
 

 

 
 
 

Technische Universität München 
Fakultät für Medizin 

 
Institut für Klinische Chemie 

Klinikum rechts der Isar 
 
 
 

Die Signaltransduktion der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK 
im Rahmen der Lymphomentstehung 

 
 

 
Julian Walter Holch 

 
 

 
Vollständiger Abdruck der von der Fakultät für Medizin 

der Technischen Universität München zur Erlangung des akademischen Grades eines 
Doktors der Medizin 

genehmigten Dissertation. 
 

 

Vorsitzender:   Univ.-Prof. Dr. E. J. Rummeny 

 

Prüfer der Dissertation:  

1. Univ.-Prof. Dr. J. Ruland 

    2. Univ.-Prof. Dr. Chr. Peschel 

    3. Univ.-Prof. Dr. A. Krackhardt 

 

Die Dissertation wurde am 17.10.2013 bei der Technischen Universität München 
eingereicht und durch die Fakultät für Medizin am 19.11.2014 angenommen. 



   2 

  

 

 

 

meinen Eltern  



 Inhaltsverzeichnis  3 

  

 

1 INHALTSVERZEICHNIS 

1	
   INHALTSVERZEICHNIS ............................................................................. 3	
  

2	
   VERZEICHNIS DER ABKÜRZUNGEN ....................................................... 7	
  

3	
   EINLEITUNG ............................................................................................. 11	
  

3.1	
   Das unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom .............................................. 11	
  
3.1.1	
   Klassifikation, Epidemiologie, und Ätiologie ............................................................ 11	
  

3.1.2	
   Diagnostik ................................................................................................................ 11	
  

3.1.2.1	
   Der Nachweis von Klonalität in peripheren T-Zell-Lymphomen .......................... 12	
  
3.1.3	
   Klinik, Verlauf und Prognosefaktoren ...................................................................... 12	
  

3.1.4	
   Molekulare Pathogenese ......................................................................................... 13	
  

3.1.5	
   Therapie .................................................................................................................. 13	
  

3.2	
   Biochemische und molekularbiologische Grundlagen .................................. 14	
  
3.2.1	
   Genumlagerung und Aufbau des T-Zell-Rezeptors ................................................. 14	
  

3.2.1.1	
   Genumlagerung des T-Zell-Rezeptors in lymphoiden Malignomen .................... 16	
  

3.2.2	
   Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptor-Komplexes ............................................... 16	
  

3.2.2.1	
   Der Signalweg zur Aktivierung von AP-1 ............................................................ 19	
  

3.2.2.2	
   Der Signalweg zur Aktivierung von NFκB ........................................................... 20	
  
3.2.2.3	
   Der Signalweg zur Aktivierung von NFAT ........................................................... 21	
  

3.2.3	
   Signaltransduktion des CD28-Korezeptors ............................................................. 21	
  

3.2.4	
   Signaltransduktion des IL-2-Rezeptors ................................................................... 22	
  

3.3	
   ITK-SYK im unspezifizierten peripheren T-Zell-Lymphom ............................. 23	
  

4	
   FRAGESTELLUNG UND VORGEHENSWEISE ....................................... 25	
  

4.1	
   Untersuchung zur Zelltransformation durch ITK-SYK im Mausmodell ......... 25	
  

4.2	
   Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK  

sowie der zellulären Folgen der ITK-SYK-Expression .................................... 26	
  

5	
   MATERIAL UND METHODEN .................................................................. 27	
  

5.1	
   Material ................................................................................................................ 27	
  
5.1.1	
   Geräte ..................................................................................................................... 27	
  



 Inhaltsverzeichnis  4 

  

 
5.1.2	
   Chemikalien und biogene Substanzen .................................................................... 27	
  
5.1.3	
   Standardlösungen und Puffer .................................................................................. 28	
  

5.1.4	
   Molekulargewichtsmarker für DNS .......................................................................... 28	
  

5.1.5	
   Oligonukleotide ........................................................................................................ 29	
  

5.1.6	
   Antikörper ................................................................................................................ 30	
  

5.1.7	
   Rekombinante Proteine ........................................................................................... 30	
  

5.1.8	
   Enzyme ................................................................................................................... 31	
  

5.1.9	
   Inhibitoren ................................................................................................................ 31	
  

5.1.10	
   Zellkulturmedien und Medienzusätze ...................................................................... 31	
  
5.1.11	
   Reagenziensätze ..................................................................................................... 32	
  

5.1.12	
   Verbrauchsmaterialien ............................................................................................ 32	
  

5.1.13	
   Verwendete retrovirale Expressionsvektoren .......................................................... 33	
  

5.1.14	
   Verwendete Bakterienstämme ................................................................................ 33	
  

5.1.15	
   Verwendete Zelllinie ................................................................................................ 33	
  

5.1.16	
   Verwendete Mäuse ................................................................................................. 34	
  

5.1.17	
   Verwendete Software .............................................................................................. 35	
  

5.2	
   Methoden ............................................................................................................ 35	
  
5.2.1	
   Arbeiten mit Mäusen ............................................................................................... 35	
  

5.2.1.1	
   Haltung ................................................................................................................ 35	
  

5.2.1.2	
   Genotypisierung der verwendeten Mäuse ........................................................... 35	
  

5.2.2	
   Allgemeine Arbeiten mit Zellen ................................................................................ 36	
  

5.2.2.1	
   Allgemeine Bedingungen für die Kultivierung von Zellen .................................... 36	
  

5.2.2.2	
   Zentrifugation ...................................................................................................... 36	
  

5.2.2.3	
   Bestimmung von Zahl und Vitalität ...................................................................... 36	
  

5.2.3	
   Arbeiten mit Zelllinien .............................................................................................. 37	
  
5.2.3.1	
   Kultivierung .......................................................................................................... 37	
  

5.2.3.2	
   Passagieren von adhärenten Zellen .................................................................... 37	
  

5.2.3.3	
   Einfrieren und Auftauen ....................................................................................... 37	
  

5.2.3.4	
   Kalzium-Phosphat-Transfektion .......................................................................... 38	
  

5.2.3.5	
   Titration des Virusüberstandes ............................................................................ 39	
  

5.2.3.6	
   Retrovirale Infektion ............................................................................................ 39	
  

5.2.3.7	
   Stimulationsexperimente ..................................................................................... 40	
  

5.2.3.8	
   Inhibitionsexperimente ........................................................................................ 41	
  
5.2.3.9	
   Analyse der Zytokinsekretion .............................................................................. 43	
  

5.2.4	
   Arbeiten mit murinen Zellen .................................................................................... 44	
  

5.2.4.1	
   Präparation .......................................................................................................... 44	
  

5.2.4.2	
   Aufreinigung muriner CD4-positiver T-Zellen ...................................................... 44	
  

5.2.4.3	
   Expression von ITK-SYK in murinen CD4-positiven T-Zellen ............................. 45	
  

5.2.5	
   Molekularbiologische Methoden .............................................................................. 46	
  

5.2.5.1	
   Polymerasekettenreaktion ................................................................................... 46	
  



 Inhaltsverzeichnis  5 

  

 
5.2.5.2	
   Polymerasekettenreaktion im touch-down-Verfahren ......................................... 46	
  
5.2.5.3	
   Auftrennen und Nachweis der PCR-Produkte ..................................................... 47	
  

5.2.5.4	
   Transformation von Bakterien durch Hitzeschock ............................................... 47	
  

5.2.5.5	
   Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien ........................................................ 48	
  

5.2.5.6	
   Isolierung von genomischer DNS aus Suspensionszellen .................................. 48	
  

5.2.5.7	
   Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ........................ 48	
  

5.2.6	
   Durchflusszytometrie ............................................................................................... 49	
  

5.2.6.1	
   Einführung ........................................................................................................... 49	
  

5.2.6.2	
   Zelloberflächenfärbung ........................................................................................ 50	
  
5.2.6.3	
   Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung  (PhosflowTM) .......... 50	
  

5.2.6.4	
   Unterscheidung lebender und toter Zellen .......................................................... 51	
  

5.2.6.5	
   Auswertung und Darstellung der Daten .............................................................. 51	
  

5.2.7	
   Spektratypisierung muriner T-Zellen ....................................................................... 52	
  

5.2.8	
   Statistische Analyse ................................................................................................ 56	
  

6	
   ERGEBNISSE ............................................................................................ 57	
  

6.1	
   Untersuchung  zur Zelltransformation durch ITK-SYK im Mausmodell ........ 57	
  

6.2	
   Untersuchung zellulärer Folgen der Expression von  ITK-SYK ..................... 59	
  
6.2.1	
   Untersuchung mit Jurkat T-Zellen ........................................................................... 59	
  

6.2.1.1	
   Zellzahl und Viabilität .......................................................................................... 60	
  

6.2.1.2	
   Nachweis von Aktivierungsmarkern .................................................................... 61	
  

6.2.1.3	
   Sekretion von IL-2 ............................................................................................... 62	
  

6.2.2	
   Untersuchung mit murinen CD4-positiven T-Zellen ................................................ 63	
  

6.3	
   Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK ................................................. 65	
  

6.3.1	
   Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung  (Phosflow TM) ............. 65	
  

6.3.1.1	
   Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung nach  

Expression von ITK-SYK ..................................................................................... 65	
  

6.3.1.2	
   Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung nach  ...........................  

Stimulation mit Antikörpern ................................................................................. 68	
  

6.3.2	
   Inhibitionsexperimente ............................................................................................ 70	
  

7	
   DISKUSSION ............................................................................................. 72	
  

7.1	
   Das transformierende Potential von ITK-SYK im Mausmodell ...................... 72	
  
7.1.1	
   Der Nachweis von Klonalität in hämatologischen Neoplasien ................................ 72	
  

7.1.2	
   Der Nachweis von Klonalität in den Mausmodellen mit   

konditionaler Expression von ITK-SYK .................................................................... 73	
  



 Inhaltsverzeichnis  6 

  

 

7.2	
   Zelluläre Folgen der ITK-SYK-Expression ....................................................... 74	
  
7.2.1	
   Verwendete Zellen .................................................................................................. 75	
  

7.2.2	
   Aktivierung von T-Zellen durch ITK-SYK ................................................................. 75	
  
7.2.3	
   Die Rolle der Pleckstrin homology-Domäne für die Funktion von  ITK-SYK ........... 77	
  

7.2.4	
   Die Rolle der Proteintyrosinkinase-Domäne für die Funktion von  ITK-SYK ........... 79	
  

7.3	
   Die Signaltransduktion von ITK-SYK ............................................................... 80	
  
7.3.1	
   Analyse von intrazellulärer Proteinphosphorylierung  mittels  PhosflowTM .............. 81	
  

7.3.2	
   Analyse der Signaltransduktion mittels Inhibitoren .................................................. 82	
  

7.3.3	
   Die proximale Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen ............................ 83	
  

7.3.4	
   Die distale Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen .................................. 83	
  

7.3.5	
   Modell der Signaltransduktion von ITK-SYK  im Rahmen der   

Lymphomentstehung ............................................................................................... 85	
  
7.3.5.1	
   Replikativer Stress durch ITK-SYK ..................................................................... 86	
  

7.3.5.2	
   Die Abhängigkeit des Lymphoms von ITK-SYK .................................................. 87	
  

7.3.5.3	
   Die Regulation der Expression von ITK-SYK ...................................................... 88	
  

7.3.5.4	
   Die Rolle des Antigenrezeptors in der Lymphomentstehung .............................. 88	
  

7.3.6	
   Ausblick ................................................................................................................... 88	
  

8	
   ZUSAMMENFASSUNG ............................................................................. 90	
  

9	
   LITERATURVERZEICHNIS ....................................................................... 91	
  

10	
   VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN ..................................................... 103	
  

11	
   VERZEICHNIS DER TABELLEN ............................................................ 105	
  

12	
   LEBENSLAUF ......................................................................................... 106	
  

13	
   DANKSAGUNG ....................................................................................... 108	
  



 Verzeichnis der Abkürzungen 7 

  

 

2 Verzeichnis der Abkürzungen 
®    registered, registriert  
°C    Grad Celsius 
4E-BP1   eukaryotic initiation factor 4E binding protein-1 
7-AAD    7-Amino-Actinomycin D 
AF647    AlexaFluor647 
AgR    Antigenrezeptor 
AICD    activation-induced cell death 
AKT    Synonym für PKB 
AP-1    activator protein 1 
APC    Allophycocyanin 
APO-1    Apoptosis antigen 1 
APZ    Antigenpräsentierende Zelle(n) 
B220    220 kDa Variante des T200 Glykoproteins 
Bad    Bcl-2-associated death promoter 
Bcl10    B-cell Lymphoma 10   
bp    Basenpaar 
bzw.     beziehungsweise 
c    Konzentration 
cfinal    finale Konzentration 
cstock    Stockkonzentration bzw. Konzentration der Stammlösung 
C    Cystein 
ca.    circa 
Ca++    Kalzium 
CaCl2    Kalziumchlorid 
CARD    Caspase recruitment domain 
CARMA1   Card-membrane associated guanylate kinase 1 
CBM-Komplex  CARMA1-Bcl10-MALT1-Komplex 
CD    cluster of differentiation 
CDKI    cyclin-dependent kinase inhibitor 
cDNA    complementary DNA 
CDR    complementarity determining region 
CHOEP   CHOP + Etoposid 
CHOP    Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon 
CK1    Casein Kinase 1 
cm2    Quadratzentimeter 
COS-7    Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40-7  
CRAC    Ca2+ release-activated Ca2+ channels 
CREB cyclic adenosine monophosphate response element-

binding 
Da    Dalton 
DAG    Diacylglycerin 
del    Deletion 
DMEM    Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Deoxyribonucleic acid    
DNA-PK DNA-dependent protein kinase 
DNS    Desoxyribonukleinsäure 
dNTP    Desoxyribonukleotidtriphosphate 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylenediaminetetraacetic acid, 
eGFP    enhanced GFP 
ELISA    enzyme-linked immunosorbent assay 
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EMA    European Medicines Agency 
E    Glutamat 
engl.    Englisch 
env    envelope gene 
Erk    Extracellular signal-regulated kinases 
F    Phenylalanin 
FACS    Fluorescence activated cell sorting 
FAM TM   Fluorescein amidite; Fluorescein-Markierung 
FCS    fetal calf serum 
FDA    Food and Drug Administration 
FI    Fluoreszenzintensität 
FL    Fluoreszenzkanal 
FOXO    Forkhead box protein O 
FTK    Fusionstkinase 
g    Erdbeschleunigung (1g = 9,81m/s2) 
Gab2    GRB2-associated-binding protein 2 
Gads    Grb2-related adapter downstream of Shc 
gag    group-specific antigen 
GenTSV   Gentechniksicherheitsverordnung 
GEP    Genexpressionsprofile 
GFP    Green Fluorescent Protein 
GLUT1   Glucose transporter 1 
Grb2    Growth factor receptor-bound protein 2 
GSK3    Glykogensynthase-Kinase 3    
h    Stunde 
H2O    Wasser   
H2O2    Wasserstoffperoxid 
H2SO4    Schwefelsäure 
HBS    HEPES-buffered Saline 
HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HTNC    Histidine-TAT-NLS-Cre 
IgG    Immunglobulin G 
IgH Immunglobulin heavy chain 
IKK    IκB kinase 
IL-2    Interleukin-2 
IP3    Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IPI    Internationaler Prognose-Index 
IRES    interne ribosomale Eintrittstelle 
ITAM    immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
ITK    IL-2 inducible T-cell kinase  
ITK-SYKKD   Kinase-defekte Mutante von ITK-SYK 
IκB    inhibitor of κ B 
JAK    Janus Kinase 
JNK    c-Jun N-terminal kinase 
k    kilo 
K    Lysin 
KD    kinase-dead 

LAT    linker for activation of T-cells 
LB-Medium   lysogeny broth Medium 
Lck    lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 
LTR    long terminal repeat 
M    Molar 
MALT1  mucosa associated lymphoid tissue lymphoma trans-

location gene 1 
MAPK    mitogen-activated protein kinase 
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MAX    Maximum 
mCAT-1   murine cationic amino acid transporter 1 
Mdm2    mouse double minute 2 
MEK    MAPK/Erk kinase 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
MHC  major histocompatibility complex 
Mig    MSCV IRES GFP 
min    Minute(n) 
ml    Milliliter 
mM    millimolar 
MOI    multiplicity of infection 
MRD    minimal residual disease  
mRNS    messenger RNS 
MSCV    murine stem cell virus 
mTORC1   mammalian target of rapamycin Complex 1   
mTORC2   mammalian target of rapamycin Complex 2   
n.d.    nicht detektierbar  
NFAT    nuclear factor of activated T-cells  
NFκB    nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B-cells 
NHL    Non-Hodgkin-Lymphom 
NLS    nuclear localization signal 
nm    Nanometer 
nM    Nanomolar 
p38    p38 mitogen-activated protein kinase 
p65    Transkriptionsfaktor p65 
PBS phosphate buffered saline 
PCR    Polymerase chain reaction 
PDGFR α   platelet-derived growth factor receptor α 
PDK1    phosphoinositide-dependent protein kinase 1 
PE    Phycoerythrin 
PE-Cy5   Phycoerythrin-Cyanine-5 
PFA    Paraformaldehyd 
PH    pleckstrin homology 
pH    potentia hydrogenium 
PI3K    Phosphatidyl-3-Kinase 
PIP2    Phosphatidylinositolbisphosphat 
PIP3    Phosphatidylinositoltrisphosphat 
PKB    Proteinkinase B 
PKCθ    Proteinkinase C θ 
PLC    Phospholipase C 
PMA    Phorbol-12-Myristat-13-Azetat 
pS    O-Phosphoserin 
pT    O-Phosphothreonin 
PTEN    Phosphatase and Tensin homolog 
PTK    Proteintyrosinkinase 
PTZL    Periphere(s) T-Zell-Lymphom(e) 
pY    O-Phosphotyrosin 
R    Arginin 
Raf    rapidly accelerated fibrosarcoma virus oncogene 
RAG    recombination activating gene 
Ras    rat sarcoma virus oncogene 
RasGRP   Ras guanyl nucleotide-releasing protein 
RHD    Rel-homology domain 
RNS    Ribonukleinsäure 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute 
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RT    Raumtemperatur 
S    Serin 
S.    Seite 
s.    siehe 
syn.    synonym für 
S.O.C. Medium  super optimal browth with catabolite repression Medium 
S1    Sicherheitsstufe1 nach GenTSV 
S6K1    protein S6 kinase 1 
sec    Sekunde(n) 
SH    Src homology 
Shc1    Src homology 2 domain containing transforming protein 1 
SLP-76   SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa 
SMAC    supramolecular activation complex 
SOS    Son of Sevenless 
Src    sarcomavirus tyrosinkinase 
STAT    signal transducers and activators of transcription 
SYK    Spleen tyrosine kinase 
SZT    Stammzelltransplantation 
T    Threonin 
t    time 
t ()    Translokation () 
T200 Glykoprotein  Synonym für CD45 
TAE    TRIS-Azetat-EDTA 
T-ALL    Akute T-Lymphoblasten Leukämie 
TAT    transactivator of transcription 
TCGF    T-cell growth factor 
TD    Transaktivierungsdomäne 
Tec    tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma 
TH    Tec homology 
TK    Tyrosinkinase 
TM    unregistered Trade Mark 
TRAF6    tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
TREC    T cell receptor excision circle 
TRIS    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween    Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 
TZR    T-Zell-Rezeptor(en) 
U    Units 
UK    United Kingdom 
UpM    Umdrehungen pro Minute 
uPTZL    unspezifizierte(s) periphere(s) T-Zell-Lymphom(e) 
USA    United States of America 
UV    Ultraviolettstrahlung 
µm    Mikrometer 
µg    Mikrogramm 
µl    Mikroliter 
WHO    World Health Organisation 
Y    Tyrosin 
ZAP-70   Zeta-chain-associated protein kinase of 70kDa  



 Einleitung  11 

  

  

3 Einleitung 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Entstehung und Pathophysiologie des 

unspezifizierten peripheren T-Zell-Lymphoms. Des Weiteren werden mögliche 

Therapieansätze gegen diese Krankheitsentität untersucht. Einleitend soll ein 

Überblick über die Krankheit sowie die zum Verständnis notwendigen biochemischen 

Grundlagen gegeben werden.  

3.1 Das unspezifizierte periphere T-Zell-Lymphom 

3.1.1 Klassifikation, Epidemiologie, und Ätiologie 

Das periphere T-Zell-Lymphom (PTZL) stellt eine maligne Erkrankung dar, die ihren 

Ursprung in peripheren bzw. postthymischen T-Zellen oder natürlichen Killerzellen 

hat [113]. Ungefähr 12% aller Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) gehören dieser hetero-

genen Gruppe an, die gemäß aktueller WHO-Klassifikation von 2008 nach dem be-

stimmenden Manifestationsort unterteilt wird [115]. Die Häufigkeit der einzelnen 

Entitäten 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 größte Subgruppe dar [5, 115]. Vergleichende Untersuchungen der 

Genexpression zeigen, dass es sich bei dieser um keine homogene Gruppe handelt 

(vgl. 3.1.4). Die Ätiologie der uPTZL ist, wie die der meisten NHL, weitgehend unklar. 

Für letztere Gruppe werden Umweltnoxen sowie immunologische und infektiologische 

Ursachen diskutiert [113]. 

3.1.2 Diagnostik 

Für die Diagnose eines PTZLs werden Morphologie, der Immunphänotyp, der Genotyp 

sowie die klinische Präsentation berücksichtig [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 follikuläre [44] oder das perifollikuläre [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 häufigsten findet sich CD3 [5]. CD4 lässt sich häufiger (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 

Fälle detektiert werden [5]. Der Karyotyp weist in den meisten Fällen komplexe 

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

jedoch noch nicht etabliert werden [51].  

3.1.2.1 Der Nachweis von Klonalität in peripheren T-Zell-Lymphomen 

Neben der Phänotypisierung spielt der Nachweis von Klonalität eine grundlegende 

Rolle für die Diagnostik von PTZL [5]. Die Diagnose einer malignen lympho-

proliferativen Erkrankung lässt sich in den meisten Fällen über zytomorphologische 

Untersuchungen zusammen mit immunhistologischen und immunphänotypischen 

Verfahren stellen [168]. In 5-10% der Fälle 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 Fällen zu erhärten, 

kann die Untersuchung auf Klonalität der expandierten Zellen hilfreich sein [168]. In 

über 98% lymphoider Malignome findet sich auf den Zellen ein gemeinsamer 

Antigenrezeptor als Ausdruck eines klonalen Ursprungs [168]. Mit der Typisierung des 

Rezeptorspektrums (Spektratypisierung) lässt sich ein vorherrschender Antigen-

rezeptor und somit die Klonalität in Lymphomen nachweisen. Neben der Primär-

diagnostik kann die Spektratypisierung auch zur Überwachung der Therapie eingesetzt 

werden [113]. So können 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 Geschlechterverhältnis [5]. Im Gegensatz zu reifzelligen B-Zell-

Lymphomen werden uPTZL meistens im Stadium III-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 gehören uPTZL 

zu den aggressivsten NHL. Häufig kommt es zu Rezidiven (5-Jahres-Rezidivrate: 

74%). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei lediglich 20% [5, 113]. 

Weder der für B-Zell-Lymphome etablierte Internationale Prognose-Index (IPI) noch die 

Morphologie spiegeln ausreichend den klinischen Verlauf wieder [5]. Anhand eines 

modifizierten Indexes unter Berücksichtigung der Parameter Alter, Allgemeinzustand, 

Lactatdehydrogenasekonzentration im Serum (LDH) sowie Quantität des 

Proliferationsmarkers Ki-67 kann eine Aussage über die Prognose getroffen  

werden [5]. Ein älterer prognostischer Index für uPTZL berücksichtigt 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]. 

3.1.4 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 aufzuklären, 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 gehören jene des JAK/STAT-Signalweges wie auch 

NFκB, BCL-2 und das Gen für Cyclin D2 [13]. Martinez-Delgado et al. konnten zwei 

Gruppen anhand der Expression NFκB-abhängiger Gene differenzieren. Dabei ist 

auffällig, dass eine reduzierte Expression dieser Gene mit signifikant erniedrigtem 

Überleben 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 gestört ist [5]. Hierzu zählen Gene 

für Chemoresistenz, Transkription, Proliferation, Apoptose, Matrixalteration und 

Zelladhäsion. Letztere könnten das disseminierte Befallsmuster der uPTZL 

erklären [5]. 

In einer weiteren Studie wies Feldman et al. eine Überexpression 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 führen kann [178]. 

3.1.5 Therapie 

Außerhalb von Studien erfolgt die Primärtherapie von PTZL derzeit mit 

Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon (CHOP-Schema) [76]. Bei 

Patienten, die jünger als 60 Jahre sind und sich initial mit erhöhter Lactat-

dehydrogenasekonzentration im Serum präsentieren, erweist sich die Zugabe von 

Etoposid als sinnvoll (CHOEP-Schema). Bei lokalisierten Stadien zeigt zudem eine 

kombinierte Radiochemotherapie Vorteile gegenüber alleiniger Chemotherapie. In der 

Rezidivsituation sollte eine autologe oder allogene SZT erwogen werden [76]. 

Vergleichend Patienten mit PTZL und diffus großzelligem B-Zell-Lymphom konnte hier 

eine Studie nach autologer SZT für erstere Gruppe kein schlechteres Überleben 
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feststellen [154]. In der Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse scheint die 

autologe SZT für jüngere 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). Für ältere Patienten (>60 Jahre) verfolgt 

eine weitere Studie (DSHNHL 2006-1B) einen anderen Ansatz. Hier wird die 

Wirksamkeit einer Antikörpertherapie mit Alemtuzumab zusammen mit CHOP-

Chemotherapie bei PTZL untersucht. 

Wegen der schlechten Prognose mit konventioneller Chemotherapie werden dringend 

alternative Therapieansätze für uPTZL benötigt [51]. Erste Ergebnisse liegen für 

mehrere Pharmaka mit unterschiedlichen Wirkmechanismen vor. Hierzu gehören 

Histon-Deacetylase-, mTOR- und Proteasominhibitoren sowie Immunmodulatoren und 

monoklonale Antikörper [181]. Mit dem Antifolat Pralatrexat (FOLOTYN®) wurde von 

der Food and Drug Administration (FDA) ein erstes Medikament speziell gegen 

rezidivierende und / oder refraktäre PTZL zugelassen [51]. In Europa wurde Pralatrexat 

2008 als Arzneimittel gegen seltene Leiden ausgewiesen [55]. Am 19. April 2012 

versagte jedoch die europäische Arzneimittelagentur EMA die Genehmigung für das 

Inverkehrbringen von Pralatrexat [56]. 

3.2 Biochemische und molekularbiologische Grundlagen 

3.2.1 Genumlagerung und Aufbau des T-Zell-Rezeptors 

T-Zellen spielen in der adaptiven Immunantwort eine zentrale Rolle [112]. Um Antigene 

auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen (APZ) erkennen zu können, 

besitzen sie spezielle Rezeptoren [41]. Diese T-Zell-Rezeptoren (TZR) bestehen aus je 

zwei verschiedenen Peptidketten, die über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden 

sind. Je nach Phänotyp der T-Zelle paart sich eine α- mit einer β-Kette (α:β-T-Zelle) 

oder eine γ- mit einer δ-Kette (γ:δ-T-Zelle). Der heterodimere TZR ist nicht-kovalent 

gebunden an den cluster of differentiation (CD)3-Komplex, von welchem die 

intrazelluläre 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 über major histocompatibility complex (MHC)-Klasse-II-

Moleküle der APZ angeboten werden [41]. 
Die für die TZR-Ketten kodierenden Genloci haben für ein vielfältiges Repertoire an 

Rezeptoren mehrere verschiedener Gensegmente, die in Gruppen zusammengefasst 

sind: V-(variable), J-(joining) und C-(constant) Segmente [41]. Im TZRβ- und TZRδ-
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Genlocus existieren zusätzlich D-(diversity) Segmente [41]. In der frühen 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 ubiquitär 

exprimierten Enzymen zur DNS-Reparatur (z.B. DNA-dependent protein kinase; 

DNA-PK) besteht [109, 144]. Für Einzelheiten der Reaktionen siehe Abb. 1. 

 

 

Abb. 1 Schematische Darstellung von Genumlagerung und Expression der 
β-Kette  des murinen T-Zell-Rezeptors 
In der obersten Zeile ist der Genlocus der β-Kette des murinen T-Zell-Rezeptors mit 
seinen Gensegmenten im Zustand der Keimbahn dargestellt. Generell wird zunächst ein 
D- an ein J-Segment rekombiniert. In diesem Beispiel handelt es sich um Dβ2 und 
Jβ2.3. An der rot eingezeichneten Anbindungsstelle werden zufällig Nukleotide eingefügt 
und entfernt. In derselben Weise folgt das Vβ2-Segment der Dβ2-Jβ2.3-Umlagerung. 
Die Bereiche zwischen den rekombinierten Gensegmenten werden als ringförmige, 
extrachromosomale DNS-Moleküle (engl. T cell receptor excision circle; TREC) entfernt. 
Anschließend wird das Gen für die β-Kette in prä-mRNS transkribiert. Es folgt das 
Spleißen zur reifen mRNS, welche in das Protein translatiert wird. Die durch das V-Gen-
segment kodierten Domänen complementarity determining regions (CDR)1 sowie CDR2 
binden die MHC-Komponente des Liganden. Die Variabilität dieser Domänen wird  durch 
20 mögliche V-Gensegmente erreicht. CDR3 interagiert hingegen mit dem für die T-Zelle 
präsentierten Peptid. Die zufällig eingefügten und entfernten Nukleotide der An-
bindungsstellen tragen neben den Kombinationsmöglichkeiten der unterschiedlichen D- 
und J-Gensegmente entscheidend zur hohen Variabilität dieser Domäne bei. Im 
dargestellten T-Zell-Rezeptor-Komplex liegt die exprimierte β-Kette im Verbund mit einer 
α-Kette sowie dem CD3-Korezeptor vor. Abbildung modifiziert nach [67, 112, 168]. 
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Die Genumlagerung in der frühen Thymozytenentwicklung erfolgt in einer hierar-

chischen Reihenfolge: zunächst werden die Gensegmente des TZRδ- und TZRγ-

Genlocus rekombiniert [168]. Dies führt zur Expression eines γ:δ-TZRs. Schließt sich 

ein TZRβ- sowie TZRα-Umlagerung an, führt dies zur Deletion des funktionellen TZRδ-

Gens mit folgender Expression eines α:β-TZRs [168]. 

Die vielen verschiedenen V-, D- und J-Gensegmente bilden zusammen das kombi-

natorische Repertoire, das auf 3,0x106 für α:β-TZRs und 5,0x103 für γ:δ-TZRs 

geschätzt wird [168]. Die zufällig eingefügten Nukleotide der Anbindungsstellen er-

höhen das Gesamtrepertoire für TZR-Moleküle auf über 10,0x1012 [168]. 

3.2.1.1 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 

TZRβ- ist selten ohne den TZRγ-Genlocus rekombiniert sowie TZRγ- selten ohne den 

TZRδ-Genlocus [168]. Letzterer ist in den meisten Malignomen der T-Zell-Reihe nach 

erfolgter TCRα-Genumlagerung deletiert [170]. Und dennoch kommt es in manchen 

malignen lymphoiden Erkrankungen auch zu ungewöhnlichen Rekombinationen, was 

detailliert für T-ALL beschrieben wurde [160, 168]. Es wird angenommen, dass die an-

haltende Aktivität der V-(D)-J-Rekombinase in malignen Zellen zu unphysiologischen 

Rekombinationen in zugänglichen DNS-Abschnitten führen kann [160]. So finden sich 

neben funktionellen Genumlagerungen (mit V-D-J Gensegment) auch inkomplette Um-

lagerungen mit fehlender V-Region, die zusätzlich in einem bereits rekombinierten Allel 

auftreten können (z.B. Vβ1-Dβ1-Jβ1 zusammen mit Dβ2-Jβ2) [168, 170]. Auch 

inkomplette Rekombinationen mit fehlender J-Region und biallelische Rekombi-

nationen wurden beobachtet [7, 95]. Ebenso findet sich in Malignomen des 

γ:δ-Phänotyps häufig ein rekombinierter TZRβ-Genlocus sowie in T-Zell-Malignomen 

allgemein ein rekombinierter Genlocus der schweren Immunglobulinkette (IgH) [168]. 

Aus diesem Grund lässt sich aus der Analyse der TZR- und IgH-Genloci auch keine 

Aussage über den Phänotyp 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 intrazelluläre Zielstrukturen wie Adapter-

proteine oder Transkriptionsfaktoren. In der Folge kommt es zur Veränderung des 
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Zytoskeletts und zur Expression von zahlreichen Genen, die eine spezifische 

Immunantwort ermöglichen [112]. Hierzu gehören Gene für Zytokinsekretion, 

Proliferation, Überleben 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 Konformationsänderung [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 ζ-Kette von CD3 [153]. Die ITAMs dienen so als 

Bindungsstelle für 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 trägt zur 

Aktivierung des Moleküls bei [12]. Aktives Zap-70 phosphoryliert Adaptermoleküle, 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 hierfür ist der Nachweis 

einer gesteigerten Expression von SYK nach Aktivierung von CD4-positiven  

T-Zellen [90]. Auch die Erkenntnis über die Fähigkeit von SYK die Kinase Lck direkt 

binden und phosphorylieren zu können ist erwähnenswert [96]. Eine distinkte Rolle von 

SYK und Zap-70 in der Signaltransduktion des prä-TZR und somit in der frühen 

Entwicklung von Thymozyten ist ebenfalls bekannt [119]. 

Zu den Zielstrukturen von SYK / Zap-70 zählen 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 über Grb2-related adapter downstream of 

Shc (Gads) in Verbindung [21]. Zusammen bilden sie das Rückgrat 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 Effektormoleküle wie Vav1, IL-2-induced tyrosine kinase (ITK) und 

Phospholipase C-γ1 (PLC-γ1) [153]. ITK und Vav1 tragen hierbei neben ihrer 

katalytischen Aktivität zur Stabilität des Signalkomplexes bei [47, 134].  

Das zur Familie der tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma (Tec) ge-

hörende ITK benötigt für die volle enzymatische Aktivität neben der Bindung an den 

proximalen Signalkomplex auch eine Phosphorylierung durch Lck [19]. Hierfür wird ITK 

über seine pleckstrin homology (PH-)Domäne, welche Phophatidylinositol-3,4,5-tris-

phoshat (PIP3) erkennt, an die Zellmembran rekrutiert. Das PIP3 entsteht durch Lck-

induzierte, lokale Aktivität der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [153]. ITK kann 

daraufhin PLC-γ1 phosphorylieren und somit aktivieren [19]. PLC-γ1 hydrolysiert 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) der Zellmembran zu Inositoltrisphosphat 

(IP3) und Diacylglycerol (DAG) [61]. Bei diesen handelt es sich um wichtige sekundäre 

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 (NFκB) anschalten [153]. Ein weiterer Signalweg 

distal des konstitutiv an GRB2 gebundenen GTP-Austauschfaktors Son of sevenless 

(SOS) verläuft über 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, 

NFκB und AP-1 zusammen die Expression von Interleukin-2 (IL-2) zu stimulieren, 

welches essenziell für 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-γ1-abhängigen Signalwegen hin zu AP-1, NFAT und NFκB. Für Einzelheiten und 
Abkürzungen siehe Text. Abbildung modifiziert nach [153]. 
 

3.2.2.1 Der Signalweg zur Aktivierung von AP-1 

Das durch PLC-γ1 generierte Molekül DAG diffundiert in der Zellmembran, wo es 

neben Proteinkinase C θ (PKCθ) auch das Protein Ras guanyl nucleotide-releasing 

protein (RasGRP) bindet [54, 140]. Die so aktivierte PKCθ phosphoryliert RasGRP und 

steigert so dessen enzymatische Aktivität [140]. RasGRP ist ein GTP-Austauschfaktor, 

der spezifisch Ras aktiviert [54]. Wie unter 3.2.2 beschrieben, wird der Ras-Signalweg 

auch über SOS aktiviert. Neuere Untersuchungen zeigen, dass es sich hierbei in  

T-Zellen lediglich um eine Verstärkerschleife handelt und die initiale Produktion von 

aktivem Ras die Funktion von RasGRP voraussetzt [141].  

Von Ras führt der Signalweg über die mitogen-activated protein kinase (MAPK-) 

Kaskade zu dem Transkriptionsfaktor AP-1 [98]. Diese Kaskade besteht aus kon-

sekutiv aktivierten Proteinkinasen und führt von rat fibrosarcoma (Raf) über 

MAP/Erk kinase (Mek) zu extracellular signal regulated kinase (Erk) [142]. Letztere 

gelangt schließlich 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. TNFα) 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 (Carma1; 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 für 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 NFκB 

Ein weiterer durch PKCθ angeschalteter Signalweg führt zur Aktivierung von 

NFκB [153]. Dieser Transkriptionsfaktor ist unter anderem in T-Zellen bedeutend für 

Aktivierung, Proliferation, Überleben und Effektorfunktionen [146]. 

Die NFκB-Proteinfamilie setzt sich aus fünf Mitgliedern zusammen: NFκB1 (p50 und 

sein Vorläufer p105), NFκB2 (p52 und sein Vorläufer 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 außerdem spezielle DNS-Abschnitte (κB-Bindungsstellen) und interagiert mit 

dem inhibitor of κ B (IκB) [167]. Letzterer bindet NFκB im Zytosol und verhindert so den 

Übertritt in den Zellkern. RelA, RelB und c-Rel besitzen zudem eine Trans-

aktivierungsdomäne (TAD), mit der die Transkription spezifischer Zielgene gefördert 

wird [70]. 

Die aktivierte PKCθ phosphoryliert das Adapterprotein Carma1 [153]. Dies setzt die 

Formierung eines trimolekularen Komplexes in Gang, der aus Carma1 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 IκB Kinase (IKK) ein [167]. Ein wichtiger Mechanismus führt 

hierbei über MALT1, das an Bcl10 bindet und die E3 Ubiquitinligase tumor necrosis 

factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) aktiviert [158].  In der Folge wird IκB durch 

die katalytische Untereinheit der IKK phosphoryliert und so für die Ubiquitinylierung 

markiert. Der konsekutive proteasomale Abbau von IκB führt zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFκB, der nun die Kernmembran überwinden und an 

entsprechende DNS-Abschnitte (s.o.) binden kann [167]. Kürzlich wurde gezeigt, dass 

MALT1 mit seiner proteolytischen Aktivität das NFκB-Signal steigern kann [133].  
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Dies geschieht durch Spaltung von A20, welches als deubiquitinylierendes Enzym ein 

Negativregulator von NFκB ist [37]. 

3.2.2.3 Der Signalweg zur Aktivierung von NFAT 

Das durch PLC-γ1 generierte Molekül IP3 öffnet Ionenkanäle am endoplasmatischen 

Retikulum [153]. Hier herrscht eine hohe Konzentration an Kalziumionen (Ca2+) [116]. 

Folglich erhöht sich die Konzentration an Ca2+ im Zytosol, was kalziumabhängige 

Kalziumkanäle der Zellmembran (engl. Ca2+ release-activated Ca2+ channels; CRACs) 

öffnet und zu einem Kalziuminflux in die Zelle führt. 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 Ca2+-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 für 

die T-Zell-Aktivierung regulieren [116]. Hierfür 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]. Zusätzlich bedarf es kostimulatorischer Moleküle wie CD2, CD5 

oder CD28, wobei letzteres dazu den wichtigsten Beitrag zu leisten scheint [2].  

Nach Bindung des CD28-Korezeptors auf der Oberfläche 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 PIP3 eine Bindungsstelle für phosphoinositide-dependent protein 

kinase 1 (PDK1) und dessen Ziel Proteinkinase B (Akt) schafft [2, 147]. Die 

Rekrutierung zur Zellmembran führt zur Aktivierung der beiden Enzyme. Akt 

phosphoryliert daraufhin multiple Proteine, was zu Zellüberleben, Proliferation und 

gesteigertem Zellmetabolismus führt (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 können Informationen zu 

Energiestatus, Hypoxie, DNS-Schaden, Wachstumsfaktoren durch mTORC1 und 
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mTORC2 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. 

Hierfür 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 führt [137]. 

 

 

 
Abb. 3  Zielstrukturen von Akt 

Aktivierung von Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) führt zu Phosphorylierung der 
Proteinkinase B (Akt) durch phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1). Akt 
wiederum aktiviert und inhibiert eine Vielzahl von Proteinen, was zu Zellüberleben, 
Proliferation, erhöhtem Zellmetabolismus und gesteigerter Proteinsynthese führt: 
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 (NFκB), 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]. 

 

3.2.4 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 über den IL-2-Rezeptor auf der Zelloberfläche [100]. Der Rezeptor besteht 

aus zwei Ketten (β und γ), von denen die Signaltransduktion ihren Ursprung 
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nimmt [117]. Die biologische Aktivität sowie Affinität des Rezeptors zu IL-2 kann durch 

die induzierbare α-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  β- und γ-Kette [117]. 

Diese fungieren als Bindungsstellen für 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 STAT5. 

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 über SOS/Ras/MEK/Erk führt 

(s. 3.2.2.1). Neben SOS kann auch GRB2-associated-binding protein 2 (Gab2) an 

Grb2 anlagern, was zur Aktivierung des PI3K-Signalweges führt (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 follikulärer uPTZL die Translokation 

t(5;9)(q33;q22) 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 für 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]. Erwartungsgemäß 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-Domäne von 

ITK [157]. Letztere bindet an PIP3 und dient so zur Rekrutierung von ITK an die 

Zellmembran, wo diese aktiviert wird [84]. Die Funktion der Prolin-reichen TH-Domäne 



 Einleitung  24 

  

  

ist bisher schlecht verstanden [111]. Sie scheint zusammen mit der Src homology 3 

(SH3-) und Src homology 2(SH2-) Domäne wichtig für die Autoinhibition von ITK zu 

sein [84, 111]. Der Verlust der SH2- und SH3-Domäne in ITK-SYK legt eine 

beeinträchtigte allosterische Inhibition der PH-Domäne nahe. In der Folge könnte diese 

konstitutiv an PIP3 binden [111]. 

Eine fehlende Autoinhibition der Proteintyrosinkinase (PTK-)Domäne von SYK im 

Fusionsprotein ist ebenfalls anzunehmen. Sie wird im SYK-Molekül durch die 

Interdomäne A bewirkt, die sich zwischen den Tandem-SH2-Domänen befindet und im 

Fusionsprotein fehlt [10, 157]. Die Tandem-SH2-Domänen von SYK sind wichtig für die 

kooperative Interaktion mit phosphorylierten ITAMs auf Immunorzeptoren [10]. In der 

Interdomäne B von SYK befinden sich die meisten Andockstellen für Interaktions-

partner [147]. Der Großteil dieser Domäne ist in ITK-SYK vorhanden [157]. 

 

 

 

Abb. 4  Aufbau der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK 
N-terminal der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK finden sich die pleckstrin homology (PH-) 
sowie die Tec homology (TH-) Domäne aus ITK. Die Tyrosinkinase (TK-) Domäne und 
ein Großteil der Interdomäne B des SYK-Moleküls stellen den C-terminalen Abschnitt 
von ITK-SYK dar. Im Fusionsprotein fehlen die Src homology 3 (SH3-), Src homology 2 
(SH2-) sowie die TK-Domäne aus ITK. Ferner fehlen die Tandem-SH2-Domänen und 
die Interdomäne A aus SYK. Für 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 benötigte, zielgerichtete 

Therapiestrategien zu etablieren [5, 123]. 

Die Translokation t(5;9)(q33;q22) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte 

für eine Untergruppe von uPTZL als wiederkehrendes Ereignis identifiziert 

werden [157]. Ein vergleichbares histologisches Muster sowie ein gleicher Immun-

phänotyp dieser Subgruppe lässt 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. Für 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 zusätzlich 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 ähnelt klinisch, immunhistologisch und immunphänotypisch dem 

humanen Krankheitsbild [123]. Um die sichere Diagnose eines PTZLs stellen zu 

können, bedarf es zusätzlich des Nachweises von Klonalität [5]. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde hierfür eine molekularbiologische Methode auf Grundlage 

der Polymerasekettenreaktion  etabliert, die eine Typisierung des TZR-Spektrums 

ermöglicht (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 
zellulären Folgen der ITK-SYK-Expression 

Das Fehlen dringend benötigter, zielgerichteter Therapiestrategien für uPTZL hängt mit 

der kaum verstandenen molekularen Pathogenese dieser Erkrankung zusammen [5]. 

Anhand der in einer Subgruppe von uPTZL auftretenden Fusionstyrosinkinase  

ITK-SYK ergab sich die Möglichkeit, molekulare Zusammenhänge der Pathogenese zu 

beleuchten [157]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es, die durch ITK-SYK 

aktivierten Signalwege sowie die zellulären Folgen der ITK-SYK-Expression zu 

analysieren. Der Fokus lag auf der Charakterisierung der Signaltransduktion, um so 

potentielle Strukturen für zielgerichtete Therapiestrategien identifizieren zu können. 

Der Aufbau des ITK-SYK-Moleküls mit fehlenden Domänen der Autoinhibition ließ 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 zytokinunabhängig aktivierende Signalwege der T-Zelle anzu-

schalten vermag. Die Tatsache, dass das Genexpressionsprofil von uPTZL mit jenem 

von aktivierten T-Zellen vergleichbar ist, unterstützt dieses Vorgehen ebenfalls [127]. 

Um unsere Hypothese zu testen, kamen transgene Jurkat-Zellen zur Anwendung, mit 

welchen ein leicht zu handhabendes sowie für die Fragestellung etabliertes 

Modellsystem zur Verfügung stand [1, 77]. Hierbei kamen sich ergänzende Methoden 

zum Einsatz, wie die Analyse intrazellulärer Phosphorylierung von Signalproteinen 

oder die Inhibition wichtiger Moleküle innerhalb aktivierender Signalwege der T-Zelle. 

Alternativ zur immortalisierten Zelllinie untersuchten wir, ob ITK-SYK auch in murinen 

CD4-positiven T-Zellen zur Aktivierung führen kann. Die Wahl fiel auf diesen Zelltyp, 

da humane uPTZL mit nachgewiesener t(5;9)(q33;q22) vorrangig CD4 

exprimieren [157]. Zum Einsatz kam hierbei die Technik der Proteintransduktion 

in vitro.  

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit über die Funktionsweise der Fusions-

tyrosinkinase ITK-SYK fanden überwiegend 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 

5.1.1 Geräte 

Agarosegel Elektrophoresekammer   BioRad, München 
Agarosegelkammer und –kämme   BioRad, München 
Durchflusszytometer FACSCaliburTM  Beckton-Dickinson, Heidelberg 
Durchflusszytometer FACSCantoIITM  Beckton-Dickinson, Heidelberg 
Einfrierbox Nalgene® Mr FrostyTM   Fisher Scientific, Schwerte 
Eismaschine      Ziegra, Isernhagen  
ELISA-Reader SunriseTM    Tecan, Männedorf, Schweiz 
Gefrierschrank (-20°C)     Siemens, Berlin 
Gefrierschrank (-80°C)     SanyoBiomedical, Wood Dale, USA 
Kühlschrank (-4°C)      Siemens, Berlin 
Kühlzentrifuge Rotina 420 R    Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Lichtmikroskop Leica DM IL    Leica Microsystems, Wetzlar 
Magnetrührgerät     Ika GmbH&Co, Staufen 
Mikrowelle Bomann MW 1226 CB   Clatronic, Kempen 
Neubauer Zählkammer    Reichert, New York, USA 
Rollmischer CAT RM 5    Labortechnik Fröbel, Lindau 
Schüttelinkubator innova 4000   Eppendorf, Hamburg  
Sequenzierautomat ABI Prism® 3700   Applied Biosystems, Darmstadt 
Spektralphotometer NanodropTM   Peqlab, Erlangen 
Sterile Werkbank Typ KS18    Thermo Scientific, Langenselbold 
Stickstofftank LS 4800 (-196°C)   tec-lab, Königstein  
Stromgenerator PowerpackTM   BioRad, München 
Thermocycler      BioRad, München 
Trypanblau      Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
UV-Detektionsgerät Gel Doc 2000   BioRad, München 
 

5.1.2 Chemikalien und biogene Substanzen 

7-Amino-Actinomycin D   BD Pharmingen, Heidelberg 
Agarose     Cambrex, Baltimore MD, USA 
Aqua ad iniectabilia    Diaco Biomedical, Trieste, Italien 
Aqua destillata    Delta Select, Pfullingen 
Chloroquin      Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix 25mM Bioline, Luckenwalde 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Essigsäure     Roth, Karlsruhe 
Ethanol     Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid (0,7mg/ml)   Eurobio, Les Ulis, Frankreich 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Glycerol     Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Ionomycin (Iono)    Merck, Darmstadt 
Isopropanol     Roth, Karlsruhe 
Kalziumchlorid (CaCl2)   Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Magnesiumchlorid (MgCl2; 25mM)  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 
Schwefelsäure (H2SO4)   Roth, Karlsruhe 
Tetramethylbenzidine    Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe 
Tween20®     Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Wasserstoffperoxid (H2O2)   Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
Xylencyanol     Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze 
 

5.1.3 Standardlösungen und Puffer 

Coating Puffer für 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 (cfinal=40,0mM) 

      Na2HPO4 (cfinal=0,75mM) 
      HEPES (cfinal=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 
Essigsäure (Volumenanteil 1,1%) 
EDTA (cfinal=10,0mM) 
TRIS-Base (cfinal=4,0M) 
 

5.1.4 Molekulargewichtsmarker für DNS 

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

Bezeichnung Sequenz (5’→3’) 5’-FAMTM  
(Fluoreszenz-
Markierung) 

Referenz 

ITK-SYK-Vorwärts GATGGATGGGAAGTGGAGGTG nein - 
ITK-SYK-Rückwärts GGACCAAGTT CTGCCATCTC nein - 
CD4-Cre-Vorwärts ACCAGCCAGCTATCAACTCG nein - 
CD4-Cre-Rückwärts TTACATTGGTCCAGCCACC nein - 
CD19-Cre-Vorwärts (1) TCAGCTACACCAGAGACGG nein - 
CD19-Cre-Vorwärts (2) AACCATTCA ACACCCTTCC nein - 
CD19-Cre-Rückwärts CCAGACTAGATACAGACCAG nein - 
TZRβ-Vβ1 AAATGAGACGGTGCCCAGTCGTT nein [67] 
TZRβ-Vβ2 TCCTGGGGACAAAGAGGTCAAATC nein [67] 
TZRβ-Vβ3 GAAAAACGATTCTCTGCTGAGTGTCC nein [67] 
TZRβ-Vβ4 AGCTATCAAAAACTTATGGACAATCAG nein [67] 
TZRβ-Vβ5 CAGCAGATTCTCAGTCCAACAGTTT nein [67] 
TZRβ-Vβ6 AAGGCGATCTATCTGAAGGCTATGA nein [67] 
TZRβ-Vβ7 AGCTGATTTATATCTCATACGATGTTG nein [67] 
TZRβ-Vβ8 TATATGTACTGGTATCGGCAGGACA nein [67] 
TZRβ-Vβ9 TTCCAATCCAGTCGGCCTAACAAT nein [67] 
TZRβ-Vβ10 GCGCTTCTCACCTCAGTCTTCAG nein [67] 
TZRβ-Vβ11 TTCTCAGCTCAGATGCCCAATCAG nein [67] 
TZRβ-Vβ12 AGCTGAGATGCTAAATTCATCCTTC nein [67] 
TZRβ-Vβ13 CTGCTGTGAGGCCTAAAGGAACTAA nein [67] 
TZRβ-Vβ14 AGAGTCGGTGGTGCAACTGAACCT nein [6] 
TZRβ-Vβ15 CCCATCAGTCATCCCAACTTATCC nein [6] 
TZRβ-Vβ16 GATTTTAGGACAGCAGATGGAGTTTC nein [67] 
TZRβ-Vβ17 TCGAAATGAAGAAATTATGGAACAAAC nein [67] 
TZRβ-Vβ18 CCGGCCAAACCTAACATTCTCAAC nein [67] 
TZRβ-Vβ19 CTACAAGAAACCGGGAGAAGAACTC nein [67] 
TZRβ-Vβ20 CTGGTATCAACAAAAGCAGAGCAAA nein [67] 
TZRβ-Dβ1 GAGGAGCAGCTTATCTGGTGGTTT nein [67] 
TZRβ-Dβ2 GTAGGCACCTGTGGGGAAGAAACT nein [6] 
TZRβ-Jβ1 CACAACCCCTCCAGTCAGAAATG ja [67] 
TZRβ-Jβ2 TGAGAGCTGTCTCCTACTATCGATT ja [6] 
TZRγ-Vγ4 AGTGTTCAGAAGCCCGATGCA nein [86] 
TZRγ-Jγ1 AGAGGGAATTACTATGAGCT ja [86] 

Tabelle 1 Übersicht der verwendeten Primer 
 

Anmerkung:  

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

synthetisiert. 
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5.1.6 Antikörper 

Antikörper Klon Fluoro-
chrom 

Verw. 
Ver- 
dünnung 

Hersteller 

anti-Kaninchen Antikörper: 
Esel anti-Kaninchen IgG - PE 1:10 BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-Maus Antikörper: 
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®  
Mouse panB  

- - 1:42 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Dynabeads®  
Mouse CD8 

- - 1:70 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Dynabeads®  
Schaf-anti-Ratte-IgG  

M-450 - 1:70 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Ziege anti-Maus IgG - - s. 5.2.3.7 Jackson Immuno Research, 
Soham, UK 

anti-Human Antikörper: 
anti-Human CD3ε 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 
(pS473) 

M89-61 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pCD3ζ 
(pY142) 

K25-
407.69 

AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pErk1/2 
(ppT202/pY204) 

20A Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pJNK 
(pY171) 

- - 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pLAT 
(pY171) 

I58-1169 Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pLck 
(pY505) 

4/Lck-
Y505 

AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pp38 
(pT180/pY182) 

36/p38 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pPLCγ1 
(pY783) 

27/PL AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pSLP-76 
(pY128) 

J141-
668.36.58 

Pe 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

anti-Human pSTAT5 
(pY694) 

47 AF647 1:10 BD Bioscience, Heidelberg 

Tabelle 2 Übersicht der verwendeten Antikörper 
 

5.1.7 Rekombinante Proteine 

His-TAT-NLS-Cre (HTNC)  Herr Professor Dr. Frank Edenhofer 
     Institut für Rekonstruktive Neurobiologie 

Universität Köln   
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5.1.8 Enzyme 

Amplitaq Gold DNA-Polymerase Applied Biosystems, Darmstadt 
Taq-DNS-Polymerase (5U/µl) Amersham Biosciences, Freiburg 
Trypsin-EDTA    Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 

5.1.9 Inhibitoren 

AEB071    Novartis, Basel, Schweiz 
BMS-345541    Calbiochem, Darmstadt 
Bortezomib    Janssen-Cilag, Neuss 
Curcumin    Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg 
Cyclosporin A    Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg 
Helenalin    Calbiochem, Darmstadt 
Ly294002    Calbiochem, Darmstadt 
PD98059    Calbiochem, Darmstadt 
R406     Rigel, South San Francisco, USA 
Rapamycin    Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg 
SB203580    Calbiochem, Darmstadt 
SP600125    Calbiochem, Darmstadt 
z-VRPR-fmk    Alexis Biochemicals, Grünberg 
 

5.1.10 Zellkulturmedien und Medienzusätze 

DMEM10+-Medium   Gibco® DMEM 
     FCS (Volumenanteil 10%) 

L-Glutamin (cfinal=2,0mM) 
     Penicillin/Streptomycin (cfinal=1,0u/ml) 
     β-Mercaptoethanol (cfinal=50µM) 

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

LB-Medium    Aqua destillata 
Hefeextrakt (cfinal=5,0g/l) 

     Trypton (cfinal=10g/l) 
Natriumchlorid (cfinal=0,6g/l) 

RPMI5+-Medium   Gibco® RPMI 1640 
     FCS (Volumenanteil 5,0%) 

L-Glutamin (cfinal=2,0mM) 
     Penicillin/Streptomycin (cfinal=1,0u/ml) 
     β-Mercaptoethanol (cfinal=50µM) 

RPMI10+-Medium   Gibco® RPMI 1640 
     FCS (Volumenanteil 10%) 

L-Glutamin (cfinal=2,0mM) 
     Penicillin/Streptomycin (cfinal=1,0u/ml) 
     β-Mercaptoethanol (cfinal=50µM) 

Stimulationsmedium   Gibco® RPMI 1640 
     FCS (Volumenanteil 1,0%) 
     β-Mercaptoethanol (cfinal=50µM) 



 Material und Methoden  32 

  

  

Transfektionsmedium   Gibco® DMEM 
     FCS (Volumenanteil 1,0%) 
     Penicillin/Streptomycin (cfinal=1,0u/ml) 
 
Fötales Kälberserum (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.O.C. Medium   New England Biolabs, Ipswich, USA 
β-Mercaptoethanol (50mM)  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 

5.1.11 Reagenziensätze 

GenEluteTM Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit Sigma-Aldrich, Hamburg  
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Kit     Machery-Nagel, Düren 
OptEIATM Human IL-2 ELISA Set    BD, Heidelberg 
Wizard® SC Genomic DNA     Promega, Mannheim 
 

5.1.12 Verbrauchsmaterialien 

FACS-Röhrchen –groß–    Beckton-Dickinson, Heidelberg 
FACS-Röhrchen –klein–    Beckton-Dickinson, Heidelberg 
FalconTM 50ml-Röhrchen    Beckton-Dickinson, Heidelberg 
FalconTM ELISA 96-Loch-Platte   Beckton-Dickinson, Heidelberg 
FalconTM Zellkultur 96-Loch-Platte (Flachboden)  Beckton-Dickinson, Heidelberg 
FalconTM Zellsieb (100µm, 75µm)    Beckton-Dickinson, Heidelberg 
Kryoröhrchen       Greiner bio-one, Frickenhausen 
PCR-Röhrchen     Brand, Mannheim 
Pipettenspitzen gestopft     Molecular BioProducts, San Diego, 
(10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl) 

Pipettenspitzen ungestopft     Hartenstein, Würzburg 
(10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl) 

Reaktionsgefäß (500µl, 1500µl, 2500µl)  Eppendorf, Hamburg 
Sterilfilter Millex® GV 0,22µm   Millipore, Billerica, USA 
Sterilfilter Millex® GV 0,45µm   Millipore, Billerica, USA 
Zellkultur 15ml-Röhrchen    TPP, Trasadingen 
Zellkultur 24-Loch-Platte    TPP, Trasadingen 
Zellkultur 6-Loch-Platte    TPP, Trasadingen 
Zellkultur 96-Loch-Platte (Rundboden)  TPP, Trasadingen 
Zellkultur 96-Loch-Platte (Spitzboden)  Nunc, Roskilde, Dänemark 
Zellkulturflasche (25cm2, 75cm2, 150cm2)  TPP, Trasadingen 
Zellkulturplatte-Petrischale (10cm, 15cm)  TPP, Trasadingen 
 



 Material und Methoden  33 

  

  

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 eingefügten Gens 

in den Zielzellen erreicht [121]. Außerdem beinhaltet der hier verwendete Vektor 

das Gen für ein grün fluoreszierendes Protein (eGFP), dessen Expression unter 

der Regulation einer „Internen Ribosomen-Eintrittsstelle“ (IRES) steht [72]. Mittels 

des eGFP lässt sich die Infektionseffizienz überprüfen und es können die infizierten 

Zellen gezielt verfolgt werden [20].  

• ITK-SYK: 

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

• ITK-SYKKD: 

Mig-Vektor mit eingefügter, modifizierter cDNA von ITK-SYK. Durch Aminosäure-

austausch von Lysin zu Arginin an Position 262 des Proteins (K262R) wurde die 

ATP-Bindungsstelle der Kinasedomäne inaktiviert (engl. ITK-SYK kinase dead; 

ITK-SYKKD) [123]. 

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

Labor der Arbeitsgruppe Ruland vorhanden.   

 

5.1.14 Verwendete Bakterienstämme 

• Escherichia coli DH5α    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 ausschließlich 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 für 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 Verfügung gestellt. 3T3-Zellen 

bezogen wir von Ontario Cancer Institute in Toronto. 

5.1.16 Verwendete Mäuse 

• CD4-Cre: 

Gentechnisch veränderte Maus, bei der unter Kontrolle des CD4-Promotors eine 

Cre-Rekombinase in T-Zellen exprimiert wird [97]. 

• CD19-Cre: 

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

Cre-Rekombinase in B-Zellen exprimiert wird [135]. 

• Rosa26loxSTOPlox-ITK-SYK: 

Gentechnisch veränderte Maus mit eingefügtem ITK-SYK-Gen in einem Allel des 

ubiquitär 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-SYKCD4-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.o.). Die Folge ist eine T-Zell spezifische Expression von 

ITK-SYK und eGFP [123]. 

• ITK-SYKCD19-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.o.). 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]. 
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• OTII: 

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

den MHC-II präsentierten Peptidabschnitt von Aminosäure 323 bis 339 von 

Ovalbumin erkennt [15]. 

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

5.1.17 Verwendete Software 

Adobe IllustratorCS Version 11.0.0  Adobe Systems, San Jose, USA 
Adobe PhotoshopCS Version 8.0.1  Adobe Systems, San Jose, USA 
BD FACSDiva Software Version 6.1.2 Beckton-Dickinson, Heidelberg 
CellQuest Pro Software   Beckton-Dickinson, Heidelberg 
Endnote Version X4    Thomson Reuters, New York, USA 
FlowJo Software Version 8.8.2 für Mac Tree Star Inc., Ashland OR, USA 
GenMapper® Software   Applied Biosystems, Foster City, USA 
Microsoft Office 2004 für Mac  Microsoft, Redmond, USA 
 

5.2 Methoden 

5.2.1 Arbeiten mit Mäusen 

5.2.1.1 Haltung 

Die zu untersuchenden Mäuse wurden unter Standardbedingungen frei von 

spezifischen Pathogenen gemäß institutioneller sowie gesetzlicher Richtlinien der 

Regierung von Oberbayern gehalten. 

5.2.1.2 Genotypisierung der verwendeten Mäuse 

Die Genotypisierung der verwendeten Mäuse erfolgte für ITK-SYK, CD4-Cre und 

CD19-Cre über eine jeweils spezifische Polymeraseketttenreaktion (engl. PCR). 

Zunächst wurde mithilfe eines Kitsystems (Promega, Mannheim) aus einem 0,5cm 

langen Stück Mausschwanz die DNS entsprechend der Herstellerangaben extrahiert. 

Anschließend wurde die DNS in einem PCR-Röhrchen mit den für die Reaktion 

benötigten Substanzen versetzt. Für einen Ansatz von 25µl wurden eingesetzt: 

• 10x PCR-Puffer (Amersham)    2,5µl  
• dNTP-Mix (2,5 mM)    2,0µl 
• Extrahierte DNS     1,0µl  
• Entsprechende(r) Vorwärtsprimer* (10µM) 0,5µl (pro Primer)  
• Entsprechender Rückwärtsprimer* (10µM) 0,5µl            *s. 5.1.5 
• Taq Polymerase (Amersham)   0,2µl 
• Aqua ad iniectabilia    ad 25 µl 
 

Zur Amplifikation wurden die in Tabelle 3 (S. 36) aufgeführten 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 für die Genotypisierung der ver-
wendeten Mäuse 

 

Auftrennung und Nachweis der PCR-Produkte erfolgte wie unter 5.2.5.3 beschrieben, 

wobei folgende Größen 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 

5.2.2.1 Allgemeine Bedingungen für die Kultivierung von Zellen 

Alle Arbeiten wurden an Sterilwerkbänken mit laminarem Luftstrom durchgeführt. Zur 

Vermeidung von Kontaminationen wurden nur sterile Zellkulturmaterialien, sterile 

Lösungen sowie autoklavierte Pipetten verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte 

im Begasungsbrutschrank bei 37°C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit einem 

Volumenanteil von 5,0%  CO2 (Standardkulturbedingungen). 

5.2.2.2 Zentrifugation 

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

zentrifugiert. 

5.2.2.3 Bestimmung von Zahl und Vitalität 

Zur Bestimmung der Konzentration lebender Zellen wurden 10µl einer Zellsuspension 

mit Trypanblau von 1:2 bis 1:20 verdünnt und anschließend mittels einer Neubauer-

Zählkammer nach Herstellerangaben ausgezählt. Hierbei färbt Trypanblau wegen 

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

mindestens drei Zählungen ermittelt. 

5.2.3 Arbeiten mit Zelllinien 

5.2.3.1 Kultivierung 

Jurkat-Zellen wurden in RPMI10+-Medium in einer Konzentration von 0,1x106/ml bis 

0,5x106/ml bei Standardbedingungen in Kultur gehalten. 

Phoenix-Zellen wurden in DMEM10+-Medium in einer Dichte von 6,0x103/cm2 bis 

30,0x103/cm2 bei Standardbedingungen in Kultur gehalten. 

3T3-Zellen wurden in DMEM10+-Medium in einer Dichte von 1,0x103/cm2 bis 

5,0x103/cm2 bei Standardbedingungen in Kultur gehalten. 

5.2.3.2 Passagieren von adhärenten Zellen 

Zur Vermeidung eines Wachstumsarrests aufgrund von Kontaktinhibition wurden 

adhärente  Zellen regelmäßig neu ausplattiert. Hierzu wurde zunächst das Medium 

abgesaugt und der Zellrasen mit sterilem PBS gewaschen. Durch Behandlung mit 

Trypsin-EDTA-Lösung wurden die Zellen nach fünfminütiger Inkubation bei 37°C von 

der Kulturschale abgelöst. Anschließend wurden die Zellen nach einem Waschschritt 

mit PBS in DMEM10+-Medium resuspendiert und in entsprechender Konzentration auf 

neue Kulturschalen gebracht. 

5.2.3.3 Einfrieren und Auftauen 

Zum Einfrieren wurden zunächst 5,0x106 Suspensionszellen oder 1,0x106 adhärente 

Zellen in 500µl reinem RPMI 1640 Medium aufgenommen und in ein Kryoröhrchen 

überführt. Nach Zugabe von 500µl Einfriermedium wurden die Zellen dann in einer mit 

Isopropanol gefüllte Einfrierbox für 24h bei -80°C langsam abgekühlt, um sie 

schließlich bei minus 196°C in flüssigem Stickstoff zu lagern. Das im Einfriermedium 

enthaltene Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie das langsame Abkühlen mithilfe des 

Isopropanols in der Einfrierbox reduzieren die Bildung von zytopathischen Eis-

kristallen [124]. 

Für das Auftauen wurden die Zellen nach Entnahme aus dem Flüssigstickstoff für zwei 

Minuten bei Raumtemperatur angewärmt und schließlich in entsprechendes Kultur-

medium mit 37C° überführt. 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 können, wurde die Technik des retroviralen Gentransfers angewandt. 

Hierbei wird eine virale einsträngige RNS mithilfe der reversen Transkriptase in DNS 

umgeschrieben [106]. Diese wird dann mit dem Enzym Integrase in das Genom der 

Zielzelle eingefügt.    

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]. Anschließend wird 

sie transkribiert und die so entstandene RNS in infektiöse Viruspartikel verpackt. Die 

hierfür benötigten Gene für Struktur- und Hüllproteine (gag und env) sowie für die 

Enzyme reverse Transkriptase und Integrase (pol) werden von den Phoenix-Zellen zur 

Verfügung 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 Aminosäuretransporter 

(mCAT-1), der sich natürlicherweise auf Zellen der Maus befindet [174]. In der 

vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich genetisch modifizierte humane Jurkat-

Zellen verwendet, die ebenfalls diesen Rezeptor exprimieren [77]. Aufgrund der 

Spezifität der viralen Partikel konnten Transfektion und Infektion in S1-Laboren gemäß 

GenTSV durchgeführt werden. 

Am Tag vor der Transfektion wurden pro 15cm-Zellkultur-Petrischale 6,75x106 

Phoenix-Zellen in 22,5ml Transfektionsmedium ausgelegt. Nach 12h folgte bei einer 

Konfluenz von 50 – 80% eine Vorbehandlung für 30min mit Chloroquin (cfinal=38,0µM), 

das lysosomale DNasen hemmt und so die Transfektionseffizienz erhöht [122]. 

Während dieser Inkubation im Begasungsbrutschrank wurden die Expressionsvektoren 

vorbereitet. 22,5µg des gewünschten Plasmids wurden in 50µl Aqua ad iniectabilia 

gelöst. Es folgte die Zugabe von 112,5µl Kalziumchlorid (cstock=25mM) sowie 1125µl 

HBS-Puffer (pH 6,93). Nach vorsichtigem Mischen wurde die Suspension 15min bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend tropfenweise auf die vorbehandelten 

Phoenix-Zellen aufgebracht. 6h und 24h nach Transfektion wurde ein Mediumwechsel 

vorgenommen, bevor nach 48h und 72h der Virusüberstand geerntet und steril filtriert 

wurde (Porengröße des Filters: 0,45µm). 
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5.2.3.5 Titration des Virusüberstandes 

Um zwischen den Experimenten eine möglichst gleichbleibende Qualität des Virus-

überstandes zu gewährleisten, wurde dessen Multiplizität der Infektion (MOI) bestimmt. 

Hierbei handelt es sich um das Verhältnis infektiöser Partikel zu deren Zielzellen. Es 

wurden hierfür 3T3-Zellen benutzt [164].  

Zunächst wurden 5,0x104 Zellen in 2ml DMEM10+-Medium pro Loch einer 6-Loch-Platte 

ausgelegt. Nach 24h wurde das Medium durch 3ml Virusüberstand in mehreren Ver-

dünnungsstufen ersetzt (1:0, 1:1, 1:20, 1:100 - Verdünnung jeweils mit DMEM10+-

Medium). Zusätzlich wurde zur Erleichterung der Infektion Polybren (Hexadimethrin-

bromid) in einer Konzentration von 4µg/ml eingesetzt [40]. Es wird vermutet, dass das 

kationische Polymer die Abstoßung aufgrund gleicher Ladung zwischen Viruspartikel 

und Zelloberfläche 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 infektiöser Partikel und entsprechend die MOI berechnet 

werden.  

5.2.3.6 Retrovirale Infektion  

Um ITK-SYK bzw. IKT-SYKKD in Jurkat-Zellen zu exprimieren, wurden diese mit 

entsprechenden Retroviren (s. 5.2.3.4) infiziert. Als Kontrolle dienten Retroviren auf der 

Basis des unveränderten Mig-Vektors, die in den Zielzellen nur zu eGFP-Expression 

führen. Bei den verwendeten Vektoren wird mittels regulatorischer LTR-Elementen 

(„Long Terminal Repeats“) des murinen Stammzellvirus (MSCV) eine hohe Expression 

des eingefügten Gens in den Zielzellen erreicht. Außerdem beinhaltet der Vektor das 

Gen für ein grün fluoreszierendes Protein (eGFP), dessen Expression unter der 

Regulation einer „Internen Ribosomen-Eintrittsstelle“ (IRES) steht [121]. Mithilfe des 

eGFP lässt sich die Infektionseffizienz überprüfen. Die Infektionsrate der vorliegenden 

Experimente lag abhängig vom Zeitpunkt nach Infektion bei ca. 25% (t=24h) sowie ca. 

70% (t=48h). Ebenfalls können mithilfe von eGFP die infizierten Zellen gezielt verfolgt 

werden [20]. 

Für die Untersuchung der Signaltransduktion von ITK-SYK in T-Zellen fiel die Wahl auf 

Jurkat-Zellen, da mit diesen ein etabliertes Modellsystem für die Fragestellung zur 

Verfügung stand [1]. 

Zunächst wurde die benötigte Anzahl an Jurkat-Zellen abzentrifugiert und in Virus-

überstand in einer Konzentration von 0,5x106/ml resuspendiert. Dem Virusüberstand 
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wurden zuvor zugesetzt: β-Mercaptoethanol (cfinal=50µM), L-Glutamin (cfinal=2,0mM), 

Polybren (cfinal=4µg/ml), HEPES-Puffer (cfinal=24mM). Anschließend wurde die Zell-

suspension auf eine 6-Loch-Platte mit 4,0ml pro Loch ausgebracht. Um die 

Infektionsrate zu erhöhen, wurden die Zellen für 90min bei 30°C mit 2400UpM 

zentrifugiert („Spin-infection“). Es folgten zwei Waschschritte in RPMI10+-Medium. Vor 

weiterer Verwendung wurden die Zellen für 12h in einer Konzentration von 0,1x106/ml 

in RPMI10+-Medium gehalten. Nach dieser Zeit konnte erstmalig das retroviral 

eingebrachte eGFP via Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Für weitere 

Experimente wurde dieser Zeitpunkt als t=0h definiert. Für Experimente zur Analyse 

der intrazellulären Proteinphosphorylierung (s. 6.3.1), die sehr hohe Zellzahlen 

benötigen, wurden die Zellen nach retroviraler Infektion in einer Konzentration von 

5,0x106/ml gehalten. Dieser erhöhten 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 herkömmlicher 

T-Zell-Stimulationen zu vergleichen, wurden die mit dem unveränderten Mig-Vektor 

infizierten Zellen auf zwei unterschiedliche Arten stimuliert: 

 

a) Für eine möglichst physiologische Stimulation von Jurkat-Zellen wurde der T-Zell-

Rezeptor (CD3ε-Untereinheit) und der CD28-Kostimulationsrezeptor unter 

Verwendung spezifischer Antikörper vernetzt [38]. Auf diese Weise wird der 

Kontakt zwischen T-Zelle und Antigen-präsentierender Zelle mit folgender 

Rezeptoraggregation simuliert (s.3.2.2). Dies führt zur Aktivierung intrazellulärer, 

Antigenrezeptor-spezifischer Signalkaskaden [38]. 

 

b) Für eine starke Stimulation wurden PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat) und 

Ionomycin verwendet [33]. PMA, ein Phorbolester mit struktureller Ähnlichkeit zu 

Diacylglycerin (DAG), fungiert in T-Zellen als ein potenter Aktivator von Protein-

kinase C θ (PKCθ) und damit auch von Transkriptionsfaktor NF-κB. Ionomycin 

hingegen induziert wie Inositoltrisphosphat (IP3) den Kalzium-Influx und nimmt 

hauptsächlich Einfluss auf die Aktivierung von NFAT [33]. 
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zu a) 

Für lange Stimulationszeiten (s. 6.2.1) wurde mit plattengebundenem anti-CD3ε und 

löslichem anti-CD28 Antikörper stimuliert. Zunächst wurde der Boden der Vertiefungen 

einer FalconTM 96-Loch-Platte mit in PBS verdünntem anti-Maus IgG Antikörper 

(cfinal=10µg/ml) beschichtet. Dies geschah in einem Volumen von 50µl pro Loch für 12h 

bei 4°C. Der Antikörper wird hierbei durch hydrophobe Wechselwirkungen an dem 

Material der 96-Loch-Platte adsorbiert. Nach einem Waschschritt mit reinem PBS 

wurde in PBS verdünnter anti-CD3ε Antikörper (cfinal=10µg/ml) für 1h bei 37°C 

hinzugegeben. Dessen Fc-Teil wird von dem plattengebundenem anti-Maus IgG 

Antikörper erkannt. Nach einem weiteren Waschschritt folgten pro Loch 2,0x105 Jurkat-

Zellen in 100µl RPMI10+-Medium. Nach Zugabe von 100µl RPMI10+-Medium pro Loch 

mit anti-CD28 Antikörper (cfinal=2µg/ml) wurden die Zellen zentrifugiert und so in 

Kontakt mit dem anti-CD3 Antikörper gebracht. 

Für kurze Stimulationszeiten (s. 6.3.1.2) wurden mit löslichen anti-CD3ε und anti-CD28 

Antikörper stimuliert. Zunächst wurden die mit dem unverändertem Mig-Vektor 

infizierten Jurkat-Zellen in einer Konzentration von 5,0x106/ml für 30min bei 4°C im 

Stimulationsmedium ruhen gelassen. Anschließend wurden die Antikörper anti-CD3ε 

(cfinal=3µg/ml) und anti-CD28 (cfinal=1µg/ml) zugegeben. Es folgte eine Inkubation für 

30min bei 4°C auf dem Rollmischer. Hierauf wurden die Zellen bei 425g für 3min 

abzentrifugiert, um sie im selben Volumen mit 37°C warmen Stimulationsmedium 

zusammen mit anti-Maus IgG Antikörper (cfinal=1µg/ml) zu resuspendieren. Dieser 

erkennt den Fc-Teil der zuvor verwendeten Antikörper und führt so zur Vernetzung der 

Epitope mit folgender Stimulation. Die Stimulation wurde durch Zugabe von kaltem 

PBS und anschließender Fixierung mit Paraformaldehyd (finaler Volumenanteil 2,0 %) 

beendet. 

zu b) 

Für die Stimulation mit PMA/Ionomycin wurden 2,0x105 Zellen in 100µl RPMI10+-

Medium pro Loch einer 96-Loch-Platte ausgelegt. Pro Loch wurden dann 100µl 

RPMI10+-Medium mit PMA (cfinal=50nM) und Ionomycin (cfinal=50nM) hinzugefügt. 

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 

über Bestimmung der IL-2-Sekretion (s. 5.2.3.9) im Vergleich zu ITK-SYK 

exprimierenden Jurkat-Zellen, die nur mit dem Lösungsmittel 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. 

 

 

Abb. 5  Zielstrukturen der verwendeten Inhibitoren im Kontext  
  aktivierender Signalwege der T-Zelle 

Die rot dargestellten Inhibitoren wurden so ausgewählt, dass ein Großteil der 
aktivierenden Signalwege in T-Zellen berücksichtigt wird. Die abgebildeten Signalwege 
sind vereinfacht wiedergegeben. Für eine detaillierte Darstellung s. 3.2.2 bis 3.2.4. 

 

Die Inhibitoren wurden in dem entsprechenden Lösungsmittel gelöst und gemäß 

Herstellerangaben gelagert. Zunächst wurde mithilfe mehrerer Verdünnungsreihen für 

jeden Inhibitor die optimale Arbeitskonzentration ermittelt (Experimente nicht gezeigt). 

Als Kriterium galt die bestmögliche Inhibition von CD69-Expression sowie 

IL-2-Sekretion bei tolerierbarem Einfluss auf die Viabilität der Zellen. Letztere 

Bedingung galt als erfüllt, wenn im Vergleich zu unbehandelten Zellen nach der 

Inkubationszeit mehr als 80% der Zellen gemäß 7-AAD-Färbung als lebendig 

identifiziert wurden (s. 5.2.6.4). Als Orientierung dienten Konzentrationswerte aus der 

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

 

 

 

 



 Material und Methoden  43 

  

  

Inhibitor Zielstruktur Lösungs-

mittel 

verwendete 

Endkonzentration 

mittlere 

Endkonzentration 

in Literatur 
AEB071 PKC DMSO 1,0µM 0,5 µM [58] 
BMS-345541 IKKβ DMSO 10µM 1µM [4] 
Bortezomib Proteasom H2O 6,25nM 50nM [101] 
Curcumin Syk, JAK, ... DMSO 5,0µM 20,0µM [52, 132] 
Cyclosporin A Calcineurin DMSO 1µg/ml 1µg/ml [104] 
Helenalin p65 DMSO 1,0µM 10µM [69] 
Ly294002 PI3K DMSO 50µM 50µM [62] 
PD98059 MEK DMSO 25µM 30µM [59] 
R406 SYK DMSO 2,0µM 8,0µM [177] 
Rapamycin mTORC1 DMSO 10nM 20nM [64] 
SB203580 p38 DMSO 50µM 20µM [25] 
SP600125 JNK DMSO 10µM 10µM [66] 
z-VRPR-fmk Malt1 

(Protease-
aktivität) 

H2O 75µM 75µM [133] 

Tabelle 4 Übersicht der verwendeten Inhibitoren 
 

Im Anschluss an die retrovirale Infektion (s. 5.2.3.6) wurden 2,0x105 Jurkat-Zellen in 

100µl RPMI10+-Medium pro Loch einer 96-Loch-Platte ausgelegt. Pro Loch wurden 

dann 100µl des in RPMI10+-Medium verdünnten Inhibitors in zweifacher Konzentration 

hinzugefügt. Unbehandelte Zellen wurden vergleichbaren Konzentrationen des 

jeweiligen Lösungsmittels ausgesetzt. Der Volumenanteil von DMSO lag stets unter 

1,0%. Nach einer Inkubationszeit von 48h wurden die Überstände zur Bestimmung der 

IL-2-Konzentration abgenommen, 5min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert 

und zellfrei in ein frisches Gefäß überführt. 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 größtenteils 

entsprechend der Herstellerempfehlungen bezogen worden. 

Das Testprinzip besteht darin, dass die im abgenommenen Überstand gelösten 

Zytokine an spezifische Antikörper binden, mit denen der Boden der Vertiefungen einer 

96-Loch-ELISA-Platte beschichtet wird. Im nächsten Schritt bindet ein Biotin-

gekoppelter Antikörper ein weiteres Epitop des Zytokins. Zwischen den einzelnen 

Arbeitsschritten werden die Vertiefungen mehrmals mit einem Waschpuffer gespült. Im 

dritten Schritt wird mit einem Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat inkubiert, 



 Material und Methoden  44 

  

  

wobei die Streptavidin-Moleküle eine feste Bindung mit den Biotin-Molekülen 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-

säure (cstock=2,0M) wird dieser Farbumschlag mithilfe eines ELISA-Readers bei einer 

Wellenlänge von 450nm gemessen. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit 

einer in Doppelwerten angefertigten Standardkurve mit 12 Konzentrationsschritten. 

Die verwendeten Reagenzien wurden in folgenden Verdünnungen eingesetzt: 

Plattengebundene anti-human IL-2 Antikörper  1:250 

Biotin-gekoppelter anti-human IL-2 Antikörper 1:250 

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat  1:250 

5.2.4 Arbeiten mit murinen Zellen 

5.2.4.1 Präparation  

An der Sterilwerkbank wurde unter möglichst keimfreien Bedingungen die zu 

untersuchende Maus mit Sezierbesteck eröffnet, um Milz und Lymphknoten zu 

entnehmen. Die Organe wurden bis zur weiteren Verwendung in einem 15ml-Röhrchen 

(Lymphknoten) bzw. in einer 6-Loch-Platte (Milz) mit RPMI5+-Medium bei 4°C auf-

bewahrt. Im Anschluss wurden die Zellen mittels zweier konsekutiv angewandter Zell-

siebe (Porengröße 100µm und 75µm) vereinzelt. Es folgte eine Behandlung mit 

osmotisch wirksamen Erythrozyten-Lysepuffer gemäß Herstellerangaben, um eine 

Zell-suspension möglichst frei von roten Blutkörperchen zu erhalten. Anschließend 

wurde die Konzentration lebender weißer Blutzellen in RPMI5+-Medium ermittelt und 

ent-sprechend der weiteren Verwendung eingestellt. 

5.2.4.2 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 Antikörpern), die an entsprechende Oberflächenantigene binden und 

mithilfe eines starken Magnetfeldes die unerwünschten Zellen entfernen können. 

Zunächst wurde die Zellsuspension der Organe einer Maus (zur Herstellung s. 5.2.4.1) 

auf ein Volumen von 3ml eingestellt und mit 1:100 verdünnten anti-CD11b Antikörper 

für 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 verdünnten supramagnetischen Polymerpartikeln, die den Fc-Teil des zuvor 

verwendeten Antikörpers binden (Dynabeads® Schaf-anti-Ratte IgG). Ebenso wurden 

zu diesem Zeitpunkt die direkt gegen B220 sowie CD8 gerichteten Dynabeads® in 

einer Verdünnung 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 

durchgeführt, um eine hohe Reinheit zu erhalten. Vor Verwendung wurden die 

Dynabeads® selbst zwei Waschschritten mit RPMI-Medium unterzogen, um nicht Ziel-

antigene mit ungebundenen Antikörpern zu belegen. Über Durchflusszytometrie wurde 

die Reinheit überprüft, die durchschnittlich bei 90-95% lag. 

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

Um zelluläre Folgen der ITK-SYK-Expression in einer definierten Zellpopulation von 

murinen CD4-positiven T-Zellen zu untersuchen, wurden 6-8 Wochen alte 

Rosa26loxSTOPlox-ITK-SYK Mäuse zunächst gemäß 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;q22) 

überwiegend diesen Phänotyp zeigen [157]. 

Um die Stopp-Kassette vor dem eingebrachten ITK-SYK-Gen in den primären Zellen 

zu entfernen und so die Expression der Fusionstyrosinkinase ex vivo anzustoßen, 

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 überwinden, um im Zellkern die mit einer entsprechenden 

Sequenz (loxP) flankierte Stopp-Kassette herauszuschneiden [125]. HTNC wurde 

freundlicherweise von Herrn Professor Dr. Edenhofer, Institut für Rekonstruktive 

Neurobiologie der Universität Köln, zur Verfügung gestellt. 

Zunächst wurde das HTNC-Protein mit reinem RPMI 1640 Medium auf eine 

Konzentration von 1,0µM eingestellt und steril filtriert (Porengröße des Filters: 0,22µm). 

Die zu inkubierenden Zellen wurden abzentrifugiert und mit einer Konzentration von 

4,0x106/ml in dieser Lösung resuspendiert und anschließend 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 RPMI5+-Medium mit 

einer Konzentration von 1,0x106/ml resuspendiert sowie anschließend auf eine 

96-Loch-Platte mit Rundboden in 200µl pro Loch ausgelegt. Nach 96h wurden die 

Zellen mittels Durchflusszytometrie auf Aktivierung untersucht.  
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5.2.5 Molekularbiologische Methoden 

5.2.5.1 Polymerasekettenreaktion 

Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (engl. PCR) ermöglicht es, ein 

spezifisches DNS-Stück aus einem komplexen Nukleinsäuregemisch (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) benötigt [110]. Außerdem müssen 

Magnesiumionen als wichtiger Kofaktor des Enzyms vorhanden sein, die im ent-

sprechenden PCR-Puffer enthalten sind.  

Die Reaktion durchläuft nach anfänglicher Hitzeaktivierung (in der vorliegenden Arbeit 

als 0. Zyklus definiert) in mehreren Zyklen jeweils drei Schritte:  

1) Aufschmelzen der doppelsträngigen 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, möglich. Im Anschluss an den letzten Zyklus folgt eine verlängerte 

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 aufgeführt. 

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 frühen Zyklus stattfinden, quantitativ besonders 

stark auf das Ergebnis einer PCR auswirken, kann eine höhere Spezifität in den ersten 

Zyklen von Vorteil sein [48]. Dies lässt sich durch eine höhere Primer-Anlagerungs-

temperatur in der ersten Hälfte der PCR erreichen. Im Verlauf der PCR wird diese 

Temperatur dann schrittweise bis zur optimalen thermischen Bedingung für 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 Spezifität der PCR hierdurch 

deutlich verbessert [48]. In dieser Arbeit wurde für 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 hierfür ein ionischer TRIS-Azetat-EDTA-Pufferlösung (TAE-Puffer) verwendet. 

Je nach Größe und Ladung der Moleküle bewegen sich diese unterschiedlich schnell 

durch das als Molekularsieb wirkende Gel. Zum anschließenden Nachweis der 

aufgetrennten Fragmente wird Ethidiumbromid verwendet [110]. Dieses interkaliert in 

Nukleinsäuren, 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 Abkühlen unter 55°C wurden je nach Gelgröße ein bis drei Tropfen 

Ethidiumbromid (cstock=0,7mg/ml) hinzugefügt. Anschließend wurde das Gel zum 

Aushärten in eine Gelkammer mit eingesetztem Gelkamm gegossen. Nach Erkalten 

wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer überführt und mit TAE-Puffer 

überschichtet. Nach Entfernen des Kammes folgte das Beladen mit 5,0µl des PCR-

Produkts versetzt mit 0,5µl DNS-Probenpuffer (10x) pro Geltasche. Außerdem wurden 

6,0µl Molekulargewichtsmarker (s. 5.1.4) zur Größenbestimmung 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 anschließend in einem UV-Detektionsgerät statt. 

5.2.5.4 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock 

Zur Herstellung der retroviralen Expressionsvektoren wurden transformations-

kompetente Bakterien (E. coli DH5α von Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Diese wurden 

auf Eis aufgetaut und von dem gewünschten Plasmid 2µl zugegeben. Die Bakterien 

wurden dann für 30min auf Eis inkubiert und folgend 30sec bei 42°C hitzegeschockt, 

um anschließend wiederum 2min auf Eis inkubiert zu werden. Nach Zugabe von 250µl 
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S.O.C.-Medium wurde die Kultur für eine Stunde bei 37°C in einen Schüttelinkubator 

bei 200UpM eingebracht und anschließend in LB-Medium überführt.  

5.2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien  

Zunächst wurden 200ml einer E.coli-Übernachtkultur (s. 5.2.5.4) gemäß der Angaben 

des Herstellers für das Plasmid-Maxi Kit (NucleoBond® Xtra Midi/Maxi von Machery-

Nagel, Düren) verarbeitet. Die sedimentierten Bakterien wurden in 12ml 

Resuspensionspuffer (beinhaltet RNase A) resuspendiert, mit Lysepuffer für 5min bei 

20-25°C lysiert und die Reaktion mit Neutralisationspuffer abgestoppt. Nach 

Zentrifugation wurde der klare Überstand auf die gebrauchsfertige Anionen-

austauschersäule gegeben und mit Waschpuffer gewaschen. Nach Elution mit 

entsprechendem Puffer wurde die DNS mit Isopropanol gefällt und mit wässriger 

Ethanollösung (Volumenanteil des Ethanols 70%) gewaschen. Das luftgetrocknete 

DNS-Pellet wurde in 200 - 400µl 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 (GenEluteTM Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit 

von Sigma Aldrich, Hamburg) nach Herstellerangaben benutzt. Hierbei wird nach Lyse 

der Zell- und Kernmembran die DNS an eine Silikatsäule gebunden und mit 

zweimaligem Waschen von Zellresten gereinigt. Anschließend wird die DNS mit 

entsprechendem Puffer eluiert. Ein Inkubationsschritt mit RNase degradiert 

vorhandene RNA. 

5.2.5.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Um Konzentration sowie Reinheit von Nukleinsäurelösungen zu messen, wurde ein 

Spektralphotometer benutzt. Dieses Gerät bestimmt gemäß Herstellerangaben mit 

monochromatischem Licht die Extinktion bzw. optische Dichte (OD) bei 

unterschiedlichen Wellenlängen. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz wird so die 

Konzentration durch die Extinktion bei 260nm (Absorptionsmaximum von 

Nukleinsäuren) berechnet. Die Reinheit wird über den Vergleich mit Extinktionswerten 

bei 230nm (Absorptionsmaximum von Verunreinigungen, z.B. Phenol) sowie 280nm 

(Absorbtionsmaximum von Proteinen) beurteilt. Reine DNS in Lösung resultiert in 

einem OD260/OD280 Verhältnis von 1,9 bis 2,1 und einem OD260/OD230 Verhältnis von 

1,8 bis 2,0. 
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5.2.6 Durchflusszytometrie 

5.2.6.1 Einführung 

Mithilfe der Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting; FACS) 

können neben Größe und Granularität auch Antigene von Zellen dargestellt und 

quantifiziert werden [78, 99]. Für Letzteres werden die Zellen mit an Fluorochromen 

gebundenen Antikörpern gegen das zu messende Antigen markiert. Die Zellen werden 

anschließend in einem Flüssigkeitsstrom einzeln hintereinander durch eine 

Messkammer geführt. Am Messpunkt rufen Zelleigenschaften wie Größe, Form, 

Membranoberfläche und intrazelluläre Granula eine Lichtstreuung des einfallenden 

Laserstrahls hervor. Diese wird durch je einen Photodetektor in Verlaufsrichtung des 

Laserstrahls (Vorwärtsstreulicht) und einen im rechten Winkel dazu liegenden 

(Seitwärtsstreulicht) registriert und in elektrische Signale umgewandelt und amplifiziert. 

Die Intensität des Vorwärtsstreulichtes wird im Wesentlichen durch die Zellgröße, die 

des Seitwärtsstreulichts durch die intrazelluläre Granularität bestimmt. 

Zur Darstellung und Quantifizierung der zu untersuchenden Antigene besitzt das 

Durchflusszytometer FACSCaliburTM (Beckton-Dickinson, Heidelberg) zwei unter-

schiedliche Laser, die monochromatisches Licht bestimmter Wellenlänge emittieren 

und somit die benutzten Fluorochrome zur Fluoreszenz anregen [78]. Ein luftgekühlter 

Argonlaser emittiert monochromatisches Licht der Wellenlänge 488nm und ein 

Diodenlaser ein solches der Wellenlänge 635nm. Die Lichtquanten der angeregten 

Fluorochrome werden über Linsen gesammelt. Anschließend trennen Filter das 

gesammelte Licht und lenken es den Wellenlängenbereichen entsprechend zu 

verschiedenen Photodetektoren, die die elektrischen Signale in unterschiedliche 

Fluoreszenzkanäle (FL) einspeisen. So können Signale verschiedener Wellenlänge 

voneinander getrennt aufgenommen und analysiert werden (Mehrfarbenanalyse). Die 

gemessene Intensität der Fluoreszenz (FI) ist dabei proportional zur Zahl der pro Zelle 

gebundenen Antikörper 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 Phänomen zu 

vermeiden, müssen die Kanäle 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- 
maximum 
 

Anregung 
durch 

Emission- 
maximum 

Kanal am 
Durchflusszytometer 

eGFP  488nm, 
498nm 

Argonlaser 508nm FL1 

7-AAD 488nm Argonlaser 655nm FL2 
Pe 496nm, 

546nm 
Argonlaser 578nm FL2 

Pe-Cy5 496nm, 
546nm 

Argonlaser 667nm FL3 

APC 650nm Diodenlaser 660nm FL4 
AF647 650nm Diodenlaser 668nm FL4 

Tabelle 5 Übersicht der verwendeten Fluorochrome 

 

5.2.6.2 Zelloberflächenfärbung 

Zur Darstellung oberflächlicher Antigene wurden pro Antikörperkombination der 

Mehrfarbenanalyse (engl. stain) 0,2x106 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 flüssigen Phase der Zellsuspension getrennt werden 

können. Nach Resuspension in 250µl FACS-Puffer pro Loch wurden die Zellen erneut 

abzentrifugiert und somit von Mediumresten gereinigt. Es folgte die Inkubation mit der 

jeweiligen Antikörperkombination in einem Volumen von 50µl pro Loch. Die Antikörper 

wurden hierfür in FACS-Puffer verdünnt (für Verdünnungen s. Tabelle 2 auf Seite 30). 

Nach einer Inkubationszeit von 15min bei 4°C im Dunkeln folgten zwei weitere 

Waschschritte, bevor die Zellen in 100µl FACS-Puffer pro Loch resuspendiert und in 

entsprechende FACS-Röhrchen transferiert wurden. Bis zur folgenden Durchfluss-

zytometrie wurden die Zellen bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Bei der 

Durchflusszytometrie mit Zelloberflächenfärbung wurden 5000 bis 10.000 Zellen pro 

FACS-Röhrchen am Durchflusszytometer FACSCaliburTM (Beckton-Dickinson, 

Heidelberg) vermessen. 

Um unspezifische Antikörperbindungen an die Fc-Rezeptorer muriner Lymphozyten zu 

verhindern, wurden diese in einem ersten Schritt mit anti-Maus CD16/32 Antikörper für 

5min bei 4°C behandelt. 

5.2.6.3 Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung 
 (PhosflowTM) 

Zur Untersuchung der Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen wurde die 

Technik der intrazellulären, phosphorylierungsspezifischen Durchflusszytometrie 

(PhosflowTM) angewendet [126]. Zum Einsatz kamen aktivierungsspezifische 
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Antikörper gegen phosphorylierte Moleküle aus Signalwegen der T-Zelle. Folglich 

konnte der Aktivierungszustand der untersuchten Signalmoleküle quantifiziert werden. 

Zunächst wurden 1,0x106 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 200µl FACS-Puffer mit einem Volumenanteil von 2,0% Paraformaldehyd für 

20min bei Raumtemperatur (RT).  Folgend wurden die Zellen in eiskaltem PBS ge-

waschen und anschließend je Loch mit 200µl wässriger Methanollösung (Volumen-

anteil des Methanols 70%) für 20 min bei RT permeabilisiert. Nach zwei weiteren 

Waschschritten folgte die Inkubation mit der jeweiligen Antikörperkombination in einem 

Volumen von 50µl pro Loch. Die Antikörper wurden hierfür in FACS-Puffer verdünnt 

(s. Tabelle 2 auf Seite 30). Die Inkubationszeit betrug bei 4°C im Dunkeln 30-60min 

und wurde von zwei Waschschritten gefolgt. Anschließend wurden die Zellen pro Loch 

in 100µl FACS-Puffer resuspendiert und in entsprechende FACS-Röhrchen transferiert 

und bis zur folgenden Durchflusszytometrie bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Bei der 

Durchflusszytometrie mit intrazellulärer Färbung wurden mindestens 15.000 Zellen pro 

FACS-Röhrchen am Durchflusszytometer FACSCantoIITM (Beckton-Dickinson, 

Heidelberg) gemessen. 

5.2.6.4 Unterscheidung lebender und toter Zellen 

Lebende und tote Zellen können in der Durchflusszytometrie durch ihr Verhalten im 

Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht unterschieden werden [99]. Hierbei sind apoptotische 

oder nekrotische Zellen kleiner und granulärer als lebende Zellen [99]. Soweit nicht 

anders beschrieben, wurde in der vorliegenden Arbeit die Unterscheidung derart 

getroffen. Eine weitere Möglichkeit besteht in der Färbung mit 7-Amino-Actinomycin D 

(7-AAD) [149]. Dieser Farbstoff kann die intakte Zell- und Kernmembran nicht 

überwinden. Bei toten Zellen interkaliert er in die nun zugängliche DNA, wobei seine 

Fluoreszenz-Emission ähnlich wie bei Ethidiumbromid zunimmt [128, 149]. Der Farb-

stoff wurde den zu untersuchenden Zellen kurz vor der Durchflusszytometrie in einer 

Verdünnung von 1:40 zugesetzt. 

5.2.6.5 Auswertung und Darstellung der Daten 

Zur Aufzeichnung der Daten am Durchflusszytometer wurde die Software CellQuest 

Pro (für FACSCalibur) bzw. FACSDiva (für FACSCanto II) verwendet. Die Auswertung 

erfolgte mithilfe der Software FlowJo. Bei der graphischen Darstellung einzelner 

Zellpopulationen bezüglich zweier Parameter werden für diese die gemessenen 

Fluoreszenzintensitäten logarithmisch illustriert. Bei der Darstellung von mehreren 
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Zellpopulationen bezüglich eines Parameters im Histogramm wird das so genannte 

binning-Verfahren angewandt. Hierbei wird der logarithmische Bereich der 

untersuchten Fluoreszenzintensität auf der Abszisse in 256 Untergruppen („Behälter“, 

engl. bin) eingeteilt. Für jede dieser Untergruppen wird anschließend die Anzahl der 

darin enthaltenen Zellen bestimmt. Im Histogramm wird dieser Wert im Bezug auf die 

mengenmäßig stärkste Untergruppe angegeben („% von MAX“).  

Das binning-Verfahren wird eingesetzt, um beim Vergleich unterschiedlich großer Zell-

populationen zur Übersichtlichkeit eine Normalisierung der Werte auf der Ordinate zu 

erreichen.  

5.2.7 Spektratypisierung muriner T-Zellen 

Für 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 Variabilität der CDR3-

Region des TZRs zunutze gemacht wird (s. 3.2.1). Bei Betrachtung aller T-Zellen mit 

gleicher TZR-Genumlagerung (z.B. Vβ3-Dβ2-Jβ2) ergibt sich wie in Abb. 6 gezeigt 

eine charakteristische Längenverteilung des rekombinierten Genabschnittes für den 

klonalen sowie polyklonalen Fall. 

 

 

Abb. 6 Längenverteilung einer Genumlagerung des T-Zell-Rezeptors im 
polyklonalen sowie klonalen Fall 
Bei der Betrachtung der Längenverteilung in Basenpaaren (bp) einer Genumlagerung 
auf genomischer Ebene von polyklonalen T-Zellen ergibt sich durch die zufällig 
eingefügten und entfernten Nukleotide der Anbindungsstellen zwischen den 
Gensegmenten eine Normalverteilung. Im Falle eines vorherrschenden T-Zell-Klons 
lässt 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 (Universität Tübingen) zur Verfügung gestellt 

wurde, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Spektratypisierung muriner  

T-Zellen etabliert werden. Die Detektion der einzelnen Genumlagerungen erfolgt 

hierbei über 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 Länge 

der untersuchten Genumlagerung auf genomischer Ebene. Die Wahl für den zu 

untersuchenden Genlocus fiel analog zur klinischen Routine zum einen auf den der 

TZRβ-Kette, da dieser in fast allen T-Zell-Malignomen rekombiniert ist [168]. Zum 

anderen wurde der Genlocus der TZRγ-Kette gewählt, da dieser in einem frühen 

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 TZRα-Kette aufgrund zu hoher Komplexität und jener der TZRδ-Kette, 

da dieser häufig in lymphoiden Malignomen deletiert ist [168, 170]. Auf eine zusätzliche 

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 adäquate Analyse der 

erhaltenen PCR-Produkte erfolgen [168]. Ein möglicher Weg zur Unterscheidung 

zwischen mono-, oligo- oder polyklonal ist das so genannte GeneScanningTM [88]. 

Hierbei wird eine lasergestütze Fragmentanalyse der PCR-Produkte mithilfe eines 

Sequenzierautomaten durchgeführt. Zu diesem Zweck sind die verwendeten 

Rückwärtsprimer am 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAMTM) markiert. Nach 

elektrophoretischer Auftrennung in einer mit Polymer gefüllten 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 

Längenstandard kann die Längenbestimmung bis zu einem Basenpaar genau durch-

geführt werden [87]. Die gemessene Intensität der Fluoreszenz (FI) 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 (für 
Einzelheiten s. 3.2.1) sind die verwendeten Primer auf Höhe ihrer homologen Sequenz 
als Pfeile dargestellt. Um neben funktionellen Genumlagerungen der TZRβ-Kette 
(Reaktionen I) auch inkomplette Rekombinationen ohne V-Gensegment zu erfassen 
(s. 3.2.1.1), wurden Vorwärtsprimer oberhalb der D-Gensegmente gewählt 
(Reaktionen II). Zudem wurde eine Rekombination des TZRγ-Genlocus untersucht 
(Reaktion III).  
Die Pfeilspitzen befinden sich am 3’-Ende der Primer und zeigen in Syntheserichtung 
der DNS-Polymerase. Die Rückwärtsprimer sind zur Darstellung der PCR-Produkte 
mittels automatisierter Längenfragmentanalyse (GeneScanningTM) mit Fluoreszenz-
farbstoff (FAM) markiert. Rot eingezeichnet sind die jeweiligen Primer-Kombinationen für 
die verwendeten PCR-Reaktionen I1-III1. Die Primer Vβ1-Vβ20 wurden stets zusammen 
in einem Multiplex-Ansatz verwendet. Abbildung modifiziert nach [67, 171]. 

 

Zunächst wurden die Lymphozyten aus der Milz der zu untersuchenden Maus gemäß 

5.2.4.1 präpariert. Aus diesen wurde die genomische DNS gemäß 5.2.5.6 extrahiert 

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

PCR-Röhrchen mit den für die Polymerasekettenreaktion nötigen Substanzen versetzt: 
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• 10x PCR-Puffer (Applied Biosystems)   2,5µl 
• MgCl2 (cstock=25mM)     1,3µl 
• dNTP-Mix (cstock=2,5 mM)    2,0µl 
• Entsprechende(r) Vorwärtsprimer* (cstock=10µM) 0,5µl (pro Primer)  
• Entsprechender Rückwärtsprimer* (cstock=10µM) 0,5µl           *s. 5.1.5 
• Taq Polymerase (Applied Biosystems)  0,2µl (=1,25U) 
• Aqua ad iniectabilia      ad 25µl 

 
Die zur Amplifikation gewählten Programme sind in Tabelle 6 aufgeführt. 

 

Reaktionen I1-I2 
Zyklus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation: 
0 5min; 95°C - - 
1-16 1min; 94°C 

 
40sec; 72°C 
-0,7°C pro Zyklus 
(s. 5.2.5.2) 

1min; 72°C 

17-47 1min; 94°C 40sec; 63°C 1min; 72°C 
48 - - 5min; 72°C 
Reaktionen II1-II3 
Zyklus: Denaturierung: Anlagerung: Elongation: 
0 5min; 95°C - - 
1-37 1min; 94°C 40sec; 63°C 1min; 72°C 
38 - - 5min; 72°C 
Reaktion III1 
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 für 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 Größenbereiche der spezifischen PCR-Produkte aus 

den einzelnen Reaktionen sind in Tabelle 7 aufgeführt. 

 

Reaktion I1 I2 II1 II2 II3 III1 
Größenbereich 
in Basenpaaren 

150-250 250-320 160-200 200-230 235-265 275-295 

Tabelle 7 Übersicht der zu erwartenden Produktgrößen der  PCR-Reaktionen 
zur Spektratypisierung muriner T-Zellen 

 

Anhand der Bandenstärke im Agarosegel wurde die Verdünnung mit destilliertem 

Wasser der Amplifikate für die Längenfragmentanalyse im Sequenzierautomaten 

gewählt (von 1:1 bis 1:20). Für die Verdünnung wurde destilliertes Wasser benutzt. Die 

Elektrophorese erfolgte in Kapillaren mit POP-7® Polymer und als interner Längen-

standard wurde ROX-500HD verwendet. Um eine Bildung von Haarnadelstrukturen der 
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einzelsträngigen Fragmente zu verhindern, wurde dem Ansatz Formamid hinzugefügt. 

Ein Ansatz umfasste: 

• Formamid   15µl 
• Verdünnte Amplifikate 2,0µl 
• Längenstandard  0,5µl 

Die Auswertung der Längenfragmentanalyse 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. Hierfür wurde zunächst durch den Kolmogorov-Smirnov-Test überprüft, 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 für ungleiche Varianzen und des homoskedastischen Student-t-

Testes für gleiche Varianzen durchgeführt. 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    

*** 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 immunphänotypisch dem humanen Krankheitsbild 

ähnelt [123]. Wie unter 3.1.2.1 beschrieben, ist der Nachweis der Klonalität für die 

Diagnose eines PTZLs von grundlegender Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit 

wurde dieser Aspekt untersucht, wofür eine Technik zur TZR-Spektratypisierung 

etabliert wurde (s. 5.2.7). Die Ergebnisse wurden zusammen mit der Beschreibung der 

Mausmodelle publiziert [123]. 

Zunächst wurde in einem Vorversuch überprüft, ob die TZR-Spektratypisierung mit 

automatisierter Längenfragmentanalyse (GeneScanningTM) den Nachweis von 

Klonalität erlaubt. Hierfür wurde das Längenspektrum des artifiziell eingebrachten 

T-Zell-Rezeptors einer OT-II-transgenen Maus untersucht. Dieser Rezeptor setzt sich 

aus einer Vα2-Kette sowie einer Vβ5.1/5.2-Kette zusammen und erkennt den auf 

MHC-II präsentierten Peptidabschnitt von Aminosäure 323 bis 339 von Ovalbumin [15]. 

Der von allen T-Zellen einer OT-II-transgenen Maus exprimierte, prärearrangierte 

Rezeptor weist auf genomischer Ebene keine Längenvariation auf. Deshalb dient eine 

DNS-Probe aus entsprechender Maus als Positivkontrolle für Klonalität. 

Abb. 8 auf Seite 58 zeigt für die PCR-Reaktion mit Primern zur Detektion der 

Genabschnitte zwischen Vβ1-20 sowie Dβ2 ein klonales Signal (engl. „peak“) für 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-II-transgenen Maus 
Nach Multiplex-PCR mit entsprechenden Primern zur Detektion der 
genomischen Abschnitte zwischen Vβ1-20 und Dβ2 wurden die Amplifikate der 
DNS-Proben einer Wiltyp (WT) sowie einer OT-II-transgenen Maus mittels 
automatisierter Längenfragmentanalyse untersucht. Dargestellt ist die 
Fluoreszenzintensität der angeregten Fluorochrome an den rückwärtigen 
Primern (Dβ2) als Funktion der Amplifikatlänge in Basenpaaren (bp). 

 

Im Folgenden wurden DNS-Proben aus Mäusen beider Mausmodelle von Pechloff 

et al., wie unter 5.2.7 beschrieben, untersucht. In Vorversuchen ergaben sich mithilfe 

der Durchflusszytometrie für beide Modelle Hinweise auf Klonalität im Sinne einer 

vorherrschend exprimierten TZRVβ-Kette oder des gänzlichen Verlusts an 

nachweisbaren Epitopen der TZRVβ-Kette. Die TZR-Spektratypisierung mittles Gene-

ScanningTM konnte nun für jede der untersuchten ITK-SYKCD19-Cre (n=5) sowie 

ITK-SYKCD4-Cre (n=3) Mäuse mindestens eine klonale Rekombination (engl. „peak“) 

detektieren. Ein polyklonaler Hintergrund an T-Zellen wurde in allen erkrankten 

Mäusen weitgehend verdrängt. Zwei komplette, klonale Rekombinationen pro Maus 

zeigten sich in zwei Individuen. Zwei klonale Rekombinationen pro PCR-Reaktion 

konnten in 15% aller Reaktionen nachgewiesen werden. 

Für 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 fünf Monaten. Wie erwartet, zeigte sich für diese Kontrolle eine 

Normalverteilung in den Reaktionen II1 bis III1. In den Reaktionen I1 und I2 stellten 

sich aufgrund mehrerer verwendeter Primer zwei Normalverteilungen dar. In 

Vorversuchen wurde eine Normalverteilung der Fragmentlängen für CD4-Cre sowie 

CD19-Cre Mäuse sichergestellt. Ebenfalls wurde in Vorversuchen mithilfe von 

Kontrollmäusen im Alter von einem Jahr das Auftreten von benignen klonalen T-Zell-

Expansionen ausgeschlossen, wie man sie gelegentlich in älteren humanen Individuen 

beobachten kann [129].  
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Abb. 9 TZR-Spektratypisierung mittels GeneScanTM von T-Zellen 
einer Wildtypmaus sowie sechs kranker Mäuse mit 
infiltrativer Expansion ITK-SYK exprimierender T-Zellen 
Nach PCR mit entsprechenden Primern für die Reaktionen I1 bis III1 (s. 5.2.7) 
wurden die Amplifikate mittels automatisierter Längenfragmentanalyse 
untersucht. Die DNS-Proben entstammen einer Wildtypmaus (WT) sowie für 
jede Reaktion einer kranken Maus mit infiltrativer Expansion ITK-SYK 
exprimierender T-Zellen. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensität der 
angeregten Fluorochrome an den rückwärtigen Primern als Funktion der 
Amplifikatlänge in Basenpaaren (bp). 
 

6.2 Untersuchung zellulärer Folgen der Expression von 

 ITK-SYK 

6.2.1 Untersuchung mit Jurkat T-Zellen 

Die Translokation t(5;9)(q33;q22) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte 

für eine Untergruppe uPTZL mit vergleichbaren Eigenschaften als wiederkehrendes 

Ereignis identifiziert werden [157]. Anhand dieser neu identifizierten 

Fusionstyrosinkinase ergab sich die Möglichkeit, molekulare Zusammenhänge der 

Pathogenese zu beleuchten [157]. Hierfür wurden zunächst zelluläre 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 

untersuchen, ob die Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen zu typischen 

Erscheinungen der T-Zell-Aktivierung führt. Hierzu gehören neben der Expression von 
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CD69 [27] auch die Sekretion von IL-2 [1]. Des Weiteren führt die Aktivierung von 

Jurkat-Zellen zu Apoptose. Dieser sog.  Aktivierungs-induzierte Zelltod (engl. 

activation-induced cell death; AICD) ist abhängig 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-SYKKD), zu den zellulären Folgen einer starken T-Zell-Aktivierung kommt.  

6.2.1.1 Zellzahl und Viabilität 

Um zu überprüfen, 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). Hierfür wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren zur Expression 

für ITK-SYK bzw. ITK-SYKKD infiziert. Als Kontrolle dienten Viren auf Basis des 

unveränderten retroviralen Vektors, die nur zu eGFP-Expression in den Zielzellen 

führen (Mig). Ein Teil dieser Zellfraktion wurde mit Antikörpern (anti-CD3/anti-CD28) 

oder PMA/Ionomycin inkubiert, um einen Vergleich mit stimulierten Jurkat-Zellen zu 

ermöglichen. 

Es zeigte sich eine zeitabhängige Zunahme der Zellzahl bei Mig sowie bei ITK-SYKKD. 

Dies ließ sich auch für die mit Antikörpern stimulierten Zellen feststellen, wobei deren 

Zellzahl nach 72h signifikant niedriger war als die der Kontrollzellen. Für Zellen, die mit 

PMA/Ionomycin stimuliert wurden, ließ sich keine signifikante Zunahme der Zellzahl 

nach 72h feststellen. Die Zellzahl bei ITK-SYK fiel im Zeitverlauf deutlich stärker ab als 

bei den mit PMA/Ionomycin stimulierten Zellen. Sie lag nach 72h bei ca. 45%. 

Um zu überprüfen, inwieweit Zelltod oder verminderte Proliferation die reduzierten 

Zellzahlen verursachten, wurde in denselben Experimenten die Viabilität mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt (s. Abb. 10, B).  

Hierbei zeigte sich eine zeitabhängige Reduktion des Anteils der lebenden Zellen bei 

den unstimulierten Kontrollzellen sowie bei ITK-SYKKD auf ca. 75% nach 72h. Dies ließ 

sich bei den mit Antikörpern sowie PMA/Ionomycin stimulierten Zellen in signifikant 

erhöhtem Maße nachweisen (bei beiden ca. 60% lebende Zellen nach 72h). Ebenso 

zeigte sich bei ITK-SYK eine zeitabhängige Reduktion der Viabilität, wobei diese im 

Vergleich zu den Stimulationskontrollen deutlich ausgeprägter war (ca. 30% lebende 

Zellen nach 72h). 
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Abb. 10 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf Zellzahl 
und Viabilität von Jurkat-Zellen 
Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKD und unverändertem Mig-Vektor 
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit 
Antikörpern kontinuierlich stimuliert: plattengebundener anti-CD3 (10µg/ml) und löslicher 
anti-CD28 (4µg/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/Ionomycin (beides 50nM) 
kontinuierlich stimuliert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet 
und mithilfe einer Neubauer Zählkammer die Zellzahl bestimmt. Die Viabilität wurde 
mithilfe von Durchflusszytometrie ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen der Daten aus drei unabhängigen 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 Antikörpern oder 

PMA/Ionomycin kontinuierlich stimuliert. Zu den Zeitpunkten 24h, 48h und 72h wurde 

der Anteil an eGFP exprimierenden Zellen sowie der Anteil CD69 präsentierender 

Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (s. Abb. 11 auf Seite 62). 

Bei allen untersuchten Zellen zeigte sich eine zeitabhängige Zunahme der eGFP-

Expression in vergleichbarem Ausmaß (Anteil eGFP exprimierender Zellen ca. 70% 

nach 72h). Bei ITK-SYK war zudem eine Zunahme der Zellpopulation zu verzeichnen, 

für 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 Präsentation von CD69. Bei den Stimulationskontrollen ließen 

sich hingegen CD69 präsentierende Zellen ohne Expression von eGFP finden. Der 

Grund ist die von der retroviralen Infektion unabhängige Stimulation der Zellen. 

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

vergleichbaren Anteil der Zellpopulation auf, für die sowohl eGFP als auch CD69 zu 
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detektieren war. Für die mit Antikörper stimulierten Zellen war der Anteil dieser Zell-

population geringer (ca. 10% nach 72h).  

 

 

Abb. 11 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf die 
Präsentation von CD69 durch Jurkat-Zellen 
Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKD und unverändertem Mig-Vektor 
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit 
Antikörpern kontinuierlich stimuliert: plattengebunder anti-CD3 (10µg/ml) und löslicher 
anti-CD28 (4µg/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/Ionomycin (beides 50nM) 
kontinuierlich stimuliert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet 
und die Expression von eGFP sowie die Präsentation von CD69 quantifiziert. Dargestellt 
sind die Fluoreszenzintensität (FI) von eGFP als Funktion der FI des anti-CD69 
Antikörpers. Es wurden nur lebende Zellen betrachtet. Das Experiment wurde dreimal 
unabhängig unter gleichen Bedingungen durchgeführt und zeigte jeweils vergleichbare 
Ergebnisse. 

6.2.1.3 Sekretion von IL-2 

Die Konzentration von IL-2 in den Zellüberständen der unter 6.2.1.2 beschriebenen 

Experimente wurde mittels ELISA-Kit bestimmt (s. Abb. 12 auf Seite 63). 

Es zeigte sich eine zeitabhängige Zunahme der Konzentration an IL-2 im Überstand 

der stimulierten Kontrollzellen, wobei die Stimulation durch PMA/Ionomycin zu deutlich 
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größerer Produktion an IL-2 führte als die Stimulation durch Antikörper. Die 

Konzentration war bei PMA/Ionomycin nach 48h ca. 3,4-fach höher als bei den mit 

Antikörpern stimulierten Zellen. Auch bei Zellen mit Expression von ITK-SYK ließ sich 

IL-2 im Überstand nachweisen, wobei die Quantität um ein Vielfaches über jener der 

stimulierten Kontrollen lag. Die Konzentration bei ITK-SYK war nach 48h ca. 11-fach 

höher als bei den mit PMA/Ionomycin stimulierten Zellen. Nach 72h lag die 

Konzentration bei ITK-SYK exprimierenden Zellen sogar über der mittels ELISA-Kit 

detektierbaren Grenze von 8000 pg/ml. Bei ITK-SYKKD sowie bei nicht stimulierten 

Kontrollen (Mig) war im Überstand der Gehalt an IL-2 zu keinem der untersuchten 

Zeitpunkte detektierbar (n.d.). 

 

Abb. 12 Einfluss von Stimulation sowie ITK-SYK-Expression auf  
  Sekretion von IL-2 durch Jurkat-Zellen 

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKD und unverändertem Mig-Vektor 
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde ein Teil der letzteren Zellen zum Zeitpunkt t=0 mit 
Antikörpern kontinuierlich stimuliert: plattengebunder anti-CD3 (10µg/ml) und löslicher 
anti-CD28 (4µg/ml). Eine weitere Fraktion wurde mit PMA/Ionomycin (beides 50nM) 
kontinuierlich stimuliert. Der Zellüberstand 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 
unabhängigen Experimenten. 

6.2.2 Untersuchung mit murinen CD4-positiven T-Zellen 

Um zu überprüfen, ob ITK-SYK auch in murinen CD4-positiven T-Zellen zur 

Aktivierung führt, wurden diese nach Expression des Fusionsproteins durchfluss-

zytometrisch auf entsprechende Anzeichen untersucht. Hierzu zählen neben der 

Präsentation 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 t(5;9)(q33;q22) überwiegend diesen Phänotyp 

zeigen [157]. 

Zunächst wurden CD4-positive T-Zellen aus Rosa26loxSTOPlox-ITK-SYK Mäusen aufgereinigt 

(s. 5.2.4.2). Diese tragen die Erbinformation von ITK-SYK im ubiquitär 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 können, wurde 

stromabwärts des Gens für ITK-SYK die Erbinformation eines grün 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-minütiger 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 ließ sich wie in 

Abb. 13 gezeigt  für jeden der untersuchten Parameter eine Aktivierung nachweisen. 

 

 

Abb. 13 Aktivierung muriner CD4-positiver T-Zellen aus 
Rosa26loxSTOPlox-ITK-SYK Mäusen nach Inkubation mit HTNC in vitro 
CD4-positive T-Zellen aus Rosa26loxSTOPlox-ITK-SYK Mäusen [123] wurden nach Auf-
reinigung mit His-TAT-NLS-Cre inkubiert (1µM für 270min). 96h nach Inkubation mit 
dieser Cre-Rekombinase wurden die Zellen geerntet und mit Durchflusszytometrie 
untersucht. Für jede Zielstruktur ist die Fluoreszenzintensität (FI) des verwendeten 
Antikörpers bzw. das Vorwärtsstreulicht histographisch dargestellt. Hierfür wurden 
jeweils lebende, eGFP exprimierende Zellen mit lebenden, nicht rekombinierten Zellen 
verglichen. Das Experiment wurde dreimal unabhängig unter gleichen Bedingungen 
durchgeführt und zeigte vergleichbare Ergebnisse. 
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6.3 Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK 

6.3.1 Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung 

 (Phosflow TM) 

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). Für die Untersuchungen kamen transgene Jurkat-Zellen zur Anwendung, mit 

denen ein leicht zu handhabendes sowie für die Fragestellung etabliertes Modell-

system zur Verfügung stand [1, 77]. Die Charakterisierung der Signalwege erfolgte 

mittels Durchflusszytometrie, wobei intrazellulär gebundene, phosphorylierungs-

spezifische Antikörper detektiert wurden (s. 5.2.6.3). 

In Vorversuchen wurden die notwendigen Bedingungen zur Untersuchung der 

Signaltransduktion im gewählten Zellsystem sichergestellt: Es konnte in vitro gezeigt 

werden, dass die Tyrosinkinasedomäne von SYK im Fusionsprotein katalytisch aktiv ist 

und deren Funktion nach Punktmutation in der ATP-Bindungsstelle zum Erliegen 

kommt (ITK-SYKKD). Ferner wurde nachgewiesen, dass die Infektion der Jurkat-Zellen 

mit geeigneten Retroviren zu einer starken Expression von ITK-SYK bzw. ITK-SYKKD 

führt. Beide Moleküle 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. Darüber hinaus ergab 

sich mit der detektierbaren Phosphorylierung von STAT5 der Hinweis auf Beteiligung 

eines zytokinspezifischen Signalweges. 

 

6.3.1.1 Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung 

 nach Expression von ITK-SYK 

Hierfür wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren zur Expression von ITK-SYK bzw. dessen 

Kinase-defekten Mutante (ITK-SYKKD) infiziert. Als Kontrolle dienten Viren auf Basis 

des unveränderten retroviralen Vektors, die nur zu eGFP-Expression in den Zielzellen 

führen (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-SYKKD und Mig ließ sich für ITK-SYK in unterschiedlichem Maße 

eine Phosphorylierung der untersuchten Proteine nachweisen (s. Abb. 14 auf  

Seite 67). Am deutlichsten traf dies für SLP-76 an Tyrosin 128 (pY128) zu. Die mittlere 

Fluoreszenzintensität (MFI) des phosphorlierungsspezifischen Antikörpers nahm hier 

im Vergleich zu Mig um das ca. 6,5-fache zu. Für PLCγ1 (pY783) ließ sich eine ca. 2,5-

fache Zunahme verzeichnen. Die Analyse von LAT (pY171) und Lck (pY505) ergab 

einen Anstieg der MFI auf 150 – 200%. Für die Phosphorylierung der ITAMs an CD3ζ 

ließ sich in ITK-SYK exprimierenden Zellen nur eine schwache Zunahme der MFI 

feststellen (ca. 125%) 

Für rezeptordistale Zielstrukturen wie die untersuchten MAP-Kinasen p38, Erk1/2 und 

JNK zeigten sich ebenfalls unterschiedliche Signalstärken (s. Abb. 14, C/D). So war ein 

Anstieg der phosphorylierungsspezifischen Fluoreszenz für p38 (pT180/pY182) nur in 

geringem Maße objektivierbar (ca. 135%). Für JNK (pY505) und Erk1/2 (pT202/pY204) 

war eine deutlich größere Zunahme zu verzeichnen (ca. 200%). Insbesondere bei 

letzterer Kinase bestanden jedoch große interexperimentelle Unterschiede in der MFI, 

was sich in einer entsprechenden Standardabweichung der Mittelwerte widerspiegelt. 

Ein konstanteres Phosphorylierungssignal konnte für Akt (Ser437) und STAT5 (pY694) 

objektiviert werden. Bei letzterer Zielstruktur wurde durch Betrachtung nicht infizierter 

Zellen eine Phosphorylierung als Folge von IL-2 im Überstand ausgeschlossen. Die 

Zunahme der MFI betrug für Akt und STAT5 ca. 150 - 180%. 
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Abb. 14 Phosphorylierung von intrazellulären Signalmolekülen nach  
  Expression von ITK-SYK in Jurkat-Zellen 

Nach retroviraler Transduktion von ITK-SYK, ITK-SYKKD oder unverändertem Mig-Vektor 
(Mig) in Jurkat-Zellen wurde in diesen zum Zeitpunkt t=24h die Phosphorylierung von 
intrazellulären Signalproteinen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Für jede 
Zielstruktur ist in A bzw. C exemplarisch die Fluoreszenzintensität (FI) des verwendeten 
phosphorylierungsspezifischen Antikörpers in den drei Zellpopulationen histographisch 
dargestellt. In B und D befinden sich als Diagramm die Mittelwerte der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) aus sechs (bzw. für JNK und STAT5 drei) unabhängigen 
Experimenten. Die Änderungen der MFI sind auf Mig aus dem jeweiligen Experiment 
normiert. Bei der Betrachtung der intrazellulären Proteinphosphorylierung wurden nur 
lebende, eGFP exprimierende Zellen berücksichtigt. 
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6.3.1.2 Untersuchung zur intrazellulären Proteinphosphorylierung 
 nach Stimulation mit Antikörpern 

Zur Darstellung der Phosphorylierung aktivierender Signalmoleküle nach T-Zell-

Stimulation wurden Kontrollzellen mit Antikörpern stimuliert und anschließend 

untersucht. Hierfür wurden Jurkat-Zellen mit Retroviren auf Basis des unveränderten 

Mig-Vektors infiziert. Nach retroviraler Infektion wurden diese Zellen zum Zeitpunkt 

t=24h geerntet und mit anti-CD3 sowie anti-CD28 Antikörper stimuliert (s. 5.2.3.7). 

Anschließend  wurden die Zellen wie unter 5.2.6.3 beschrieben, analysiert.   

Es zeigte sich nach CD3/CD28-Stimulation eine deutliche Tyrosinphosphorylierung der 

TZR-assoziierten Signalmoleküle Lck (pY505) und CD3ζ (pY142) (s. Abb. 15 A/B auf 

Seite 69). Auch für die rezeptorproximalen Signalproteine SLP-76 (pY128), LAT 

(pY171) und PLC-γ1 (pY783) konnte eine Phosphorylierung in unterschiedlichem 

Maße nachgewiesen werden, wobei das Signal für ersteres Molekül am 

ausgeprägtersten war (Zunahme der MFI um  ca. 350%). 

Für rezeptordistale Zielstrukturen wie die untersuchen MAP-Kinasen p38, Erk1/2 und 

JNK konnte ebenfalls eine Phosphorylierung der untersuchten Aminosäuren 

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 für STAT5 

keine signifikante Phosphorylierung an pY694 detektiert werden.  
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Abb. 15 Phosphorylierung von intrazellulären Signalmolekülen nach 
CD3/CD28-Stimulation von Jurkat-Zellen 
Nach retroviraler Transduktion von unverändertem Mig-Vektor (Mig) in Jurkat-Zellen 
wurde ein Teil dieser Zellen zum Zeitpunkt t=24h mit Antikörpern für 5 Minuten stimuliert: 
anti-CD3 (3µg/ml) und anti-CD28 (1µg/ml). Anschließend wurde die Phosphorylierung 
von intrazellulären Signalmolekülen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Für jede 
Zielstruktur ist in A und C exemplarisch die Fluoreszenzintensität (FI) des verwendeten 
phosphorylierungsspezifischen Antikörpers in den zwei Zellpopulationen histographisch 
dargestellt. In B und D befindet sich für jeden Antikörper die Darstellung der Mittelwerte 
der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) aus drei unabhängigen Experimenten. Bei der 
Betrachtung der intrazellulären Proteinphosphorylierung wurden nur lebende, eGFP 
exprimierende Zellen berücksichtigt. 
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6.3.2 Inhibitionsexperimente 

Zur weiteren Charakterisierung der Signaltransduktion von ITK-SYK in Jurkat-Zellen 

wurden wichtige Moleküle für 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 Funktionsfähigkeit 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 verdünnten Inhibitoren inkubiert. Nach 48h erfolgte die Bestimmung der 

IL-2-Sekretion im Vergleich zu ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen, die nur mit dem 

Lösungsmittel 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 

AEB071 zeigte sich ein komplettes Sistieren der IL-2-Sekretion. Ebenso ließ sich dies 

bei wichtigen Strukturen der untersuchten Signalwege hin zu NFAT (via 

Cyclosporin A), NFκB (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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Abb. 16 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 
RPMI10+-Medium mit je einem der folgenden Inhibitoren inkubiert: R406 (2µM), AEB071 
(1µM), LY294002 (50µM), Cyclosporin A (1µg/ml), BMS-345541 (10µM), SB203580 
(50µM), PD98059 (25µM), Rapamycin (10nM), Helenalin (1,0µM), SP600125 (10µM), z-
VRPR-fmk (75µM), Curcumin (5µM), Bortezomib (6,25nM). Anschließend wurde die 
Konzentration an IL-2 im Überstand mit der von unbehandelten, ITK-SYK 
exprimierenden Jurkat-Zellen verglichen. Diesen Kontrollzellen war lediglich das 
Lösungsmittel der entsprechenden Substanz zugesetzt. Die Konzentration an IL-2 wurde 
mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der 
prozentualen Inhibition aus vier unabhängigen Experimenten. 
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7 Diskussion 

7.1 Das transformierende Potential von ITK-SYK im Maus-
modell 

Die Translokation t(5;9)(q33;q22) mit Expression des Fusionsproteins ITK-SYK konnte 

für eine Subgruppe von uPTZL als wiederkehrendes Ereignis identifiziert werden [157]. 

Streubel et al. zeigten, dass jene Subgruppe ein vergleichbares histologisches Muster 

sowie Immunphänotyp aufweist. Diese Tatsache ließ 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 ähnelt [123]. Um die sichere 

Diagnose eines PTZLs in den Mausmodellen stellen zu können, bedurfte es zusätzlich 

des Nachweises von Klonalität (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 Klonalität mit einer hierfür etablierten, 

molekularbiologischen Methode zur TZR-Spektratypisierung bestätigt werden. Die 

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

7.1.1 Der Nachweis von Klonalität in hämatologischen Neoplasien 

Die Technik des Southern Blot gilt als Goldstandard zur Diagnostik von Klonalität in 

hämatologischen 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 zeitaufwändig, technisch herausfordernd und 

benötigt eine große Menge an DNS von guter Qualität [168]. Darüber hinaus ist die 

Sensitivität im Vergleich zur Spektratypisierung reduziert (5-10% versus 1-5%) [168]. 

Dies dürfte u.a. damit zusammenhängen, 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 Möglichkeit falsch negativer 

Ergebnisse aufgrund suboptimaler Primerhybridisierung [168]. Um dieser Problematik 

in der vorliegenden Arbeit adäquat zu begegnen, wurden mithilfe mehrerer Versuchs-

reihen die bestmöglichen Reaktionsbedingungen ermittelt.  



 Diskussion  73 

  

  

Falsch positive Ergebnisse sind für die Analyse mit Southern Blot bei geeigneter 

Auswahl der untersuchten Genloci selten [168, 169]. Dies gilt auch für die PCR-

basierte Methode mit hochauflösender Längenanalyse der Amplifikate. Hierzu gehört 

das in der vorliegenden Arbeit verwendete GeneScanningTM [88]. Aufgrund der oben 

erwähnten Eigenschaften verdrängt die PCR-basierte Technik zunehmend die Analyse 

mittels Southern Blot [168].  

Die Durchflusszytometrie mit mehreren Antikörpern gegen unterschiedliche variable 

Domänen der TZRβ-Kette stellt eine weitere Möglichkeit zur Spektratypisierung von 

T-Zellen dar [94]. Inkomplette Genumlagerungen sowie Tumorzellen mit γ:δ-Phänotyp 

oder ohne Expression eines TZR können jedoch nur indirekt über 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 vermögen [168]. In der 

Literatur werden zur durchflusszytometrischen Spektratypisierung derzeit 20 bis 25 

monoklonale Antikörper gegen variable Domänen der TZRβ-Kette verwendet [94, 168]. 

Aufgrund der intrinsischen eGFP-Fluoreszenz der proliferierenden T-Lymphozyten in 

den Mausmodellen von Pechloff et al. standen jedoch nur 9 Antikörper zur Verfügung. 

Nur diese waren an Fluorochromen gekoppelt, die nicht mit eGFP interferieren. Eine 

Diagnose bezüglich Klonalität konnte entsprechend nicht alleine mittels 

Durchflusszytometrie getroffen werden. 

7.1.2 Der Nachweis von Klonalität in den Mausmodellen mit 
 konditionaler Expression von ITK-SYK 

In Zusammenschau mit der klinischen Präsentation, der Immunhistologie sowie 

Immunphänotypisierung stellt die Untersuchung auf Klonalität 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 GeneScanningTM  konnte für die Mausmodelle von Pechloff 

et al. [123] der durchflusszytometrische Hinweis auf Klonalität bestätigt werden. Es 

zeigte sich hierbei in jedem untersuchten Individuum eine klonale lymphoproliferative 

Erkrankung. In der Zusammenschau mit Immunhistologie und Immunphänotypisierung 

konnte die murine Erkrankung durch konditionale  Expression von ITK-SYK als 

peripheres T-Zell-Lymphom klassifiziert werden [123]. Dieses ähnelt 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 können. Letztendlich sind diese Erkenntnisse zur Etablierung 

dringend benötigter, zielgerichteter Therapieverfahren unabdingbar (s. 7.3.6). 

Es ist anzumerken, dass eine genaue Quantifizierung der Klone mithilfe der PCR-

basierten Methode nicht möglich 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 TZRβ-Kette pro Maus sowie zwei Rekombinationen pro PCR-Reaktion 

zu detektieren waren, lässt jedoch eher eine (oligo-)klonale als eine monoklonale 

Erkrankung vermuten. Die Sequenzierung der vorhandenen Genumlagerungen könnte 

herangezogen werden, um die genaue Anzahl an Klonen in einer Maus zu bestimmen. 

Dierks et al. untersuchten Mäuse nach Transplantation von ITK-SYK exprimierendem 

Knochenmark ebenfalls auf Klonalität [46]. Die Autoren benutzten hierfür eine 

PCR-basierte Methode zum Nachweis funktioneller Rekombinationen der TZRβ-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 Mäusen eine mono-/biklonale Erkrankung 

fest [46]. Aufgrund der oben genannten Einschränkungen sowie der Tatsache, dass 

Dierks et al. keine inkompletten TZRβ-Genumlagerungen oder solche des TZRγ-

Genlocus untersuchten, ist die Aussage bezüglich Quantität der Klone nicht haltbar. 

Korrekterweise müsste 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 Zelluläre Folgen der ITK-SYK-Expression 

Das Fehlen dringend benötigter, zielgerichteter Therapiestrategien für uPTZL hängt mit 

der schlecht verstandenen Pathobiologie dieser Erkrankung zusammen [5]. Anhand 

der in einer Subgruppe von uPTZL identifizierten Fusionstyrosinkinase ITK-SYK ergab 

sich die Möglichkeit, molekulare Zusammenhänge der Pathogenese zu  

beleuchten [157]. Vor Analyse der durch ITK-SYK aktivierten Signalwege galt es die 

zellulären Folgen der ITK-SYK-Expression zu untersuchen. 
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7.2.1 Verwendete Zellen 

Nach Beobachtungen zur physiologischen Rolle von Kinasen der SYK-Familie in  

T-Zellen nahmen wir an, dass ITK-SYK antigen- und zytokinunabhängig aktivierende 

Signalwege der T-Zelle anzuschalten vermag (s. 4.2). Um diese Hypothese zu testen, 

wählten wir Jurkat-Zellen. Ausschlaggebend war, dass eine Vielzahl von Studien zur 

Signaltransduktion des TZRs mithilfe dieses etablierten Zellsystems durchgeführt 

wurden [1]. Der Vorteil von Jurkat-Zellen liegt außerdem in der einfachen Handhabung 

und der Möglichkeit des effizienten Gentransfers (s. 5.2.3.6). Des Weiteren ermöglichte 

das gewählte Modellsystem, die Signaltransduktion von ITK-SYK in humanen Zellen zu 

untersuchen [150]. Leider kann jedoch für die immortalisierten Jurkat-Zellen nicht 

ausgeschlossen werden, dass sich ihre Physiologie von natürlichen T-Zellen 

unterscheidet [1]. Einige Wissenschaftler stellen sogar die physiologische Relevanz 

von Experimenten mit Jurkat-Zellen in Frage [1, 11, 152]. Der Grund hierfür ist, dass 

eine reduzierte Expression von Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) für Jurkat 

T-Zellen gezeigt werden konnte [11]. Verlust dieser Phosphatase führt zur konstitutiven 

Aktivierung von PI3K-abhängigen Signalwegen [151]. In der Folge könnte die 

Wichtigkeit dieser Signalwege in Studien mit Jurkat T-Zellen falsch interpretiert 

werden [11]. Es bleibt unklar, inwieweit die abnormale Expression von PTEN 

tatsächlich die Antwort von Jurkat T-Zellen auf TZR-Stimulation verändert [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 durchzuführen. 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 durchgeführt werden. Hierzu gehören 

die Analyse der intrazelluläre Proteinphosphorylierung sowie Inhibitionsexperimente. 

7.2.2 Aktivierung von T-Zellen durch ITK-SYK 

Zunächst wurden Jurkat-Zellen sowie murine CD4-positive T-Zellen nach Expression 

von ITK-SYK auf Anzeichen von Aktivierung untersucht. Hierzu gehören neben 

Sekretion von IL-2 [162] auch die Präsentation von Antigenen wie CD25, CD69 [27] 

und CD44 sowie CD62L [75]. Des Weiteren führt 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 führt (s. 6.2.1.2 und 6.2.1.3). Eine im Zeitverlauf verminderte 

Zellzahl sowie reduzierte Viabilität der untersuchten Jurkat-Zellen kann als Hinweis auf 

AICD gedeutet werden (s. 6.2.1.1). Interessanterweise war die Quantität der IL-2-

Sekretion sowie des AICDs bei ITK-SYK exprimierenden Jurkat-Zellen um ein 

Vielfaches höher als bei den Stimulationskontrollen. Im Falle von CD69 zeigte sich ein 

mit dem starken Stimulus PMA/Ionomycin vergleichbares Niveau. Eine Erklärung für 

diese Beobachtungen könnte ein beträchtlicher Unterschied zwischen der Signalstärke 

von ITK-SYK und der physiologischen TZR-Stimulation sein. Letztere wurde in den 

Experimenten durch Inkubation mit monoklonalen Antikörpern gegen CD3 und CD28 

simuliert. Allerdings kann ein Unterschied der Signalstärken aufgrund der unter 7.2.1 

beschriebenen Einschänkungen nicht mit letzter Sicherheit angenommen werden. 

Insbesondere die Tatsache, dass die Aktivierung durch ITK-SYK von PI3K abhängt 

(s. 7.2.3), könnte zusammen mit einer defizienten Expression von PTEN in Jurkat-

Zellen zu einer Fehlinterpretation der Signalstärke des Fusionsproteins führen. Des 

Weiteren unterscheiden sich die Signale der physiologischen TZR-Stimulation und der 

von ITK-SYK unter kinetischen Gesichtspunkten, was  grundsätzlich die Qualität einer 

T-Zell-Antwort beeinflussen kann [159]. Im Gegensatz zur physiologischen TZR-

Ligation, die selbstlimitierend verläuft, 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 für alle 

untersuchten Parameter eine Zellaktivierung festgestellt werden (s. 6.2.2). Für 

periphere T-Lymphozyten führt die Stimulation des TZRs neben Präsentation von 

Aktivierungsmarkern zu einer reduzierten Apoptoseneigung sowie erhöhter 

Proliferationsrate [112]. Entsprechend ergänzen 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 regulärer TZR-Ligation hin [123]. 

Offensichtlich führt 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-Domäne für die Funktion von 
 ITK-SYK 

Fusionsproteine mit konstitutiver Aktivierung von Proteintyrosinkinasen (PTK) wie 

BCR-ABL, NPM-ALK oder TEL-PDGFR finden sich häufig in hämatologischen 

Malignomen [165]. In der Mehrheit liegt hier die PTK-Domäne mit einem Motiv zur 

Oligo- oder Dimerisierung vor, was für die Aktivierung der Kinase wesentlich ist [165]. 

Interessanterweise findet sich in ITK-SYK neben der PTK-Domäne kein 

entsprechendes Motiv [157]. Allerdings enthält das Fusionsprotein die PH-Domäne von 

ITK, die in ITK-SYK durch ein Fehlen an Elementen zur Autoinhibition gekennzeichnet 

ist (s. 3.3). Die PH-Domäne vermag PIP3 der Zellmembran zu binden. Letzteres wird 

durch PI3K gebildet [84]. Bereits 2006 wurde eine wichtige Rolle von PH-Domäne und 

PI3K für die Aktivierung des Fusionsproteins angenommen [179]. Tatsächlich 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-

Domäne für die Aktivierung durch ITK-SYK [123]. Hierbei wurde die inaktivierende 

Punktmutation R29C in die PH-Domäne von ITK-SYK eingefügt (ITK-SYKPHmut). Wird 

diese Mutante in Jurkat-Zellen transduziert, bleibt jegliche CD69-Expression sowie 

Sekretion von IL-2 aus [123]. Ebenso lässt sich ITK-SYKPHmut nicht in lipid rafts 

derselben Zellen nachweisen, noch führt es zu Tyrosinphosphorylierung von lipid raft-

assoziierten Proteinen [123].   

Rigby et al. konnte mit derselben Punktmutation eine verminderte katalytische Aktivität 

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 für die katalytische 

Aktivität 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 erhöht hingegen die Phosphorylierung des 

Fusionsproteins an selber Stelle [136]. Außerdem konnten die Autoren durch 

Verwendung von ITK-SYKPHmut die Membranassoziation sowie das Transformations-

potential des Fusionsproteins in 293T- und NIH3T3-Zellen unterbinden [136].  

Hussain et al. konnten eine gleichgerichtete Wirkung von ITK-SYKPHmut auf die 

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 Aktivität 

an [26]. Außerdem konnten die Autoren in 293T-Zellen eine PI3K-abhängige Phos-
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phorylierung von SLP-76 durch ITK-SYK demonstrieren [79]. Eine von der PH-Domäne 

abhängige Membranassoziation wird in COS-7-Zellen gezeigt [79]. 

Die aufgeführten Ergebnisse veranschaulichen die wesentliche Rolle der PH-Domäne 

für die funktionelle Aktivierung von ITK-SYK in vitro. Rigby et al. konnten zudem durch 

Myristoylierung von ITK-SYKPHmut zeigen, dass die Membranlokalisation die ausschlag-

gebende Determinante für die aktivierende Phosphorylierung des Fusionsproteins in 

vitro ist [136]. Ein möglicher Mechanismus könnte gemäß Wossning et al. wie folgt 

aussehen:  

Die PH-Domäne von ITK-SYK vermittelt die Rekrutierung des Fusionsproteins zur 

Zellmembran durch Bindung an PIP3 [84]. Das bringt die PTK-Domäne in die Nähe von 

weiteren Fusionsmolekülen zur Autophosphorylierung mit konsekutiver 

Aktivierung [136]. Auch könnte eine Änderung der Konformation von ITK-SYK nach 

Bindung an PIP3 zur Aktivierung beitragen [136]. Schließlich ermöglicht die intakte 

PH-Domäne eine Interaktion mit membranassoziierten Substraten wie PI3K [179]. 

Dieses ist als Substrat von SYK bekannt [16]. PI3K katalysiert nach Aktivierung durch 

ITK-SYK weiteres PIP3 [179]. Die Folge ist ein „Circulus vitiosus“ durch reziproke 

Aktivierung von ITK-SYK und PI3K, die zu einer abnormalen Bildung von PIP3 

führt [179]. Anzumerken sei, dass die Bildung von PIP3 auch zu Rekrutierung von 

endogenem ITK an die Zellmembran führt [123]. Inwieweit dieser Umstand für die 

Effektorfunktionen von ITK-SYK von Bedeutung ist, bleibt zu klären. 

Interessanterweise konnte Dierks et al. eine konträre Rolle der PH-Domäne von 

ITK-SYK in vivo demonstrieren [46]: Die Autoren transplantierten ITK-SYK 

exprimierendes Knochenmark in BALB/c Mäuse. Das führte zu einer lympho-

proliferativen Erkrankung durch T-Zellen. Nach Verwendung von ITK-SYKPHmut wurde 

diese jedoch noch verstärkt. Dierks et al. zeigen zudem, dass die Membran-

lokalisierung durch die intakte PH-Domäne von ITK-SYK in 293T-Zellen zu einer 

gesteigerten Phosphorylierung von Y183 führt [46]. Das Analogon in SYK (Y323) ist als 

Bindungsstelle für 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-Domäne (E42K) lässt 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) können beide Effekte revidiert werden [46]. Dierks 

et al. konnten so zeigen, dass eine funktionelle PH-Domäne zu Membranrekrutierung 

von ITK-SYK führt. 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 gemäß Wossning et al. Die Autoren 

Dierks et al. vermuten weiter, dass die fehlende Autoinhibition der PTK-Domäne 

(s. 3.3) zur Aktivierung des Fusionsproteins ausreichen könnte. Die Aktivierung von 

ITK-SYKPHmut könnte hierbei analog zur Fusionstyrosinkinase FIP1L1-PDGFRα 

erfolgen. FIP1L1 unterbricht lediglich die Autoinhibition der PTK-Domäne von PDGFRα 

und bleibt selbst für die Transformation entbehrlich [156]. 

Weiterführende Studien scheinen deshalb für das Verständnis der Tumorbiologie 

unerlässlich zu sein. Insbesondere die Evaluation der PH-Domäne als potentielle 

Zielstruktur könnte einen zusätzlichen therapeutischen Ansatz für uPTZL mit 

t(5;9)(q33;q22) liefern [136]. Die Mausmodelle mit Expansion maligner, ITK-SYK 

exprimierender T-Zellen stellen hierbei ein wertvolles Werkzeug dar [123]. Mithilfe von 

Inhibitionsexperimenten könnte die entsprechende Fragestellung angegangen 

werden [36]. 

7.2.4 Die Rolle der Proteintyrosinkinase-Domäne für die Funktion von 
 ITK-SYK 

Die Transduktion von ITK-SYKKD führt 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-SYKKD in NIH3T3-Zellen sowie im 

Mausmodell von Dierks et al. ergänzen diese Befunde und weisen auf die essenzielle 

Rolle der PTK-Domäne für 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-)Domäne von 

ITK-SYK auch wichtig für dessen Autophosphorylierung und somit konstitutive 

katalytische Aktivität zu sein [79, 136]. Dies konnte für unterschiedliche Phospho-

tyrosine in ITK-SYK gezeigt werden (s. Tabelle 8 auf S.80). Für diese Untersuchungen 

verwendeten die aufgeführten Autoren ebenfalls ITK-SYKKD. Mit einer pharma-

kologischen Inhibition von ITK-SYK mittels Piceatannol und Curcumin konnten 

ähnliche Ergebnisse in 293T-Zellen erzielt werden [46, 136]. Eine residuale 

Phosphorylierung von Y352 im selben Zellsystem weist jedoch auf die Möglichkeit von 
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Transphosphorylierung durch weitere Kinasen hin [79]. Ebenfalls in 293T-Zellen 

konnten Dierks et al. sogar eine von ITK-SYK gänzlich unabhängige 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-Domäne von ITK-SYK scheint also wesentlich für die Effektorfunktionen und 

Autophosphorylierung des Fusionsproteins zu sein. Sie stellt somit einen viel-

versprechenden Kandidaten zur Evaluation als therapeutische Zielstruktur für uPTZL 

mit t(5;9)(q33;q22) dar [46]. Dies könnte mittels Inhibitionsexperimenten in den 

Mausmodellen von Pechloff et al. erfolgen [36, 123]. 

 
detektierte 
Phosphotyrosine  
in ITK-SYK 

verwendete 

Zellsysteme 

Referenz Pendant 

in SYK 

Funktion des Phosphotyrosin  

in SYK 

pY212 293T, COS-7 [46, 79] pY352 Aktivierung durch 

Konformationsänderung [26] 

pY385/386 293T, COS-7, 

Jurkat 

[79, 136] pY525/526 Ermöglicht maximale katalytische 

Aktivität und Signaltransduktion [26] 

Tabelle 8 Übersicht 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 NFκB an [161]. Folglich 

untersuchten die Autoren Proben von uPTZL mit t(5;9)(q33;q22) auf Aktivierung von 

p38, Erk1/2 sowie NFκB (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 zählen PI3K/Akt, MAPK und STAT5 [85]. Eine 

systematische Analyse der Signaltransduktion von ITK-SYK wurde bisher jedoch nicht 

durchgeführt. 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. berücksichtigt. 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-

abhängig die Signalwege des TZRs und seines Korezeptors CD28 zu aktivieren. 

Darüber hinaus ließ sich mit der Tyrosinphosphorylierung von STAT5 der Hinweis auf 

Beteiligung eines zytokinspezifischen Signalweges objektivieren. Die Erkenntnisse der 

vorliegenden Arbeit über die Funktionsweise der Fusionstyrosinkinase ITK-SYK fanden 

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

7.3.1 Analyse von intrazellulärer Proteinphosphorylierung  mittels 
 PhosflowTM 

„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 Molekülen in aktivierenden 

Signalwegen der T-Zelle untersucht. Dies erfolgte mittels Durchflusszytometrie, wobei 

intrazellulär gebundene, phosphorylierungsspezifische Antikörper über die an sie 

gekoppelte Fluorochrome detektiert wurden (PhosflowTM) [126]. Diese Methode 

ermöglicht es, mehrere Signalwege parallel zu untersuchen. Mit PhosflowTM können 

darüber hinaus individuelle Zellpopulationen einer Probe diskriminiert werden, was mit 

ELISA oder Immunoblot nicht möglich ist [180]. Dies trägt zur hohen Sensitivität der 

Methode bei. Die Tatsache, dass die detektierbare Fluoreszenzintensität der an die 

verwendeten Antikörper gekoppelten Fluorochrome von Fixierung, Permeabilisierung 

sowie Färbemethode abhängt, kann in manchen Fällen die Sensitivität beeinträchtigen 

[180]. Ebenfalls spielt die Wahl der Fluorochrome eine wichtige Rolle [92]. Soweit es 

möglich war, wurden diese Punkte in der vorliegenden Arbeit berücksichtigt. Des 

Weiteren wurde sichergestellt, dass ein phosphorylierungsspezifisches Signal nicht 

durch Größenzunahme der aktivierten Zellen imitiert wurde.  

Anzumerken sei außerdem, dass die Avidität der verwendeten Antikörper gegenüber 

ihrer Zielantigene nicht bekannt ist. Ein absoluter Vergleich bezüglich der Beteiligung 

einzelner Signalproteine ist deshalb mit PhosflowTM nicht sinnvoll. Um die Beteiligung 

der einzelnen Komponenten an der Signaltransduktion von ITK-SYK zu charak-

terisieren, sind weitere Ansätze vonnöten. 

Als Vergleichsgrundlage wurde die Analyse intrazellulärer 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 Rückkopplung 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 wählten 

wir Substanzen aus, die gegen unterschiedliche Moleküle aus aktivierenden 

Signalwegen der T-Zelle gerichtet sind. Aktuelle Studien zur zielgerichteten Therapie 

von PTZL unterstützen dieses Vorgehen, da sie u.a. ebenfalls diesen Ansatz 

verfolgen [181, 182].  

Kleine, zellpermeable Inhibitoren haben mehrere Vorzüge, um Signalwege zu 

untersuchen [39]. So ermöglichen 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 

Signalmoleküle überexprimiert werden müssen [39]. Des Weiteren können viele 

Inhibitoren in weiterführenden Studien in vivo eingesetzt werden und so die Grundlage 

neuer Therapiestrategien bilden [36]. Jedoch müssen Schlussfolgerungen aufgrund 

alleiniger Interpretation von Inhibitionsexperimenten mit Bedacht erfolgen. Der Grund 

hierfür ist, dass einige der üblichen Substanzen eine eingeschränkte Spezifität 

aufweisen und mehrere Zielstrukturen inhibieren [39]. So wurde berichtet, dass die 

MAPK-Inhibitoren SB203580 und PD98059 auch in den Arachidonsäure-Stoffwechsel 

eingreifen [23]. Für 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 möglichst hohe Spezifität sicherzustellen, wurde in der vorliegenden Arbeit 

mittels Verdünnungsreihen 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. Schließlich wurde mit Phosflow auch eine 

alternative Methode gewählt, um die Signaltransduktion von ITK-SYK zu untersuchen. 

Für 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 Viabilität der Zellen erreicht 
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werden. Die entsprechend niedrig gewählte Konzentration in der vorliegenden Arbeit 

könnte 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. Für den 

Inhibitor BMS-345541 lag die verwendete Konzentration von 10µM deutlich über der in 

der Literatur verwendeten Konzentration von 1,0µM. Laut Herstellerangaben ist eine 

Spezifität des Inhibitors aber bis 100 µM gewährleistet. 

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

Zu den proximalen Ereignissen der physiologischen TZR-Ligation gehört die Phos-

phorylierung von ITAMs der CD3 ζ-Kette [153]. Latour et al. konnten in COS-1-Zellen 

diese ITAMs auch als Substrat von SYK identifizieren [96]. Hierauf wurde diese 

Möglichkeit für 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 für dieses Phosphotyrosin nach Stimulation mit Antikörpern zu 

objektivieren war  (s. 6.3.1.2), könnten technische Gründe eine reduzierte Sensitivität 

für dieses Phosphotyrosin bewirken (s. 7.3.1).  

Ein deutliches Signal zeigte sich hingegen nach Expression von ITK-SYK in Jurkat-

Zellen für Lck sowie die Adapterproteine SLP-76, LAT und deren Bindungspartner 

PLC-γ1. Diese Proteinphosphorylierungen sind ein typisches Ereignis der physio-

logischen TZR-Stimulation [153]. PLC-γ1 führt zur Bildung von IP3 und DAG [61]. Diese 

sind wichtige sekundäre 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-γ1 

konnte von Dierks et al. im selben Zellsystem bestätigt 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 Antikörperstimulation (anti-CD3/anti-CD28) vergleichbar ist [123].  

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

Die physiologische Stimulation des TZRs führt zur Aktivierung der Transkriptions-

faktoren NFAT, NFκB 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 führt (s. 6.2.1.3). So ließ sich die Zytokinproduktion nach Transduktion von 
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ITK-SYK in Jurkat-Zellen durch Hemmung von NFAT via Calcineurin und NFκB via IKK 

komplett unterdrücken (s. 6.3.2). Gleiches konnte auch für die Stress-induzierte MAP-

Kinase p38 gezeigt werden, deren Phosphorylierung mit PhosflowTM 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 PhosflowTM dargestellt werden 

(s. 6.3.1.1). Hierzu ergänzend konnte der Nachweis einer Phosphorylierung von Erk1/2 

Kinase von Rigby et al. nach Expression von ITK-SYK in 293T-Zellen erbracht 

werden [136].  

Für eine effiziente Aktivierung von T-Lymphozyten bedarf es neben der Ligation des 

TZRs auch kostimulatorischer Moleküle wie CD28 [2]. Dieser Rezeptor rekrutiert nach 

Ligation die PI3K, welche durch Generierung von PIP3 eine Bindungsstelle für weitere 

Effektormoleküle schafft [2, 151]. Zu diesen gehört Proteinkinase B (Akt). Dieses 

Protein phosphoryliert multiple Zielstrukturen, was zu Zellüberleben, Proliferation und 

gesteigertem Zellmetabolismus führt [18]. Ein wichtiger Positivregulator der 

katalytischen Aktivität von Akt stellt hierbei die Serin/Threonin-Kinase mTORC2 dar, 

die Akt an Ser473 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 mTORC1 

sowie PI3K deren Beteiligung an den Signalwegen von ITK-SYK belegt werden 

(s. 6.3.2). Darüber hinaus wurde die aktivierende Phosphorylierung an Ser473 von Akt 

mittels PhosflowTM nachgewiesen (s. 6.3.1.1). 

Neben den erwähnten Signalmolekülen konnten mit PKC (via AEB071), p65 (via 

Helenalin) und MALT1 (via z-VRPR-fmk) weitere potentiell therapeutische 

Zielstrukturen innerhalb der Signaltransduktion von ITK-SYK identifiziert werden. Eine 

vollständige Suppression der IL-2-Sekretion nach Expression des Fusionsproteins in 

Jurkat-Zellen gelang hier jedoch nur mit AEB071, dessen molekulares Ziel relativ 

proximal zu ITK-SYK liegt.  

ITK-SYK vermag offensichtlich ligandenunabhängig 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 antikörperstimulierten Jurkat-Zellen (s. 6.3.1). 

Zusätzlich 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 unabhängige Phosphorylierung von STAT5 (s. 6.3.1.1), was bei den mit 

Antikörpern 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 ausführlich unter 7.3.6 diskutiert. 

Eine entsprechende Aussage über den proteasomalen Abbau intrazellulärer 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 hämatopoetischen Zellen zwei Phasen [165]: Nach Entstehung durch Translokation 

steuern FTKs zunächst mitogene Signalwege an, die u.a. zur Phosphorylierung von 

MAPK und STAT führen. Die gesteigerte Proliferationsrate erhöht die Wahr-

scheinlichkeit für 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 

NFκB umfassen und zu Zellüberleben führen. Dies leistet weiterer genomischer 

Instabilität Vorschub. Die Akkumulation von Mutationen, die zu zusätzlichem 

Proliferations- und Überlebensvorteil führen, scheint eine wichtige Konsequenz der 

FTK-induzierten Mitogenese in der frühen Phase der Transformation zu sein. 

Die späte Phase der Transformation gemäß Turner et al. beschreibt den Zustand der 

Aufrechterhaltung einer malignen Zellpopulation. Hierbei gibt es Hinweise, dass sich 

die dysfunktionellen Signalwege zu diesem Zeitpunkt vom präneoplastischen Stadium 

unterscheiden [165]. Ein Grund hierfür könnten die zusätzlichen Mutationen sein. Für 

die meisten FTKs (wie BCR-ABL oder NPM-ALK) scheinen die initial aktivierten 

Signalwege auch für die Aufrechterhaltung essenziell zu sein. In diesem 

Zusammenhang sprechen die Autoren von der „oncogene addiction“ (engl. 

„Abhängigkeit vom Onkogen“). 

Turner et al. vermuten, dass alle FTKs dieselben zellulären Dysfunktionen hin zur 

Transformation induzieren (deregulierte Proliferation, genomische Instabilität, 

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]. Für einzelne FTKs konnte aber eine differenzielle Beteiligung 

distinkter Signalwege an der Transformation gezeigt werden [85, 103]. Zusätzlich 

scheinen klinische Unterschiede zwischen einzelnen FTKs durch Quantität und 

Zeitpunkt derer Expression in einer bestimmten Zelllinie zu entstehen [165]. 

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

Signaltransduktion des Fusionsproteins im Rahmen der Lymphomentstehung. 

 
 

Abb. 17 Modell der Signaltransduktion von ITK-SYK im Rahmen der  
  Lymphomentstehung 
  Für Einzelheiten siehe folgenden Text. Abbildung modifiziert nach [165] 
 
 

7.3.5.1 Replikativer Stress durch ITK-SYK 

Die Fusionstyrosinkinase ITK-SYK vermag konstitutiv die Signalwege der 

physiologischen TZR-Stimulation ligandenunabhängig anzuschalten (s. 7.3). Dies führt 

zur Aktivierung der T-Zelle mit gesteigerter Proliferation und verminderter 

Apoptoseneigung [46, 123]. Gemäß Turner et al. könnte dies die kritische Voraus-
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setzung zur Transformation und Akkumulation weiterer Mutationen darstellen. Einen 

Anhalt hierfür 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 auszuschließen ist jedoch, dass weitere durch ITK-SYK aktivierte Signalwege 

zum „replikativen Stress“ beitragen. Als einen ersten Hinweis hierauf kann die 

zytokinunabhängige Phosphorylierung von STAT5 gewertet werden. Ebenso könnte 

die autokrine Stimulation des sezernierten IL-2 einen wichtigen Beitrag leisten. Dies 

konnte für die Krankheitsentität „Adulte T-Zell Leukämie / Lymphom“ (ATLL) gezeigt 

werden [51, 173]. 

Weitere Untersuchungen sollten dementsprechend den Beitrag einzelner Signalwege 

für die Initiation des Lymphoms analysieren. Die Mausmodelle von Pechloff et al.  mit 

Expansion maligner, ITK-SYK exprimierender T-Zellen [123] stellen hierfür ein 

wertvolles Werkzeug dar (s. 7.3.6). 

7.3.5.2 Die Abhängigkeit des Lymphoms von ITK-SYK 

Wie von Turner et al. beschrieben, könnten zusätzliche Mutationen zu einer Alteration 

der dysfunktionellen Signalwege im etablierten Lymphom führen [165]. Es stellt sich 

hierbei die Frage, ob die initial durch ITK-SYK aktivierten Signalwege auch für die 

Aufrechterhaltung der malignen Erkrankung im Sinne einer „Abhängigkeit vom 

Onkogen“ notwendig sind. Diese Fragestellung hat insbesondere für therapeutische 

Ansätze eine fundamentale Bedeutung [165]. Weitere Untersuchungen sollten 

entsprechend den Beitrag einzelner Signalwege für 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;q22) auf Aktivierung der 

SYK-assoziierten Zielstrukturen p38, Erk1/2 sowie NFκB [157]. Der fehlende Nachweis 

einer Aktivierung dieser Strukturen könnte als erster Hinweis gedeutet werden, dass 

andere Signalwege im etablierten Lymphom eine Rolle spielen. Zwei weitere Unter-

suchungen könnten auf eine fehlende Abhängigkeit unselektierter uPTZL von NFκB 

deuten: Agostinelli et al. fanden eine globale Herunterregulation von NFκB-abhängiger 

Genen [5]. Martinez-Delgado et al. konnten zeigen, dass eine reduzierte Expression 

NFκB-abhängiger Gene sogar zu einer schlechteren Prognose führt [105]. 
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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 ändert [80]. 

Die durch ITK-SYK hervorgerufene Aktivierung der T-Zelle (s.o.) könnte entsprechend 

einen wichtigen Beitrag zu einer gesteigerten Expression des Fusionsproteins 

darstellen. Die Folge ist eine Überexpression von ITK-SYK mit seiner konstitutiv 

aktiven PTK-Domäne. Interessanterweise wurde konstitutiv aktives SYK ohne 

t(5;9)(q33;q22) in über 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 könnten die Ergebnisse aus Studien mit ITK-SYK auch 

auf uPTZL mit Überexpression von SYK ohne t(5;9)(q33;q22) übertragen werden. 

Bemerkenswert ist auch, dass die Überexpression von aktivem SYK mit einer Reihe 

weiterer Malignome assoziiert ist: Mantelzelllymphom [138], akute myeloische 

Leukämie [74] und chronisch lymphatische Leukämie [24]. Die Inhibition der Kinase 

stellt also nicht nur für PTZL einen interessanten Ansatz dar [178]. In einer ersten 

klinischen Studie konnte durch Einsatz eines oralen SYK-Inhibitors (Fostamatinib) ein 

verlängertes Überleben 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 für einige 

PTZL [83] sowie weitere Lymphomentitäten beschrieben [42, 93]. Ergänzend hierzu 

bietet die vorliegende Arbeit einen Hinweis, dass konstitutive Aktivierung von 

Signalwegen des AgR auch direkt die Lymphomentstehung induzieren kann [123]. 

Dies könnte aufgrund der Tatsache, dass uPTZL überwiegend aktivierten T-Zellen 

ähneln, 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 für zielgerichtete 

Therapiestrategien identifiziert werden. In weiterführenden 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 könnte die entsprechende 

Fragestellung angegangen werden [36]. Das Fernziel der Untersuchungen wäre die 
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Identifikation mehrerer aussichtsreicher Inhibitoren für klinische Studien [182]. Diese 

könnten helfen, dringend benötigte Therapiestrategien für uPTZL zu entwickeln. 

Schließlich 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 für uPTZL eine regelhafte Überexpression sowie 

Phosphorylierung von PDGFRα [127]. Die Tatsache, dass eine Inhibition dieser Kinase 

mit Imatinib zu Apoptose der uPTZL-Zellen führt, weist auf eine Abhängigkeit der 

untersuchten Lymphome von PDGFRα 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 Schlüsselrolle bei der SYK-induzierten Trans-

formation von B-Lymphozyten zusprechen [179]. 



 Zusammenfassung  90 

  

  

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 

zusammenhängt. Im Jahr 2006 wurde mit ITK-SYK in einer Subgruppe von uPTZL eine 

rekurrente Fusionstyrosinkinase identifiziert. Anhand dieser Mutation ergab sich die 

Möglichkeit, molekulare Zusammenhänge der Pathogenese zu beleuchten. 

Zunächst 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. Anschließend wurden 

die zellulären 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 ergänzende 

Methoden wie die Analyse intrazellulärer Phosphorylierung von Signalmolekülen oder 

deren pharmakologische Inhibition. 

Es konnte gezeigt werden, dass ITK-SYK in beiden Mausmodellen von Pechloff et al. zu 

einer klonalen lymphoproliferativen Erkrankung führt. In der Zusammenschau mit Klinik, 

Immunhistologie sowie Immunphänotypisierung konnte diese als peripheres T-Zell-

Lymphom klassifiziert werden, welches der humanen Erkrankung ähnelt. 

In den anschließenden 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 ligandenunabhängig die Signalwege des TZRs 

und seines Korezeptors CD28. Darüber hinaus ließ sich mit der Phosphorylierung von 

STAT5 der Hinweis auf Beteiligung eines zytokinspezifischen Signalweges objektivieren. 

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten so mehrere potentielle Strukturen für 

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 weiterführenden Studien sollen die potentiellen therapeutischen Zielstrukturen mithilfe 

der Mausmodelle von Pechloff et al. verifiziert werden. Das Fernziel der Untersuchungen 

wäre die Identifikation mehrerer aussichtsreicher Inhibitoren für klinische Studien. Diese 

könnten helfen, dringend benötigte Therapiestrategien für uPTZL zu entwickeln. 
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