (s. 5.1.11) nach
Herstellerangaben verwendet. Die nicht enthaltenen Materialien sind gréRtenteils
entsprechend der Herstellerempfehlungen bezogen worden.

Das Testprinzip besteht darin, dass die im abgenommenen Uberstand geldsten
Zytokine an spezifische Antikérper binden, mit denen der Boden der Vertiefungen einer
96-Loch-ELISA-Platte beschichtet wird. Im nachsten Schritt bindet ein Biotin-
gekoppelter Antikorper ein weiteres Epitop des Zytokins. Zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten werden die Vertiefungen mehrmals mit einem Waschpuffer gespdilt. Im

dritten Schritt wird mit einem Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat inkubiert,
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wobei die Streptavidin-Molekiile eine feste Bindung mit den Biotin-Molekilen eingehen.
Die Meerrettichperoxidase katalysiert nach weiteren Waschschritten eine
quantifizierbare Reaktion mit einem zugegebenen Farbstoff (Tetramethylbenzidin)
unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid, die der Menge des in der Probe
vorhandenen Zytokins proportional ist. Nach Abstoppen der Reaktion mit Schwefel-
saure (Csiock=2,0M) wird dieser Farbumschlag mithilfe eines ELISA-Readers bei einer
Wellenldange von 450nm gemessen. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit
einer in Doppelwerten angefertigten Standardkurve mit 12 Konzentrationsschritten.

Die verwendeten Reagenzien wurden in folgenden Verdlinnungen eingesetzt:
Plattengebundene anti-human IL-2 Antikdrper 1:250

Biotin-gekoppelter anti-human IL-2 Antikorper 1:250
Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat 1:250

5.24 Arbeiten mit murinen Zellen

5.241 Praparation

An der Sterilwerkbank wurde unter mdglichst keimfreien Bedingungen die zu
untersuchende Maus mit Sezierbesteck erdffnet, um Milz und Lymphknoten zu
entnehmen. Die Organe wurden bis zur weiteren Verwendung in einem 15ml-Réhrchen
(Lymphknoten) bzw. in einer 6-Loch-Platte (Milz) mit RPMI**-Medium bei 4°C auf-
bewahrt. Im Anschluss wurden die Zellen mittels zweier konsekutiv angewandter Zell-
siebe (Porengréfle 100um und 75um) vereinzelt. Es folgte eine Behandlung mit
osmotisch wirksamen Erythrozyten-Lysepuffer gemal Herstellerangaben, um eine
Zell-suspension moglichst frei von roten Blutkérperchen zu erhalten. Anschlielend
wurde die Konzentration lebender weiRer Blutzellen in RPMI**-Medium ermittelt und

ent-sprechend der weiteren Verwendung eingestellt.

5.24.2 Aufreinigung muriner CD4-positiver T-Zellen

Zur Aufreinigung muriner CD4-positiver T-Zellen wurden CD11b-positive myeloide
Zellen, CD8-positive T-Zellen sowie B220 exprimierende B-Zellen depletiert. Dies

geschah durch so genannte ,Dynabeads®"

(supramagnetische Polymerpartikel mit
gebundenen Antikdrpern), die an entsprechende Oberflachenantigene binden und
mithilfe eines starken Magnetfeldes die unerwiinschten Zellen entfernen kénnen.

Zunachst wurde die Zellsuspension der Organe einer Maus (zur Herstellung s. 5.2.4.1)
auf ein Volumen von 3ml eingestellt und mit 1:100 verdinnten anti-CD11b Antikérper
fur 30min bei 4°C auf einem Rollmischer inkubiert. Nach einem Waschschritt mit

reinem RPMI-Medium folgte die Inkubation in einem Volumen von 7ml RPMI-Medium
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mit 1:70 verdinnten supramagnetischen Polymerpartikeln, die den F.-Teil des zuvor
verwendeten Antikdrpers binden (Dynabeads® Schaf-anti-Ratte 1gG). Ebenso wurden
zu diesem Zeitpunkt die direkt gegen B220 sowie CD8 gerichteten Dynabeads® in
einer Verdinnung von 1:42 (anti-B220) sowie 1:70 (anti-CD8) der Zellsuspension
zugesetzt. Nach weiteren 30min bei 4°C auf einem Rollmischer folgte die Depletion der
gebundenen Zellen im magnetischen Feld. Die Auftrennung wurde zwei Mal
durchgefihrt, um eine hohe Reinheit zu erhalten. Vor Verwendung wurden die
Dynabeads® selbst zwei Waschschritten mit RPMI-Medium unterzogen, um nicht Ziel-
antigene mit ungebundenen Antikdrpern zu belegen. Uber Durchflusszytometrie wurde
die Reinheit Uberpruft, die durchschnittlich bei 90-95% lag.

5.2.4.3 Expression von ITK-SYK in murinen CD4-positiven T-Zellen

Um zelluldre Folgen der ITK-SYK-Expression in einer definierten Zellpopulation von
murinen CD4-positiven T-Zellen zu untersuchen, wurden 6-8 Wochen alte
Rosa26STOPxITKSYK Mayse zundchst gemaR 5.2.4.1 und 5.2.4.2 behandelt. Die Wahl
fiel auf CD4-positive T-Zellen, da humane uPTZL mit nachgewiesener t(5;9)(q33;922)
Uberwiegend diesen Phanotyp zeigen [157].

Um die Stopp-Kassette vor dem eingebrachten ITK-SYK-Gen in den primaren Zellen
zu entfernen und so die Expression der Fusionstyrosinkinase ex vivo anzustof3en,
wurde die Technik der Proteintransduktion angewandt. Hierbei wurde die modifizierte
Cre-Rekombinase His-TAT-NLS-Cre (HTNC) benutzt. Diese ist in der Lage, die Zell-
und Kernmembran zu Uberwinden, um im Zellkern die mit einer entsprechenden
Sequenz (loxP) flankierte Stopp-Kassette herauszuschneiden [125]. HTNC wurde
freundlicherweise von Herrn Professor Dr. Edenhofer, Institut fir Rekonstruktive
Neurobiologie der Universitat Koln, zur Verfligung gestellt.

Zunachst wurde das HTNC-Protein mit reinem RPMI 1640 Medium auf eine
Konzentration von 1,0uM eingestellt und steril filtriert (Porengréf3e des Filters: 0,22um).
Die zu inkubierenden Zellen wurden abzentrifugiert und mit einer Konzentration von
4,0x10%ml in dieser Lésung resuspendiert und anschlieRend auf einer 24-Loch-Platte
mit 1,0ml pro Loch ausplattiert. Kontroll-Zellen wurden entsprechend in reinem RPMI
1640 Medium ohne HTNC-Protein ausgelegt. Nach einer Inkubationszeit von 4,5h bei
Standardkulturbedingungen wurden die Zellen gewaschen und in RPMI**-Medium mit
einer Konzentration von 1,0x10%ml resuspendiert sowie anschlieRend auf eine
96-Loch-Platte mit Rundboden in 200yl pro Loch ausgelegt. Nach 96h wurden die

Zellen mittels Durchflusszytometrie auf Aktivierung untersucht.
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5.2.5 Molekularbiologische Methoden

5.2.51 Polymerasekettenreaktion

Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (engl. PCR) ermobglicht es, ein
spezifisches DNS-Stiick aus einem komplexen Nukleinsdauregemisch (z.B. genomische
DNS) zu amplifizieren [110]. Diese DNS-Matrize wird im Folgenden auch als template
bezeichnet. Die Reaktion erfolgt meist mit einer thermostabilen DNS-Polymerase aus
Thermus aquaticus und einem sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primerpaar, das
den Enden des templates homolog ist [81, 110]. Als Edukt der Polymerase werden
Desoxyribonukleotidtriphosphate  (dNTP) bendtigt [110]. AuRerdem miussen
Magnesiumionen als wichtiger Kofaktor des Enzyms vorhanden sein, die im ent-
sprechenden PCR-Puffer enthalten sind.
Die Reaktion durchlauft nach anfanglicher Hitzeaktivierung (in der vorliegenden Arbeit
als 0. Zyklus definiert) in mehreren Zyklen jeweils drei Schritte:
1) Aufschmelzen der doppelstrangigen Matrizen-DNS (Denaturierung)
2) Spezifische Hybridisierung der Primer an die homologe Zielsequenz auf der
DNS (Anlagerung)
3) Von den Primern ausgehende DNS-Synthese (Elongation)
Die Reaktion findet im automatischen Thermocycler statt. Das so synthetisierte DNS-
Fragment (Amplifikat) kann in der darauf folgenden Amplifikationsrunde selbst als
Matrize dienen [110]. Dadurch ist in mehreren aufeinander folgenden Zyklen eine
exponentielle Anreicherung einer beliebigen DNS-Sequenz, die zwischen den beiden
Primern liegt, méglich. Im Anschluss an den letzten Zyklus folgt eine verlangerte
Elongation, bevor die PCR-Produkte bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert
werden. Werden anstelle eines Primerpaares mehrere verschiedene Primer in einem
Ansatz benutzt, spricht man von einer Multiplex-PCR [28]. Einzelheiten der Reaktionen

sind an entsprechender Stelle aufgefihrt.

5.2.5.2 Polymerasekettenreaktion im touch-down-Verfahren

Eine Modifikation der PCR, die eine Fehlhybridisierung der Primer am Anfang der
Reaktion verhindern kann, ist das so genannte touch-down-Verfahren [48]. Da sich
Fehlhybridisierungen, die zu einem friihen Zyklus stattfinden, quantitativ besonders
stark auf das Ergebnis einer PCR auswirken, kann eine héhere Spezifitat in den ersten
Zyklen von Vorteil sein [48]. Dies lasst sich durch eine hohere Primer-Anlagerungs-
temperatur in der ersten Halfte der PCR erreichen. Im Verlauf der PCR wird diese

Temperatur dann schrittweise bis zur optimalen thermischen Bedingung fiir das
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Primer-Annealing reduziert. Somit kommt es zwar zu Beginn der Reaktion zu einer
geringeren Amplifikation des templates, doch wird die Spezifitit der PCR hierdurch
deutlich verbessert [48]. In dieser Arbeit wurde fir Reaktionen mit mehreren Primer-

paaren diese Technik verwendet (s. 5.2.7).

5.2.5.3 Auftrennen und Nachweis der PCR-Produkte

Zum Auftrennen der PCR-Produkte diente das Verfahren der Agarose-
Gelelektrophorese [110]. Dabei wandern die zu trennenden DNS-Fragmente unter
Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein Agarosegel. In der vorliegenden Arbeit
wurde hierflr ein ionischer TRIS-Azetat-EDTA-Pufferldsung (TAE-Puffer) verwendet.
Je nach GrofRe und Ladung der Molekiile bewegen sich diese unterschiedlich schnell
durch das als Molekularsieb wirkende Gel. Zum anschlieRenden Nachweis der
aufgetrennten Fragmente wird Ethidiumbromid verwendet [110]. Dieses interkaliert in
Nukleinsauren, wodurch die Fluoreszenz-Emission nach Anregung mit UV-Licht
zunimmt [128].

Die Auftrennung erfolgte in einem Gel mit einem Masseanteil von 2,0% Agarose.
Hierzu wurde TAE-Puffer mit entsprechender Menge Agarose in der Mikrowelle erhitzt.
Nach Abkuhlen unter 55°C wurden je nach GelgroRe ein bis drei Tropfen
Ethidiumbromid (Cstoek=0,7mg/ml) hinzugefigt. AnschlieBend wurde das Gel zum
Ausharten in eine Gelkammer mit eingesetztem Gelkamm gegossen. Nach Erkalten
wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer uberfihrt und mit TAE-Puffer
Uberschichtet. Nach Entfernen des Kammes folgte das Beladen mit 5,0ul des PCR-
Produkts versetzt mit 0,5ul DNS-Probenpuffer (10x) pro Geltasche. AuRerdem wurden
6,0ul Molekulargewichtsmarker (s. 5.1.4) zur GrélRenbestimmung der aufzutrennenden
DNS-Amplifikate in eigener Geltasche auf das Gel aufgetragen.

Nach Anlegen einer Spannung von 130V wurden die DNS-Fragmente in ca. 45 min
aufgetrennt, was durch den DNS-Probenpuffer kontrolliert wurde. Die fotographische

Dokumentation fand anschlief3end in einem UV-Detektionsgeréat statt.

5.2.5.4 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Zur Herstellung der retroviralen Expressionsvektoren wurden transformations-
kompetente Bakterien (E. coli DH5a von Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Diese wurden
auf Eis aufgetaut und von dem gewinschten Plasmid 2ul zugegeben. Die Bakterien
wurden dann fir 30min auf Eis inkubiert und folgend 30sec bei 42°C hitzegeschockt,

um anschlielend wiederum 2min auf Eis inkubiert zu werden. Nach Zugabe von 250yl
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S.0.C.-Medium wurde die Kultur fiir eine Stunde bei 37°C in einen Schittelinkubator
bei 200UpM eingebracht und anschlieRend in LB-Medium tberfiihrt.

5.2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien

Zunéchst wurden 200ml einer E.coli-Ubernachtkultur (s. 5.2.5.4) gemaR der Angaben
des Herstellers fir das Plasmid-Maxi Kit (NucleoBond® Xtra Midi/Maxi von Machery-
Nagel, Diren) verarbeitet. Die sedimentierten Bakterien wurden in 12ml
Resuspensionspuffer (beinhaltet RNase A) resuspendiert, mit Lysepuffer fir 5min bei
20-25°C lysiert und die Reaktion mit Neutralisationspuffer abgestoppt. Nach
Zentrifugation wurde der klare Uberstand auf die gebrauchsfertige Anionen-
austauschersaule gegeben und mit Waschpuffer gewaschen. Nach Elution mit
entsprechendem Puffer wurde die DNS mit Isopropanol gefallt und mit wassriger
Ethanollésung (Volumenanteil des Ethanols 70%) gewaschen. Das luftgetrocknete
DNS-Pellet wurde in 200 - 400ul Aqua destillata aufgenommen und die Konzentration

photometrisch (s. 5.2.5.7) bestimmt.

5.2.5.6 Isolierung von genomischer DNS aus Suspensionszellen

Zur Isolierung von genomischer DNS aus Suspensionszellen wurde ein
molekularbiologisches Kitsystem (GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit
von Sigma Aldrich, Hamburg) nach Herstellerangaben benutzt. Hierbei wird nach Lyse
der Zell- und Kernmembran die DNS an eine Silikatsdule gebunden und mit
zweimaligem Waschen von Zellresten gereinigt. AnschlieBend wird die DNS mit
entsprechendem Puffer eluiert. Ein Inkubationsschritt mit RNase degradiert
vorhandene RNA.

5.2.5.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Um Konzentration sowie Reinheit von Nukleinsdureldésungen zu messen, wurde ein
Spektralphotometer benutzt. Dieses Gerat bestimmt gemafy Herstellerangaben mit
monochromatischem Licht die Extinktion bzw. optische Dichte (OD) bei
unterschiedlichen Wellenlangen. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz wird so die
Konzentration durch die Extinktion bei 260nm (Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren) berechnet. Die Reinheit wird Uber den Vergleich mit Extinktionswerten
bei 230nm (Absorptionsmaximum von Verunreinigungen, z.B. Phenol) sowie 280nm
(Absorbtionsmaximum von Proteinen) beurteilt. Reine DNS in Lésung resultiert in
einem ODyg/OD3gp Verhaltnis von 1,9 bis 2,1 und einem ODy50/OD230 Verhaltnis von
1,8 bis 2,0.

48



5.2.6 Durchflusszytometrie

5.2.6.1 Einfiihrung

Mithilfe der Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting; FACS)
kénnen neben GroéRe und Granularitdt auch Antigene von Zellen dargestellt und
quantifiziert werden [78, 99]. Flr Letzteres werden die Zellen mit an Fluorochromen
gebundenen Antikérpern gegen das zu messende Antigen markiert. Die Zellen werden
anschlieBend in einem Flissigkeitsstrom einzeln hintereinander durch eine
Messkammer gefihrt. Am Messpunkt rufen Zelleigenschaften wie GrofRe, Form,
Membranoberflache und intrazellulare Granula eine Lichtstreuung des einfallenden
Laserstrahls hervor. Diese wird durch je einen Photodetektor in Verlaufsrichtung des
Laserstrahls (Vorwartsstreulicht) und einen im rechten Winkel dazu liegenden
(Seitwartsstreulicht) registriert und in elektrische Signale umgewandelt und amplifiziert.
Die Intensitat des Vorwartsstreulichtes wird im Wesentlichen durch die ZellgroRRe, die
des Seitwartsstreulichts durch die intrazellulare Granularitat bestimmt.

Zur Darstellung und Quantifizierung der zu untersuchenden Antigene besitzt das
Durchflusszytometer FACSCalibur™ (Beckton-Dickinson, Heidelberg) zwei unter-
schiedliche Laser, die monochromatisches Licht bestimmter Wellenlange emittieren
und somit die benutzten Fluorochrome zur Fluoreszenz anregen [78]. Ein luftgekuhlter
Argonlaser emittiert monochromatisches Licht der Wellenlange 488nm und ein
Diodenlaser ein solches der Wellenlange 635nm. Die Lichtquanten der angeregten
Fluorochrome werden Uber Linsen gesammelt. AnschlieBend trennen Filter das
gesammelte Licht und lenken es den Wellenlangenbereichen entsprechend zu
verschiedenen Photodetektoren, die die elektrischen Signale in unterschiedliche
Fluoreszenzkanale (FL) einspeisen. So kénnen Signale verschiedener Wellenlange
voneinander getrennt aufgenommen und analysiert werden (Mehrfarbenanalyse). Die
gemessene Intensitat der Fluoreszenz (Fl) ist dabei proportional zur Zahl der pro Zelle
gebundenen Antikdrper gegen das untersuchte Antigen.

Insbesondere bei Fluorochromen mit nahe beieinander liegenden Emissionsmaxima
kann es vorkommen, dass die ausgesandten Lichtquanten auch von einem benach-
barten Kanal detektiert werden (engl. spill-over) [99]. Um dieses Phanomen zu
vermeiden, mussen die Kanale entsprechend aufeinander abgestimmt werden. Man
spricht hier von Kompensation. Dies geschieht mit Kontrollproben, die nur ein
Fluorochrom gebunden haben (engl. single stains). Tabelle 5 (s. Seite 50) fasst die in

dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome zusammen.
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Fluorochrom Anregungs- | Anregung Emission- Kanal am
maximum durch maximum Durchflusszytometer

eGFP 488nm, Argonlaser 508nm FLA1
498nm

7-AAD 488nm Argonlaser 655nm FL2

Pe 496nm, Argonlaser 578nm FL2
546nm

Pe-Cy5 496nm, Argonlaser 667nm FL3
546nm

APC 650nm Diodenlaser 660nm FL4

AF647 650nm Diodenlaser 668nm FL4

Tabelle 5 Ubersicht der verwendeten Fluorochrome

5.2.6.2 Zelloberflachenfarbung

Zur Darstellung oberflachlicher Antigene wurden pro Antikérperkombination der
Mehrfarbenanalyse (engl. stain) 0,2x10° Zellen in ein Loch einer 96-Loch-Platte mit
Spitzboden gegeben. In dieser haften die Zellen nach Zentrifugation, sodass sie leicht
mit Ausklopfen der Platte von der fliissigen Phase der Zellsuspension getrennt werden
kénnen. Nach Resuspension in 250ul FACS-Puffer pro Loch wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert und somit von Mediumresten gereinigt. Es folgte die Inkubation mit der
jeweiligen Antikdrperkombination in einem Volumen von 50ul pro Loch. Die Antikorper
wurden hierfur in FACS-Puffer verdinnt (fir Verdinnungen s. Tabelle 2 auf Seite 30).
Nach einer Inkubationszeit von 15min bei 4°C im Dunkeln folgten zwei weitere
Waschschritte, bevor die Zellen in 100ul FACS-Puffer pro Loch resuspendiert und in
entsprechende FACS-R&6hrchen transferiert wurden. Bis zur folgenden Durchfluss-
zytometrie wurden die Zellen bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Bei der
Durchflusszytometrie mit Zelloberflachenfarbung wurden 5000 bis 10.000 Zellen pro
FACS-Rohrchen am  Durchflusszytometer FACSCalibur™ (Beckton-Dickinson,
Heidelberg) vermessen.

Um unspezifische Antikérperbindungen an die F.-Rezeptorer muriner Lymphozyten zu
verhindern, wurden diese in einem ersten Schritt mit anti-Maus CD16/32 Antikérper fir
5min bei 4°C behandelt.

5.2.6.3 Untersuchung zur intrazellularen Proteinphosphorylierung
(Phosflow™)

Zur Untersuchung der Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen wurde die
Technik der intrazellularen, phosphorylierungsspezifischen Durchflusszytometrie

(Phosflow™) angewendet [126]. Zum Einsatz kamen aktivierungsspezifische
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Antikérper gegen phosphorylierte Molekille aus Signalwegen der T-Zelle. Folglich
konnte der Aktivierungszustand der untersuchten Signalmolekile quantifiziert werden.

Zunachst wurden 1,0x10° Zellen in ein Loch einer 96-Loch-Platte mit Spitzboden
gegeben und mit eiskaltem PBS gewaschen. Daraufhin folgte die Fixierung der Zellen
je Loch in 200ul FACS-Puffer mit einem Volumenanteil von 2,0% Paraformaldehyd fur
20min bei Raumtemperatur (RT). Folgend wurden die Zellen in eiskaltem PBS ge-
waschen und anschlieend je Loch mit 200ul wassriger Methanollésung (Volumen-
anteil des Methanols 70%) fir 20 min bei RT permeabilisiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten folgte die Inkubation mit der jeweiligen Antikérperkombination in einem
Volumen von 50ul pro Loch. Die Antikdrper wurden hierfiir in FACS-Puffer verdlnnt
(s. Tabelle 2 auf Seite 30). Die Inkubationszeit betrug bei 4°C im Dunkeln 30-60min
und wurde von zwei Waschschritten gefolgt. AnschlieRend wurden die Zellen pro Loch
in 100ul FACS-Puffer resuspendiert und in entsprechende FACS-Rdhrchen transferiert
und bis zur folgenden Durchflusszytometrie bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Bei der
Durchflusszytometrie mit intrazellularer Farbung wurden mindestens 15.000 Zellen pro
FACS-Rohrchen am  Durchflusszytometer FACSCantoll™ (Beckton-Dickinson,

Heidelberg) gemessen.

5.2.6.4 Unterscheidung lebender und toter Zellen

Lebende und tote Zellen kénnen in der Durchflusszytometrie durch ihr Verhalten im
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht unterschieden werden [99]. Hierbei sind apoptotische
oder nekrotische Zellen kleiner und granularer als lebende Zellen [99]. Soweit nicht
anders beschrieben, wurde in der vorliegenden Arbeit die Unterscheidung derart
getroffen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Farbung mit 7-Amino-Actinomycin D
(7-AAD) [149]. Dieser Farbstoff kann die intakte Zell- und Kernmembran nicht
Uberwinden. Bei toten Zellen interkaliert er in die nun zugéngliche DNA, wobei seine
Fluoreszenz-Emission ahnlich wie bei Ethidiumbromid zunimmt [128, 149]. Der Farb-
stoff wurde den zu untersuchenden Zellen kurz vor der Durchflusszytometrie in einer

Verdunnung von 1:40 zugesetzt.

5.2.6.5 Auswertung und Darstellung der Daten

Zur Aufzeichnung der Daten am Durchflusszytometer wurde die Software CellQuest
Pro (fir FACSCalibur) bzw. FACSDiva (fir FACSCanto Il) verwendet. Die Auswertung
erfolgte mithilfe der Software FlowJo. Bei der graphischen Darstellung einzelner
Zellpopulationen bezlglich zweier Parameter werden fir diese die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten logarithmisch illustriert. Bei der Darstellung von mehreren
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Zellpopulationen bezlglich eines Parameters im Histogramm wird das so genannte
binning-Verfahren angewandt. Hierbei wird der logarithmische Bereich der
untersuchten Fluoreszenzintensitat auf der Abszisse in 256 Untergruppen (,Behalter”,
engl. bin) eingeteilt. Fur jede dieser Untergruppen wird anschlieBend die Anzahl der
darin enthaltenen Zellen bestimmt. Im Histogramm wird dieser Wert im Bezug auf die
mengenmalig starkste Untergruppe angegeben (,% von MAX").

Das binning-Verfahren wird eingesetzt, um beim Vergleich unterschiedlich groRRer Zell-
populationen zur Ubersichtlichkeit eine Normalisierung der Werte auf der Ordinate zu

erreichen.

5.2.7 Spektratypisierung muriner T-Zellen

Fir den Nachweis einer klonalen Lymphoproliferation in der Maus wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit eine Methode etabliert, die auf der Typisierung des TZR-
Spektrums (Spektratypisierung) beruht. Hierbei wird sich die Variabilitdt der CDR3-
Region des TZRs zunutze gemacht wird (s. 3.2.1). Bei Betrachtung aller T-Zellen mit
gleicher TZR-Genumlagerung (z.B. VB3-DB2-JB2) ergibt sich wie in Abb. 6 gezeigt
eine charakteristische Langenverteilung des rekombinierten Genabschnittes flir den

klonalen sowie polyklonalen Fall.
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Abb. 6 Langenverteilung einer Genumlagerung des T-Zell-Rezeptors im

polyklonalen sowie klonalen Fall

Bei der Betrachtung der Langenverteilung in Basenpaaren (bp) einer Genumlagerung
auf genomischer Ebene von polyklonalen T-Zellen ergibt sich durch die zufallig
eingefiigten und entfernten Nukleotide der Anbindungsstellen zwischen den
Gensegmenten eine Normalverteilung. Im Falle eines vorherrschenden T-Zell-Klons
Iasst sich nur mehr dessen spezifische CD3R-Konfiguration nachweisen (engl. ,peak”).
Abbildung modifiziert nach [168].
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Ausgehend von einem Protokoll, das freundlicherweise von Frau Priv.-Doz.
Dr. L. Quintanilla-Martinez de Fend (Universitat Tubingen) zur Verfigung gestellt
wurde, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Spektratypisierung muriner
T-Zellen etabliert werden. Die Detektion der einzelnen Genumlagerungen erfolgt
hierbei Uber die Technik der Polymerasekettenreaktion, deren Primer in
unterschiedlichen Reaktionen die zu untersuchenden Gensegmente flankieren
(s. Abb. 7 auf Seite 54). Die entstehenden PCR-Produkte entsprechen so der Lange
der untersuchten Genumlagerung auf genomischer Ebene. Die Wahl fir den zu
untersuchenden Genlocus fiel analog zur klinischen Routine zum einen auf den der
TZRB-Kette, da dieser in fast allen T-Zell-Malignomen rekombiniert ist [168]. Zum
anderen wurde der Genlocus der TZRy-Kette gewahlt, da dieser in einem friihen
Stadium der T-Zell-Entwicklung umgelagert wird und aufgrund seiner einfachen
Struktur auch leicht zu untersuchen ist (vgl. 3.2.1.1). Als nicht geeignet erwiesen sich
die Genloci der TZRa-Kette aufgrund zu hoher Komplexitat und jener der TZRd-Kette,
da dieser haufig in lymphoiden Malignomen deletiert ist [168, 170]. Auf eine zusatzliche
Untersuchung des IgH-Genlocus wurde verzichtet. Ebenfalls wurden, analog zur
klinischen Routine, keine Primer zur Detektion inkompletter TZR-Genumlagerungen
ohne J-Region angewendet [168].

Um falsch positive Ergebnisse durch Auftrennung der PCR-Produkte mithilfe
konventioneller Gelelektrophorese zu vermeiden, muss eine adaquate Analyse der
erhaltenen PCR-Produkte erfolgen [168]. Ein moglicher Weg zur Unterscheidung
zwischen mono-, oligo- oder polyklonal ist das so genannte GeneScanning’™ [88].
Hierbei wird eine lasergestiitze Fragmentanalyse der PCR-Produkte mithilfe eines
Sequenzierautomaten durchgefiihrt. Zu diesem Zweck sind die verwendeten
Rickwartsprimer am 5-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAM™) markiert. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einer mit Polymer geflllten Kapillare werden die
nun an den PCR-Fragmenten befindlichen Fluorochrome mit einem Argonlaser
angeregt und die Emission bei 494nm gemessen. Durch Zuordnung zu einem internen
Langenstandard kann die Langenbestimmung bis zu einem Basenpaar genau durch-
gefuhrt werden [87]. Die gemessene Intensitat der Fluoreszenz (Fl) ist dabei pro-
portional zur Anzahl der markierten Fragmente bzw. der zu untersuchenden

Rekombinationen [88].
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Abb. 7 Verwendete Primer und PCR-Reaktionen zur Spektratypisierung

muriner T-Zellen

Unter dem jeweiligen Genlocus im Keimbahnzustand mit seinen Gensegmenten (fir
Einzelheiten s. 3.2.1) sind die verwendeten Primer auf Héhe ihrer homologen Sequenz
als Pfeile dargestellt. Um neben funktionellen Genumlagerungen der TZRB-Kette
(Reaktionen 1) auch inkomplette Rekombinationen ohne V-Gensegment zu erfassen
(s.3.2.1.1), wurden Vorwartsprimer oberhalb der D-Gensegmente gewahlt
(Reaktionen Il). Zudem wurde eine Rekombination des TZRy-Genlocus untersucht
(Reaktion III).

Die Pfeilspitzen befinden sich am 3’-Ende der Primer und zeigen in Syntheserichtung
der DNS-Polymerase. Die Ruckwartsprimer sind zur Darstellun% der PCR-Produkte
mittels automatisierter Langenfragmentanalyse (GeneScanning mit Fluoreszenz-
farbstoff (FAM) markiert. Rot eingezeichnet sind die jeweiligen Prlmer-Komblnatlonen fur
die verwendeten PCR-Reaktionen 11-IlI1. Die Primer VB1-VB20 wurden stets zusammen
in einem Multiplex-Ansatz verwendet. Abbildung modifiziert nach [67, 171].

Zunachst wurden die Lymphozyten aus der Milz der zu untersuchenden Maus geman

5.2.4.1 prapariert. Aus diesen wurde die genomische DNS gemal 5.2.5.6 extrahiert

und anschlieRend quantifiziert (s. 5.2.5.7). 100ng der DNS wurden dann in einem

PCR-R&éhrchen mit den fur die Polymerasekettenreaktion nétigen Substanzen versetzt:
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* 10x PCR-Puffer (Applied Biosystems) 2,54l

*  MgCl; (Cstock=25mM) 1,3ul

*  dNTP-Mix (Cstock=2,5 mM) 2,0ul

* Entsprechende(r) Vorwartsprimer® (Csock=10uM)  0,5ul (pro Primer)

* Entsprechender Rickwartsprimer* (Csooxk=10uM) 0,5l *s.5.1.5
* Taq Polymerase (Applied Biosystems) 0,2ul (=1,25U)

* Aqua ad iniectabilia ad 25yl

Die zur Amplifikation gewahlten Programme sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Reaktionen 11-12
ZyKlus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 5min; 95°C - -
1-16 1min; 94°C 40sec; 72°C 1min; 72°C
-0,7°C pro Zyklus
(s.5.2.5.2)
17-47 1min; 94°C 40sec; 63°C 1min; 72°C
48 - - 5min; 72°C
Reaktionen 1114113
ZyKlus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 5min; 95°C - -
1-37 1min; 94°C 40sec; 63°C 1min; 72°C
38 - - 5min; 72°C
Reaktion lll1
ZyKlus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation:
0 5min; 95°C - -
1-37 1min; 94°C 40sec; 57°C 1min; 72°C
38 - - 5min; 72°C
Tabelle 6 PCR-Zyklusprotokolle fiir die Spektratypisierung muriner T-Zellen

Nach der Amplifikation wurde ein Teil der PCR-Produkte wie unter 5.2.5.3 beschrieben
aufgetrennt und visualisiert. Die GréRenbereiche der spezifischen PCR-Produkte aus

den einzelnen Reaktionen sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Reaktion 1 12 1 112 113 11K

GroBRenbereich 150-250 250-320 160-200 200-230 235-265 275-295
in Basenpaaren

Tabelle 7 Ubersicht der zu erwartenden ProduktgroBRen der PCR-Reaktionen

zur Spektratypisierung muriner T-Zellen

Anhand der Bandenstarke im Agarosegel wurde die Verdinnung mit destilliertem
Wasser der Amplifikate fiur die Langenfragmentanalyse im Sequenzierautomaten
gewahlt (von 1:1 bis 1:20). Fur die Verdinnung wurde destilliertes Wasser benutzt. Die
Elektrophorese erfolgte in Kapillaren mit POP-7® Polymer und als interner Langen-

standard wurde ROX-500HD verwendet. Um eine Bildung von Haarnadelstrukturen der



einzelstrangigen Fragmente zu verhindern, wurde dem Ansatz Formamid hinzugefiigt.

Ein Ansatz umfasste:

* Formamid 15ul
* Verdinnte Amplifikate 2,04l
* Langenstandard 0,5ul

Die Auswertung der Langenfragmentanalyse erfolgte am Sequenzierautomaten mithilfe

der Software GenMapper® (beides von Applied Biosystems, Darmstadt).

5.2.8 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung dargestellt. Bei
einigen Experimenten wurde zum Vergleich der Mittelwerte die statistische Signifikanz
bestimmt. Hierfir wurde zunachst durch den Kolmogorov-Smirnov-Test tUberprift, ob
die Messwerte eine Normalverteilung aufweisen. War diese gegeben, wurde mit dem
F-Test nach Fisher entschieden, ob die Varianz der Stichproben wesentlich differiert.
Entsprechend wurde die statistische Signifikanz mithilfe des heteroskedastischen
Student-t-Testes flir ungleiche Varianzen und des homoskedastischen Student-t-
Testes fur gleiche Varianzen durchgefiihrt. Bei nicht gegebener Normalverteilung der
Messwerte wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanz der Mann-Whitney-U-
Test angewandt. Statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen. In
Abbildungen sind die p-Werte wie folgt markiert:

* p<0,05

> p<0,01

e p<0,001
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6 Ergebnisse
6.1 Untersuchung zur Zelltransformation durch ITK-SYK im
Mausmodell

Zur Untersuchung der Zelltransformation durch ITK-SYK wurden durch Pechloff et al.
zwei Mausmodelle mit konditionaler Expression von ITK-SYK generiert [123]. In beiden
Mausmodellen zeigt sich eine lymphoproliferative Erkrankung durch aktivierte T-Zellen,
die klinisch, immunhistologisch und immunphanotypisch dem humanen Krankheitsbild
ahnelt [123]. Wie unter 3.1.2.1 beschrieben, ist der Nachweis der Klonalitat fir die
Diagnose eines PTZLs von grundlegender Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit
wurde dieser Aspekt untersucht, woflir eine Technik zur TZR-Spektratypisierung
etabliert wurde (s. 5.2.7). Die Ergebnisse wurden zusammen mit der Beschreibung der
Mausmodelle publiziert [123].

Zunachst wurde in einem Vorversuch Uberpriift, ob die TZR-Spektratypisierung mit
automatisierter Langenfragmentanalyse (GeneScanningTM) den Nachweis von
Klonalitat erlaubt. Hierflir wurde das Langenspektrum des artifiziell eingebrachten
T-Zell-Rezeptors einer OT-lI-transgenen Maus untersucht. Dieser Rezeptor setzt sich
aus einer Va2-Kette sowie einer V(5.1/5.2-Kette zusammen und erkennt den auf
MHC-I1I prasentierten Peptidabschnitt von Aminosaure 323 bis 339 von Ovalbumin [15].
Der von allen T-Zellen einer OT-lI-transgenen Maus exprimierte, prarearrangierte
Rezeptor weist auf genomischer Ebene keine Langenvariation auf. Deshalb dient eine
DNS-Probe aus entsprechender Maus als Positivkontrolle fiir Klonalitat.

Abb. 8 auf Seite 58 zeigt fir die PCR-Reaktion mit Primern zur Detektion der
Genabschnitte zwischen VB1-20 sowie DB2 ein klonales Signal (engl. ,peak”) fir OT-II.
Im Falle einer Wildtypmaus ergeben sich aufgrund der Multiplex-PCR zwei

Normalverteilungen.
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Abb. 8 Elektropherogramm zur Spektratypisierung muriner T-Zellen

einer Wildtyp- sowie einer OT-ll-transgenen Maus

Nach Multiplex-PCR mit entsprechenden Primern zur Detektion der
genomischen Abschnitte zwischen V31-20 und D2 wurden die Amplifikate der
DNS-Proben einer Wiltyp (WT) sowie einer OT-ll-transgenen Maus mittels
automatisierter Langenfragmentanalyse untersucht. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintensitat der angeregten Fluorochrome an den rickwartigen
Primern (DB2) als Funktion der Amplifikatlange in Basenpaaren (bp).

Im Folgenden wurden DNS-Proben aus Mausen beider Mausmodelle von Pechloff
et al., wie unter 5.2.7 beschrieben, untersucht. In Vorversuchen ergaben sich mithilfe
der Durchflusszytometrie fir beide Modelle Hinweise auf Klonalitdt im Sinne einer
vorherrschend exprimierten TZRVB-Kette oder des ganzlichen Verlusts an
nachweisbaren Epitopen der TZRV[B-Kette. Die TZR-Spektratypisierung mittles Gene-

Scanning™ konnte nun fiir jede der untersuchten ITK-SYK®P'%Cre (

n=5) sowie
ITK-SYK®P*“*® (n=3) Mause mindestens eine klonale Rekombination (engl. ,peak®)
detektieren. Ein polyklonaler Hintergrund an T-Zellen wurde in allen erkrankten
Mausen weitgehend verdrangt. Zwei komplette, klonale Rekombinationen pro Maus
zeigten sich in zwei Individuen. Zwei klonale Rekombinationen pro PCR-Reaktion
konnten in 15% aller Reaktionen nachgewiesen werden.

Fir jede der verwendeten PCR-Reaktionen wurde mindestens eine Maus der Maus-
modelle nach Pechloff et al. identifiziert, die eine oder zwei klonale Rekombinationen
aufwies (s. Abb. 9 auf Seite 59). Als Kontrolle diente eine Wildtypmaus (C57BL/6) im
Alter von finf Monaten. Wie erwartet, zeigte sich flir diese Kontrolle eine
Normalverteilung in den Reaktionen 111 bis Ill1. In den Reaktionen |1 und 12 stellten
sich aufgrund mehrerer verwendeter Primer zwei Normalverteilungen dar. In
Vorversuchen wurde eine Normalverteilung der Fragmentlangen fir CD4-Cre sowie
CD19-Cre Mause sichergestellt. Ebenfalls wurde in Vorversuchen mithilfe von
Kontrolimausen im Alter von einem Jahr das Auftreten von benignen klonalen T-Zell-
Expansionen ausgeschlossen, wie man sie gelegentlich in alteren humanen Individuen
beobachten kann [129].
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Abb. 9 TZR-Spektratypisierung mittels GeneScan™ von T-Zellen
einer Wildtypmaus sowie sechs kranker Mause mit
infiltrativer Expansion ITK-SYK exprimierender T-Zellen

Nach PCR mit entsprechenden Primern fiir die Reaktionen 11 bis Ill1 (s. 5.2.7)
wurden die Amplifikate mittels automatisierter Langenfragmentanalyse
untersucht. Die DNS-Proben entstammen einer Wildtypmaus (WT) sowie fiir
jede Reaktion einer kranken Maus mit infiltrativer Expansion ITK-SYK
exprimierender T-Zellen. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat der

angeregten Fluorochrome an den rickwartigen Primern als Funktion der
Amplifikatlange in Basenpaaren (bp).

6.2 Untersuchung zellularer Folgen der Expression von

ITK-SYK

6.2.1 Untersuchung mit Jurkat T-Zellen

Die Translokation t(5;9)(q33;922) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte
fur eine Untergruppe uPTZL mit vergleichbaren Eigenschaften als wiederkehrendes
[157].  Anhand

Fusionstyrosinkinase ergab sich die Moglichkeit, molekulare Zusammenhange der

Ereignis  identifiziert werden dieser neu identifizierten
Pathogenese zu beleuchten [157]. Hierfir wurden zunachst zellulare Folgen der ITK-
SYK-Expression in Jurkat T-Zellen untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass SYK in
aktivierenden Signalwegen der T-Zelle involviert ist (s. 3.2.2 bis 3.2.4), galt es zu
ITK-SYK

Erscheinungen der T-Zell-Aktivierung fuhrt. Hierzu gehéren neben der Expression von

untersuchen, ob die Expression von in Jurkat-Zellen zu typischen
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CD69 [27] auch die Sekretion von IL-2 [1]. Des Weiteren flihrt die Aktivierung von
Jurkat-Zellen zu Apoptose. Dieser sog. Aktivierungs-induzierte Zelltod (engl.
activation-induced cell death; AICD) ist abhangig von APO-1 (engl. apoptosis
antigen 1) [45].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach Expression von
ITK-SYK, nicht aber nach Expression der Kinase-defekten Mutante von ITK-SYK

(ITK-SYK"P), zu den zelluldren Folgen einer starken T-Zell-Aktivierung kommt.

6.2.1.1  Zellzahl und Viabilitat

Um zu Uberprifen, ob es nach Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen Hinweise auf
AICD gibt, wurde nach retroviraler Infektion die Zellzahl im Zeitverlauf bestimmt
(s. Abb. 10, A auf Seite 61). Hierflr wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren zur Expression
fir ITK-SYK bzw. ITK-SYK® infiziert. Als Kontrolle dienten Viren auf Basis des
unveranderten retroviralen Vektors, die nur zu eGFP-Expression in den Zielzellen
fuhren (Mig). Ein Teil dieser Zellfraktion wurde mit Antikdrpern (anti-CD3/anti-CD28)
oder PMA/lonomycin inkubiert, um einen Vergleich mit stimulierten Jurkat-Zellen zu
ermdglichen.

Es zeigte sich eine zeitabhangige Zunahme der Zellzahl bei Mig sowie bei ITK-SYKKP.
Dies lief3 sich auch fir die mit Antikérpern stimulierten Zellen feststellen, wobei deren
Zellzahl nach 72h signifikant niedriger war als die der Kontrollzellen. Fir Zellen, die mit
PMA/lonomycin stimuliert wurden, liel® sich keine signifikante Zunahme der Zellzahl
nach 72h feststellen. Die Zellzahl bei ITK-SYK fiel im Zeitverlauf deutlich starker ab als
bei den mit PMA/lonomycin stimulierten Zellen. Sie lag nach 72h bei ca. 45%.

Um zu Uberprifen, inwieweit Zelltod oder verminderte Proliferation die reduzierten
Zellzahlen verursachten, wurde in denselben Experimenten die Viabilitat mittels
Durchflusszytometrie bestimmt (s. Abb. 10, B).

Hierbei zeigte sich eine zeitabhé&ngige Reduktion des Anteils der lebenden Zellen bei
den unstimulierten Kontrollzellen sowie bei ITK-SYKXP auf ca. 75% nach 72h. Dies lieR
sich bei den mit Antikérpern sowie PMA/lonomycin stimulierten Zellen in signifikant
erhdhtem Male nachweisen (bei beiden ca. 60% lebende Zellen nach 72h). Ebenso
zeigte sich bei ITK-SYK eine zeitabhangige Reduktion der Viabilitat, wobei diese im
Vergleich zu den Stimulationskontrollen deutlich ausgepragter war (ca. 30% lebende
Zellen nach 72h).
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Abb. 10 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf Zellzahl

und Viabilitat von Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKP und unverandertem Mig-Vektor
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit
Antikérpern kontinuierlich stimuliert: plattengebundener anti-CD3 (10ug/ml) und I8slicher
anti-CD28 (4ug/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/lonomycin (beides 50nM)
kontinuierlich stimuliert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet
und mithilfe einer Neubauer Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Die Viabilitdt wurde
mithilfe von  Durchflusszytometrie ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der Daten aus drei unabhangigen Experimenten.

6.2.1.2 Nachweis von Aktivierungsmarkern

Wie unter 6.2.1.1 beschrieben, wurden Jurkat-Zellen mit entsprechenden Retroviren
infiziert und ein Teil der Kontrollzellen zum Zeitpunkt t=0h mit Antikérpern oder
PMA/lonomycin kontinuierlich stimuliert. Zu den Zeitpunkten 24h, 48h und 72h wurde
der Anteil an eGFP exprimierenden Zellen sowie der Anteil CD69 prasentierender
Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (s. Abb. 11 auf Seite 62).

Bei allen untersuchten Zellen zeigte sich eine zeitabhangige Zunahme der eGFP-
Expression in vergleichbarem Ausmaly (Anteil eGFP exprimierender Zellen ca. 70%
nach 72h). Bei ITK-SYK war zudem eine Zunahme der Zellpopulation zu verzeichnen,
fur die sowohl eGFP als auch CD69 zu detektieren war (61% nach 72h). eGFP wurde
in diesen Zellen zusammen mit ITK-SYK exprimiert, was in Voruntersuchungen durch
Westernblot gezeigt werden konnte. Zellen, die kein eGFP exprimierten, zeigten bei
ITK-SYK auch keine Prasentation von CD69. Bei den Stimulationskontrollen lieRen
sich hingegen CD69 prasentierende Zellen ohne Expression von eGFP finden. Der
Grund ist die von der retroviralen Infektion unabhangige Stimulation der Zellen.

Die mit PMA/lonomycin stimulierten Zellen wiesen nach 72h einen mit ITK-SYK

vergleichbaren Anteil der Zellpopulation auf, fir die sowohl eGFP als auch CD69 zu
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detektieren war. Fur die mit Antikdrper stimulierten Zellen war der Anteil dieser Zell-

population geringer (ca. 10% nach 72h).
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Abb. 11 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf die

Prasentation von CD69 durch Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKP und unverandertem Mig-Vektor
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit
Antikérpern kontinuierlich stimuliert: plattengebunder anti-CD3 (10ug/ml) und I8slicher
anti-CD28 (4ug/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/lonomycin (beides 50nM)
kontinuierlich stimuliert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet
und die Expression von eGFP sowie die Prasentation von CD69 quantifiziert. Dargestellt
sind die Fluoreszenzintensitdt (FI) von eGFP als Funktion der FI des anti-CD69
Antikdrpers. Es wurden nur lebende Zellen betrachtet. Das Experiment wurde dreimal
unabhangig unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt und zeigte jeweils vergleichbare
Ergebnisse.

6.2.1.3 Sekretion von IL-2

Die Konzentration von IL-2 in den Zelluberstanden der unter 6.2.1.2 beschriebenen
Experimente wurde mittels ELISA-Kit bestimmt (s. Abb. 12 auf Seite 63).
Es zeigte sich eine zeitabhangige Zunahme der Konzentration an IL-2 im Uberstand

der stimulierten Kontrollzellen, wobei die Stimulation durch PMA/lonomycin zu deutlich
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grolRerer Produktion an IL-2 flhrte als die Stimulation durch Antikérper. Die
Konzentration war bei PMA/lonomycin nach 48h ca. 3,4-fach héher als bei den mit
Antikérpern stimulierten Zellen. Auch bei Zellen mit Expression von ITK-SYK lie} sich
IL-2 im Uberstand nachweisen, wobei die Quantitat um ein Vielfaches (iber jener der
stimulierten Kontrollen lag. Die Konzentration bei ITK-SYK war nach 48h ca. 11-fach
héher als bei den mit PMA/lonomycin stimulierten Zellen. Nach 72h lag die
Konzentration bei ITK-SYK exprimierenden Zellen sogar Uber der mittels ELISA-Kit
detektierbaren Grenze von 8000 pg/ml. Bei ITK-SYK P sowie bei nicht stimulierten
Kontrollen (Mig) war im Uberstand der Gehalt an IL-2 zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte detektierbar (n.d.).
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Abb. 12 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf

Sekretion von IL-2 durch Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKP und unverandertem Mig-Vektor
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit
Antikérpern kontinuierlich stimuliert: plattengebunder anti-CD3 (10ug/ml) und I8slicher
anti-CD28 (4ug/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/lonomycin (beides 50nM)
kontinuierlich stimuliert. Der Zelliberstand wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Zentrifugation abgenommen und mithilfe eines ELISA-Kits die Konzentration an IL-2
bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Daten aus drei
unabhangigen Experimenten.

6.2.2 Untersuchung mit murinen CD4-positiven T-Zellen

Um zu Uberprifen, ob ITK-SYK auch in murinen CD4-positiven T-Zellen zur
Aktivierung flihrt, wurden diese nach Expression des Fusionsproteins durchfluss-
zytometrisch auf entsprechende Anzeichen untersucht. Hierzu zahlen neben der
Prasentation von Aktivierungsmarkern (CD25, CD44, CD62L, CD69) auch die Zu-

nahme des Zellvolumens [73, 75]. Die Wahl fiel auf CD4-positive T-Zellen, da humane
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uPTZL mit nachgewiesener 1(5;9)(q33;922) Uberwiegend diesen Phanotyp
zeigen [157].

Zunachst wurden CD4-positive T-Zellen aus Rosa26S P TKSYK \Maysen aufgereinigt
(s. 5.2.4.2). Diese tragen die Erbinformation von ITK-SYK im ubiquitar exprimierten
Genlocus Rosa26 [123]. Das entsprechende Gen wird jedoch durch eine voran-
gehende Stopp-Kassette an der Expression gehindert [123]. Diese kann aufgrund einer
flankierenden Sequenz (loxP) von einer eingebrachten Cre-Rekombinase erkannt und
entfernt werden [125]. Folglich kommt es zur Expression von ITK-SYK [123]. Um die
rekombinierten Zellen durchflusszytometrisch verfolgen zu kénnen, wurde
stromabwarts des Gens fur ITK-SYK die Erbinformation eines grin fluoreszierenden
Proteins (eGFP) eingebracht [123].

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Rekombination das Cre-Fusionsprotein
His-TAT-NLS-Cre (HTNC) verwendet, das die Zell- sowie Kernmembran in vitro
passieren kann [125]. Nach 270-mindtiger Inkubation der aufgereinigten Zellen mit
HTNC betrug der Anteil eGFP exprimierender Zellen zum Zeitpunkt t=96h ca. 60%.
Beim Vergleich dieser Zellpopulation mit nicht rekombinierten Zellen lie3 sich wie in

Abb. 13 gezeigt flir jeden der untersuchten Parameter eine Aktivierung nachweisen.
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Abb. 13 Aktivierung muriner CD4-positiver T-Zellen aus

Rosa26'oxSTOPIoxITK-SYK M 11sen nach Inkubation mit HTNC in vitro

CD4-positive T-Zellen aus Rosa26 TP TSYK Mmausen [123] wurden nach Auf-
reinigung mit His-TAT-NLS-Cre inkubiert (1uM fir 270min). 96h nach Inkubation mit
dieser Cre-Rekombinase wurden die Zellen geerntet und mit Durchflusszytometrie
untersucht. Fir jede Zielstruktur ist die Fluoreszenzintensitat (FI) des verwendeten
Antikorpers bzw. das Vorwartsstreulicht histographisch dargestellt. Hierfir wurden
jeweils lebende, eGFP exprimierende Zellen mit lebenden, nicht rekombinierten Zellen
verglichen. Das Experiment wurde dreimal unabhangig unter gleichen Bedingungen
durchgefiihrt und zeigte vergleichbare Ergebnisse.
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6.3 Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK

6.3.1 Untersuchung zur intrazellularen Proteinphosphorylierung
(Phosflow ™)

Um potentielle therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren, galt es in der
vorliegenden Arbeit die Signaltransduktion von ITK-SYK in vitro zu analysieren. Hierbei
lag der Fokus auf aktivierenden Signalwegen, die von Rezeptoren der T-Zelle
angesteuert werden und in deren Signaltransduktion SYK eine Rolle spielt (s. 3.2.2 bis
3.2.4). Fir die Untersuchungen kamen transgene Jurkat-Zellen zur Anwendung, mit
denen ein leicht zu handhabendes sowie fiir die Fragestellung etabliertes Modell-
system zur Verfligung stand [1, 77]. Die Charakterisierung der Signalwege erfolgte
mittels Durchflusszytometrie, wobei intrazellular gebundene, phosphorylierungs-
spezifische Antikdrper detektiert wurden (s. 5.2.6.3).

In Vorversuchen wurden die notwendigen Bedingungen zur Untersuchung der
Signaltransduktion im gewahlten Zellsystem sichergestellt: Es konnte in vitro gezeigt
werden, dass die Tyrosinkinasedomane von SYK im Fusionsprotein katalytisch aktiv ist
und deren Funktion nach Punktmutation in der ATP-Bindungsstelle zum Erliegen
kommt (ITK-SYKXP). Ferner wurde nachgewiesen, dass die Infektion der Jurkat-Zellen
mit geeigneten Retroviren zu einer starken Expression von ITK-SYK bzw. ITK-SYKKP
fuhrt. Beide Molekile konnten in den lipid rafts der Zellmembran durch Westernblot
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte hier endogenes ITK, wenn auch
schwach, zusammen mit ITK-SYK gefunden werden (vgl. [123]).

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass ITK-SYK in Jurkat-Zellen die Signalwege
des T-Zell-Rezeptors sowie die des CD28-Korezeptors aktiviert. Dartiber hinaus ergab
sich mit der detektierbaren Phosphorylierung von STAT5 der Hinweis auf Beteiligung

eines zytokinspezifischen Signalweges.

6.3.1.1 Untersuchung zur intrazelluldren Proteinphosphorylierung

nach Expression von ITK-SYK

Hierflr wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren zur Expression von ITK-SYK bzw. dessen
Kinase-defekten Mutante (ITK-SYK"P) infiziert. Als Kontrolle dienten Viren auf Basis
des unveranderten retroviralen Vektors, die nur zu eGFP-Expression in den Zielzellen
fuhren (Mig). Nach retroviraler Infektion wurden die Zellen zum Zeitpunkt t=24h

geerntet und wie unter 5.2.6.3 beschrieben untersucht.
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Im Vergleich zu ITK-SYK"® und Mig lieR sich fiir ITK-SYK in unterschiedlichem MaRe
eine Phosphorylierung der untersuchten Proteine nachweisen (s. Abb. 14 auf
Seite 67). Am deutlichsten traf dies flir SLP-76 an Tyrosin 128 (pY128) zu. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) des phosphorlierungsspezifischen Antikérpers nahm hier
im Vergleich zu Mig um das ca. 6,5-fache zu. Fur PLCy1 (pY783) liel3 sich eine ca. 2,5-
fache Zunahme verzeichnen. Die Analyse von LAT (pY171) und Lck (pY505) ergab
einen Anstieg der MFI auf 150 — 200%. Fir die Phosphorylierung der ITAMs an CD3(
lie® sich in ITK-SYK exprimierenden Zellen nur eine schwache Zunahme der MFI
feststellen (ca. 125%)

Fir rezeptordistale Zielstrukturen wie die untersuchten MAP-Kinasen p38, Erk1/2 und
JNK zeigten sich ebenfalls unterschiedliche Signalstarken (s. Abb. 14, C/D). So war ein
Anstieg der phosphorylierungsspezifischen Fluoreszenz fir p38 (pT180/pY182) nur in
geringem Male objektivierbar (ca. 135%). Fur JNK (pY505) und Erk1/2 (pT202/pY204)
war eine deutlich groRere Zunahme zu verzeichnen (ca. 200%). Insbesondere bei
letzterer Kinase bestanden jedoch groRRe interexperimentelle Unterschiede in der MFI,
was sich in einer entsprechenden Standardabweichung der Mittelwerte widerspiegelt.
Ein konstanteres Phosphorylierungssignal konnte fur Akt (Ser437) und STATS (pY694)
objektiviert werden. Bei letzterer Zielstruktur wurde durch Betrachtung nicht infizierter
Zellen eine Phosphorylierung als Folge von IL-2 im Uberstand ausgeschlossen. Die
Zunahme der MFI betrug fir Akt und STAT5 ca. 150 - 180%.
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Abb. 14
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Phosphorylierung von intrazellularen Signalmolekiilen nach
Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYK"® oder unverandertem Mig-Vektor
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde in diesen zum Zeitpunkt t=24h die Phosphorylierung von
intrazellularen Signalproteinen mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Zielstruktur ist in A bzw. C exemplarisch die Fluoreszenzintensitat (FI) des verwendeten
phosphorylierungsspezifischen Antikdrpers in den drei Zellpopulationen histographisch
dargestellt. In B und D befinden sich als Diagramm die Mittelwerte der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) aus sechs (bzw. fir JNK und STAT5 drei) unabhangigen
Experimenten. Die Anderungen der MFI sind auf Mig aus dem jeweiligen Experiment
normiert. Bei der Betrachtung der intrazelluldren Proteinphosphorylierung wurden nur

lebende, eGFP exprimierende Zellen beriicksichtigt.

Fir jede

67



6.3.1.2 Untersuchung zur intrazellularen Proteinphosphorylierung

nach Stimulation mit Antikérpern

Zur Darstellung der Phosphorylierung aktivierender Signalmolekile nach T-Zell-
Stimulation wurden Kontrollzellen mit Antikérpern stimuliert und anschlielend
untersucht. Hierfir wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren auf Basis des unveranderten
Mig-Vektors infiziert. Nach retroviraler Infektion wurden diese Zellen zum Zeitpunkt
t=24h geerntet und mit anti-CD3 sowie anti-CD28 Antikdrper stimuliert (s. 5.2.3.7).
AnschlieRend wurden die Zellen wie unter 5.2.6.3 beschrieben, analysiert.

Es zeigte sich nach CD3/CD28-Stimulation eine deutliche Tyrosinphosphorylierung der
TZR-assoziierten Signalmolekile Lck (pY505) und CD3¢ (pY142) (s. Abb. 15 A/B auf
Seite 69). Auch flir die rezeptorproximalen Signalproteine SLP-76 (pY128), LAT
(pY171) und PLC-y1 (pY783) konnte eine Phosphorylierung in unterschiedlichem
MalRe nachgewiesen werden, wobei das Signal flr ersteres Molekil am
ausgepragtersten war (Zunahme der MFl um ca. 350%).

Fir rezeptordistale Zielstrukturen wie die untersuchen MAP-Kinasen p38, Erk1/2 und
JNK konnte ebenfalls eine Phosphorylierung der untersuchten Aminosduren
nachgewiesen werden (s. Abb. 15, C/D). Die Zunahme der phosphorylierungs-
spezifischen MFI| betrug hierbei zwischen 150% (JNK) und 250% (Erk1/2). Im
Gegensatz zu Akt (Ser437) mit einem Anstieg der MFI von ca. 150% konnte fir STAT5S
keine signifikante Phosphorylierung an pY694 detektiert werden.
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Ergebnisse

Abb. 15
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Phosphorylierung von intrazellularen Signalmolekiilen nach
CD3/CD28-Stimulation von Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von unveréndertem Mig-Vektor (Mig) in Jurkat-Zellen
wurde ein Teil dieser Zellen zum Zeitpunkt t=24h mit Antikérpern fir 5 Minuten stimuliert:
anti-CD3 (3ug/ml) und anti-CD28 (1pg/ml). AnschlieRend wurde die Phosphorylierung
von intrazellularen Signalmolekiilen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Fir jede
Zielstruktur ist in A und C exemplarisch die Fluoreszenzintensitat (FI) des verwendeten
phosphorylierungsspezifischen Antikérpers in den zwei Zellpopulationen histographisch
dargestellt. In B und D befindet sich fiir jeden Antikérper die Darstellung der Mittelwerte
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) aus drei unabhangigen Experimenten. Bei der
Betrachtung der intrazelluldren Proteinphosphorylierung wurden nur lebende, eGFP
exprimierende Zellen berlicksichtigt.
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6.3.2 Inhibitionsexperimente

Zur weiteren Charakterisierung der Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen
wurden wichtige Molekile fur die T-Zell-Aktivierung pharmakologisch inhibiert
(s. 5.2.3.8). In der vorliegenden Arbeit konnte so gezeigt werden, dass die Aktivierung
durch ITK-SYK die Funktionsfahigkeit der untersuchten Signalwege des T-Zell-
Rezeptors sowie des CD28-Korezeptors voraussetzt.

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK wurden die verwendeten Jurkat-Zellen mit
in Medium verdinnten Inhibitoren inkubiert. Nach 48h erfolgte die Bestimmung der
IL-2-Sekretion im Vergleich zu ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen, die nur mit dem
Losungsmittel des jeweiligen Inhibitors inkubiert wurden. Die Konzentration an IL-2
wurde mittels ELISA bestimmt (s. Abb. 16 auf Seite 71).

Bei Inhibition der rezeptorproximalen Zielstrukturen Syk oder PKC durch R406 oder
AEBO71 zeigte sich ein komplettes Sistieren der IL-2-Sekretion. Ebenso lie3 sich dies
bei wichtigen Strukturen der untersuchten Signalwege hin zu NFAT (via
Cyclosporin A), NFkB (via BMS-345541), p38 (via SB203580) sowie AKT (via
Ly294002) beobachten. Bei Inhibition der Kinasen MEK (via PD98059) sowie mTORC1
(via Rapamycin) war die Sekretion von IL-2 zu ca. 90% inhibiert. Bei Hemmung von
p65 (via Helenalin) war die Sekretion von IL-2 zu ca. 85% sowie bei JNK (via
SP60125) zu ca. 75% supprimiert. Nach Hemmung der Proteasefunktion von Malt1
(via z-VRPR-fmk) war noch ca. 40% von IL-2 auffindbar. Keine signifikante Hemmung
der IL-2-Sekretion zeigte sich bei Einsatz des Naturstoffes Curcumin sowie des

Proteasominhibitors Bortezomib.
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Inhibition der IL-2 Produktion (%)

Abb. 16
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Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die IL-2-Sekretion von
ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen wurden diese 48h in
RPMI'*-Medium mit je einem der folgenden Inhibitoren inkubiert: R406 (2uM), AEBO71
(1uM), LY294002 (50uM), Cyclosporin A (1ug/ml), BMS-345541 (10uM), SB203580
(50uM), PD98059 (25uM), Rapamycin (10nM), Helenalin (1,0uM), SP600125 (10uM), z-
VRPR-fmk (75uM), Curcumin (5uM), Bortezomib (6,25nM). Anschliefend wurde die
Konzentration an IL-2 im Uberstand mit der von unbehandelten, ITK-SYK
exprimierenden Jurkat-Zellen verglichen. Diesen Kontrollzellen war lediglich das
Lésungsmittel der entsprechenden Substanz zugesetzt. Die Konzentration an IL-2 wurde
mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der
prozentualen Inhibition aus vier unabhangigen Experimenten.
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7 Diskussion
71 Das transformierende Potential von ITK-SYK im Maus-
modell

Die Translokation t(5;9)(q33;922) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte
fur eine Subgruppe von uPTZL als wiederkehrendes Ereignis identifiziert werden [157].
Streubel et al. zeigten, dass jene Subgruppe ein vergleichbares histologisches Muster
sowie Immunphanotyp aufweist. Diese Tatsache liel} uns davon ausgehen, dass ITK-
SYK an der Lymphomentstehung beteiligt ist. Um diese Hypothese zu testen, wurden
von Pechloff et al. zwei Mausmodelle generiert [123]. Es zeigt sich in beiden Modellen
eine lymphoproliferative Erkrankung durch ITK-SYK exprimierende T-Zellen, die
klinisch sowie pathologisch dem humanen PTZL ahnelt [123]. Um die sichere
Diagnose eines PTZLs in den Mausmodellen stellen zu kénnen, bedurfte es zusatzlich
des Nachweises von Klonalitat (s. 3.1.2.1). In der vorliegenden Arbeit galt es, die
murine lymphoproliferative Erkrankung beider Mausmodelle darauf zu untersuchen. Es
konnte ein durchflusszytometrischer Hinweis auf Klonalitat mit einer hierfir etablierten,
molekularbiologischen Methode zur TZR-Spektratypisierung bestatigt werden. Die

Ergebnisse wurden zusammen mit der Beschreibung der Mausmodelle publiziert [123].

711 Der Nachweis von Klonalitat in hamatologischen Neoplasien

Die Technik des Southern Blot gilt als Goldstandard zur Diagnostik von Klonalitat in
hamatologischen Malignomen [168]. Entsprechend wurde diese Technik auch in
mehreren Studien mit Mausmodellen angewendet [34, 50, 175]. Das Prinzip beruht auf
der Detektion rekombinierter DNS-Fragmente nach Verdau mit Restriktionsenzymen
[155, 169]. Die Darstellung erfolgt durch radioaktiv markierte Gensonden [155]. Im
Vergleich zur PCR-basierten Spektratypisierung ergeben sich jedoch mehrere Nach-
teile: Die Analyse mit Southern Blot ist zeitaufwandig, technisch herausfordernd und
bendétigt eine groRe Menge an DNS von guter Qualitat [168]. Dariber hinaus ist die
Sensitivitdt im Vergleich zur Spektratypisierung reduziert (5-10% versus 1-5%) [168].
Dies dirfte u.a. damit zusammenhangen, dass letztere Technik mit entsprechenden
Primern auch inkomplette Rekombinationen zu detektieren vermag (s. 3.2.1.1)

Ein Nachteil der PCR-basierten Methode besteht in der Mdglichkeit falsch negativer
Ergebnisse aufgrund suboptimaler Primerhybridisierung [168]. Um dieser Problematik
in der vorliegenden Arbeit adaquat zu begegnen, wurden mithilfe mehrerer Versuchs-

reihen die bestmdglichen Reaktionsbedingungen ermittelt.
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Falsch positive Ergebnisse sind fir die Analyse mit Southern Blot bei geeigneter
Auswahl der untersuchten Genloci selten [168, 169]. Dies gilt auch fir die PCR-
basierte Methode mit hochauflésender Langenanalyse der Amplifikate. Hierzu gehdrt
das in der vorliegenden Arbeit verwendete GeneScanning™ [88]. Aufgrund der oben
erwahnten Eigenschaften verdrangt die PCR-basierte Technik zunehmend die Analyse
mittels Southern Blot [168].

Die Durchflusszytometrie mit mehreren Antikdrpern gegen unterschiedliche variable
Domanen der TZRB-Kette stellt eine weitere Moglichkeit zur Spektratypisierung von
T-Zellen dar [94]. Inkomplette Genumlagerungen sowie Tumorzellen mit y:6-Phanotyp
oder ohne Expression eines TZR kdnnen jedoch nur indirekt Uber den Verlust aller
detektierbarer Epitope erkannt werden, wenn sich die klonalen Zellen nicht in einem
polyklonalen Hintergrund befinden [94, 168]. Aus diesem Grund sind molekular-
biologische Methoden heutzutage unverzichtbar, da sie klonale Zellen in polyklonalem
Hintergrund bis zu einem Anteil von 10% zu detektieren vermoégen [168]. In der
Literatur werden zur durchflusszytometrischen Spektratypisierung derzeit 20 bis 25
monoklonale Antikdrper gegen variable Doméanen der TZRB-Kette verwendet [94, 168].
Aufgrund der intrinsischen eGFP-Fluoreszenz der proliferierenden T-Lymphozyten in
den Mausmodellen von Pechloff et al. standen jedoch nur 9 Antikdrper zur Verfigung.
Nur diese waren an Fluorochromen gekoppelt, die nicht mit eGFP interferieren. Eine
Diagnose bezuglich Klonalitat konnte entsprechend nicht alleine mittels

Durchflusszytometrie getroffen werden.

71.2 Der Nachweis von Klonalitat in den Mausmodellen mit
konditionaler Expression von ITK-SYK

In Zusammenschau mit der klinischen Prasentation, der Immunhistologie sowie
Immunphéanotypisierung stellt die Untersuchung auf Klonalitat ein wichtiges Werkzeug
dar, um zwischen reaktiven, autoimmunen oder malignen Prozessen zu unterscheiden
[31, 168]. Mithilfe der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methode zur TZR-
Spektratypisierung mittels GeneScanning™ konnte fiir die Mausmodelle von Pechloff
et al. [123] der durchflusszytometrische Hinweis auf Klonalitdt bestatigt werden. Es
zeigte sich hierbei in jedem untersuchten Individuum eine klonale lymphoproliferative
Erkrankung. In der Zusammenschau mit Immunhistologie und Immunphanotypisierung
konnte die murine Erkrankung durch konditionale Expression von ITK-SYK als
peripheres T-Zell-Lymphom klassifiziert werden [123]. Dieses ahnelt klinisch wie auch
pathologisch der menschlichen Erkrankung [123]. Somit wurde ein murines Modell des

humanen PTZLs generiert, mit dessen Hilfe die transformierenden Signalwege in vivo
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untersucht werden konnen. Letztendlich sind diese Erkenntnisse zur Etablierung
dringend bendtigter, zielgerichteter Therapieverfahren unabdingbar (s. 7.3.6).

Es ist anzumerken, dass eine genaue Quantifizierung der Klone mithilfe der PCR-
basierten Methode nicht moglich ist, da es neben zwei Rekombinationen in einem Allel
auch zu biallelischen Genumlagerungen und solchen in nicht untersuchten Genloci
kommen kann (s. 3.2.1.1). Die Tatsache, dass mehrfach zwei komplette Genum-
lagerungen der TZRB-Kette pro Maus sowie zwei Rekombinationen pro PCR-Reaktion
zu detektieren waren, lasst jedoch eher eine (oligo-)klonale als eine monoklonale
Erkrankung vermuten. Die Sequenzierung der vorhandenen Genumlagerungen kdnnte
herangezogen werden, um die genaue Anzahl an Klonen in einer Maus zu bestimmen.
Dierks et al. untersuchten Mause nach Transplantation von ITK-SYK exprimierendem
Knochenmark ebenfalls auf Klonalitdt [46]. Die Autoren benutzten hierflir eine
PCR-basierte Methode zum Nachweis funktioneller Rekombinationen der TZRp-Kette.
Es zeigte sich, wie auch in Transplantationsmodellen mit bona fide Onkogenen, eine
polyklonale Erkrankung [46]. Nach Retransplantation der expandierten Zellen stellten
die Autoren hingegen in drei von vier Mausen eine mono-/biklonale Erkrankung
fest [46]. Aufgrund der oben genannten Einschrankungen sowie der Tatsache, dass
Dierks et al. keine inkompletten TZRB-Genumlagerungen oder solche des TZRy-
Genlocus untersuchten, ist die Aussage beziglich Quantitat der Klone nicht haltbar.
Korrekterweise musste die murine Erkrankung nach Retransplantation als klonale
Lymphoproliferation klassifiziert werden.

Die Beobachtung von Dierks et al. nach Retransplantation und die eigenen Ergebnisse
weisen auf die kooperative Beteiligung weiterer genomischer Mutationen am
Proliferationsvorteil einzelner Klone hin. Inwieweit ITK-SYK neben der Initiation auch

an der Aufrechterhaltung des Lymphoms beteiligt ist, bleibt derzeit unklar (s. 7.3.5.2).

7.2 Zellulare Folgen der ITK-SYK-Expression

Das Fehlen dringend bengtigter, zielgerichteter Therapiestrategien fir uPTZL hangt mit
der schlecht verstandenen Pathobiologie dieser Erkrankung zusammen [5]. Anhand
der in einer Subgruppe von uPTZL identifizierten Fusionstyrosinkinase ITK-SYK ergab
sich die Madoglichkeit, molekulare Zusammenhange der Pathogenese zu
beleuchten [157]. Vor Analyse der durch ITK-SYK aktivierten Signalwege galt es die

zellularen Folgen der ITK-SYK-Expression zu untersuchen.
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7.21 Verwendete Zellen

Nach Beobachtungen zur physiologischen Rolle von Kinasen der SYK-Familie in
T-Zellen nahmen wir an, dass ITK-SYK antigen- und zytokinunabhangig aktivierende
Signalwege der T-Zelle anzuschalten vermag (s. 4.2). Um diese Hypothese zu testen,
wahlten wir Jurkat-Zellen. Ausschlaggebend war, dass eine Vielzahl von Studien zur
Signaltransduktion des TZRs mithilfe dieses etablierten Zellsystems durchgefiihrt
wurden [1]. Der Vorteil von Jurkat-Zellen liegt aul3erdem in der einfachen Handhabung
und der Moglichkeit des effizienten Gentransfers (s. 5.2.3.6). Des Weiteren ermdglichte
das gewahlte Modellsystem, die Signaltransduktion von ITK-SYK in humanen Zellen zu
untersuchen [150]. Leider kann jedoch flir die immortalisierten Jurkat-Zellen nicht
ausgeschlossen werden, dass sich ihre Physiologie von naturlichen T-Zellen
unterscheidet [1]. Einige Wissenschaftler stellen sogar die physiologische Relevanz
von Experimenten mit Jurkat-Zellen in Frage [1, 11, 152]. Der Grund hierfir ist, dass
eine reduzierte Expression von Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) fur Jurkat
T-Zellen gezeigt werden konnte [11]. Verlust dieser Phosphatase flihrt zur konstitutiven
Aktivierung von PI3K-abhangigen Signalwegen [151]. In der Folge koénnte die
Wichtigkeit dieser Signalwege in Studien mit Jurkat T-Zellen falsch interpretiert
werden [11]. Es bleibt unklar, inwieweit die abnormale Expression von PTEN
tatsachlich die Antwort von Jurkat T-Zellen auf TZR-Stimulation verandert [1].

Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, wurde in der vorliegenden Arbeit angestrebt,
auch Untersuchungen zur Signaltransduktion von ITK-SYK in nicht transformierten
murinen T-Zellen durchzufihren. Zum Einsatz kam hierbei die Technik der Protein-
transduktion in vitro (s. 5.2.4.3). Leider war nach Aufreinigung sowie Inkubation mit
modifizierter Cre-Rekombinase ein sehr hoher Zellverlust zu verzeichnen. Aus diesem
Grund konnten zellzahlintensive Analysen nicht durchgefiihrt werden. Hierzu gehdéren

die Analyse der intrazellulare Proteinphosphorylierung sowie Inhibitionsexperimente.

7.2.2 Aktivierung von T-Zellen durch ITK-SYK

Zunachst wurden Jurkat-Zellen sowie murine CD4-positive T-Zellen nach Expression
von ITK-SYK auf Anzeichen von Aktivierung untersucht. Hierzu gehdéren neben
Sekretion von IL-2 [162] auch die Prasentation von Antigenen wie CD25, CD69 [27]
und CD44 sowie CD62L [75]. Des Weiteren flihrt die Stimulation des TZRs bei Jurkat-
Zellen zum Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) [45]. Im Falle der murinen CD4-
positiven T-Zellen wurde neben Aktivierungsmarkern die herabregulierte Expression

des TZR-Komplexes [166] sowie die Zunahme des Zellvolumens untersucht [73].
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Es zeigte sich, dass ITK-SYK in Jurkat-Zellen zu Expression von CD69 wie auch zu
Sekretion von IL-2 fuhrt (s. 6.2.1.2 und 6.2.1.3). Eine im Zeitverlauf verminderte
Zellzahl sowie reduzierte Viabilitat der untersuchten Jurkat-Zellen kann als Hinweis auf
AICD gedeutet werden (s. 6.2.1.1). Interessanterweise war die Quantitat der IL-2-
Sekretion sowie des AICDs bei ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen um ein
Vielfaches hoher als bei den Stimulationskontrollen. Im Falle von CD69 zeigte sich ein
mit dem starken Stimulus PMA/lonomycin vergleichbares Niveau. Eine Erklarung fur
diese Beobachtungen kdnnte ein betrachtlicher Unterschied zwischen der Signalstarke
von ITK-SYK und der physiologischen TZR-Stimulation sein. Letztere wurde in den
Experimenten durch Inkubation mit monoklonalen Antikérpern gegen CD3 und CD28
simuliert. Allerdings kann ein Unterschied der Signalstarken aufgrund der unter 7.2.1
beschriebenen Einschankungen nicht mit letzter Sicherheit angenommen werden.
Insbesondere die Tatsache, dass die Aktivierung durch ITK-SYK von PI3K abhangt
(s. 7.2.3), kébnnte zusammen mit einer defizienten Expression von PTEN in Jurkat-
Zellen zu einer Fehlinterpretation der Signalstarke des Fusionsproteins fuhren. Des
Weiteren unterscheiden sich die Signale der physiologischen TZR-Stimulation und der
von ITK-SYK unter kinetischen Gesichtspunkten, was grundsatzlich die Qualitat einer
T-Zell-Antwort beeinflussen kann [159]. Im Gegensatz zur physiologischen TZR-
Ligation, die selbstlimitierend verlauft, handelt es sich bei ITK-SYK um eine chronische
Stimulation durch die konstitutiv aktive Tyrosinkinase (s. 7.2.4).

Nach Expression von ITK-SYK in murinen CD4-positiven T-Zellen konnte fur alle
untersuchten Parameter eine Zellaktivierung festgestellt werden (s. 6.2.2). Flr
periphere T-Lymphozyten fihrt die Stimulation des TZRs neben Prasentation von
Aktivierungsmarkern zu einer reduzierten Apoptoseneigung sowie erhdhter
Proliferationsrate [112]. Entsprechend erganzen folgende Befunde die Ergebnisse:
Dierks et al. konnten in ITK-SYK-positiven T-Zellen eine reduzierte Apoptose in vitro
feststellen [46]. Pechloff et al. konnten immunhistochemisch eine hohe Proliferations-
rate im Mausmodell mit Expression von ITK-SYK in CD4-positiven Zellen zeigen [123].
Auch die Deletion von Thymozyten in vivo weist hier auf eine Aktivierung durch
ITK-SYK vergleichbar mit regularer TZR-Ligation hin [123].

Offensichtlich flhrt die Expression von ITK-SYK in vitro sowie in vivo zu Aspekten der

physiologischen T-Zell-Aktivierung.
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7.2.3 Die Rolle der Pleckstrin homology-Domane fiir die Funktion von
ITK-SYK

Fusionsproteine mit konstitutiver Aktivierung von Proteintyrosinkinasen (PTK) wie
BCR-ABL, NPM-ALK oder TEL-PDGFR finden sich haufig in hamatologischen
Malignomen [165]. In der Mehrheit liegt hier die PTK-Domane mit einem Motiv zur
Oligo- oder Dimerisierung vor, was fir die Aktivierung der Kinase wesentlich ist [165].
Interessanterweise findet sich in ITK-SYK neben der PTK-Domane kein
entsprechendes Motiv [157]. Allerdings enthalt das Fusionsprotein die PH-Domane von
ITK, die in ITK-SYK durch ein Fehlen an Elementen zur Autoinhibition gekennzeichnet
ist (s. 3.3). Die PH-Domane vermag PIP; der Zellmembran zu binden. Letzteres wird
durch PI3K gebildet [84]. Bereits 2006 wurde eine wichtige Rolle von PH-Domane und
PI3K fur die Aktivierung des Fusionsproteins angenommen [179]. Tatsachlich konnte in
der vorliegenden Arbeit mit einem PI3K-Inhibitor (Ly294002) die Aktivierung durch
ITK-SYK unterbrochen werden. Nach Inkubation mit der Substanz war ein komplettes
Sistieren der IL-2-Sekretion von ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen zu verzeichnen
(s. 6.3.2). Auch Ergebnisse von Pechloff et al. unterstreichen die Wichtigkeit der PH-
Domane fir die Aktivierung durch ITK-SYK [123]. Hierbei wurde die inaktivierende
Punktmutation R29C in die PH-Domane von ITK-SYK eingefiigt (ITK-SYK™™™"). Wird
diese Mutante in Jurkat-Zellen transduziert, bleibt jegliche CD69-Expression sowie
Sekretion von IL-2 aus [123]. Ebenso lasst sich ITK-SYK""™! nicht in lipid rafts
derselben Zellen nachweisen, noch fihrt es zu Tyrosinphosphorylierung von lipid raft-
assoziierten Proteinen [123].

Rigby et al. konnte mit derselben Punktmutation eine verminderte katalytische Aktivitat
und aufgehobene Phosphorylierung von ITK-SYK an Y385/386 in 293T- und Jurkat-
Zellen feststellen [136]. Die entsprechenden Phosphotyrosine in der Aktivierungs-
schleife von SYK (pY525/526) eignen sich als guter Indikator fir die katalytische
Aktivitdt der Kinase [26, 147]. Eine Dephosphorylierung von Y385/386 in ITK-SYK
wurde auch durch Inkubation mit Ly294002 erreicht [136]. Koexpression von ITK-SYK
mit einer konstitutiv aktiven Form von PI3K erhéht hingegen die Phosphorylierung des
Fusionsproteins an selber Stelle [136]. Aulerdem konnten die Autoren durch
Verwendung von ITK-SYK™"™! die Membranassoziation sowie das Transformations-
potential des Fusionsproteins in 293T- und NIH3T3-Zellen unterbinden [136].

KPHmUt quf die

Hussain et al. konnten eine gleichgerichtete Wirkung von ITK-SY
Phosphorylierung von Y385/386 und Y212 in COS-7 und 293T-Zellen nachweisen [79].
Das Analogon von Y212 in SYK zeigt eine konstitutiv aktive katalytische Aktivitat

an [26]. AuRerdem konnten die Autoren in 293T-Zellen eine PI3K-abhangige Phos-
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phorylierung von SLP-76 durch ITK-SYK demonstrieren [79]. Eine von der PH-Doméane
abhangige Membranassoziation wird in COS-7-Zellen gezeigt [79].

Die aufgefihrten Ergebnisse veranschaulichen die wesentliche Rolle der PH-Doméane
fur die funktionelle Aktivierung von ITK-SYK in vitro. Rigby et al. konnten zudem durch

Myristoylierung von ITK-SYK"H™

zeigen, dass die Membranlokalisation die ausschlag-
gebende Determinante fiir die aktivierende Phosphorylierung des Fusionsproteins in
vitro ist [136]. Ein moéglicher Mechanismus kénnte gemall Wossning et al. wie folgt
aussehen:

Die PH-Domane von ITK-SYK vermittelt die Rekrutierung des Fusionsproteins zur
Zellmembran durch Bindung an PIP;[84]. Das bringt die PTK-Doméane in die Nahe von
weiteren Fusionsmolekilen zur  Autophosphorylierung mit konsekutiver
Aktivierung [136]. Auch kénnte eine Anderung der Konformation von ITK-SYK nach
Bindung an PIP; zur Aktivierung beitragen [136]. Schliel3lich ermdglicht die intakte
PH-Domane eine Interaktion mit membranassoziierten Substraten wie PI3K [179].
Dieses ist als Substrat von SYK bekannt [16]. PI3K katalysiert nach Aktivierung durch
ITK-SYK weiteres PIP; [179]. Die Folge ist ein ,Circulus vitiosus“ durch reziproke
Aktivierung von ITK-SYK und PI3K, die zu einer abnormalen Bildung von PIP;
fuhrt [179]. Anzumerken sei, dass die Bildung von PIP; auch zu Rekrutierung von
endogenem ITK an die Zellmembran fuhrt [123]. Inwieweit dieser Umstand fir die
Effektorfunktionen von ITK-SYK von Bedeutung ist, bleibt zu klaren.

Interessanterweise konnte Dierks et al. eine kontrare Rolle der PH-Domane von
ITK-SYK in vivo demonstrieren [46]: Die Autoren transplantierten [TK-SYK
exprimierendes Knochenmark in BALB/c Mause. Das flhrte zu einer lympho-
proliferativen Erkrankung durch T-Zellen. Nach Verwendung von ITK-SYK""™! wurde
diese jedoch noch verstarkt. Dierks et al. zeigen zudem, dass die Membran-
lokalisierung durch die intakte PH-Domane von ITK-SYK in 293T-Zellen zu einer
gesteigerten Phosphorylierung von Y183 fuhrt [46]. Das Analogon in SYK (Y323) ist als
Bindungsstelle fur Casitas B-lineage Lymphoma (Cbl) bekannt, das als E3-Ubiquitin-
Ligase einen Negativregulator der T-Zell-Aktivierung darstellt [120]. Mit einer forcierten
Membranrekrutierung durch Punktmutation in der PH-Doméane (E42K) lasst sich
sowohl die Phosphorylierung von Y183 in vitro als auch der inhibierende Einfluss auf
die murine Erkrankung weiter steigern [46]. Nach Austausch des kritischen Tyrosin-
restes durch Phenylalanin (Y323F) kénnen beide Effekte revidiert werden [46]. Dierks
et al. konnten so zeigen, dass eine funktionelle PH-Domane zu Membranrekrutierung

von ITK-SYK flihrt. Die Autoren nehmen an, dass die dadurch gesteigerte Assoziation
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von ITK-SYK mit Cbl der lymphoproliferativen Erkrankung im Mausmodell entgegen
wirkt [46].

Offensichtlich unterscheidet sich die Aktivierung von ITK-SYK im Transplantations-
modell vom weiter oben skizzierten Mechanismus gemal Wossning et al. Die Autoren
Dierks et al. vermuten weiter, dass die fehlende Autoinhibition der PTK-Domane
(s. 3.3) zur Aktivierung des Fusionsproteins ausreichen kdnnte. Die Aktivierung von
ITK-SYKPH™!  konnte hierbei analog zur Fusionstyrosinkinase FIP1L1-PDGFRa
erfolgen. FIP1L1 unterbricht lediglich die Autoinhibition der PTK-Domane von PDGFRa
und bleibt selbst fiir die Transformation entbehrlich [156].

Weiterfiihrende Studien scheinen deshalb flir das Verstidndnis der Tumorbiologie
unerlasslich zu sein. Insbesondere die Evaluation der PH-Doméne als potentielle
Zielstruktur koénnte einen zusatzlichen therapeutischen Ansatz fir uPTZL mit
1(5;9)(933;922) liefern [136]. Die Mausmodelle mit Expansion maligner, ITK-SYK
exprimierender T-Zellen stellen hierbei ein wertvolles Werkzeug dar [123]. Mithilfe von
Inhibitionsexperimenten konnte die entsprechende Fragestellung angegangen
werden [36].

7.24 Die Rolle der Proteintyrosinkinase-Domane fiir die Funktion von
ITK-SYK

Die Transduktion von ITK-SYKXP fiihrt in Jurkat-Zellen zu keinerlei CD69-Expression,
AICD oder Sekretion von IL-2 (s. 6.2.1). Letzteres konnte ebenso durch Inkubation von
ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen mit dem SYK-Inhibitor R406 erreicht werden
(s. 6.3.2). Eine fehlende Transformation durch ITK-SYKX® in NIH3T3-Zellen sowie im
Mausmodell von Dierks et al. erganzen diese Befunde und weisen auf die essenzielle
Rolle der PTK-Domane fur die Effektorfunktionen von ITK-SYK hin [46, 136]. Letztere
Arbeitsgruppe konnte auch durch Verwendung des SYK-Inhibitors Curcumin die
murine Erkrankung nach Transplantation von ITK-SYK exprimierendem Knochenmark
inhibieren sowie Apoptose in ITK-SYK-positiven T-Zellen in vitro induzieren [46].

Neben Effektorfunktionen scheint die Proteintyrosinkinase (PTK-)Domé&ne von
ITK-SYK auch wichtig fir dessen Autophosphorylierung und somit konstitutive
katalytische Aktivitat zu sein [79, 136]. Dies konnte fir unterschiedliche Phospho-
tyrosine in ITK-SYK gezeigt werden (s. Tabelle 8 auf S.80). Fiir diese Untersuchungen
verwendeten die aufgefiihrten Autoren ebenfalls ITK-SYKXP. Mit einer pharma-
kologischen Inhibition von ITK-SYK mittels Piceatannol und Curcumin konnten
ahnliche Ergebnisse in 293T-Zellen erzielt werden [46, 136]. Eine residuale

Phosphorylierung von Y352 im selben Zellsystem weist jedoch auf die Mdglichkeit von
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Transphosphorylierung durch weitere Kinasen hin [79]. Ebenfalls in 293T-Zellen
konnten Dierks et al. sogar eine von ITK-SYK ganzlich unabhangige Phosphorylierung
von Y352 zeigen [46]. Dies konnten Rigby et al. nach Einsatz des Phosphatase-
Inhibitors Pervanadat in 293T- und Jurkat-Zellen beobachten [136].

Die PTK-Doméane von ITK-SYK scheint also wesentlich fiir die Effektorfunktionen und
Autophosphorylierung des Fusionsproteins zu sein. Sie stellt somit einen viel-
versprechenden Kandidaten zur Evaluation als therapeutische Zielstruktur fur uPTZL
mit 1(5;9)(q33;q22) dar [46]. Dies konnte mittels Inhibitionsexperimenten in den
Mausmodellen von Pechloff et al. erfolgen [36, 123].

detektierte verwendete Referenz | Pendant Funktion des Phosphotyrosin
Phosphotyrosine | Zelisysteme in SYK in SYK
pY212 293T, COS-7 [46, 79] pY352 Aktivierung durch
Konformationsénderung [26]
pY385/386 293T, COS-7, [79, 136] | pY525/526 | Ermdglicht maximale katalytische
Jurkat Aktivitat und Signaltransduktion [26]

Tabelle 8 Ubersicht der detektierten Phosphotyrosine von ITK-SYK in der
Literatur

7.3 Die Signaltransduktion von ITK-SYK

Um potentielle therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren, galt es in der
vorliegenden Arbeit die Signaltransduktion von ITK-SYK in vitro zu analysieren.
Streubel et al. nahmen bereits 2006 an, dass das Fusionsprotein SYK-assoziierte
Signalwege ansteuert [157]. SYK wird durch Tumornekrosefaktor (TNF) in Jurkat-
Zellen aktiviert und schaltet Signalwege hin zu MAPK und NFkB an [161]. Folglich
untersuchten die Autoren Proben von uPTZL mit 1(5;9)(q33;922) auf Aktivierung von
p38, Erk1/2 sowie NFkB (s. 7.3.5.2). Hussain et al. vermuteten hingegen ein Mitwirken
von Signalwegen, die durch SYK im Zusammenhang mit der Fusionstyrosinkinase
Tel-SYK aktiviert werden [79]. Hierzu zahlen PI3K/Akt, MAPK und STAT5 [85]. Eine
systematische Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK wurde bisher jedoch nicht
durchgefiihrt. Entsprechend stellt die vorliegende Arbeit die erste, systematische
Untersuchung zur Signaltransduktion von ITK-SYK in vitro dar. Da SYK in aktivierende
Signalwege der T-Zelle involviert ist, lag der Fokus auf entsprechenden
Signalproteinen (s. 3.2.2 bis 3.2.4). Mit diesem Ansatz werden auch die bisherigen
Hypothesen von Streubel et al. und Hussain et al. berticksichtigt. Die Charakterisierung

der Signalwege erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mittels Durchflussztometrie
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(PhosflowTM) sowie mithilfe einer Vielzahl von Inhibitoren gegen Signalproteine
aktivierender Signalwege der T-Zelle.

Es konnte gezeigt werden, dass ITK-SYK Aspekte der physiologischen Stimulation des
T-Zell-Rezeptors imitieren kann. Hierbei vermag das Fusionsprotein ligandenun-
abhangig die Signalwege des TZRs und seines Korezeptors CD28 zu aktivieren.
Darlber hinaus lief3 sich mit der Tyrosinphosphorylierung von STATS der Hinweis auf
Beteiligung eines zytokinspezifischen Signalweges objektivieren. Die Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit Uber die Funktionsweise der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK fanden

Uberwiegend Einzug in die Publikation von Pechloff et al. [123].

7.31 Analyse von intrazellularer Proteinphosphorylierung mittels
Phosflow™

.Fast alle Aspekte des Zelllebens werden durch reversible Phosphorylierung von
Proteinen kontrolliert [...]* [36]. Um die Signaltransduktion von ITK-SYK zu analysieren,
wurde entsprechend die Phosphorylierung von Molekilen in aktivierenden
Signalwegen der T-Zelle untersucht. Dies erfolgte mittels Durchflusszytometrie, wobei
intrazellular gebundene, phosphorylierungsspezifische Antikérper Uber die an sie
gekoppelte Fluorochrome detektiert wurden (PhosflowTM) [126]. Diese Methode
ermdglicht es, mehrere Signalwege parallel zu untersuchen. Mit Phosflow™ kénnen
daruber hinaus individuelle Zellpopulationen einer Probe diskriminiert werden, was mit
ELISA oder Immunoblot nicht mdglich ist [180]. Dies tragt zur hohen Sensitivitat der
Methode bei. Die Tatsache, dass die detektierbare Fluoreszenzintensitat der an die
verwendeten Antikdrper gekoppelten Fluorochrome von Fixierung, Permeabilisierung
sowie Farbemethode abhangt, kann in manchen Fallen die Sensitivitat beeintrachtigen
[180]. Ebenfalls spielt die Wahl der Fluorochrome eine wichtige Rolle [92]. Soweit es
moglich war, wurden diese Punkte in der vorliegenden Arbeit berucksichtigt. Des
Weiteren wurde sichergestellt, dass ein phosphorylierungsspezifisches Signal nicht
durch GréRenzunahme der aktivierten Zellen imitiert wurde.

Anzumerken sei aulRerdem, dass die Aviditat der verwendeten Antikdrper gegentber
ihrer Zielantigene nicht bekannt ist. Ein absoluter Vergleich bezuglich der Beteiligung
einzelner Signalproteine ist deshalb mit Phosflow™ nicht sinnvoll. Um die Beteiligung
der einzelnen Komponenten an der Signaltransduktion von ITK-SYK zu charak-
terisieren, sind weitere Ansatze vonndten.

Als Vergleichsgrundlage wurde die Analyse intrazellularer Proteinphosphorylierung von
CD3/CD28-stimulierten Jurkat-Zellen erstellt (s. 6.3.1.2). Das physiologische T-Zell-

Signal ist ein kinetischer Prozess, der durch negative Rickkopplung begrenzt wird
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[153, 159]. Entsprechend konnte in den CD3/CD28-stimulierten Jurkat-Zellen nach
30min kaum mehr entsprechende Proteinphosphorylierung nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Insofern kann kein absoluter Vergleich mit dem chronischen
Signal durch ITK-SYK erfolgen (s. 7.2.4).

7.3.2 Analyse der Signaltransduktion mittels Inhibitoren

Um die Signaltransduktion von ITK-SYK auf einer weiteren Ebene zu betrachten, kam
eine Vielzahl von Inhibitoren zum Einsatz. Entsprechend unserer Hypothese wahlten
wir Substanzen aus, die gegen unterschiedliche Molekile aus aktivierenden
Signalwegen der T-Zelle gerichtet sind. Aktuelle Studien zur zielgerichteten Therapie
von PTZL unterstiitzen dieses Vorgehen, da sie u.a. ebenfalls diesen Ansatz
verfolgen [181, 182].

Kleine, zellpermeable Inhibitoren haben mehrere Vorziige, um Signalwege zu
untersuchen [39]. So ermoéglichen sie es, schnell und einfach die Rolle von
Proteinkinasen und weiteren Effektoren zu bestimmen. Hierbei hemmen sie endogene
Zielstrukturen, sodass experimentell keine dominant-negativen oder konstitutiv aktiven
Signalmolekiile Gberexprimiert werden missen [39]. Des Weiteren kdnnen viele
Inhibitoren in weiterfiihrenden Studien in vivo eingesetzt werden und so die Grundlage
neuer Therapiestrategien bilden [36]. Jedoch missen Schlussfolgerungen aufgrund
alleiniger Interpretation von Inhibitionsexperimenten mit Bedacht erfolgen. Der Grund
hierflr ist, dass einige der Ublichen Substanzen eine eingeschrankte Spezifitat
aufweisen und mehrere Zielstrukturen inhibieren [39]. So wurde berichtet, dass die
MAPK-Inhibitoren SB203580 und PD98059 auch in den Arachidonsaure-Stoffwechsel
eingreifen [23]. Fur den PI3K-Inhibitor Ly294002 konnte gezeigt werden, dass dieser
auch Casein-Kinase 2 mit vergleichbarer Potenz hemmt [39]. Auch R406 kann neben
Syk mehrere Kinasen bei gleicher Konzentration inhibieren [56].

Um eine moglichst hohe Spezifitdt sicherzustellen, wurde in der vorliegenden Arbeit
mittels Verdunnungsreihen die optimale Konzentration jedes Inhibitors ermittelt. Als
Orientierung dienten Konzentrationswerte aus der Literatur mit vergleichbaren
Rahmenbedingungen. Des Weiteren wurden, um Fehlinterpretationen zu vermeiden,
mehrere Inhibitoren pro Signalweg benutzt. Schlief3lich wurde mit Phosflow auch eine
alternative Methode gewahlt, um die Signaltransduktion von ITK-SYK zu untersuchen.
Fur zwei Inhibitoren stellte sich das Jurkat-System als ungeeignet heraus. Curcumin
und Bortezomib werden in der Literatur verwendet, um in diesem Zellsystem Apoptose
zu induzieren [52, 101, 132]. Aus diesem Grund konnte keine mit der Literatur

vergleichbare Konzentration bei tolerablem Einfluss auf die Viabilitat der Zellen erreicht
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werden. Die entsprechend niedrig gewahlte Konzentration in der vorliegenden Arbeit
kénnte die fehlende Suppression der IL-2-Produktion bedingen. Deshalb kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die mit Bortezomib und Curcumin untersuchten
Signalwege nicht doch an der Signaltransduktion von ITK-SYK beteiligt sind. Fir den
Inhibitor BMS-345541 lag die verwendete Konzentration von 10uM deutlich Gber der in
der Literatur verwendeten Konzentration von 1,0uM. Laut Herstellerangaben ist eine

Spezifitat des Inhibitors aber bis 100 uM gewahrleistet.

7.3.3 Die proximale Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen

Zu den proximalen Ereignissen der physiologischen TZR-Ligation gehért die Phos-
phorylierung von ITAMs der CD3 (-Kette [153]. Latour et al. konnten in COS-1-Zellen
diese ITAMs auch als Substrat von SYK identifizieren [96]. Hierauf wurde diese
Méglichkeit fir ITK-SYK in Jurkat-Zellen untersucht (s. 6.3.1.1). An dieser Stelle wurde
jedoch nur ein geringes phosphorylierungsspezifisches Signal detektiert. Da nur ein
relativ geringes Signal fir dieses Phosphotyrosin nach Stimulation mit Antikérpern zu
objektivieren war (s. 6.3.1.2), kdnnten technische Griinde eine reduzierte Sensitivitat
fur dieses Phosphotyrosin bewirken (s. 7.3.1).

Ein deutliches Signal zeigte sich hingegen nach Expression von ITK-SYK in Jurkat-
Zellen fir Lck sowie die Adapterproteine SLP-76, LAT und deren Bindungspartner
PLC-y1. Diese Proteinphosphorylierungen sind ein typisches Ereignis der physio-
logischen TZR-Stimulation [153]. PLC-y1 flhrt zur Bildung von IP; und DAG [61]. Diese
sind wichtige sekundare Botenstoffe hin zu einer Aktivierung der T-Zelle [153]. Eine
Phosphorylierung von SLP-76 durch ITK-SYK konnte auch von Hussain et al. in
293T-Zellen gezeigt werden [79]. Eine entsprechende Phosphorylierung von PLC-y1
konnte von Dierks et al. im selben Zellsystem bestatigt werden [46]. Es konnte zudem
mit Westernblot gezeigt werden, dass das Muster der Tyrosinphosphorylierung von
lipid raft-assoziierten Proteinen nach Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen mit dem
nach Antikdrperstimulation (anti-CD3/anti-CD28) vergleichbar ist [123].

734 Die distale Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen

Die physiologische Stimulation des TZRs fiihrt zur Aktivierung der Transkriptions-
faktoren NFAT, NFkB und AP-1. In T-Zellen regulieren diese u.a. die Expression von
IL-2 [112].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ITK-SYK ebenfalls die
Signalwege hin zu diesen Transkriptionsfaktoren aktiviert und in Folge zur Produktion

von IL-2 fuhrt (s. 6.2.1.3). So lieR sich die Zytokinproduktion nach Transduktion von
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ITK-SYK in Jurkat-Zellen durch Hemmung von NFAT via Calcineurin und NFkB via IKK
komplett unterdriicken (s. 6.3.2). Gleiches konnte auch fir die Stress-induzierte MAP-
Kinase p38 gezeigt werden, deren Phosphorylierung mit Phosflow™ detektierbar war
(s. 6.3.1.1). Bei Verwendung von Substanzen zur Hemmung von JNK sowie Erk1/2
blieb die Sekretion von IL-2 auf geringem Niveau detektierbar (s. 6.3.2). Eine
Phosphorylierung dieser Kinasen konnte mittels Phosflow™ dargestellt werden
(s. 6.3.1.1). Hierzu erganzend konnte der Nachweis einer Phosphorylierung von Erk1/2
Kinase von Rigby et al. nach Expression von ITK-SYK in 293T-Zellen erbracht
werden [136].

Fir eine effiziente Aktivierung von T-Lymphozyten bedarf es neben der Ligation des
TZRs auch kostimulatorischer Molekiile wie CD28 [2]. Dieser Rezeptor rekrutiert nach
Ligation die PI3K, welche durch Generierung von PIP3; eine Bindungsstelle fiir weitere
Effektormolekiile schafft [2, 151]. Zu diesen gehort Proteinkinase B (Akt). Dieses
Protein phosphoryliert multiple Zielstrukturen, was zu Zelliberleben, Proliferation und
gesteigertem Zellmetabolismus fuhrt [18]. Ein wichtiger Positivregulator der
katalytischen Aktivitat von Akt stellt hierbei die Serin/Threonin-Kinase mTORC2 dar,
die Akt an Serd473 phosphoryliert und somit aktiviert [184]. mTORC1, welches
wiederum durch Akt phosphoryliert wird, kann mittles Aktivierung von eukaryotic
initiation factor 4E binding protein-1 (4E-BP1) und protein S6 kinase 1 (S6K1)
unmittelbar die Proteinsynthese stimulieren [184]. Insbesondere letztere Funktion wird
durch Rapamycin inhibiert [184].

In der vorliegenden Arbeit konnte durch pharmakologische Inhibition von mTORCH1
sowie PI3K deren Beteiligung an den Signalwegen von ITK-SYK belegt werden
(s. 6.3.2). Dariiber hinaus wurde die aktivierende Phosphorylierung an Ser473 von Akt
mittels Phosflow™ nachgewiesen (s. 6.3.1.1).

Neben den erwahnten Signalmolekilen konnten mit PKC (via AEBO071), p65 (via
Helenalin) und MALT1 (via z-VRPR-fmk) weitere potentiell therapeutische
Zielstrukturen innerhalb der Signaltransduktion von ITK-SYK identifiziert werden. Eine
vollstandige Suppression der IL-2-Sekretion nach Expression des Fusionsproteins in
Jurkat-Zellen gelang hier jedoch nur mit AEBO71, dessen molekulares Ziel relativ
proximal zu ITK-SYK liegt.

ITK-SYK vermag offensichtlich ligandenunabhangig die Signalwege des TZRs und
seines Korezeptors CD28 zu aktivieren. Dies zeigt auch der Vergleich des
Phosphorylierungsmusters von Signalproteinen innerhalb der TZR-Signalkaskade
zwischen ITK-SYK exprimierenden und antikérperstimulierten Jurkat-Zellen (s. 6.3.1).

Zusatzlich wurde mit STAT5 auch ein zytokinspezifischer Transkriptionsfaktor
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untersucht [17]. Es zeigte sich nach Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen eine von
IL-2 unabhangige Phosphorylierung von STAT5 (s. 6.3.1.1), was bei den mit
Antikérpern stimulierten Zellen nicht zu objektivieren war (s. 6.3.1.2). Eine Phos-
phorylierung von STAT5 nach Expression von ITK-SYK konnte auch von Dierks et al.
in 293T-Zellen nachgewiesen werden [46]. Offensichtlich kann ITK-SYK neben den
Signalwegen distal des TZRs und CD28-Korezeptors auch weitere Signalkaskaden
aktivieren. Dieser Befund wird ausfiihrlich unter 7.3.6 diskutiert.

Eine entsprechende Aussage uber den proteasomalen Abbau intrazellularer Proteine
(inhibiert durch Bortezomib) konnte mithilfe des verwendeten Zellsystems leider nicht

getroffen werden (vgl. 7.3.2).

7.3.5 Modell der Signaltransduktion von ITK-SYK im Rahmen der
Lymphomentstehung

Turner et al. unterscheiden in der Transformation durch Fusionstyrosinkinasen (FTKs)
in hamatopoetischen Zellen zwei Phasen [165]: Nach Entstehung durch Translokation
steuern FTKs zunachst mitogene Signalwege an, die u.a. zur Phosphorylierung von
MAPK und STAT flhren. Die gesteigerte Proliferationsrate erhéht die Wahr-
scheinlichkeit fir weitere Mutationen, was die Autoren als ,replikativen Stress®
bezeichnen. Parallel hierzu verhindern FTKs typischerweise den durch DNS-Schaden
induzierten Zelltod [165]. Hierbei werden Signalwege aktiviert, die Proteine wie Akt und
NFkB umfassen und zu Zelliberleben flihren. Dies leistet weiterer genomischer
Instabilitat Vorschub. Die Akkumulation von Mutationen, die zu zusatzlichem
Proliferations- und Uberlebensvorteil filhren, scheint eine wichtige Konsequenz der
FTK-induzierten Mitogenese in der friihen Phase der Transformation zu sein.

Die spate Phase der Transformation gemaf Turner et al. beschreibt den Zustand der
Aufrechterhaltung einer malignen Zellpopulation. Hierbei gibt es Hinweise, dass sich
die dysfunktionellen Signalwege zu diesem Zeitpunkt vom praneoplastischen Stadium
unterscheiden [165]. Ein Grund hierflr kénnten die zusatzlichen Mutationen sein. Fir
die meisten FTKs (wie BCR-ABL oder NPM-ALK) scheinen die initial aktivierten
Signalwege auch fir die Aufrechterhaltung essenziell zu sein. In diesem
Zusammenhang sprechen die Autoren von der ,oncogene addiction® (engl.
»2Abhangigkeit vom Onkogen®).

Turner et al. vermuten, dass alle FTKs dieselben zellularen Dysfunktionen hin zur
Transformation induzieren (deregulierte Proliferation, genomische Instabilitat,
Akkumulation von weiteren Mutationen, Verhinderung des durch DNS-Schaden

induzierten Zelltodes). Hierbei scheint ein gleiches Repertoire an Signalwegen
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involviert zu sein [165]. Fur einzelne FTKs konnte aber eine differenzielle Beteiligung
distinkter Signalwege an der Transformation gezeigt werden [85, 103]. Zusatzlich
scheinen klinische Unterschiede zwischen einzelnen FTKs durch Quantitat und
Zeitpunkt derer Expression in einer bestimmten Zelllinie zu entstehen [165].

Auf Grundlage der bisherigen Erkenntnisse Uber ITK-SYK zeigt Abb. 17 ein Modell der

Signaltransduktion des Fusionsproteins im Rahmen der Lymphomentstehung.
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Abb. 17

7.3.51 Replikativer Stress durch ITK-SYK

Die ITK-SYK die Signalwege der
physiologischen TZR-Stimulation ligandenunabhangig anzuschalten (s. 7.3). Dies fuhrt
zur T-Zelle mit

Apoptoseneigung [46, 123]. Gemal Turner et al. kdnnte dies die kritische Voraus-

Fusionstyrosinkinase vermag konstitutiv

Aktivierung der gesteigerter Proliferation und verminderter
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setzung zur Transformation und Akkumulation weiterer Mutationen darstellen. Einen
Anhalt hierfur bietet die Tatsache, dass sich in den Mausmodellen von Pechloff et al.
eine klonale Erkrankung zeigt (s. 6.1). Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit
zusammen mit den Erkenntnissen aus den Mausmodellen weisen also darauf hin, dass
ein konstitutives Signal des Antigenrezeptors im Prinzip als starker onkogener
Promotor wirken kann [123].

Nicht auszuschliel3en ist jedoch, dass weitere durch ITK-SYK aktivierte Signalwege
zum replikativen Stress“ beitragen. Als einen ersten Hinweis hierauf kann die
zytokinunabhangige Phosphorylierung von STAT5 gewertet werden. Ebenso kénnte
die autokrine Stimulation des sezernierten IL-2 einen wichtigen Beitrag leisten. Dies
konnte fir die Krankheitsentitat ,Adulte T-Zell Leukdmie / Lymphom® (ATLL) gezeigt
werden [51, 173].

Weitere Untersuchungen sollten dementsprechend den Beitrag einzelner Signalwege
fur die Initiation des Lymphoms analysieren. Die Mausmodelle von Pechloff et al. mit
Expansion maligner, ITK-SYK exprimierender T-Zellen [123] stellen hierfur ein

wertvolles Werkzeug dar (s. 7.3.6).

7.3.5.2 Die Abhangigkeit des Lymphoms von ITK-SYK

Wie von Turner et al. beschrieben, kdnnten zusatzliche Mutationen zu einer Alteration
der dysfunktionellen Signalwege im etablierten Lymphom flihren [165]. Es stellt sich
hierbei die Frage, ob die initial durch ITK-SYK aktivierten Signalwege auch flr die
Aufrechterhaltung der malignen Erkrankung im Sinne einer ,Abhangigkeit vom
Onkogen“ notwendig sind. Diese Fragestellung hat insbesondere fir therapeutische
Ansatze eine fundamentale Bedeutung [165]. Weitere Untersuchungen sollten
entsprechend den Beitrag einzelner Signalwege fir die Aufrechterhaltung des
Lymphoms analysieren. Auch dazu sind die Mausmodelle von Pechloff et al. [123]
wichtige Werkzeuge (s. 7.3.6).

Streubel et al. untersuchten Proben von uPTZL mit t(5;9)(q33;922) auf Aktivierung der
SYK-assoziierten Zielstrukturen p38, Erk1/2 sowie NFkB [157]. Der fehlende Nachweis
einer Aktivierung dieser Strukturen kdnnte als erster Hinweis gedeutet werden, dass
andere Signalwege im etablierten Lymphom eine Rolle spielen. Zwei weitere Unter-
suchungen koénnten auf eine fehlende Abhangigkeit unselektierter uPTZL von NFkB
deuten: Agostinelli et al. fanden eine globale Herunterregulation von NFkB-abhangiger
Genen [5]. Martinez-Delgado et al. konnten zeigen, dass eine reduzierte Expression

NFkB-abhangiger Gene sogar zu einer schlechteren Prognose fuhrt [105].

87



7.3.5.3 Die Regulation der Expression von ITK-SYK

Im humanen Lymphom mit t(5;9)(q33;q22) wird die Expression von ITK-SYK durch den
Promotor von ITK reguliert [157]. In ruhenden, humanen CD4-positiven T-Zellen ist die
Expression von ITK sehr gering, was sich nach Aktivierung jedoch stark andert [80].
Die durch ITK-SYK hervorgerufene Aktivierung der T-Zelle (s.0.) kénnte entsprechend
einen wichtigen Beitrag zu einer gesteigerten Expression des Fusionsproteins
darstellen. Die Folge ist eine Uberexpression von ITK-SYK mit seiner konstitutiv
aktiven PTK-Domaéane. Interessanterweise wurde konstitutiv aktives SYK ohne
(5;9)(933;922) in Uber 90% von PTZL gefunden [60]. So stellt sich die Frage, ob diese
Translokation eventuell nur einen alternativen Mechanismus mit dem selben Ergebnis
darstellt [111]. In diesem Falle kdnnten die Ergebnisse aus Studien mit ITK-SYK auch
auf uPTZL mit Uberexpression von SYK ohne t(5;9)(q33;q22) Ubertragen werden.

Bemerkenswert ist auch, dass die Uberexpression von aktivem SYK mit einer Reihe
weiterer Malignome assoziiert ist: Mantelzellymphom [138], akute myeloische
Leukamie [74] und chronisch lymphatische Leukamie [24]. Die Inhibition der Kinase
stellt also nicht nur fir PTZL einen interessanten Ansatz dar [178]. In einer ersten
klinischen Studie konnte durch Einsatz eines oralen SYK-Inhibitors (Fostamatinib) ein
verlangertes Uberleben von Patienten mit verschiedenen Typen von B-NHL

nachgewiesen werden [63].

7.3.5.4 Die Rolle des Antigenrezeptors in der Lymphomentstehung von uPTZL

Aberrante Aktivierung von Signalwegen des Antigenrezeptors (AgR) wurde fiir einige
PTZL [83] sowie weitere Lymphomentitdten beschrieben [42, 93]. Erganzend hierzu
bietet die vorliegende Arbeit einen Hinweis, dass konstitutive Aktivierung von
Signalwegen des AgR auch direkt die Lymphomentstehung induzieren kann [123].
Dies konnte aufgrund der Tatsache, dass uPTZL Uberwiegend aktivierten T-Zellen

ahneln, ein gemeinsames Prinzip in der Pathogenese von uPTZL darstellen [123, 127].

7.3.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersucht die Signaltransduktion der Fusionstyrosinkinase
ITK-SYK in vitro. Hierbei konnten mehrere potentielle Zielstrukturen fiir zielgerichtete
Therapiestrategien identifiziert werden. In weiterflihrenden Studien sollten diese
Erkenntnisse in vivo verifiziert werden. Die Mausmodelle von Pechloff et al. mit
Expansion maligner, ITK-SYK exprimierender T-Zellen stellen hierbei ein wertvolles
Instrument dar [123]. Mithilfe von Inhibitionsexperimenten kénnte die entsprechende

Fragestellung angegangen werden [36]. Das Fernziel der Untersuchungen ware die
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Identifikation mehrerer aussichtsreicher Inhibitoren fir klinische Studien [182]. Diese
kénnten helfen, dringend benétigte Therapiestrategien fur uPTZL zu entwickeln.

Schlieldlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Fusionstyrosinkinase
ITK-SYK auch Signalwege zu aktivieren vermag, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht wurden. In der Literatur finden sich entsprechende Beispiele,
deren Inhibition in den Mausmodellen von Pechloff et al. versucht werden sollten:
Piccaluga et al. zeigen fir uPTZL eine regelhafte Uberexpression sowie
Phosphorylierung von PDGFRa [127]. Die Tatsache, dass eine Inhibition dieser Kinase
mit Imatinib zu Apoptose der uPTZL-Zellen fuhrt, weist auf eine Abhangigkeit der
untersuchten Lymphome von PDGFRa hin [127]. Entsprechend stellt dieses Enzym
einen vielversprechenden Kandidaten zur Hemmung in den Mausmodellen von
Pechloff et al. dar. Ebenso sollte die Inhibition des Transkriptionsfaktor c-myc versucht
werden, dem Wossning et al. eine Schlisselrolle bei der SYK-induzierten Trans-

formation von B-Lymphozyten zusprechen [179].

89



8 Zusammenfassung

Das unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom (uPTZL) ist ein hoch aggressives Malignom,
das mit derzeitigen Therapieschemata eine schlechte Prognose aufweist. Es fehlt an
alternativen Therapiestrategien, was mit der kaum verstandenen molekularen Pathogenese
zusammenhangt. Im Jahr 2006 wurde mit ITK-SYK in einer Subgruppe von uPTZL eine
rekurrente Fusionstyrosinkinase identifiziert. Anhand dieser Mutation ergab sich die
Madglichkeit, molekulare Zusammenhange der Pathogenese zu beleuchten.

Zunachst galt es, in der vorliegenden Arbeit das transformierende Potential des Fusions-
proteins in den Mausmodellen von Pechloff et al. zu untersuchen, in denen sich eine
infiltrative Expansion von ITK-SYK exprimierenden T-Zellen zeigt. Hierzu wurde eine
molekularbiologische Methode auf Grundlage der Polymerasekettenreaktion etabliert, die
eine klonale T-Zell-Proliferation in der Maus zu detektieren vermag. Anschlielend wurden
die zellularen Folgen der ITK-SYK-Expression sowie die zugrunde liegende
Signaltransduktion des Fusionsproteins analysiert. Dies geschah mithilfe von transgenen
Jurkat-Zellen und peripheren murinen T-Zellen. Zum Einsatz kamen sich erganzende
Methoden wie die Analyse intrazellularer Phosphorylierung von Signalmolekilen oder
deren pharmakologische Inhibition.

Es konnte gezeigt werden, dass ITK-SYK in beiden Mausmodellen von Pechloff et al. zu
einer klonalen lymphoproliferativen Erkrankung fuhrt. In der Zusammenschau mit Klinik,
Immunhistologie sowie Immunphanotypisierung konnte diese als peripheres T-Zell-
Lymphom klassifiziert werden, welches der humanen Erkrankung ahneilt.

In den anschlielenden Experimenten konnte in vitro gezeigt werden, dass ITK-SYK
mehrere Aspekte der physiologischen Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TZRs) imitieren
kann. Hierbei aktiviert das Fusionsprotein ligandenunabhangig die Signalwege des TZRs
und seines Korezeptors CD28. Dariber hinaus lie3 sich mit der Phosphorylierung von
STATS der Hinweis auf Beteiligung eines zytokinspezifischen Signalweges objektivieren.
Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten so mehrere potentielle Strukturen fur
zielgerichtete Therapiestrategien in den Signalwegen von ITK-SYK identifiziert werden.
Des Weiteren demonstriert die Arbeit zusammen mit den Erkenntnissen aus den
Mausmodellen, dass ein konstitutives Signal des Antigenrezeptors im Prinzip als starker
onkogener Promotor wirken kann.

In weiterfUhrenden Studien sollen die potentiellen therapeutischen Zielstrukturen mithilfe
der Mausmodelle von Pechloff et al. verifiziert werden. Das Fernziel der Untersuchungen
ware die ldentifikation mehrerer aussichtsreicher Inhibitoren fur klinische Studien. Diese

kdénnten helfen, dringend bendtigte Therapiestrategien fir uPTZL zu entwickeln.
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