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1 Einleitung 

1.1 Rolle der T-Lymphozyten im Immunsystem 
Das Immunsystem umfasst angeborene und erworbene (adaptive) 

Abwehrmechanismen. Im Zentrum der erworbenen Immunabwehr steht das 

lymphatische System, dessen Hauptakteure die Lymphozyten sind. Die Lymphozyten 

unterteilen sich in B- und T-Lymphozyten sowie NK (Natürliche Killer) Zellen, wobei 

die letztere Gruppe funktionell zur angeborenen Immunabwehr zählt. Alle drei 

Zelltypen gehen aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks hervor. Bevor B- 

und T-Lymphozyten ihre Abwehrfunktion aufnehmen, durchlaufen sie als 

Vorläuferzellen mehrere Reifungsprozesse in unterschiedlichen primären 

lymphatischen Organen. Während die Reifung der B-Lymphozyten im Knochenmark 

stattfindet, durchlaufen die T-Lymphozyten im Thymus unterschiedliche Reifestadien, 

welche im Wesentlichen in der Ausbildung und Differenzierung des T-Zell-Rezeptors 

(TZR) sowie der Expression von Ko-Rezeptoren bestehen. Der TZR besteht entweder 

aus einer a- und einer b-Kette oder aus einer g- und einer d-Kette. Hierbei machen die 

sogenannten ab-T-Lymphozyten etwa 90 % der T-Zellpopulation aus. Während der T-

Zellreifung findet ein zufälliges Rearrangement der TZR-Gene (VDJ-Rekombination 

oder somatische Rekombination) statt, sodass eine hohe Diversität an 

Antigenspezifitäten erzielt wird. Nach unterschiedlichen Prüfungsmechanismen 

werden die T-Lymphozyten, die einen spezifischen Antigen-erkennenden, aber 

körpereigene Peptide tolerierenden TZR exprimieren, positiv selektiert. T-

Lymphozyten, die auf körpereigene Peptide reagieren, erhalten hingegen Signale, die 

zum Zelltod führen (negative Selektion). Nachdem die T-Lymphozyten herangereift 

sind, verlassen sie den Thymus und zirkulieren zwischen dem Blutstrom und den 

peripheren lymphatischen Organen. Treffen naive T-Zellen auf ihr spezifisches 

Antigen, das prozessiert und im Kontext mit Major Histocompatibility Complex (MHC)-

Molekülen auf Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) präsentiert wird, werden sie 

aktiviert, klonal expandiert und unter dem Einfluss von Zytokinen zu T-Effektorzellen 

differenziert. Während ihrer Proliferation und Reifung zu T-Effektorzellen durchlaufen 

die T-Lymphozyten eine Reihe unterschiedlicher Schritte, zu denen auch die 

Expression der Cluster of Differentiation 4 und 8 (CD4/CD8) zählt. Zu Beginn 

exprimieren die Thymozyten weder CD4 noch CD8 und werden daher auch als 
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doppelt-negative Thymozyten bezeichnet. Zu dieser Population gehören auch 

Vorläuferzellen, die sich zum einen zu den weniger häufigen T-Zellen mit einem γ/δ-

TZR entwickeln können, welche selbst im reifen Zustand kein CD4 und nur in wenigen 

Fällen CD8 exprimieren. Zum anderen können sich die Vorläuferzellen zu den 

überwiegend vorkommenden T-Zellen mit einem α/β-TZR entwickeln, welche zunächst 

sowohl CD4 als auch CD8 exprimieren (große doppelt-positive Thymozyten). Im 

weiteren Verlauf teilen sich die großen doppelt-positiven Thymozyten in kleine doppelt-

positive Thymozyten, die anfänglich nur wenige TZR exprimieren. Während die 

Meisten der kleinen doppelt-positiven Thymozyten durch negative Selektion eliminiert 

werden, werden nur etwa 2 % der kleinen doppelt-positiven Thymozytenpopulation 

positiv selektiert, sodass sie weiter heranreifen, verstärkt den TZR exprimieren und 

sich zu einfach positiven CD4- oder CD8-T-Zellen entwickeln können (Murphy 2018). 

Die ab-T-Lymphozyten, die CD8 exprimieren, erkennen prozessierte Antigene im 

MHC 1-Kontext und differenzieren zu zytotoxischen Effektorzellen. CD8+ ab-T-Zellen 

können nach Aktivierung zytotoxische Substanzen wie Perforin und Granzyme 

sezernieren oder den Fas-Liganden auf ihrer Zelloberfläche exprimieren und so 

Apoptose in entarteten oder Virus-infizierten Zellen induzieren. CD4+ ab-T-

Lymphozyten erkennen spezifisch Antigenfragmente, die von MHC 2-Molekülen 

präsentiert werden, und können sich zu verschiedenen Subpopulationen von T-Helfer-

Zellen oder regulatorischen Zellen (TH1, TH2, TH17 und Treg) entwickeln. TH1-Zellen 

sezernieren Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon-g (INFg) oder Tumor Necrosis 

Factor a (TNFa). Auf diese Weise stimulieren sie Makrophagen zur Phagozytose und 

unterstützen so die antigenspezifische Immunantwort. Aktivierte TH2-Zellen 

sezernieren Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und vermitteln die Differenzierung 

von B-Lymphozyten zu Immunglobulin-produzierenden B-Effektorzellen 

(Plasmazellen). Sie unterstützen so die humorale Immunantwort. TH17-Zellen 

produzieren Zytokine wie beispielsweise IL-17 und IL-22 und sind funktionell in der 

frühen Abwehrphase gegen eindringende Pathogene an epithelialen Grenzflächen 

beteiligt. Die regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) setzen anti-inflammatorische 

Zytokine wie IL-10 oder den Transforming Growth Factor b (TGF-b) frei und sind 

maßgeblich an der Regulierung und Verhinderung überschießender oder 

autoimmuner Abwehrreaktionen beteiligt (Böcker 2008, Ganten und Ruckpaul 2013). 
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1.1.1 Neoplasien der T-Lymphozyten 
Maligne Neoplasien sind in Deutschland mit etwa 25 % aller Todesfälle die 

zweithäufigste Todesursache nach den Krankheiten des Herz-Kreislauf-Systems. Die 

Neoplasien des lymphatischen und blutbildenden Systems repräsentieren hierbei die 

fünfthäufigste Todesursache im Bereich der Tumorerkrankungen („Statistisches 

Bundesamt Deutschland - GENESIS-Online“ 2021). Zu den Hauptvertretern der 

hämatoonkologischen Neoplasien zählen Leukämie- und Lymphom-Erkrankungen. 

Die Bezeichnung „Leukämie“ (weißes Blut) geht auf die charakteristische 

Verbreiterung der Leukozytenmanschette (buffy coat) nach der Zentrifugation von 

Blutproben und Anreicherung der Lymphozyten zurück. Im Rahmen der Leukämie 

findet eine unkontrollierte und übermäßige Bildung von Leukozyten statt. Die 

entarteten Leukozyten breiten sich dabei im Knochenmark aus, verdrängen dort 

andere Zellpopulationen, die der Blutbildung dienen, und treten vermehrt im 

peripheren Blut auf. Hierdurch können sie sich mit dem Blutstrom im gesamten 

Organismus verbreiten. Aus diesem Grund wird für diese Erkrankungen häufig die 

Bezeichnung „Blutkrebs“ verwendet. Leukämien werden je nach ihrem Verlauf und 

Zelltyp in die akute oder chronisch myeloische Leukämie (AML/CML) und in die akute 

oder chronische lymphatische Leukämie (ALL/CLL) unterschieden. Lymphome sind 

eine heterogene Gruppe lymphatischer Neoplasien und gehen aus Lymphknoten oder 

extranodalem lymphatischen Gewebe hervor. Im Frühstadium sind die Lymphome 

meist lokal begrenzt und gehen in den fortgeschrittenen Stadien in eine 

Systemerkrankung über, die sich auch in extralymphatischen Geweben manifestieren 

kann. Aufgrund ihrer primären Manifestation werden Lymphome auch als 

„Lymphdrüsenkrebs“ bezeichnet. Die Lymphome lassen sich zunächst in die Hodgkin-

Lymphome (Morbus Hodgkin, Lymphogranulomatose) und die Non-Hodgkin-

Lymphome (NHL) einteilen. Die Hodgkin-Lymphome leiten sich in der Regel von 

entarteten B-Lymphozyten ab und zeigen bei der histologischen Untersuchung 

mehrkernige Sternberg-Reed-Zellen, die durch eine Fusion von mehreren einkernigen 

Hodgkin-Zellen entstanden sind. Die Non-Hodgkin-Lymphome können von B- (90 %) 

oder T-Lymphozyten (10 %) ausgehen. Je nach klinischen, morphologischen, 

immunphänotypischen und molekularen Eigenschaften können Non-Hodgkin-

Lymphome in indolente NHL (70 %) und in aggressive NHL (30 %) oder anhand der 

World Health Organization (WHO)-Kriterien klassifiziert werden. Hierbei unterscheidet 

die WHO-Klassifikation vorrangig zwischen Lymphomen der Vorläuferzellen von B- 
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und T-Zellen sowie Lymphomen der reifen B- und T-Zellen, wobei die letzteren mit den 

Neoplasien der NK-Zellen zunächst in einer übergeordneten Gruppe zusammen 

betrachtet werden (Campo et al. 2011, Swerdlow et al. 2016; Tabelle 1). Die 

Lymphome und Leukämien der T-Zell-Reihe zeigen im Vergleich zu den malignen B-

Zell-Neoplasien mit wenigen Ausnahmen einen deutlich aggressiveren Verlauf mit 

Infiltration verschiedenster Gewebe und eine niedrige Ansprechrate auf eine 

konventionelle Therapie (Gisselbrecht et al. 1998, Pan et al. 2009, Jones 2010, Bajor-

Dattilo et al. 2013, Ma und Abdul-Hay 2017). Die Neoplasien der T-Zell-Reihe leiten 

sich von T-lymphoiden Zellen unterschiedlicher Differenzierungsgrade ab und weisen 

dadurch eine sehr hohe Heterogenität auf (Coico und Sunshine 2015). Die Einteilung 

und Unterscheidung der T-Zell-Neoplasien finden sich in diversen Klassifikationen 

wieder. Die „Proposed Classification“ der WHO basiert auf der „Revised European-

American Classification of Lymphoid Neoplasms“ (R.E.A.L.) unter Berücksichtigung 

einer Kombination verschiedener Kriterien wie beispielsweise der Zellmorphologie, 

des Immunphänotyps, der genetischen Faktoren und der klinischen Krankheitsbilder, 

und unterscheidet im Allgemeinen die Gruppen der unreifen (lymphoblastischen) von 

den reifen (peripheren) T-Zell-Neoplasien (Jaffe et al. 1997, Jiang et al. 2017). 

Während die lymphoblastischen T-Zell-Neoplasien den T-Zell-Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark und dem Thymus entstammen, leiten sich die peripheren T-Zell-

Neoplasien von den reifen T-Lymphozyten ab. Zu den weltweit häufigsten Vertretern 

der T-Zell-Lymphome und -Leukämien zählen die unspezifizierten peripheren T-Zell-

Lymphome (PTCL-NOS; ca. 26 %), die angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphome 

(AITL; ca. 18 %), die anaplastischen großzelligen Lymphome (ALCL; ca. 12 %) und 

die adulten T-Zell-Leukämien/Lymphome (ATLL; ca. 10 %) (Vose et al. 2008). 
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Tab. 1: WHO-Klassifikation der T-Zell-Neoplasien  
(Modifiziert nach Swerdlow et al. 2008, 2017). 
 

WHO-Klassifikation der unreifen T-Zell-Neoplasien  

Vorläufer-T-lymphoblastisches Lymphom/Leukämie 

 

WHO-Klassifikation der reifen T-Zell- und NK-Zell-Neoplasien  

Nodal 

• angioimmunoblastisches T-Zell Lymphom 

• peripheres T-Zell Lymphom mit TFH-Phänotyp 

• peripheres T-Zell Lymphom, nicht weiter spezifizierbar 

• anaplastisches großzelliges T-/NK-Zell-Lymphom, ALK-positiv 

• anaplastisches großzelliges T-/NK-Zell-Lymphom, ALK-negativ 

Extranodal 

• extranodales NK-/T-Zell Lymphom, nasaler Typ 

• subkutanes T-Zell-Lymphom vom Pannikulitis-Typ 

• Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom 

• hepatosplenisches T-Zell Lymphom 

Leukämisch 

• T-Zell Prolymphozyten-Leukämie 

• T-Zell-Leukämie großer granulierter Lymphozyten 

• chronische lymphoproliferative Erkrankung der NK-Zellen 

• aggressive NK-Zell-Leukämie 

• adulte(s) T-Zell-Leukämie/Lymphom 

Kutan 

• Mycosis fungoides 

• Sézary-Syndrom 

• primär kutanes anaplastisches großzelliges Lymphom 

• lymphomatoide Papulose 

• primäres kutanes γ/δ-T-Zell-Lymphom 

• primäres kutanes CD8-positives aggressives epidermotropes zytotoxisches 

T-Zell-Lymphom 

• primär kutanes CD4-positives klein- bis mittelgroßzelliges T-Zell-Lymphom 
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1.2 Chemokine und ihre Rezeptoren 

1.2.1 Klassifizierung der Chemokine  
Als Signalmoleküle stellen Chemokine eine komplexe Gruppe chemotaktisch 

wirksamer Zytokine dar. Sie sind an einer Vielzahl von physiologischen und 

pathologischen Prozessen beteiligt. Chemokine regulieren neben der Zellmigration 

und Rekrutierung von Immunzellen die Proliferation und das Überleben einer Zelle und 

beeinflussen so maßgeblich biologische Prozesse des Immunsystems (Hughes und 

Nibbs 2018). Bisher sind etwa 50 humane Chemokine beschrieben (Tabelle 2), die bis 

auf wenige Ausnahmen 70 bis 130 Aminosäuren umfassen und ein Molekulargewicht 

von 8 bis 12 kDa aufweisen. Trotz einer Sequenzhomologie zwischen 20 % und 90 % 

besitzen alle Chemokine eine auffallend ähnliche Tertiärstruktur mit einer variablen N-

terminalen Schleife, drei anti-parallel ausgerichteten β-Faltblättern und einer α-Helix 

am C-Terminus (Clore und Gronenborn 1995, Miller und Mayo 2017). Am N-Terminus 

liegt ein charakteristisches konserviertes Cysteinmuster vor. Hierbei bilden die N-

terminalen Cysteinreste jeweils eine Disulfidbrücke zu den Cysteinresten in den 

Schleifen aus, die das erste und das zweite Faltblatt bzw. das dritte Faltblatt und die 

α-Helix verbinden (Abbildung 1). Entsprechend der Anordnung und Ausbildung von 

Disulfidbrücken zwischen dem ersten und dritten sowie dem zweiten und vierten 

Cysteinrest können Chemokine strukturell in vier unterschiedliche Klassen (CXC oder 

a, CC oder b, C oder g und CX3C oder d) eingeteilt werden. Während die ersten beiden 

N-terminalen Cysteine bei den CC-Chemokinen in direkter Nachbarschaft stehen, 

werden sie bei den CXC- bzw. CX3C-Chemokinen durch eine bzw. drei variable 

Aminosäuren (X) voneinander getrennt. Vertreter der C-Chemokine tragen lediglich 

ein Cystein am N-Terminus (Zlotnik und Yoshie 2000). 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Chemokinfamilien.  
Chemokine besitzen eine variable N-terminale Schleife, darauffolgend drei anti-pararell ausgerichtete 
β-Faltblätter und eine α-Helix vor dem C-terminalen Ende. Chemokine der δ-Familie weisen zudem am 
N-Terminus einen hydrophoben Mucin-ähnlichen Anteil auf, welcher die Zellmembran durchspannt. 
(Modifiziert nach Miller und Mayo 2017.)   
 

Neben der strukturellen Klassifizierung können Chemokine auch anhand ihrer 

Funktion und ihres Expressionsprofils in homöostatische und inflammatorische 

Chemokine unterteilt werden. Die homöostatischen Chemokine werden in den 

primären und sekundären lymphatischen Geweben konstitutiv sezerniert. Sie 

regulieren die zielgerichtete Migration von B- und T-Lymphozyten sowie weiterer 

Immunzellen im Rahmen der physiologischen Zellreifung und Differenzierung. Die 

inflammatorischen Chemokine werden bei Entzündungsprozessen unter Einwirkung 

von Wachstumsfaktoren und proinflammatorischen Stimuli lokal sezerniert. Sie 

rekrutieren spezifische Leukozyten-Subpopulationen und unterstützen auf diesem 

Weg die gezielte Immunreaktion an den Entzündungsorten (Bachelerie et al. 2014, 

Chen et al. 2018). 
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Tab. 2: Bekannte Chemokine und korrespondierende Chemokinrezeptoren  
(nach Zlotnik und Yoshie 2000). 
 
Chemokin Synonym Rezeptor 

CXCL (a-Chemokine) 
CXCL1 Gro-α, GRO1, NAP-3 CXCR2 

CXCL2 Gro-β, GRO2, MIP-2α CXCR2 

CXCL3 Gro-γ, GRO3, MIP-2β CXCR2 

CXCL4 PF-4 CXCR3 

CXCL5 ENA-78 CXCR1, CXCR2 

CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 

CXCL7 NAP-2, CTAPIII, β-Ta, PEP CXCR2 

CXCL8 IL-8, NAP-1, MDNCF, GCP-1 CXCR1, CXCR2 

CXCL9 MIG, CRG-10 CXCR3 

CXCL10 IP-10, CRG-2 CXCR3 

CXCL11 I-TAC, β-R1, IP-9 CXCR3 

CXCL12 SDF-1, PBSF CXCR4 

CXCL13 BCA-1, BLC CXCR3, CXCR5 

CXCL14 BRAK, bolekine unbekannt 

CXCL15 Lungkine, WECHE unbekannt 

CXCL16 SRPSOX CXCR6 

CXCL17 DMC, VCC-1 unbekannt 

 

CCL (b-Chemokine) 
CCL1 I-309, TCA-3 CCR8 

CCL2 MCP-1 CCR2, CCR5 

CCL3 MIP-1a CCR1, CCR4, CCR5 

CCL4 MIP-1b CCR1, CCR3, CCR5, CCR8 

CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, 

CCL6 C10, MRP-2 CCR1, CCR3 

CCL7 MARC, MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3 

CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 

CCL9/10 MCP-2, CCF18, MIP-g CCR1, CCR3 

CCL11 Eotaxin CCR3, CCR5 
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CCL (b-Chemokine) 
CCL12 MCP-5 CCR2 

CCL13 MCP-4, NCC-1, Ckb10 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 

CCL14 HCC-1, MCIF, Ckb1, NCC-2, CCL CCR1, CCR5 

CCL15 Leukotactin-1, MIP-5, HCC-2, NCC-3 CCR1, CCR3 

CCL16 LEC, NCC-4, LMC, Ckb12 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, 

CCR8 

CCL17 TARC, dendrokine, ABCD-2 CCR4, CCR8 

CCL18 PARC, DC-CK1, AMAC-1, Ckb7, 

MIP-4 

CCR8 

CCL19 ELC, Exodus-3, Ckb11 CCR7 

CCL20 LARC, Exodus-1, Ckb4 CCR6 

CCL21 SLC, 6Ckine, Exodus-2, Ckb9,  

TCA-4 

CCR7 

CCL22 MDC, DC/b-CK CCR4 

CCL23 MPIF-1, Ckb8, MIP-3, MPIF-1 CCR1 

CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2, Ckb6 CCR3 

CCL25 TECK, Ckb15 CCR9 

CCL26 Eotaxin-3, MIP-4a, IMAC, TSC-1 CCR3 

CCL27 CTACK, ILC, Eskine, PESKY, 

Skinkine 

CCR10 

CCL28 MEC CCR3, CCR10 

 

XCL (g-Chemokine) 
XCL1 Lymphotactin-α, SCM-1α, ATAC, 

SCYC1 

CXCR1 

XCL2 Lymphotactin β, SCM-1β, SCYC2 CXCR1 

 

CX3CL (d-Chemokine)  

CX3CL1 Fractalkine, Neurotactin, ABCD-3 CX3CR1 
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1.2.2 Chemokinrezeptoren 
Chemokine vermitteln ihre Wirkung über die Bindung an spezifische 

Oberflächenrezeptoren. Aktuell sind mehr als 20 humane Chemokinrezeptoren 

bekannt, die ebenfalls entsprechend ihrer Liganden-Struktur in vier Klassen eingeteilt 

werden: CXCR, CCR, XCR und CX3CR. Mit einer Länge von 340 bis 370 Aminosäuren 

beträgt das Molekulargewicht der Chemokinrezeptoren etwa 40 kDa. Als G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren besitzen sie sieben a-helikale Transmembrandomänen, die 

durch drei extrazelluläre und drei intrazelluläre Schleifen miteinander verbunden sind 

(Abbildung 2). Zusammen mit den extrazellulären Schleifen bildet das N-terminale 

Ende die Liganden-Bindungstasche. An dem intrazellulär liegenden C-Terminus 

befinden sich Serin- und Threoninreste. Diese vermitteln mit den intrazellulären 

Schleifen die Interaktion mit G-Proteinen und anderen an der Signaltransduktion 

beteiligten Molekülen (Murphy et al. 2000, Allen et al. 2007).  

 

  
Abb. 2: Schematische Darstellung eines Chemokinrezeptors.  
Chemokinrezeptoren bestehen aus sieben Transmembranbereichen und je drei intrazellulären sowie 
extrazellulären Schleifen (Modifiziert nach Murphy et al. 2000, Arimont et al. 2017.) 
 

1.3 Chemokinrezeptor-System SDF1a/CXCR4 
Der Rezeptor CXCR4 wurde insbesondere durch seine Rolle als Ko-Rezeptor auf T-

Zellen für den Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) bekannt und ist ein G-Protein 

gekoppelter Rezeptor mit sieben a-helikalen Transmembrandomänen. Er bindet 

selektiv das Chemokin SDF1a (stromal cell derived factor 1 a; CXCL12) und ist sowohl 

an physiologischen als auch pathologischen Prozessen der kardiovaskulären 

N 

C 

Zellmembran 

Chemokin 
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Organogenese, Hämatopoese, der Immunantwort und der Progression von 

Neoplasien beteiligt. Mutationen des CXCR4-Rezeptors oder Abweichungen der 

SDF1a/CXR4-vermittelten Signalkaskade können daher in schweren Fehlbildungen 

oder Funktionsstörungen resultieren. So versterben Knockout-Mäuse, denen CXCR4 

oder SDF1a fehlen, aufgrund von schweren Organschäden bereits während der 

pränatalen Entwicklung. Malignome der Brust, Lunge, Niere und Prostata sowie des 

Ovars zeigen oft eine CXCR4-Überexpression, während die korrespondierenden nicht-

neoplastischen Gewebe den Chemokinrezeptor nur gering oder gar nicht exprimieren. 

Bisher konnte in mehr als 23 verschiedenen Tumorentitäten des Menschen eine 

erhöhte Expression von CXCR4 nachgewiesen werden (Furusato et al. 2010, 

Nagasawa 2014, Kawaguchi et al. 2019a).  

Nach Aktivierung und Homodimerisierung des Rezeptors führt die SDF1a/CXCR4-

induzierte Signaltransduktion einerseits zu einer G-Protein-unabhängigen 

Signalkaskade über den JAK-STAT-Signalweg, welche durch die Rekrutierung 

verschiedener Enzyme und Substrate einen enormen Einfluss auf die Regulierung der 

Zellpolarität und der Zellmorphologie hat. Andererseits löst die CXCR4-Aktivierung 

über das gekoppelte G-Protein eine komplexe Signalkette mit mehreren nacheinander 

geschalteten Ebenen aus (Abbildung 3). Das heterotrimere G-Protein wird infolge der 

Ligand-Rezeptor-Interaktion durch den Austausch von GDP gegen GTP aktiviert und 

dissoziiert in eine GTP-bindende ai- und eine bg-Untereinheit. Hierbei aktiviert die bg-

Untereinheit Enzyme wie beispielsweise die Phospholipase C-b (PLC-b) und die 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Die aktivierte PLC spaltet Phosphatidylinositol 

(4,5)-bisphosphat (PIP2) in Inositol (1,4,5)-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol 

(DAG). Das IP3 bewirkt durch die Bindung an den entsprechenden Rezeptor im 

endoplasmatischen Retikulum eine Freisetzung von Kalzium-Ionen aus den 

intrazellulären Speichern. Das zytosolische Kalzium beeinflusst wiederum als 

sekundärer Botenstoff direkt oder indirekt über die Bindung unterschiedlicher 

Effektormoleküle wie beispielsweise Calmodulin, Calcineurin, Proteinkinase C und 

Troponin C die Aktivität von Transportproteinen und Enzymen und die Transkription 

spezifischer Gene. So reguliert eine Steigerung des zytosolischen Kalziums die 

Ausschüttung von Neurotransmittern und Hormonen, die Zellproliferation und 

Apoptose sowie weitere zelluläre Prozesse wie z. B. Änderungen des Zytoskeletts und 

des Zellstoffwechsels (Cojoc et al. 2013, Heinrich et al. 2014). Über Kalzium-Ionen und 

DAG erfolgt zudem die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), welche wiederum die 
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Phosphorylierung des IκBα-Kinase-Komplexes (IKK) induziert. Der IKK aktiviert 

seinerseits die IκB-Proteine und bewirkt so deren Ubiquitinylierung und proteasomalen 

Abbau. Dadurch werden NF-κB-Moleküle von ihren Inhibitoren freigesetzt und 

translozieren in den Zellkern. Durch Bindung an regulatorische Abschnitte der DNA 

können sie die Transkription verschiedener Gene induzieren. Des Weiteren interagiert 

die aktivierte PKC mit unterschiedlichen Proteinen des fokalen 

Zelladhäsionskomplexes wie z. B. FAK (focal adhesion kinase) und PYK2 (proline-rich 

tyrosine kinase 2). Diese Kinasen rekrutieren und phosphorylieren im Anschluss 

wiederum eine Vielzahl von Substraten wie z. B. p130Cas, Crk, Nck und Paxillin, 

welche die Zelladhäsion koordinieren und das Zytoskelett regulieren. Die aktivierte 

PI3K phosphoryliert und aktiviert weitere Proteine wie z. B. ltk und AKT, welche 

ihrerseits Signalkaskaden auslösen, die eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts 

induzieren. AKT fördert zudem Proliferation und Zellüberleben, indem das pro-

apoptotische Protein Bad (Bcl-2-Antagonist of Cell Death) inaktiviert und Beta-Catenin 

als Koaktivator der Transkription stabilisiert wird. Die dissoziierte ai-Untereinheit des 

G-Proteins bewirkt durch die Inhibition der Adenylatzyklase eine Verminderung des 

intrazellulären zyklischen Adenosin-3',5'-monophosphat (cAMP)-Spiegels und aktiviert 

Tyrosinkinasen der Src-Familie wie z. B. Lck, Lyn oder Fyn. Die Src-Kinasen 

rekrutieren und phosphorylieren wiederum weitere Proteine. Hierzu zählen ltk 

(leukocyte receptor tyrosine kinase), FAK, PYK2, ELMO-1 (engulfment and cell motility 

protein 1) und Shc. Während ltk, FAK, PYK2 und ELMO1 an der Zytoskelett-

Umstrukturierung beteiligt sind, führt die Phosphorylierung von Shc zur Rekrutierung 

des Grb2/SOS-Protein-Komplexes und der Aktivierung der Ras-MAPK-vermittelten 

Signalkaskade. Diese Kaskade beeinflusst wiederum viele biologische Prozesse wie 

beispielsweise das Überleben, die Proliferation und die Migration der Zelle in 

Abhängigkeit der entsprechenden chemotaktischen Stimuli (Teicher und Fricker 2010, 

Cojoc et al. 2013, Xu et al. 2015, Mousavi 2020). 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Chemokin-induzierten Signalkaskade.  
(Modifiziert nach Teicher und Fricker 2010, Xu et al. 2015) 
 
Zusammenfassend beeinflusst die SDF1a/CXCR4-induzierte Signaltransduktion eine 

Vielzahl biologischer Prozesse auf unterschiedlichen Ebenen, einschließlich des 

Migrationspotentials, des Zellüberlebens und der Proliferation. Auf diese Weise nimmt 

die Interaktion zwischen SDF1a und CXCR4 eine zentrale Rolle in der Tumorbiologie 

ein, indem sie zum unkontrollierten und invasiven Wachstum, zur Proliferation sowie 

zur organspezifischen Metastasierung von Tumorzellen beiträgt. In diesem 

Zusammenhang konnten Studien bereits in diversen Tumorerkrankungen wie des 

Mamma-, Prostata- oder kolorektalen Karzinoms eine Korrelation der CXCR4-

Überexpression mit einem kürzeren tumorfreien Intervall und einer niedrigeren 

Überlebensrate nachweisen (Balkwill 2004). Die Inhibition von CXCR4 kann so unter 
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anderem beim Mammakarzinom die Tumorwachstumsrate und Metastasierung 

vermindern (Liang et al. 2004, Chen et al. 2011). 

 

1.4 Chemokine in der Tumorbiologie 
Tumore stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen dar, welche insbesondere 

die Eigenschaft der unkontrollierten Zellproliferation gemeinsam haben. In den meisten 

Geweben und Organen wird die physiologische Homöostase durch ein Gleichgewicht 

zwischen Zellproliferation und Zelltod aufrechterhalten. Verlieren Zellen ihre Fähigkeit, 

auf wachstumsregulierende Mechanismen angemessen zu reagieren, können sie 

entarten, sich ausbreiten und sich als Metastasen in anderen Organen ansiedeln 

(Hanahan und Weinberg 2011). Durch die heutigen Methoden der Chirurgie und 

Chemo- sowie Radiotherapie kann in vielen Fällen eine Eradikation des Primärtumors 

erzielt werden. Metastasen sind jedoch nur eingeschränkt therapierbar und sind für 

etwa 90 % der tumorbedingten Todesfälle ursächlich (Bagley 2010, Chaffer und 

Weinberg 2011, Taketo 2011, Guan 2015). Der Verlauf einer Tumorerkrankung ist 

vorranging von dem Wachstums- und Metastasierungspotential der entarteten Zelle 

abhängig. Beide Prozesse werden sowohl von den Eigenschaften der Tumorzelle als 

auch von den Umgebungsverhältnissen bestimmt. Während die Eigenschaften einer 

Tumorzelle vom Zelltyp und Rezeptorexpressionsprofil sowie dem entsprechenden 

Second Messenger-System geprägt werden, wird die Mikroumgebung einer Zelle 

durch die dort vorkommenden Endothelzellen, Stromazellen und Tumorzellen sowie 

einer Vielzahl von biologisch aktiven Molekülen, die verschiedene Zellen des 

angeborenen und erworbenen Immunsystems rekrutieren und regulieren, stetig 

beeinflusst (Blonska et al. 2015). Eine besondere Stellung nehmen hierbei Chemokine 

und Chemokinrezeptoren ein (Bagley 2010 ff. Nagarsheth et al. 2017). Sie 

beeinflussen die Pathogenese zahlreicher Tumore und vermitteln unterschiedliche 

Effekte auf die Tumorentwicklung, die Angiogenese, die Invasion und Metastasierung 

(Koizumi et al. 2007; Abbildung 4).  
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Abb. 4: Chemokin-vermittelte Effekte in der Tumorbiologie.  
Das Chemokin-Chemokinrezeptor-System nimmt in der Tumorbiologie eine zentrale Rolle ein. 
Einerseits tragen Chemokine zum lokalen Tumorwachstum bei, indem sie die Angiogenese und 
Tumorzellproliferation fördern und die Apoptose von Tumorzellen hemmen. Andererseits begünstigen 
sie über die Freisetzung spezifischer Chemokine die Fernmetastasierung der Tumorzellen durch die 
Gradienten-abhängige Wanderung und Adhäsion von Tumorzellen am Endothel sowie die Extravasion 
und Ansiedlung der Tumorzellen im Zielgewebe (Modifiziert nach Kakinuma und Hwang 2006). 
 

1.4.1 Tumorwachstum und Progression 
Im Gegensatz zu gesunden Zellen haben Tumorzellen die Fähigkeit verloren, auf 

wachstumsregulierende Kontrollmechanismen angemessen zu reagieren. Sie 

wachsen und teilen sich unkontrolliert und haben die Fähigkeit, Gewebsgrenzen zu 

überschreiten und invasiv zu wachsen oder zu metastasieren. Tumore lösen dabei 

komplexe immunologische Reaktionen aus und können sowohl die Expression von 
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Entzündungsmediatoren, als auch die Einwanderung von Immunzellen bewirken. In 

zahlreichen Studien konnte eine abnorme Chemokin-Freisetzung oder 

Chemokinrezeptor-Expression mit einer modifizierten Signaltransduktion in den 

unterschiedlichsten Tumorerkrankungen beobachtet werden, die neben dem 

Überleben, auch die Proliferation und Motilität der Tumorzelle begünstigt (Bagley 

2010). Nach der Bindung an einen korrespondierenden Rezeptor können Chemokine 

über den Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)- oder den "Extracellular-signal 

Regulated Kinase" (ERK)-vermittelten Signalweg die Expression wichtiger 

Wachstums-stimulierender Gene wie Cyclin D1, Fos und des Heparin-bindenden EGF-

ähnlichen Wachstumsfaktors (HB-EGF) bewirken und das Überleben der Tumorzelle 

durch ein Ungleichgewicht zwischen den pro-apoptotischen und anti-apoptotischen 

Proteinen begünstigen, indem sie die Aktivität der Caspase 3 und 9, sowie die 

Expression pro-apoptisch-wirkender BCL2-Proteine inhibieren oder die Expression 

des Tumorsupressor p53-inhibierenden Proteins "Mouse double minute 2 homolog" 

(Mdm2) erhöhen. Über die Überexpression spezifischer Chemokinrezeptoren und 

einer gesteigerten Freisetzung verschiedener Chemokine können Tumorzellen des 

Weiteren ihre biologische Aktivität und ihre Mikroumgebung beeinflussen, um 

günstigere Überlebensbedingungen zu schaffen. Hierbei kann die Expression der 

Rezeptoren sowohl durch proinflammatorische Signale als auch durch den Hypoxie-

induzierten Transkriptionsfaktor HIF-1α (Hypoxia inducible factor) erhöht werden. 

Neoplastische Zellen sind darüber hinaus in der Lage, die lokale Konzentration 

bestimmter Chemokine hochzuregulieren, indem sie selbst Chemokine sezernieren 

oder die dort vorkommenden Stromazellen zur Chemokin-Synthese und Freisetzung 

stimulieren. Als zytotaktisch wirksame Mediatoren bewirken Chemokine die 

Einwanderung (Homing) von Immunzellen wie Granulozyten, Leukozyten und 

dendritischen Zellen. Einige Untergruppen der Immunzellen wie z. B. TAM (tumor-

associated macrophages) oder Treg-Zellen (regulatory T cells) können jedoch durch 

die Suppression von Effektorzellen die Tumorprogression unterstützen, anstatt diese 

einzudämmen, sodass die Anwesenheit von Treg-Zellen beipielsweise in 

Primärtumoren des Ovarialkarzinoms mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist 

(Cassar et al. 2022). Nicht selten korreliert auch die erhöhte Expression spezifischer 

Chemokine und Chemokinrezeptoren mit einem kürzeren Rezidiv-freien Intervall oder 

einer schlechteren Prognose der Tumorerkrankung. Studien des malignen Melanoms 

zeigten so beispielsweise eine hohe Expression der Rezeptoren CCR7 und CCR10, 
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sowie eine verstärkte Freisetzung der Chemokine CXCL1-3, CXCL8, CCL12 und 

CCL5, die ihnen wiederum mittels autokriner oder parakriner Wirkung als 

Überlebenssignal dienen. Beim Mamma-, Kolon- und Prostatakarzinom ist die erhöhte 

Freisetzung von CCL5 mit einer fortgeschrittenen Tumorprogression und 

Metastasierung assoziiert. Auch beim hepatozellulären Karzinom (HCC) deutet eine 

hohe Expression von CXCR3 auf eine schlechtere Prognose hin (Luboshits et al. 1999, 

Niwa et al. 2001, Tsukishiro et al. 2006, Sarvaiya et al. 2013, Ren et al. 2018).  

 

1.4.2 Angiogenese 
Die Angiogenese, die Neubildung von Blutgefäßen, stellt einen unabdingbaren Schritt 

in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen dar wie beispielsweise 

der Embryogenese, der Wundheilung, chronischen Entzündungsreaktionen und des 

Wachstums von Tumoren. Während die physiologische Angiogenese durch strikte 

Mechanismen und die An- oder Abwesenheit von angiogenetischen oder 

angiostatischen Mediatoren reguliert wird, läuft die Tumor-assoziierte Angiogenese 

übermäßig und oft unkontrolliert ab. Studien zeigten hierbei eine besondere Stellung 

der CXC-Chemokinfamilie, die in Abhängigkeit des Vorhandenseins des „ELR-Motivs“ 

die Angiogenese entweder stimuliert oder inhibiert. Das ELR-Motiv bezeichnet hierbei 

die Aminosäuresequenz Glutaminsäure (E), Leucin (L) und Arginin (R). Während ELR-

negative Chemokine der CXC-Chemokinfamilie wie CXCL4, CXCL9, CXCL10, 

CXCL11 oder CXCL14 über die Rezeptoren CXCR3, CXCR4 und CXCR5 

angiostatisch wirken, besitzen ELR-positive Chemokine einen angiogenetischen Effekt 

auf Endothelzellen. Hierbei sind CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 und 

CXCL8 wichtige Vertreter der angiogenetischen CXC-Chemokine. Über den CXCR1- 

und CXCR2-vermittelten Signalweg oder die Verstärkung des VEGF (vascular 

endothelial growth factor)-Effekts auf Endothelzellen fördern sie die Angiogenese, 

sodass das wachsende Gewebe gut vaskularisiert und ausreichend mit Blut versorgt 

wird. In Tumorerkrankungen tragen ELR-positive Chemokine durch die Stimulation der 

Angiogenese nicht nur zum stetigen Tumorwachstum bei, sondern auch zur 

Auswanderung und Metastasierung von Tumorzellen, indem sie deren Eintritt in das 

Kreislaufsystem erleichtern (Strieter et al. 1995, Gerber et al. 2009, Keeley et al. 2010, 

Raman et al. 2011).  
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1.4.3 Metastasierung 
Die Metastasierung bezeichnet die Absiedelung von Tumorzellen in entfernte Organe 

und stellt das Ergebnis einer komplexen Reihe von biologischen Prozessen dar. Sie 

beruht auf der Invasion zunächst lokaler Strukturen, gefolgt von einer Intravasation in 

das Kreislaufsystem und Zirkulation sowie der Extravasation der Tumorzellen in ein 

entferntes Gewebe, wo sie sich schließlich ansiedeln und wachsen können. Hierbei ist 

das Zielgewebe der Tumormetastasierung meist nicht zufällig. In einer Vielzahl von 

Studien konnte das Chemokin-Chemokinrezeptor-Netzwerk als ein bedeutsamer 

Faktor identifiziert werden. Zum einen begünstigen Chemokine die Intravasation von 

Tumorzellen, indem sie die Vaskularisierung des Primärtumors fördern und 

Immunzellen rekrutieren, die proinflammatorischen Zytokine, Chemokine und 

Gewebsproteasen freisetzen. So korreliert beispielsweise die hohe Konzentration des 

Chemokins CXCL8 beim malignen Melanom und Prostatakarzinom mit einem höheren 

Potential des Tumors zur Invasion und Metastasierung. Zum anderen können 

Chemokine die Zirkulation der Krebszellen regulieren und eine organspezifische 

Absiedelung vermitteln, wobei die Verfügbarkeit bestimmter Chemokinrezeptoren auf 

den Tumorzellen und deren Migration entlang des korrespondierenden 

Chemokingradienten als wesentlicher Mechanismus gelten. So wurden in diversen 

Studien eine organspezifische Metastasierung von CXCR4-exprimierenden 

Tumorzellen in Gewebe mit einer hohen Konzentration des CXCR4-Liganden SDF1a 

(CXCL12) beschrieben. CXCR4-positive Brustkrebszellen und Melanomzellen 

metastasieren hierbei entsprechend der homöostatischen SDF1a-Expression häufig 

in die Lymphknoten, Lunge, Leber oder in das Knochenmark (Mukherjee und Zhao 

2013).   

 

1.4.4 Chemokin- und Chemokinrezeptor-spezifische Therapieansätze 
In Anbetracht der essenziellen Rolle von Chemokinen und Chemokinrezeptoren in der 

Tumorbiologie hat das Chemokin-Netzwerk nicht nur in der Tumordiagnostik, sondern 

auch in der spezifischen Immuntherapieforschung zunehmend an Bedeutung 

gewonnen. Zur Entwicklung einer Chemokinrezeptor-gestützten Pharmakotherapie 

von Tumorerkrankungen als Mono- oder Kombinationstherapie wurden bisher 

unterschiedlichste Therapieansätze untersucht. Für die hämatopoetischen Neoplasien 

stehen gegenwärtig die Chemokinrezeptoren CCR1 (CCX721), CCR4 (KW-0761, Anti-
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CCR4 CAR T-Zellen), CCR7 (MSM R707) und CXCR4 (AMD3100, AMD3100 + anti-

PD-1, AMD3100 + Ara-C, BKT140 + Rituximab, LY2510924) als Zielstrukturen der 

pharmakotherapeutischen Ansätze im Fokus, wobei das SDF1a/CXCR4-System als 

eines der erforschten Chemokinnetzwerke gilt (siehe Tabelle 5, Mollica Poeta et al. 

2019). Zu den untersuchten CXCR4-Inhibitoren zählen PF-06747143 (Phase I) und 

AMD3100 bzw. Plerixafor (Phase I/II). Bei Patienten mit einem Rezidiv oder einer 

therapierefraktären Form der akuten myeloischen Leukämie konnte durch die 

Behandlung mit Plerixafor bereits eine Mobilisierung der leukämischen Blasten aus 

dem Knochenmark in die Peripherie und folglich eine verbesserte Wirksamkeit der 

konventionellen Chemotherapie beobachtet werden (Uy et al. 2012). Präklinische in 

vivo Studien des CXCR4-Antagonisten PF-06747143 zeigten bei der akuten 

myeloischen Leukämie ebenfalls eine signifikante Ausschwemmung der leukämischen 

Zellen aus dem Knochenmark in das periphere Blutsystem (Zhang et al. 2017). Zudem 

konnte in "Patient-derived xenograft" (PDX)-Mausmodellen, in denen Tumorgewebe 

von Patienten mit Multiplem Myelom in eine immundefiziente Maus implantiert wurde, 

durch eine PF-06747143-Behandlung eine Reduktion des Tumorwachstums und eine 

höhere Überlebensrate erzielt werden (Liu et al. 2017). In Tabelle 3 sind weitere 

Antikörper gegen unterschiedliche Chemokinrezeptoren aufgelistet, die im Rahmen 

der onkologischen Immuntherapieforschung aktuell in der Erprobung oder im Einsatz 

sind. 
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Tab. 3: Repräsentative Chemokinrezeptorspezifische Antikörper in der onkologischen 
Immuntherapie 
(modifiziert nach Mollica Poeta et al., 2019 und Vela et al., 2015). 
 
Präklinische Phase 
Zielstruktur Inhibitor Tumorentität 
CCR1 CCX721 Multiples Myelom 
 BL5923 hepatisch metastasiertes 

Kolonkarzinom 
 CCX9588 + anti-PD-L1 Mammakarzinom 
CCR2 PF-04136309 +GEM Pankreaskarzinom 
 CCXC872 + anti-PD-1 Pankreaskarzinom 
 RDC018 HCC 
 747 + Sorafenib HCC 
 iCCR2 Ovarialkarzinom 
CCR4  Anti-CCR4 CAR-T cells T-Zell-Malignome 
 Affi 5 Nierenzellkarzinom 
 AF399/420/1802 Melanome, Bronchialkarzinome, 

Kolorektales Karzinom 
CCR5 Maraviroc Kolorektales Karzinom 
CCR7 siRNA metastasiertes kolorektales 

Karzinom und Prostatakarzinom 
 MSM R707 T-ALL 
CXCR2 CXCR2-/- + PTX Mammakarzinom 
 Navarixin + anti-MEK Melanom 
 SB225002 + Sorafenib Ovarialkarzinom 
 Reparixin + 5-fluorouracil  Magenkarzinom 
 CXCR2-/-  Pankreaskarzinom 
 CXCR2-/- + anti-PD-1 Pankreaskarzinom 
 SB225002 + RS504393 + FX Pankreaskarzinom 
 SB265610 + Docetaxel Prostatakarzinom 
CXCR4 AMD3100 + Ara-C AML 
 LY2510924 AML 
 BKT140 + Rituximab NHL 
 AMD 3465 Glioblastom und Medulloblastom 
 POL5551 + anti-VEGFR Glioblastom 
 AMD3100 Ovarialkarzinom 
 AMD3100 + anti-PD-1 Pankreaskarzinom 
 AMD3100 + VIC-008 Mesotheliom 
 PRX177561 + Bevacizumab + 

Sunitinib 
Glioblastom 
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Klinische Phase 
Zielstruktur Zielstruktur Zielstruktur 
CCR2 PF-04136309 + nab-PTX + GEM Pankreaskarzinom 
 PF-04136309 + FX Duktales Adenokarzinom des 

Pankreas 
 CCX872 + FX Pankreaskarzinom 
CCR4 KW-0761 (Mogamulizumab) Adulte T-Zell-Leukämie/ 

Lymphom-Rezidiv 
CCR5 Maraviroc + Chemotherapie Kolorektales Karzinom 
CXCR2 AZD5069  Pankreaskarzinom 
 Reparixin + PTX Mammakarzinom 
CXCR4 AMD3100 (Plerixafor) AML oder Glioblastom-Rezidiv  
 LY2510924 Kolorektales Karzinom, 

Bronchialkarzinom, 
Mammakarzinom, 
Prostatakarzinom 

 BMS-936564 AML 
 PF-06747143 Hämatopoetische Malignome 
 USL311 + Lomustine  Solide Tumore, Glioblastom 
 Balixafotide + Eribulin metastasiertes HER- 

Mammakarzinom 
 MDX-1338 Multiples Myelom 

 

 

1.5 Das Adapterprotein HS1 
Das in den hämatopoetischen Zellen exprimierte Adapterprotein HS1 (hematopoietic 

lineage cell-specific protein 1) ist homolog zu dem Protein Cortactin und besteht aus 

einer sauren Region (nitrilotriacetic acid, NTA) am N-terminalen Ende, welche mit dem 

Arp2/3-Komplex interagieren kann, gefolgt von einer F-Aktin-bindenden Domäne mit 

3,5 helix-turn-helix (HTH)-Motiven mit jeweils 37 Aminosäuren und einer coiled-coil-

Domäne sowie einem Prolin-reichen Bereich, welcher die Interaktionen mit Src-und 

Syk-Kinasen ermöglicht. Am C-Terminus befindet sich die SH3-Domäne (Uruno et al. 

2003, Bendell et al. 2017; Abbildung 5). Durch seine zahlreichen Interaktionspartner 

gilt HS1 als ein Mediator der Aktin-Reorganisation und ist in einer Vielzahl biologischer 

Prozesse involviert, wie beispielsweise der Aktivierung von B- und T-Zellen sowie der 

Migration von Natürlichen Killerzellen. Studien zeigten zudem in Tumorerkrankungen 

wie des Ovarialkarzinoms oder der chronischen lymphatischen Leukämie vom B-Zell-

Typ eine Korrelation der HS1-Überexpression mit einem aggressiveren 
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Krankheitsverlauf und einhergehend damit mit einer schlechteren Prognose (Butrym 

et al. 2012, Frezzato et al. 2012).  

 

 

  
Abb. 5: Schematische Darstellung des Adapterproteins HS1. 
HS1 besteht aus einer sauren Region (nitrilotriacetic acid, NTA) am N-terminalen Ende, welche das 
Arp2/3-Komplex binden kann, darauffolgend eine F-Aktin-bindende Domäne mit 3,5 helix-turn-helix 
(HTH)-Motiven mit jeweils 37 Aminosäuren und eine coiled-coil-Domäne (CC) sowie eine Prolin-reiche 
Domäne (PRD), welche die Interaktion mit SH2-Domänen verschiedener Signalproteine wie 
beispielsweise Vav1, Nck und CK2 (casein kinase 2) oder Src-Tyrosinkinasen ermöglicht. Am C-
terminalen Ende befindet sich eine SH3-Domäne, welche mit Proteinen wie Dyn2 (Dynamin 2) und WIP 
(WASP-interacting protein) interagieren kann. (Modifiziert nach Kitamura et al. 1989 und Castro-Ochoa 
et al. 2019.) 
 

 

Vorarbeiten der Forschungsgruppe identifizierten in den nicht-transformierten, 

humanen T-Zellen die Adapterproteine Nck (Non-catalytic region of tyrosine kinase) 

und HS1 als wichtige Mediatoren zwischen der SDF1a-induzierten Signaltransduktion 

und der molekularen Maschinerie der Aktin-Reorganisation. In gesunden T-Zellen 

resultiert die Aktivierung von CXCR4 in einer Phosphorylierung von HS1, wodurch die 

Bindung von Nck ermöglicht wird. Nck wiederum rekrutiert weitere Proteine wie WASP 

und den Arp2/3-Komplex, welche das Aktinzytoskelett direkt oder indirekt regulieren. 

Auf diese Weise nimmt die SDF1a/CXCR4-induzierte und Nck/HS1-vermittelte Aktin-

Polymerisation eine wichtige Rolle in der Zellmigration nicht-transformierter T-Zellen 

ein (Lettau et al. 2015; Abbildung 6).  
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Abb. 6: Die Rolle der Adapterproteine Nck und HS1 in der SDF1a/CXCR4-vermittelten 
Migration primärer T-Zellen.  
(Modifiziert nach Lettau et al. 2015). 
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung 
Chemokine und Chemokinrezeptoren spielen sowohl unter physiologischen 

Bedingungen als auch in der Tumorbiologie eine essenzielle Rolle für die Migration, 

Proliferation und das Überleben der Zelle. Die Charakterisierung der 

Chemokinrezeptor-Expression und -Signaltransduktion stellt daher einen wichtigen 

Aspekt dar, um ein besseres Verständnis der molekularen Mechanismen von T-Zell-

Leukämien und Lymphomen zu erlangen und um prognostische Faktoren zu ermitteln 

und spezifische Therapieoptionen mit einer besseren Verträglichkeit und höherer 

Überlebensrate zu entwickeln.  

In diesem Zusammenhang sollen die im Folgenden aufgeführten Aspekte näher 

charakterisiert werden: 

 

• Wie unterscheidet sich die Chemokinrezeptor-Expression leukämischer und 
lymphatischer T-Zellen von denen gesunder Probanden? 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zunächst die Expression einer ausgewählten 

Anzahl von Chemokinrezeptoren auf gesunden und neoplastischen T-Zellen 

untersucht werden. Anhand von Literaturrecherchen wurden Chemokinrezeptoren mit 

potenziellem Einfluss auf die Tumorbiologie ausgewählt (CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, 

CCR7, CCR8, CCR9, CCR10, CXCR3 und CXCR4) (Chow und Luster 2014, Mollica 

Poeta et al. 2019). Mittels Durchflusszytometrie sollte die Chemokinrezeptor-

Expression gesunder und leukämischer Zelllinien vergleichend charakterisiert werden.  

 

• Beeinflusst die Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren die Aktin-
Reorganisation neoplastischer T-Zellen?  

In den durchgeführten Experimenten zeigten die neoplastischen T-Zellen eine 

veränderte Expression der Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR7 und insbesondere von 

CXCR4 auf. Da das Migrationspotenzial einer Tumorzelle auf der molekularen Ebene 

auf der Polymerisation, Depolymerisation und Stabilisierung von Aktinfilamenten 

beruht, soll nach der Etablierung eines geeigneten Verfahrens zur CXCR4-Stimulation 

mittels SDF1a der resultierende Einfluss auf das Zytoskelett mittels Messung der 

Aktin-Polymerisation charakterisiert werden.  
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• Welche Proteine und Enzyme sind in der SDF1a/CXCR4-induzierten Aktin-
Polymerisation involviert? 

Um die SDF1a/CXCR4-induzierte Aktin-Polymerisation in neoplastischen T-Zellen 

näher zu charakterisieren, sollten im Weiteren potenzielle Komponenten der 

Signalkaskade mit Hilfe unterschiedlicher pharmakologischer Inhibitoren identifiziert 

werden.  

 

• Ist das Adapterprotein HS1 an der SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion 
beteiligt? 

In Vorarbeiten der Forschungsgruppe wurden in nicht-transformierten, humanen T-

Zellen die Adapterproteine Nck und HS1 als wichtige Mediatoren zwischen der 

SDF1a/CXCR4-induzierten Signaltransduktion und der molekularen Maschinerie der 

Aktin-Reorganisation identifiziert. In gesunden T-Zellen führt die Ligation von CXCR4 

durch SDF1a zu einer Phosphorylierung von HS1, wodurch die Bindung von Nck 

möglich ist. Nck wiederum rekrutiert weitere Interaktionspartner wie WASP und den 

Arp2/3-Komplex, welche das Aktin-Zytoskelett regulieren. Somit nimmt die 

SDF1a/CXCR4-induzierte und Nck/HS1-vermittelte Aktin-Polymerisation eine 

besondere Rolle in der Zellmigration gesunder T-Zellen ein (Lettau et al. 2015; 

Abbildung 6). In der vorliegenden Arbeit soll daher die mögliche Beteiligung von HS1 

in der SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion in neoplastischen T-Zellen untersucht 

werden.  

 

• Welche Enzyme sind für die SDF1a/CXCR4-induzierte Phosphorylierung 
von HS1 verantwortlich? 

Im Rahmen der Arbeit konnte eine SDF1a/CXCR4-vermittelte Phosphorylierung von 

HS1 in neoplastischen T-Zellen nachgewiesen werden. Zur weiteren 

Charakterisierung der Signalkaskade sollen daher Enzyme identifiziert werden, die in 

die Phosphorylierung von HS1 involviert sind. Hierbei soll vor allem die Rolle von 

ZAP70 (Zeta Associated Protein Kinase of 70 kDa) untersucht werden. Die 

Tyrosinkinase ZAP70 ist für ihre Interaktionen mit den ζ-Ketten des T-Zell-Antigen-

Rezeptor-Komplexes während der T-Zell-Aktivierung bekannt und ist in den letzten 

Jahrzehnten zunehmend in den Vordergrund der hämatoonkologischen Forschung 

gerückt. Bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukämie konnte bereits eine 
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Überexpression von ZAP70 nachgewiesen werden, welche mit einem aggressiveren 

Krankheitsverlauf einhergeht und mit einer niedrigeren Überlebensrate korreliert 

(Crespo et al. 2009, Rassenti et al. 2009).  
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2 Material  

2.1 Materialien für zellbiologische Analysen 

2.1.1 Zelllinien 
 

Linie Beschreibung Patient Bezugsquelle 

Jurkat Akute lymphatische Leukämie; Klon 

E6-1 (Je6.1) 

14/m ATCC; TIB-152 

J16/Rapo CD95-negativ; Apoptose-resistente 

Jurkat-Variante 

 Peter Krammer, 

Heidelberg  

AG Janßen JFL39.1 CD95L-transfizierte J16/Rapo  

HuT78 Kutanes T-Lymphozyten Sezary-

Syndrom 

53/m ATCC; TIB-161 

H9 Subklon von HuT78 53/m ATCC; HTB-176 

Ke37 Akute lymphatische Leukämie 27/m DSMZ; ACC-46 

MKB-1 Akute lymphatische Leukämie  17/f AG Janßen  

Molt-4 Akute lymphatische Leukämie 19/m DSMZ; ACC-362 

Molt-13 Akute lymphatische Leukämie 2/f DSMZ; ACC-436 

Molt-17 Akute lymphatische Leukämie 5/f DSMZ; ACC-36 

Peer Akute lymphatische Leukämie 4/f DSMZ; ACC-6 

P12 

Ichikawa 

Akute lymphatische Leukämie 7/m DSMZ; ACC-34 

 

2.1.2 Medien und Puffer  
 

Medien und Medienzusätze Hersteller 

RPMI 1640-Kulturmedium Life Technologies, Carlsbad, USA 

X-VIVO™ 15-Kulturmedium Lonza Group Ltd, Basel, SUI 

Penicillin/Streptomycin  

(10000 U/10000 μg) 

Biochrom GmbH, Berlin, GER 
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Fetal Calf Serum (FCS) Life Technologies, Carlsbad, USA 

Rekombinantes Interleukin 2 (IL-2) Chiron GmbH, Marburg, GER 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, GER 

 

Die Zellkultivierung erfolgte unter Verwendung des Zellkulturmediums mit 1 % 

Penicillin/Streptomycin und mit oder ohne 10 % FCS, welches zuvor bei 56 °C für 30 

min inaktiviert und steril filtriert (0,22 µm) wurde. Zum Einfrieren der Zellen wurde 

Zellkulturmedium mit 20 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid verwendet.   

 

Puffer und Lösungen Hersteller 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) Biochrom GmbH, Berlin, GER 

Zellzahl-Bestimmung 

Trypan blue solution 

 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Zellseparation 

Ficoll Hypaque (1,077 g/ml) 

MACS Waschpuffer: 

0,5 % BSA  

2 mM EDTA  

 

CD4+ T-Zell-Isolationskit, 

Microbeads, human 

CD8+ T-Zell-Isolationskit, 

Microbeads, human 

 

Biochrom GmbH, Berlin, GER 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, GER 

 

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, GER 
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2.1.3 Immunfluoreszenz: Durchflusszytometrie 

Puffer und Lösungen Hersteller 

PBS (pH 7,3) 

1,3 M NaCl 

20 mM KCl 

60 mM Na2HPO4·2H2O 

15 mM KH2PO4 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

Waschpuffer 

1 % BSA 

0,1 % NaN3 

in PBS 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Permeabilisierungspuffer 

1 % (v/v) Triton X 100 

in PBS 

 

Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Cytofix/Cytoperm-Kit Becton Dickinson, Heidelberg, GER 

Fixierungspuffer 

1 % oder 8 % 

Paraformaldehyd 

in PBS 

 

Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Propidiumjodid-Lösung 

Propidiumjodid (3 µg/ml)  

in PBS 

 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

 

2.1.4 Verwendete Antikörper in der Immunfluoreszenz 

Primärantikörper Hersteller 

a-CD2-FITC ImmunoTools, Friesoythe, GER 

a-CD3-PE ImmunoTools, Friesoythe, GER 

a-CD4-FITC ImmunoTools, Friesoythe, GER 

a-CD8-PE ImmunoTools, Friesoythe, GER 

a-CCR3-PE BioLegend, San Diego, USA 
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a-CCR4-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR5-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR6-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR7-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR8-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR9-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CCR10-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CXCR3-PE BioLegend, San Diego, USA 

a-CXCR4-PE BioLegend, San Diego, USA 

Alexa Fluor® 555 Phalloidin Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

Alexa Fluor® 488 Phalloidin Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-Hematopoietic lineage cell-specific 

protein 1 (a-HS1) 

Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-HS1 (Phospho-Y378) EnoGene Biotech, New York, USA 

a-HS1 (Phospho-Y397) Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-ZAP70 Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA 

a-ZAP70 (Phospho-Y493) Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

 

Isotypkontrollen Hersteller 

IgG1-PE BD Pharmingen, Heidelberg, GER 

IgG1-FITC BD Pharmingen, Heidelberg, GER 

IgG2a-PE BD Pharmingen, Heidelberg, GER 

IgG2a-FITC BD Pharmingen, Heidelberg, GER 

IgG2b-PE BD Pharmingen, Heidelberg, GER 

IgG2b-FITC BD Pharmingen, Heidelberg, GER 
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Sekundärantikörper Hersteller 

Goat Anti-Maus IgG H&L  

(Alexa Fluor® 555) 

Abcam, Cambridge, UK 

 

2.1.5 Faktoren, Inhibitoren und weitere Reagenzien  

 Hersteller 

Bay 61-3606 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

CK-666 Tocris, Bristol, UK 

Emodin Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Jasplakinolide Tocris, Bristol, UK 

Latrunculin A Tocris, Bristol, UK 

Piceatannol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

PP1 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

Pertussis Toxin Tocris, Bristol, UK 

SDF1α (CXCL12) ImmunoTools, Friesoythe, GER 

Wiskostatin Tocris, Bristol, UK 

 

2.2 Materialien für biochemische Analysen 

2.2.1 Lyse von Zellen 

Puffer und Lösungen Hersteller 

NP40-Lysepuffer  

1 % (v/v) Nonidet P-40 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

20 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

150 mM NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

5 mM EDTA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 
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Inhibitor-Zusätze für NP40-

Lysepuffer 

 

2 μg/mL Aprotinin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

2 μg/mL Leupeptin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

1 mM Phenylmethyl-Sulfonyl-

Fluorid 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

1 mM Natriumorthovanadat Merck KGaA, Darmstadt, GER 

10 mM Natriumfluorid Merck KGaA, Darmstadt, GER 

1 mM Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

2 μg/mL Pepstatin A Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

2.2.2 Proteinbestimmung 

Puffer und Lösungen Hersteller 

Coomassie Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

 

2.2.3 SDS-PAGE: Protean II-System (Bio Rad) 

Puffer und Lösungen Hersteller 

Trenngel 10 % (30 ml)  

8,7 ml ddH2O  

10 ml 30 % 

Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

11,2 ml 1 M Tris/HCl pH 8,8 Merck KGaA, Darmstadt, GER 

0,3 ml 10 % SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

100 μl 20 % APS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

20 μl TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Trenngel 15 % (30 ml)  

3,2 mL ddH2O  
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15 mL 30 % 

Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

11,2 mL 1 M Tris/HCl pH 8,8 Merck KGaA, Darmstadt, GER 

0,3 mL 10 % SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

100 μL 20 % APS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

20 μL TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Sammelgel 7,5 % (10 mL)  

7,03 mL ddH2O  

1,67 mL 30 % 

Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

1,25 mL 1 M Tris/HCl pH 6,8 Merck KGaA, Darmstadt, GER 

0,1mL 10 % SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

50 μL 20 % APS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

5 μL TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Laufpuffer  

25 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

192 mM Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

3,5 mM SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

3x Probenpuffer  

200 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

6 % SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

30 % Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, GER 

3x Probenpuffer, reduzierend  

200 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 
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6 % SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

30 % Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

2-5 % β-Mercaptoethanol Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Protein-Standards  

Low Range-Standard Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Precision Plus Protein All Blue Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

 

2.2.4 SDS-PAGE: Nu-PAGE-System 

Puffer und Lösungen Hersteller 

NuPAGE-MES 20x SDS-Laufpuffer Life Technologies, Carlsbad, USA 

 

Der Laufpuffer wurde mit ddH2O verdünnt. 

 

2.2.5 Western Blot 

Puffer und Lösungen Hersteller 

Transferpuffer  

25 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

192 mM Glycin Merck KGaA, Darmstadt, GER 

0,15 % (v/v) 10 %iges SDS Merck KGaA, Darmstadt, GER 

20 % (v/v) MeOH Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Protein-Färbelösung  

Ponceau-S Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Waschpuffer TBS  

10 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

150 mM NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Waschpuffer TBST  

10 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 
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150 mM NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

0,05 % (v/v) Tween-20 Merck KGaA, Darmstadt, GER 

Blockierungslösung  

5 % BSA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

GER 

in TBST  

Strippinglösung  

62,5 mM Tris Merck KGaA, Darmstadt, GER 

20 % (v/v) 10 %iges SDS Merck KGaA, Darmstadt, GER 

0,7 % (v/v) ß-Mercaptoethanol Merck KGaA, Darmstadt, GER 

ECL-Detektionsreagenz  

ECLTM Western Blotting 

Detection Reagents 

General Electric Company, Fairfield, USA 

 

2.2.6 Verwendete Antikörper für Western Blot 
 

Primärantikörper Hersteller 

a-WASP (Phospho-Y290) Abcam, Cambridge, UK 

a-Hematopoietic lineage cell-specific 

protein 1 (HS1) 

Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-HS1 (Phospho-Y378) EnoGene Biotech, New York, USA 

a-HS1 (Phospho-Y397) Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-Phospho-Paxillin Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-ZAP70 Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA 

a-Phospho-ZAP70 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

a-pTyr (Klon 4G10) Cell Signaling Technology, Danvers, USA 
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Sekundärantikörper Hersteller 

α-Maus-HRP General Electric, Fairfield, USA 

α-Kaninchen-HRP General Electric, Fairfield, USA 

 

2.3 Geräte 
Gerät Hersteller 

Blot-System  

Trans-Blot® Cell Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Durchflußzytometer  

FACS Calibur Becton Dickinson, Heidelberg, GER 

ImageStream X mkII Merck Millipore, Billerica, USA 

Filmentwicklungsmaschine Agfa 

Curix60 

AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, BEL 

Heizblöcke  

HB-2 Wealtec Corp., Sparks, USA 

Dri-Block DB3A Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK 

Inkubatoren Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

Magnetrührer Ikamag® RCT IKA-Werke GmbH, Staufen, GER 

Mikroskop  

Zeiss ID03 Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER 

Zeiss Axiovert 200M Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER 

Netzgerät PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Spektrometer SmartSpec™ 3000 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Pipetten  

Eppendorf Research® Eppendorf AG, Hamburg, GER 

Eppendorf Research® plus Eppendorf AG, Hamburg, GER 
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Pipettierhilfen  

Accu-jet® pro Brand GmbH, Wertheim, GER 

Matrix Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

Schüttler   

Rocky® Labortechnik Fröbel GmbH, Lindau, GER 

UltrarockerTM Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

SDS-PAGE System  

Novex Mini-Cell Life Technologies, Carlsbad, USA 

Protean® II XL Cell Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Amersham Ettan DALTSix General Electric Company, Fairfield, USA 

Sterilbank  

HeraeusTM LaminAir® 

HB2472K 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

Ultrazentrifugen  

XL-80 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, GER 

TL-100 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, GER 

Avanti J-25I Beckman Coulter GmbH, Krefeld, GER 

Vortex  

Vortex Genie-2 Scientific Industries Inc., Bohemia, USA 

MS1 Minishaker IKA-Werke GmbH, Staufen, GER 

Waagen  

BP 110S Sartorius AG, Göttingen, GER 

Scout II Ohaus Europe GmbH, Nänikon, SUI 

Wasserbad GFL 1083 GFL Labortechnik GmbH, Burgwedel, GER 

Zählkammer Neubauer advanced Laboroptik Ltd, Lancing, UK 

Zentrifugen  

5415C Eppendorf AG, Hamburg, GER 
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HeraeusTM Varifuge 3.0R Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

HeraeusTM Biofuge 15R Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

HeraeusTM Megafuge 1.0 Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

 

2.4 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 

Acrylamid-Gele  

NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel Life Technologies, Carlsbad, USA 

Blot-Membran  

ProtranTM Supported 0,2 μm 

NC 

General Electric Company, Fairfield, USA 

ProtranTM Supported 0,45 μm 

NC 

General Electric Company, Fairfield, USA 

Deckgläser Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Objektträger Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER 

Pipettenspitzen  

1-10 μl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

1-200 μl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

1-1000 μl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

Reaktionsgefäße  

0,5 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

2 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

Röhrchen  

Polypropylen Röhrchen 15 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

GER 
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Polypropylen Röhrchen 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

GER 

Round Base Test Tube 

40x6 mm 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER 

Röntgenfilme  

Amersham Hyperfilm ECL General Electric Company, Fairfield, USA 

Serologische Pipetten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

GER 

Spektrometer-Küvetten Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, GER 

Sterilvakuumfilter Merck Millipore, Darmstadt, GER 

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

GER 

Zellkulturplatten  Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

GER  
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3 Methoden 

3.1 Zellbiologische Methoden 
Für die Charakterisierung der Chemokinrezeptor-Expression und -Signaltransduktion 

wurden humane nicht-transformierte sowie neoplastische T-Zelllinien untersucht. Die 

Blutproben für die Gewinnung der T-Zellen wurden von der Klinik für 

Transfusionsmedizin des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein-Campus Kiel 

bezogen. Ein entsprechendes Votum der Ethik-Kommission der Medizinischen 

Fakultät liegt unter AZ 485/14 vor. 

 

3.1.1 Kultivierung der Zellen 
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 mit RPMI 1640-

Kulturmedium unter Zusatz von 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS und 1 % (v/v) 

Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden in regelmäßigen Abständen hinsichtlich 

ihrer Zellvitalität, Dichte und eventueller Kontaminationen begutachtet und 

gegebenenfalls passagiert.  

 

3.1.2 Isolierung von mononukleären Zellen des peripheren Blutes 
Die Isolierung mononukleärer Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells, PBMC) erfolgte mittels Dichtegradienten-Zentrifugation, bei der 

sich unterschiedliche Zellfraktionen entsprechend ihrer spezifischen Dichte 

auftrennen. Hierzu wurden die heparinisierten Blutproben zunächst mit PBS verdünnt. 

Anschließend wurden jeweils 13 ml Ficoll (d=1,077 g/ml) vorsichtig unter 22,5 ml Blut 

geschichtet. Nach einer ungebremsten Zentrifugation bei 2000 rpm für 20 min bei 

Raumtemperatur reichern sich die mononukleären Zellen (v.a. Lymphozyten und 

Monozyten) in der Interphase zwischen der Plasma- und Ficoll-Lösung an, während 

die Erythrozyten und Granulozyten mit ihrer höheren Dichte das Zellsediment bilden. 

Die Thrombozyten verbleiben aufgrund ihrer geringeren Größe und Dichte in der 

Plasmafraktion. Der überstehende Plasmaanteil wurde bis etwa 1 cm über dem 

Interphasering abgesaugt. Die Interphase wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues 

50 ml Röhrchen überführt und zweimal mit PBS sowie einmal mit Kulturmedium 

gewaschen, um die Thrombozyten, Serum- und Ficoll-Rückstände zu entfernen. 
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Anschließend wurden die mononukleären Zellen in RPMI 1640-Kulturmedium 

aufgenommen und die Zellzahl sowie die Zellvitalität bestimmt.   

 

3.1.3 Herstellung von PHA-Blasten 
Zur Etablierung von PHA-Blasten wurden isolierte PBMC in RPMI 1640-Medium mit 

10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin aufgenommen und mit PHA (0,5 

µg/ml) stimuliert. Nach drei- bis fünftägiger Kultivierung erfolgte eine Ficoll-Hypaque-

Dichtegradienten-Zentrifugation, um tote Zellen und Zellfragmente zu entfernen. Die 

vitalen Zellen wurden nach mehreren Waschschritten unter Zusatz von IL-2 (10 U/ml) 

für weitere 7 bis 21 Tagen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.  

 

3.1.4 Magnetische Zellseparation  
Die Isolierung der Lymphozyten-Subpopulationen aus PHA-Blasten anhand 

spezifischer Oberflächenantigene erfolgte mittels Magnetischer Zellseparation 

(Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) über eine direkte bzw. indirekte Markierung 

und Selektion der Zellen. Für die negative Isolierung von CD4+-Lymphozyten bzw. 

positive Isolierung von CD8+-Lymphozyten wurden CD8+-Zellen mit Hilfe der an 

Magnet-Partikel gekoppelten anti-CD8 Antikörpern markiert. Während diese Zellen 

beim Durchfluss der Säule im Magnetfeld des MACS-Separators verbleiben, kann die 

unmarkierte Zellfraktion die Säule ungehindert passieren. Für die Separation wurde 

zunächst die Zellzahl bestimmt und die Zellsuspension gewaschen. Hierzu wurden die 

Zellen in MACS-Puffer aufgenommen und für 5 Minuten bei 1300 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Anschließend wurden die pelletierten Zellen in 40 µl MACS-Puffer und 10 

µl Biotin-Antikörper Cocktail pro 107 Zellen sorgfältig suspendiert. Nach einer 

fünfminütigen Inkubation wurden 30 µl MACS-Puffer und 20 µl anti-Biotin MicroBeads 

pro 107 Zellen hinzugegeben. Die Suspension wurde für 10 Minuten bei 2 bis 8 °C 

inkubiert und nach einem weiteren Waschschritt in 500 µl MACS-Puffer pro 108 Zellen 

aufgenommen. Anschließend wurde die magnetisierte Trennsäule am MACS-

Separator mit 3 ml MACS-Puffer equilibriert und die Zellsuspension sorgfältig auf die 

Trennsäule gegeben. Es folgen drei weitere Waschschritte der magnetisierten Säule 

mit MACS-Puffer. Die im Durchfluss gesammelten Zellen wurden anschließend 

gezählt und die Zellvitalität begutachtet. Nach einer Reinheitsüberprüfung der 
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Zellsuspension mittels Nachweis spezifischer Oberflächenantigene in der 

Durchflusszytometrie wurden die CD4+- bzw. CD8+-Zellen für Analysen verwendet 

oder in RPMI 1640-Kulturmedium aufgenommen und mit einem sogenannten „Feeder-

Cocktail“ stimuliert. Der Feeder-Cocktail beinhaltet 106 isolierte PBMZ und 105 EBV-

transformierte B-Zellen (B-LCL) pro ml. Die PBMZ und B-LCL wurden zuvor mit 40 

bzw. 60 Gy bestrahlt und mehrfach gewaschen. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von  

IL-2 (10 U/ml) und PHA (0,5 µg/ml). Um die toten Zellen und Zellfragmente zu 

entfernen, wurde nach einer dreitägigen Kultivierung eine Ficoll-Hypaque-

Dichtegradienten-Zentrifugation durchgeführt. 

    

3.1.5 Inkubation der Zellen im Kulturmedium X-Vivo  
Aufgrund der beobachteten, geringeren Abweichung der SDF1a-induzierten Aktin-

Polymerisation zwischen den einzelnen Untersuchungsreihen, wurden die benötigten 

Zellen vor den SDF1a-Stimulationsanalysen nach einmaligem Waschen mit PBS in 

Kulturmedium X-Vivo mit 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin aufgenommen und in einer 

definierten Dichte ausgesät. Anschließend wurden sie bei 37 °C für ca. 12 bis 16 

Stunden kultiviert.    

 

3.1.6 Bestimmung der Zellvitalität und Zellzahl  
Die Zählung der Zellen erfolgte unter Verwendung der Neubauer-Zählkammer. Hierfür 

wurden die Zellen für 5 min bei 1400 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und 

das Zellpellet in einem definierten Volumen aufgenommen. Für die Bestimmung der 

Zellzahl und Zellvitalität unter dem Mikroskop wurden 25 µl der Zellsuspension 

entnommen und mit 75 µl Trypanblau gefärbt. Da der blaue Farbstoff bei Zellen mit 

einer geschädigten Membran in das Zellinnere eindringt, wurden angefärbte Zellen als 

geschädigt oder tot gewertet. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde wie folgt berechnet:  

 

Zellzahl in gezählten Quadranten   

   • Verdünnungsfaktor • Kammerfaktor = Zellzahl/ml 
  Anzahl der gezählten Quadranten 
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3.1.7 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Messung der Lichtstreuungs- und 

Fluoreszenzeigenschaften von Zellen in einer Einzelzellsuspension. Die 

Zellsuspension wird hierbei über ein Flüssigkeitssystem in die Messzelle transportiert 

und hydrodynamisch fokussiert, sodass einzelne Zellen nacheinander auf mehrere 

Laserstrahlen treffen und dabei Streu-/Fluoreszenzlicht emittieren. Diese optischen 

Signale werden über unterschiedliche Spiegel, Filter und Detektoren in elektronische 

Signale umgewandelt. Während das Streulicht mit der Größe (Forward Scatter, FSC) 

und Granularität (Side Scatter, SSC) korreliert, gibt die Intensität der Fluoreszenz 

Aufschluss über die Häufigkeit der mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern 

nachgewiesenen Antigene. 

 

Nachweis von Zelloberflächenantigenen 
Für den Nachweis von Zelloberflächenantigenen wurden pro Färbung 1-2,5 x 105 

Zellen in eine 96-Well Spitzboden-Mikrotiterplatte transferiert und zunächst mit kaltem 

FACS-Waschpuffer (FWP) gewaschen. Hierzu wurden sie in 150 µl FWP 

aufgenommen und für 2 Minuten bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschließend 

wurde das Zellpellet mit einer Fluorochrom-konjugierten Antikörper-Lösung oder einer 

entsprechenden Isotypkontrolle gleicher Konzentration in einem Volumen von 10 µl 

suspendiert und für 20 Minuten bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss 

wurden die Zellen weitere zwei Male mit FWP gewaschen, in 100 µl 1 %iger PFA-

Lösung aufgenommen und in beschriftete FACS-Röhrchen überführt. Für die 

Detektion von Chemokinrezeptoren erfolgten die Arbeitsschritte analog mit 2,5 x 105 

Zellen und 5 µl der Fluorochrom-konjugierten Chemokinrezeptor-spezifischen 

Antikörper. 

 

Nachweis intrazellulärer Antigene  
Für die Analyse der SDF1a/CXCR4-induzierten Aktin-Polymerisation wurden zunächst 

2 x 106 Zellen bei 1200 rpm und Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifugiert. 

Anschließend erfolgte eine Suspension des Zellpellets in 4 ml PBS. Nach erneuter 

Zentrifugation bei 1200 rpm und Raumtemperatur für 5 Minuten wurde das Zellpellet 

in 1 ml X-Vivo Kulturmedium gelöst. Pro Probe wurden 90 µl mit 1,8 x 105 der 
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vorbehandelten Zellen verwendet. Die Zellsuspension mit oder ohne Inhibitoren wurde 

in eine 96-Well V-Platte überführt und bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Bei 

Verwendung von Inhibitoren wurden die Zellen für unterschiedliche Zeiträume bei 

37 °C und 5 % CO2 vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen zu definierten 

Zeitpunkten (ca. 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten, 5 Minuten, 10 Minuten und 20 

Minuten) mit 10 µl der SDF1a-Lösung (1000 nM) stimuliert und anschließend mit 100 

µl 8 % PFA in PBS (7 pH) für 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach dem 

Zentrifugieren bei 1200 rpm und 4 °C für 5 Minuten wurden die Zellen mit FWP 

gewaschen. Nach Permeabilisierung mit 100 µl 0,1 % Triton X 100 in PBS und einer 

10-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte ein weiterer Waschschritt. Die 

pelletierten Zellen wurden in 50 µl der Fluorochrom-konjugierten Antikörper-Lösung 

aufgenommen und für 20 Minuten bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Anschließend 

folgten zwei weitere Waschschritte mit FWP und die Zellen wurden in 100 µl bzw. 50 

µl PFA in PBS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde für die Messung in 

beschriftete FACS-Röhrchen oder 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt.  

 

Ermittlung des Anteils an toten Zellen mittels Propidiumjodid  
Propidiumjodid ist ein Farbstoff, der selektiv von Zellen mit Membrandysfunktionen 

aufgenommen wird und in die DNA interkaliert. Da interkaliertes Propidiumjodid stärker 

fluoresziert als lösliches, können die toten Zellen mittels Durchflusszytometrie 

nachgewiesen und deren Anteil an der Zellpopulation bestimmt werden. Die Zellen 

wurden hierfür zunächst mit FACS-Waschpuffer gewaschen, anschließend in 100 µl 

Propidiumjodid-Lösung (0,5 µg/ml in PBS) aufgenommen und nach 20 Minuten im 

Durchflusszytometer gemessen.  

 

3.2 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.1 Stimulation von Zellen und Herstellung von Zelllysaten 
Zunächst wurden die Zellen mittels Quickspin pelletiert. Die sedimentierten Zellen 

wurden im Anschluss in Medium, für die Stimulation in 100 ng/ml SDF1a bzw. für die 

Positivkontrolle in Pervanadat (0,1 mM Na3VO4 mit 1 mM H2O2) mit einem Volumen 

von 100 µl durchmischt und entsprechend der definierten Zeiten inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Zugabe von 1 ml kaltem PBS mit Protease-Inhibitoren und 
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ein erneuter Quickspin. Nach dem Suspendieren in 30 µL 1 % NP40-Lysepuffer und 

anschließender Inkubation für 20 Minuten auf Eis wurden die Zellen für 10 Minuten bei 

14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und für weitere Analysen genutzt oder bei -80 °C gelagert. 

 

3.2.2 Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden zu 995 µl Coomassie Protein 

Assay Reagent 5 µl Zelllysat gegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurde die Lösung in eine Messküvette gegeben und 

bei 595 nm im Spektrophotometer vermessen. Als Referenz diente der verwendete 

Lysepuffer. 

 

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der 

elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres 

Molekulargewichtes. Dazu werden die Proteine in der Regel mit Natriumdodecylsulfat 

(SDS) denaturiert und mit b-Mercaptoethanol reduziert. Das im Überschuss 

vorliegende SDS ist ein anionisches Detergenz, das sich an die Proteine anlagert, 

diese entfaltet und sie proportional zu ihrer Masse mit einer einheitlichen, negativen 

Ladung versieht. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von b-Mercaptoethanol, um kovalente 

Bindungen wie Cystein-Brücken aufzulösen. Dadurch wird das elektrophoretische 

Wanderungsverhalten ausschließlich durch das Molekulargewicht und nicht durch die 

Eigenladung oder die Faltung der Proteine beeinflusst. Für die SDS-PAGE wurde das 

NuPAGE-System von Invitrogen und 4-12 % Bis-Tris-Fertiggele verwendet. Bei 

Benutzung von Minigelen (NuPAGE-System, Invitrogen) wurde pro Probe eine 

Proteinmenge von 5-15 µg verwendet. Zunächst wurden die Volumina der Proben 

durch Zugabe von 1 % NP40-Lysepuffer angeglichen und auf zwei Drittel des 

Gesamtvolumens eingestellt. Anschließend wurde die Probe mit einem Drittel des 

Gesamtvolumen 3x NuPAGE-Probenpuffer mit b-Mercaptoethanol versetzt. In der 

Regel betrug das Gesamtvolumen einer Probe bei 10-Well-Gelen etwa 57 µl und bei 

15-Well-Gelen 24 µl pro Geltasche. Die Proben wurden im Anschluss bei  

100 °C für 5 Minuten erhitzt, zentrifugiert und in Geltaschen überführt. Die 
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elektrophoretische Auftrennung erfolgte für 45-60 Minuten bei 200 V und 

Raumtemperatur.  

  

3.2.4 Western Blot 
Western Blot ist ein Verfahren, um Proteine innerhalb eines Proteingemisches mit Hilfe 

von Antikörpern spezifisch nachzuweisen und näherungsweise zu quantifizieren. Nach 

erfolgter Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE 

wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die hierfür benötigte 

Membran hatte eine Porengröße von 0,2 µm oder 0,45 µm, wobei die kleine 

Porengröße insbesondere bei dem Transfer von kleineren Proteinen verwendet wurde. 

Alle Komponenten der Transferkammer wurden zuvor im Western Blot-Transferpuffer 

equilibriert und anschließend von der Kathode zur Anode in folgender Reihenfolge 

positioniert: ein Schwamm, zwei Whatman-Papiere, Gel, Membran, zwei Whatman-

Papiere und ein Schwamm. Anschließend wurde die Transferkammer nach dem 

Einsetzen der Transferkassette mit Transferpuffer aufgefüllt. Der Proteintransfer 

erfolgte bei 4 °C und 0,8 A für zwei Stunden oder bei Raumtemperatur und 100 V für 

eine Stunde unter Eiskühlung. Um den Transfer der Proteine zu überprüfen, wurde die 

Nitrocellulose-Membran nach kurzem Spülen mit ddH2O für 5 Minuten mit Ponceau S 

überschichtet und die Proteine somit gefärbt. Nachfolgend wurde die Membran 

mehrfach mit ddH2O gewaschen und die Färbung wurde dokumentiert. Anschließend 

wurde die Nitrocellulose-Membran mittels TBS entfärbt und mit einer 5 %igen BSA-

Lösung für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische 

Bindungsstellen auf der Membran zu sättigen. Zur Detektion von Proteinen wurde die 

Membran eine Stunde mit dem spezifischen Primärantikörper und nach drei 10-

minütigen Waschschritten mit TBST 45-60 Minuten mit einem HRP-konjugierten 

Sekundärantikörper inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran eine Minute mit dem 

ECL-Detektionsreagenz inkubiert und die Chemilumineszenz durch Belichtung von 

Hyperfilm ECL Filmen erfasst.   

 

3.2.5 Stripping der Blotmembran  
Die Stripping-Methode dient der Entfernung der Primär- und Sekundärantikörper von 

der Western Blot-Membran, um diese für die Detektionen von weiteren Proteinen 

verwenden zu können. Dazu wurde die Blot-Membran zunächst mit einer TBST-
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Lösung gewaschen und 25 Minuten mit der Stripping Solution bei 56 °C schwenkend 

inkubiert. Nach drei 5-minütigen Waschschritten mit TBST folgte die Inkubation mit 

einer 5 %igen BSA-Lösung für 20 Minuten und ein weiterer Waschschritt. 

Anschließend wurde die Western Blot-Membran erneut mit einem spezifischen 

Primärantikörper und dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundärantikörper 

inkubiert.   
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4 Ergebnisse 

4.1 Expressionsanalyse der Chemokinrezeptoren von nicht-
neoplastischen und neoplastischen T-Zellen  

In der vorliegenden Arbeit sollte zunächst die Expression ausgewählter 

Chemokinrezeptoren auf leukämischen T-Zellen charakterisiert und mit dem 

Expressionsprofil nicht-neoplastischer T-Zellen verglichen werden. Dazu wurde die 

Oberflächenexpression der Chemokinrezeptoren CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, 

CCR8, CCR9, CCR10 und CXCR3 sowie CXCR4 durchflusszytometrisch untersucht. 

Hierfür wurden primäre T-Zellen aus Blutproben von gesunden Probanden isoliert, mit 

PHA stimuliert und mit IL-2 expandiert. Nach der magnetischen Separation in CD4+- 

und CD8+-T-Zellpopulationen wurden die Zellen mit unterschiedlichen 

Chemokinrezeptor-spezifischen Antikörpern markiert und anschließend fixiert. Bei den 

neoplastischen Zelllinien handelte es sich um T-Zelllinien, die entweder aus Zellen von 

Patienten mit akuten lymphoblastischen Leukämien (T-ALL) oder Sézary-Syndrom 

etabliert wurden.  

Während die frisch isolierten T-Zellen vorrangig eine Expression von CCR7 und 

CXCR4 zeigten, exprimierten die expandierten T-Zellen die Chemokinrezeptoren 

CCR7, CXCR4 und zusätzlich CXCR3. Im Vergleich hierzu zeigten die zwölf 

verschiedenen leukämischen T-Zelllinien eine divergente Expression der Rezeptoren 

CCR7, CCR9, CXCR3 und CXCR4. Während die Chemokinrezeptoren CCR7 und 

CXCR3 auf niedrigem Niveau exprimiert wurden, konnte eine deutliche Expression des 

Rezeptors CXCR4 auf den neoplastischen T-Zellen detektiert werden. Das höchste 

Expressionsniveau von CXCR4 wurde hierbei auf den Zelllinien Je6.1, Ke37 und Peer 

beobachtet. In weiteren Analysen wurden daher vor allem diese Zelllinien untersucht. 

In Abbildung 7 und Abbildung 8 sind exemplarisch die Ergebnisse der 

Chemokinrezeptor-Expressionsanalyse von den nicht-transformierten T-Zellen und 

den neoplastischen T-Zellen zusammengefasst. Weitere repräsentative Ergebnisse 

der Chemokinrezeptor-Expressionsanalyse aller untersuchten Zelllinien sind im 

Anhang zu entnehmen. 
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Abb. 7: Chemokinrezeptor-Expression gesunder T-Zellen.  
Für die durchflusszytometrische Expressionsanalyse der Chemokinrezeptoren wurden jeweils 250.000 
Zellen fixiert und mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern gegen den entsprechenden Rezeptor oder 
einer entsprechenden Isotypkontrolle gefärbt. Nachfolgend wurden 10.000 Zellen pro Probe 
durchflusszytometrisch aufgenommen und der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität mit 
der korrespondierenden Isotyp-Kontrolle (in grau dargestellt) quantifiziert.  
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Abb. 8: Chemokinrezeptor-Expression neoplastischer T-Zellen. 
Für die durchflusszytometrische Expressionsanalyse der Chemokinrezeptoren wurden jeweils 250.000 
Zellen fixiert und mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern gegen den entsprechenden Rezeptor oder 
einer entsprechenden Isotypkontrolle gefärbt. Nachfolgend wurden 10.000 Zellen pro Probe 
durchflusszytometrisch aufgenommen und der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität mit 
der korrespondierenden Isotyp-Kontrolle (in grau dargestellt) quantifiziert.  

0

100

200

300

400

500

600

H9
HUT

J1
6R

ap
o

J6
.1

JF
L3

9.1 Ke3
7

MKB1

Molt
13

Molt
17

Molt
4

P12
Pee

r

ge
o 

M
FI

 (R
FU

)

CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 CCR8 CCR9 CCR10 CXCR3 CXCR4

4,1 1,8 3,4
12,8

4 6,8
0 3,7

15

550
570

500
20

0

CCR3
CCR4

CCR5
CCR6

CCR7
CCR8

CCR9

CCR10

CXCR3

CXCR4

 

Je6.1  

     
CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 

     
CCR8 CCR9 CCR10 CXCR3 CXCR4 

ge
o

M
FI

 (R
FU

)

1,8

48,4

3,1 5

65,7

16,7
2,8 7,1 3,8

514,8520

450
70

0

CCR3
CCR4

CCR5
CCR6

CCR7
CCR8

CCR9

CCR10

CXCR3

CXCR4

Peer 

     
CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 

     
CCR8 CCR9 CCR10 CXCR3 CXCR4 

 

ge
o

M
FI

 (R
FU

)

7,9 1,2 5,6
20,8

49,3

11,7
0 6,9 15,3

455,3470

400
55

0

CCR3
CCR4

CCR5
CCR6

CCR7
CCR8

CCR9

CCR10

CXCR3

CXCR4

Ke37 

     
CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 

     
CCR8 CCR9 CCR10 CXCR3 CXCR4 

 

ge
o

M
FI

 (R
FU

)



ERGEBNISSE 

 
 

51 

4.2 Etablierung und Optimierung einer Methode zur Analyse der 
SDF1α/CXCR4-induzierten Aktin-Polymerisation  

Da die Regulation der Aktin-Polymerisation als Voraussetzung für kontrollierte 

dynamische Veränderungen der Zellpolarität, -morphologie und des 

Migrationsverhaltens gilt und somit einen enormen Einfluss auf die Tumorprogression 

nimmt, sollte in weiteren Untersuchungen die SDF1a/CXCR4-vermittelte Aktin-

Polymerisation in den neoplastischen T-Zellen analysiert werden. Hierfür wurden die 

kultivierten primären T-Zellen und die neoplastischen T-Zelllinien zunächst mit 

rekombinantem SDF1a für unterschiedliche Zeitintervalle stimuliert, unmittelbar fixiert, 

anschließend permeabilisiert und zur durchflusszytometrischen Detektion von F-Aktin 

mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin markiert. Zur Quantifizierung und 

Auswertung wurde das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensität (geo MFI) der 

stimulierten Proben in Relation zu unstimulierten Proben betrachtet. Die 

neoplastischen und nicht-neoplastischen T-Zelllinien zeigten hierbei eine 

vergleichbare Kinetik mit einer schnellen und transienten Zunahme der Aktin-

Polymerisation innerhalb der ersten 10 Minuten nach SDF1a-Stimulation, wobei die 

induzierte Aktin-Polymerisation nach 15-20 Sekunden das Maximum erreichte und 

nach etwa 10 Minuten auf das Grundniveau abfiel (Abbildung 9). Die Amplituden der 

Aktin-Polymerisation unterschieden sich in den verschiedenen Zellpopulationen.  
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Abb. 9: Zeitabhängigkeit der SDFa/CXCR4-induzierten Aktin-Polymerisation.  
Je 180.000 Zellen (106 Zellen/ml) wurden entweder unbehandelt belassen oder zu entsprechenden 
Zeitpunkten mit 100 ng/ml SDF1a stimuliert, fixiert, permeabilisiert, mit Alexa Fluor 488-konjugiertem 
Phalloidin gefärbt und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden 10.000 Zellen 
pro Probe durchflusszytometrisch aufgenommen und der geometrische Mittelwert der 
Fluoreszenzintensität quantifiziert. Der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität unstimulierter 
Zellen wurde auf 1 gesetzt.  
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vorherige Inkubationszeit von etwa 12 Stunden in X-VIVO™-Medium mit 1 % PS ohne 

weitere Zusätze eine stärkere Aktin-Polymerisation mit geringeren Abweichungen 

zwischen den einzelnen Untersuchungsreihen beobachtet werden konnte (Abbildung 

11).   

  

  
Abb. 10: Einfluss unterschiedlicher Kulturmedien auf die SDFa/CXCR4-induzierte Aktin-
Polymerisation von Je6.1 und Peer. 
Nach 12- bis 16-stündiger Inkubation im Kulturmedium RPMI 1640 + 1 % PS (blau), RPMI 1640 + 1 % 
PS + 1 % BSA (lila), RPMI 1640 + 1 % PS + 10 % FCS (orange) oder X-Vivo + 1 % PS (rot) wurden je 
180.000 Zellen (106 Zellen/ml) entweder unbehandelt belassen oder zu entsprechenden Zeitpunkten 
mit 100 ng/ml SDF1a stimuliert, fixiert, permeabilisiert, mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin 
gefärbt und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden 10.000 Zellen pro Probe 
durchflusszytometrisch aufgenommen und der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität 
quantifiziert. Der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität der unstimulierter Zellen wurde auf 
1 gesetzt.  
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Abb. 11: Exemplarische Darstellung der SDF1a-induzierten Aktin-Polymerisation in 
unterschiedlichen Kulturmedien.  
Nach 12-stündiger Inkubation im entsprechenden Kulturmedium wurden je 180.000 Peer-Zellen (106 
Zellen/ml) entweder unbehandelt belassen oder zu entsprechenden Zeitpunkten mit 100 ng/ml SDF1a 
stimuliert, fixiert, permeabilisiert, mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin gefärbt und anschließend 
durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden 10.000 Zellen pro Probe durchflusszytometrisch 
aufgenommen und der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität quantifiziert. Der 
geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität unstimulierter Zellen wurde auf 1 gesetzt. Gezeigt ist 
der Befund von jeweils 3 Experimenten. 
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4.3 Identifizierung potenzieller Komponenten der SDF1a/CXCR4-
induzierten Aktin-Polymerisation  

Um die Signaltransduktion von CXCR4 in neoplastischen T-Zellen zu charakterisieren 

und potenzielle Signalkomponenten zu identifizieren, wurden Effekte unterschiedlicher 

pharmakologischer Inhibitoren (Latrunculin A, Jasplakinolide, CK-666, Whiskostatin, 

PTX, Emodin, Bay 61-3606, PP1) auf die Aktin-Polymerisation systematisch 

untersucht. Hierfür wurde zunächst der Einfluss der Inhibitoren auf die Zellviabilität der 

verwendeten Zelllinien Je6.1 und Peer bestimmt, indem der Anteil an toten Zellen nach 

einer 30-minütigen Inkubation mit den genannten Inhibitoren in unterschiedlichen 

Konzentrationen mittels Propidiumjodid ermittelt wurde (Abbildung 12). Zur 

Verifizierung und Charakterisierung der CXCR4-induzierten Reorganisation der Aktin-

Maschinerie in neoplastischen T-Zellen wurden die untersuchten Je6.1- und Peer-

Zellen zunächst mit pharmakologischen Inhibitoren der Aktin-Reorganisation 

behandelt. Hierbei stabilisiert Jasplakinolide die präformierten Aktinfilamente und 

Latrunculin A das monomere G-Aktin, sodass die Aktin-Polymerisation behindert wird 

(Morton et al. 2000, Holzinger 2010). Passend dazu konnte durch Jasplakinolide und 

Latrunculin A die Aktin-Polymerisation effektiv inhibiert werden. Wiskostatin ist ein 

selektiver Inhibitor für N-WASP (neurales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein) und führt 

zu einer geringen Reduktion der SDF1a-induzierten Polymerisation von F-Aktin. Der 

Arp2/3-Inhibitor CK-666 zeigte hingegen keine merklichen Effekte. In weiteren 

Untersuchungen wurde die Rolle der Rezeptor-gekoppelten G-Proteine mit Hilfe von 

Pertussis Toxin (PTX) und die Bedeutung verschiedener Tyrosinkinasen in der 

CXCR4-vermittelten Signaltransduktion durch Bay 61-3606 (Syk), Emodin (Lck) sowie 

PP1 (Src Kinasen) näher betrachtet. Die Behandlung der Zellen mit PTX bewirkte eine 

deutliche Reduktion der Aktin-Polymerisation und verifizierte somit die essenzielle 

Rolle der Rezeptor-gekoppelten G-Proteine in der CXCR4-Signalkaskade. Während 

der Einsatz von Emodin keinen deutlichen Effekt zeigte, resultierte die Behandlung mit 

Bay 61-3606 und PP1 in einer verminderten Aktin-Polymerisation (Abbildung 13). Die 

Untersuchungen implizierten somit eine Beteiligung von Syk- und Src-Kinasen in der 

SDF1/CXCR4-induzierten Aktin-Polymerisation in neoplastischen T-Zellen. 

 



ERGEBNISSE 

 
 

56 

  

  

  

   

Abb. 12: Einfluss unterschiedlicher Inhibitoren auf die Zellviabilität. 
Nach 12-stündiger Inkubation im Kulturmedium X-Vivo + 1 % PS wurden je 200.000 Zellen (2*106 
Zellen/ml) der Zelllinie Je6.1 (PTX) oder Peer (PP1, Bay 61-3606, Emodin, Wiskostatin, CK-666, 
Jasplakinolide und Latrunculin A) für 30 Minuten entweder mit DMSO als Kontrolle oder mit 
unterschiedlichen Konzentrationen der aufgeführten pharmakologischen Inhibitoren inkubiert. 
Nachfolgend wurden die Zellen in einer Propidiumiodid-Lösung (0,5 μg Propidiumiodid/ml PBS) 
aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden 10.000 Zellen pro Probe 
aufgenommen und die Anzahl der Propidiumiodid-negativen Zellen quantifiziert.  
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Abb.13: Einfluss unterschiedlicher pharmakologischer Inhibitoren auf die SDF1a/CXCR4-
induzierte Aktin-Polymerisation.  
Nach 12- bis 16-stündiger Inkubation im Kulturmedium X-Vivo + 1 % PS wurden je 106 Zellen/ml der 
Zelllinie Je6.1 (PTX, PP1, Emodin, Wiskostatin, CK-666 und Jasplakinolide) oder Peer (Bay 61-3606 
und Latrunculin A) entweder in DMSO oder mit den entsprechenden pharmakologischen Inhibitoren 
(500 ng/ml PTX, 50 μM PP1, 10 μM Bay 61-3606, 40 μM Emodin, 15 μM Wiskostatin, 100 μM CK-666, 
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1 μM Jasplakinolide oder 5 μM Latrunculin) für 30 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurden jeweils 
180.000 Zellen (106 Zellen/ml) entweder unbehandelt belassen oder zu entsprechenden Zeitpunkten 
mit 100 ng/ml SDF1a stimuliert, fixiert, permeabilisiert, mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin 
gefärbt und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden 10.000 Zellen pro Probe 
aufgenommen und vermessen. Dargestellt sind die geometrischen Mittelwerte der 
Fluoreszenzintensität. 

 

 

4.4 Das Adapterprotein HS1 und die Tyrosinkinase ZAP70 in der 

SDF1a/CXCR4-Signalkaskade  

4.4.1 CXCR4-induzierte HS1-Phosphorylierung   
In Vorarbeiten der Forschungsgruppe wurde das Adapterprotein HS1 als ein wichtiger 

Mediator zwischen der SDF1a-induzierten Signaltransduktion und der Aktin-

Reorganisation in gesunden T-Zellen identifiziert (Lettau et al. 2015). Zur weiteren 

Charakterisierung der SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion in neoplastischen T-Zellen 

wurde daher eine potenzielle Beteiligung des Adapterproteins HS1 untersucht. Hierzu 

wurden die Je6.1-Zellen zunächst mit SDF1a für definierte Zeitintervalle stimuliert, 

lysiert und anschließend die Phosphorylierung von HS1 im Western Blot unter 

Verwendung unterschiedlicher Antikörper (HS1, phospho-HS1 Y378, phospho-HS1 

Y397) untersucht. Hierbei konnte eine transiente SDF1a/CXCR4-induzierte 

Phosphorylierung von HS1 an Y397 etwa 60 Sekunden nach SDF1a-Stimulation 

nachgewiesen werden. Zudem konnte auch eine HS1-Phosphorylierung an Y378 bis zu 

60 Sekunden nach SDF1a-Stimulation beobachtet werden, diese zeigte sich jedoch 

sehr schwach und stetig zunehmend (Abbildung 14). Hierbei konnte eine transiente 

SDF1a/CXCR4-induzierte Phosphorylierung von HS1 an Y397 etwa 60 Sekunden nach 

SDF1a-Stimulation nachgewiesen werden. Zudem konnte auch eine HS1-

Phosphorylierung an Y378 bis zu 60 Sekunden nach SDF1a-Stimulation beobachtet 

werden, diese zeigte sich jedoch sehr schwach und stetig zunehmend (Abbildung 14).  
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Abb. 14: Nachweis der SDF1a/CXCR4-induzierten Phosphorylierung von HS1.  
Nach 12- bis 16-stündiger Inkubation im Kulturmedium X-Vivo mit 1 % PS wurden je 106 Je6.1-Zellen 
(106 Zellen/ml) entweder unbehandelt belassen oder für entsprechende Zeitintervalle mit 100 ng/ml 
SDF1a stimuliert und anschließend lysiert. Pro Lysat wurden 15 μg reduziertes Protein aufgetragen, 
mittels SDS-PAGE separiert, auf Nitrocellulose transferiert und mittels Immunoblot unter Verwendung 
monoklonaler Antikörpern gegen phospho-HS1 Y378 und phospho-HS1 Y397 visualisiert. Zur Kontrolle 
der Proteinexpression wurden die Blots gestripped und HS1 mittels Immunoblot nachgewiesen.    
 
 

4.4.2 CXCR4-induzierte ZAP70-Phosphorylierung   
Im Rahmen der Detektion potenzieller Kinasen der SDF1a/CXCR4-induzierten 

Phosphorylierung von HS1 in neoplastischen T-Zellen wurde die Rolle der 

Tyrosinkinase ZAP70 (Zeta-Chain Of T-Cell Receptor Associated Protein Kinase 70) 

untersucht, welche für ihre wichtige Rolle in der Signalkaskade des T-Zell Rezeptors 

bekannt ist und funktionell bereits mit der Phosphorylierung von HS1 nach TZR-

Ligation assoziiert wird (Gomez et al. 2006). Zudem ist die funktionelle Homologie 

zwischen ZAP70 und Syk-Tyrosinkinasen (Kong et al. 1995) im Hinblick auf die 

SDF1a/CXCR4-Signalkaskade besonders interessant, da die dargestellten 

Inhibitorstudien auf eine potenzielle Beteiligung der Syk-Tyrosinkinase in der SDF1a-

induzierten Aktin-Polymerisation hindeuten. Die Western Blot-Analyse der 

Tyrosinkinase ZAP70 ergab eine transiente Phosphorylierung von ZAP70 an 

Tyrosin493 etwa 60 Sekunden nach SDF1a-Stimulation (Abbildung 15). 
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Abb. 15 Nachweis einer SDF1a/CXCR4-induzierten Phosphorylierung von ZAP70.  
Nach 12- bis 16-stündiger Inkubation im Kulturmedium X-Vivo + 1 % PS wurden je 106 Je6.1-Zellen (106 
Zellen/ml) entweder unbehandelt belassen oder zu entsprechenden Zeitpunkten mit 100 ng/ml SDF1a 
stimuliert und anschließend lysiert. Pro Lysat wurden 15 μg reduziertes Protein aufgetragen, mittels 
SDS-PAGE separiert, auf Nitrocellulose transferiert und mittels Immunoblot unter Verwendung 
monoklonaler Antikörper gegen phospho-ZAP70 Y493 visualisiert. Zur Kontrolle der Proteinexpression 
wurde der Blot gestripped und ZAP70 mittels Immunoblot nachgewiesen.  
 
 

4.4.3 Charakterisierung der Phosphorylierung von ZAP70 und HS1 
Da die Kinetik der SDF1a/CXCR4-induzierten Phosphorylierung von HS1 und ZAP70 

in den neoplastischen T-Zellen auf eine mögliche Phosphorylierung des 

Adapterproteins HS1 durch die Tyrosinkinase ZAP70 hindeutet, sollte im Weiteren die 

Rolle von HS1 und ZAP70 in der SDF1a/CXCR4-Signalkaskade näher charakterisiert 

werden. Hierfür wurden die leukämischen Je6.1-T-Zellen mit den pharmakologischen 

Inhibitoren PTX, Emodin, Bay 61-3606 und PP1 behandelt, welche bereits zuvor in der 

CXCR4-vermittelten Aktin-Polymerisation untersucht wurden (Vgl. Abbildung 13). In 

der durchgeführten Western Blot-Analyse zeigten die Behandlungen mit PTX und 

Emodin keinen Einfluss auf die SDF1a/CXCR4-induzierte ZAP70- und HS1-

Phosphorylierung. Die mit Bay 61-3606 behandelten Zellen zeigten sowohl ohne als 

auch mit SDF1a-Stimulation eine stärkere Phosphorylierung von ZAP70 und eine 

schwächere SDF1a-induzierte HS1-Phosphorylierung. Die Behandlung mit PP1 führte 

hingegen zur Hemmung der SDF1a/CXCR4-vermittelten Phosphorylierung von 

ZAP70 und HS1 (Abbildung 16).  
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Abb. 16: Einfluss unterschiedlicher pharmakologischer Inhibitoren auf die SDF1a/CXCR4-
induzierte ZAP70- und HS1-Phosphorylierung.  
Nach 12- bis 16-stündiger Inkubation im Kulturmedium X-Vivo + 1 % PS wurden je 2x106 Je6.1-Zellen 
(106 Zellen/ml) in DMSO oder mit pharmakologischen Inhibitoren (500 ng/ml PTX, 40 μM Emodin, 10 
μM Bay 61-3606 oder 50 μM PP1) für 30 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen entweder 
unbehandelt belassen oder für 60 Sekunden mit 100 ng/ml SDF1a stimuliert und anschließend lysiert. 
Pro Lysat wurden 15 μg reduziertes Protein aufgetragen, mittels SDS-PAGE separiert, auf Nitrocellulose 
transferiert und phospho-ZAP70 Y493 mittels Immunoblot visualisiert. Anschließend wurde der Blot 
gestripped und phospho-HS1 Y397 mittels Immunoblot nachgewiesen. Zur Kontrolle der 
Proteinexpression wurde nach erneutem Strippen im Anschluss HS1 mittels Immunoblot dargestellt. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Befund von 3 Experimenten. 
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5 Diskussion 
Chemokine und Chemokinrezeptoren nehmen sowohl in physiologischen als auch in 

pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle ein. Unter physiologischen 

Bedingungen regulieren sie die Migration und Rekrutierung von Immunzellen sowie 

die Proliferation und das Überleben. Unter pathologischen Bedingungen können sie 

die Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen beeinflussen.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Vorkommen der Chemokinrezeptoren 

auf neoplastischen T-Zellen untersucht und deren Signaltransduktion charakterisiert 

werden. Hierzu wurden 13 verschiedene neoplastische T-Zelllinien verwendet, die der 

Arbeitsgruppe zur Verfügung standen.  

 

 

5.1 Überexpression des Chemokinrezeptors CXCR4 auf leukämischen 
und lymphatischen T-Zellen.  

Die durchflusszytometrische Analyse der Rezeptoren CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, 

CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 und CXCR3 sowie CXCR4 ergab, dass frisch isolierte, 

nicht-neoplastische T-Zellen die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4 exprimierten 

und die mit IL-2 expandierten T-Zellen eine Expression von CCR7, CXCR3 und 

CXCR4 zeigten, wohingegen die neoplastischen T-Zelllinien im Vergleich zu der nicht-

transformierten T-Zell-Population eine geringere Expression von CCR7 und CXCR3 

und eine deutlich stärkere Expression von CXCR4 zeigten. Darüber hinaus war die 

Expression des Chemokinrezeptors CCR9 in vereinzelten neoplastischen T-Zelllinien 

(H9, Molt-4, Molt-13 und P12) im Vergleich zu den primären T-Zellen erhöht.  

Die Expression von CCR7, CXCR3 und CXCR4 auf primären T-Zellen deckt sich mit 

der Literatur. Diese beschreibt, dass CCR7 hauptsächlich von naiven B- und T-Zellen, 

regulatorischen T-Zellen und zentralen T-Gedächtniszellen sowie von reifen 

dendritischen Zellen exprimiert wird (Förster et al. 2008, Legler et al. 2014, Cuesta-

Mateos et al. 2021) und der Chemokinrezeptor CXCR3 vorrangig auf aktivierten CD8+ 

T-Zellen und TH1-Zellen, sowie NK-T-Zellen, NK-Zellen und dendritischen Zellen zu 

finden ist (Qin et al. 1998, Groom und Luster 2011). Unter physiologischen 

Bedingungen spielen die Rezeptoren CCR7 und CXCR3 in der zielgerichteten 

Wanderung von Leukozyten eine essenzielle Rolle. So koordiniert CCR7 
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beispielsweise das Homing der Lymphozyten zu den lymphatischen Organen, 

während die Hauptfunktion von CXCR3 in der Regulierung von Entzündungen durch 

die spezifische Einwanderung von T-Effektorzellen liegt (Ziegler et al. 2007, Förster et 

al. 2008, Groom und Luster 2011, Bangs et al. 2022). Zwei mögliche Erklärungen für 

das geringere Expressionsniveau von CCR7 und CXCR3 auf leukämischen T-Zellen 

sind, dass die untersuchten neoplastischen T-Zellen ursprünglich T-lymphoiden Zellen 

geringerer Differenzierungsgrade entstammen und sie in vitro unter den 

konventionellen Kulturbedingungen den physiologischen Stimulus durch verschiedene 

Zytokine zur weiteren Differenzierung nicht erhalten haben. Interessanterweise 

zeigten primäre ATL-Zellen von Patienten mit Infiltration lymphatischer Gewebe in 

Studien nämlich eine deutlich höhere CCR7-Expression als primäre ATL-Zellen von 

Patienten ohne lymphatische Beteiligung (Hasegawa et al. 2000). Im Kontext der 

Expressionsregulierung von CCR7 und CXCR3 durch Zytokine beobachteten 

beispielsweise Sallusto et al., dass TGF-β die Expression von CCR7 und IFN-a die 

Expression von CXCR3 erhöhte (Sallusto et al. 1998).  

Der Rezeptor CCR9 bindet selektiv das Chemokin TECK (thymus-expressed 

chemokine; CCL25) und spielt in der physiologischen Entwicklung und Reifung von 

Thymozyten sowie in der gastralen und intestinalen Immunabwehr eine wesentliche 

Rolle (Youn et al. 2001, Korbecki et al. 2020). Die vorliegenden Befunde zur CCR9-

Expression der leukämischen T-Zelllinien stehen überwiegend im Einklang mit den 

Arbeiten anderer Forschungsgruppen. Beispielsweise beschreiben Zabel et al. bei 17 

untersuchten leukämischen T-Zelllinien lediglich auf Molt-4 und Molt-13 die Expression 

von CCR9 (Zabel et al. 1999). Die CCR9-Expression auf H9 und P12 wurde bisher 

jedoch noch nicht beschrieben.  

Der Rezeptor CXCR4 spielt in einer Vielzahl pathophysiologischer Prozesse eine 

Schlüsselrolle, einschließlich der Embryogenese, Hämatopoese, Regulierung der 

Immunantwort und der Progression von Neoplasien, und wird in verschiedenen 

Geweben beispielsweise auf Zellen des Immunsystems, des blutbildenden Systems 

und des Nervensystems exprimiert (Nagasawa 2014, Kawaguchi et al. 2019b). In 

Studien wurde bereits für zahlreiche Tumorerkrankungen eine erhöhte CXCR4-

Expression nachgewiesen (Mukherjee und Zhao 2013, Chatterjee et al. 2014, Cancilla 

et al. 2020). In diesem Zusammenhang beschreiben unter anderem Pitt et al. im 

Rahmen eines Patient-derived xenograft (PDX) Mausmodells, in dem Zellen von 

Patienten mit primärer T-ALL in eine immundefiziente Maus implantiert wurden, 
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ebenfalls eine stärkere CXCR4-Expression der T-ALL-Zellen (Pitt et al. 2015). 

Insgesamt stehen die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen mit der Literatur 

im Einklang und weisen auf die potenziell wichtige Rolle von CXCR4 in der 

Pathogenese von T-Zell-Leukämien hin. Bisher ist der einzige bekannte Ligand von 

CXCR4 das Chemokin SDF1a. Aufgrund dessen wurde im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit das SDF1a/CXCR4-Ligand-Rezeptor-System in neoplastischen T-Zellen im 

Detail untersucht. 

 

 

5.2 Rolle der SDF1a/CXCR4-Signalkaskade in der Aktin-Reorganisation 
neoplastischer T-Zellen 

Um einen Einblick zu erhalten, ob und wie der Chemokinrezeptor CXCR4 die 

Migrationsfähigkeit leukämischer T-Zellen beeinflusst, wurden im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit die Effekte der CXCR4-Ligation auf die Aktin-Polymerisation 

untersucht, da diese ein wesentlicher Bestandteil induzierter Veränderungen des 

Zytoskeletts ist. Im Einklang mit den Vorarbeiten unserer und anderer 

Forschungsgruppen (Vicente-Manzanares et al. 2003, Fischer et al. 2004, Lettau et al. 

2015), ergab die durchflusszytometrische Analyse eine SDF1a/CXCR4-induzierte 

Aktin-Polymersation sowohl in den primären als auch in den transformierten T-Zellen. 

Interessanterweise zeigten die nicht-transformierten und leukämischen T-Zelllinien 

hierbei eine vergleichbare Kinetik der SDF1a-induzierten Aktin-Polymersation mit 

einer 1,5- bis 2,5-fachen Erhöhung des F-Aktin-Gehalts nur etwa 20 Sekunden nach 

Stimulation mit SDF1a unabhängig vom CXCR4-Expressionsniveau der Zelllinien 

(Vgl. Abbildung 7 und 8). Das Chemokin SDF1a ist der einzige bekannte Ligand für 

den Chemokinrezeptor CXCR4 und bis vor kurzem galt CXCR4 als der einzige 

bekannte Rezeptor für SDF1a. Aktuellere Studien konnten jedoch zeigen, dass der 

Chemokinrezeptor CXCR7 die Chemokine CXCL11 und SDF1a binden kann 

(Balabanian et al. 2005). CXCR7 wurde initial als ein Rezeptor ohne bekannten 

Liganden beschrieben und als so genannter Orphan-Receptor RDC1 oder Atypical 

Chemokine Receptor 3 (ACKR3) bezeichnet. Bisher wurde CXCR7 sowohl in 

gesunden als auch in pathologisch veränderten Geweben wie z. B. nach ischämischen 

Ereignissen im Gehirn oder bei akutem Nierenversagen nachgewiesen. Zudem wurde 
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eine erhöhte CXCR7-Expression bei diversen Tumoren wie Gliomen, 

Mammakarzinomen und Prostatakarzinomen beschrieben (Miao et al. 2007, 

Hattermann et al. 2010, Yang et al. 2018, Xu et al. 2021). Für primäre T-Zellen und 

verschiedene leukämische T-Zelllinien wie beispielsweise die in der vorliegenden 

Arbeit verwendete leukämische T-Zelllinie Je6.1 wurde neben der Expression von 

CXCR4 auch eine Expression des Rezeptors CXCR7 beschrieben (Balabanian et al. 

2005, Kumar et al. 2012, Melo et al. 2014). Obwohl der Ligand SDF1a mit einer 

höheren Affinität an CXCR7 bindet als an CXCR4, wird die funktionelle Bedeutung von 

CXCR7 in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert (Balabanian et al. 2005, Burns et 

al. 2006, Huynh et al. 2020). Einerseits beschrieben Balabanian et al. und Kumar et 

al., dass CXCR7 nach Bindung von SDF1a Einfluss auf die Migration von T-Zellen 

nimmt (Balabanian et al. 2005, Kumar et al. 2012). Andererseits zeigten Burns et al. 

und Hartmann et al., dass die Bindung von SDF1a an CXCR7 keine Auswirkung auf 

die Zellmotilität oder das Migrationsverhalten von T-Zellen hat (Burns et al. 2006, 

Hartmann et al. 2008, Levoye et al. 2009). Auch im Hinblick auf die SDF1a/CXCR7-

induzierte Signalkaskade bestehen noch Unklarheiten. Bisher konnte in Studien 

nachgewiesen werden, dass die Aktivierung von CXCR7 durch SDF1a nicht zu der für 

Chemokinrezeptoren typischen Signalweiterleitung über das Rezeptor-gekoppelte G-

Protein führt, sondern eine b-Arrestin-vermittelte Signalkaskade ausgelöst wird und 

keine Kalziummobilisierung in der Zelle über CXCR7 erfolgt (Burns et al. 2006, Levoye 

et al. 2009, Kumar et al. 2012). Ausgehend von der fehlenden Kalziummobilisierung 

und der Beobachtung, dass CXCR7 das Chemokin SDF1a mit einer höheren Affinität 

bindet und er somit mit dem Chemokinrezeptor CXCR4 kompetiert, scheint der 

Rezeptor CXCR7 vielmehr eine regulatorische Funktion zu besitzen. Passend zu 

dieser Vermutung konnten Untersuchungen nachweisen, dass die SDF1a-induzierten 

Effekte wie beispielsweise die Migration von T-Zellen durch eine Ko-Expression von 

CXCR4 und CXCR7 verstärkt und nach RNA-Interferenz-vermittelter 

Herunterregulation von CXCR4 deutlich reduziert wurde. Demgegenüber hat eine 

Herunterregulation von CXCR7 durch RNA-Interferenz keine signifikante Auswirkung 

auf die Zellmigration (Romain et al. 2014, Kowalski et al. 2017, Huynh et al. 2020). 

Bisher wurde kein direkter Einfluss von CXCR7 auf die Aktin-Polymerisation nach 

SDF1a-Bindung beschrieben. Zusammenfassend ist es daher wahrscheinlich, dass 

die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete SDF1a-induzierte Aktin-Polymerisation über 
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das Zusammenspiel von CXCR4 und CXCR7 oder überwiegend durch CXCR4 

vermittelt wird.  

Dennoch ist für das weitere Verständnis eine spezifische Expressionsanalyse sowie 

eine weiterführende Funktionsanalyse von CXCR4 und CXCR7 in gesunden und 

neoplastischen T-Zellen sinnvoll. Zudem sollte in weiterführenden Migrationsanalysen 

untersucht werden, inwieweit die Aktin-Polymerisation tatsächlich mit dem 

Migrationspotenzial von T-Zellen korreliert.  

 

 

5.3 Einfluss pharmakologischer Inhibitoren auf die SDF1a/CXCR4-
Signaltransduktion in neoplastischen T-Zellen  

Für die Charakterisierung der SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion in neoplastischen T-

Zellen wurde der Einfluss unterschiedlicher pharmakologischer Inhibitoren untersucht. 

PTX verhindert die Wechselwirkung zwischen den gekoppelten G-Proteinen und den 

Rezeptoren, indem es die ADP-Ribosylierung der α-Untereinheiten der heterotrimeren 

G-Proteine Gi, Go und Gt katalysiert. Als potenter Inhibitor von G-Proteinen führte PTX 

so zu einer deutlichen Reduktion der SDF1a-induzierten Aktin-Polymerisation und 

verifizierte somit den Hauptsignalweg von CXCR4 über das an den Rezeptor 

gekoppelte G-Protein (Busillo und Benovic 2007, Teicher und Fricker 2010). 

Untersuchungen mit Tyrosinkinase-Inhibitoren zeigten, dass PP1 als selektiver 

Inhibitor für Src-Tyrosinkinasen (IC50 = 170 nM) und Bay 61-3606 als ein 

hochselektiver Inhibitor für die Syk-Tyrosinkinase (Ki = 7.5 nM; IC50 = 10 nM) zur 

Reduktion der induzierten Aktin-Polymerisation führten und deuten demzufolge auf die 

Beteiligung sowohl der Src- als auch der Syk-Tyrosinkinasen an der SDF1a/CXCR4-

Signalkaskade hin. Dies deckt sich mit Befunden anderer Arbeitsgruppen, die 

ebenfalls Tyrosinkinasen der Src- und Syk-Familie funktionell mit der SDF1a/CXCR4-

Signaltransduktion assoziierten (Ticchioni et al. 2002, Fernandis et al. 2003, 

Matsusaka et al. 2005, Teicher und Fricker 2010, Cheng et al. 2017). So zeigten 

beispielsweise McCaig et al. und Ticchioni et al., dass die pharmakologische Inhibition 

von Src- bzw. Syk-Tyrosinkinasen die SDF1a/CXCR4-vermittelte Zellmigration 

reduzierte (Ticchioni et al. 2002, McCaig et al. 2012). Syk-Tyrosinkinasen werden 

hauptsächlich von hämatopoetischen Zellen exprimiert und sind vor allem für die 

Beteiligung an der Signaltransduktion von Immunrezeptoren bekannt (Mócsai et al. 
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2010). Tyrosinkinasen der Src-Familie nehmen in der Signaltransduktion diverser 

biologischer Prozesse wie zum Beispiel des Wachstums, der Teilung, der Migration 

und des Überlebens von Zellen eine Schlüsselrolle ein (Roskoski 2015) und werden 

gewebs- und zelltypspezifisch exprimiert. So konnte beispielsweise die Expression von 

Lck, Lyn und Hck lediglich in hämatopoetischen Zellen nachgewiesen werden, 

während c-Src, Fyn und c-Yes ubiquitär exprimiert werden (Boggon und Eck 2004, 

Zhang et al. 2014). Manning et al. identifizierten 11 Mitglieder der Src-Tyrosinkinasen, 

von denen Fyn, Lyn und Lck zu den bekanntesten Vertretern zählen (Manning et al. 

2002, Roskoski 2015). Hierbei wurde Lck bereits mit der T-Zell-Aktivierung assoziiert 

(Palacios und Weiss 2004). Für die weitere Charakterisierung wurde daher Emodin als 

selektiver Inhibitor für Lck (IC50 = 18.5 µM) verwendet. Dieser zeigte jedoch keinen 

merklichen Effekt auf die SDF1a-induzierte Aktin-Polymerisation. Es gibt zwar 

Untersuchungen, die eine Beteiligung von Lck an der Signaltransduktion von 

SDF1a/CXCR4 in T-Zellen beschreiben, diese Annahme beruht jedoch vorrangig auf 

der Detektion einer Phosphorylierung von Lck nach Ligation des Rezeptors CXCR4 

durch SDF1a (Ghosh et al. 2009, Teicher und Fricker 2010). In der vorliegenden Arbeit 

wurde die Rolle von Lck in der SDF1a/CXCR4-induzierten Aktin-Polymerisation 

funktionell untersucht, sodass die Lck-Beteiligung an der SDF1a/CXCR4-

Signaltransduktion in neoplastischen T-Zellen folglich weder bestätigt noch widerlegt 

werden kann. Der Befund legt lediglich nahe, dass Lck nicht an der SDF1a/CXCR4-

vermittelten Aktin-Polymerisation in leukämischen T-Zellen beteiligt ist. Darüber 

hinaus konnten Manu et al. für Zellen von Patienten mit hepatozellulärem Karzinom 

(HCC) zeigen, dass der Inhibitor Emodin in vitro dosisabhängig zur Reduktion der 

CXCR4-Expression führt und die Behandlung mit 50 µM Emodin die SDF1a-

vermittelte Migration der HCC-Zelllinien reduzieren kann (Manu et al. 2013). Eine 

weitere mögliche Erklärung für den fehlenden Effekt in der dargestellten Untersuchung 

kann daher also auch die verwendete Konzentration von lediglich 40 µM Emodin sein. 

Im weiteren Verlauf wurden auch pharmakologische Inhibitoren des Aktin-

Zytoskelettes und der Aktin-Reorganisationsmaschinerie analysiert. Hierbei führten 

Jasplakinolide als Stabilisator für präformierte Aktinfilamente (KD ~ 15 nM) und 

Latrunculin A als Stabilisator für das monomere G-Aktin (KD = 200 nM) zu einer 

effektiven Hemmung der induzierten Aktin-Polymerisation. Dieser Befund steht mit 

anderen Arbeiten im Einklang, da in diesem Zusammenhang bereits beschrieben 
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wurde, dass Jasplakinolide nicht nur die Aktinnukleation fördert, sondern auch über 

die Bindung an Aktinfilamenten das präformierte Aktin in der Zelle stabilisieren und vor 

der Depolymerisation schützen kann (Bubb et al. 2000, Holzinger 2010). Für 

Latrunculin A ist beschrieben, dass es nicht nur die Depolymerisation von 

Aktinfilamenten fördert, sondern zudem mit einer höheren Affinität an das monomere 

G-Aktin bindet, wodurch Latrunculin A die Polymerisation von Aktin verhindert (Coué 

et al. 1987, Fujiwara et al. 2018). Die dargestellten Untersuchungen zu WASP und 

Arp2/3 als Hauptvertreter der Aktin-Reorganisationsmaschinerie ergaben, dass 

Wiskostatin als selektiver Inihibitor (IC50 ~ 10 µM) für N-WASP (neural Wiskott-

Aldrich-syndrome protein) zu einer Reduktion der SDF1a-vermittelten Aktin-

Polymerisation führt. Dies steht im Einklang mit der bereits beschriebenen Rolle von 

(N-)WASP in der SDF1a-vermittelten Aktin-Reorganisation und Migration von T-Zellen 

(Haddad et al. 2001, Okabe et al. 2002, Gallego et al. 2006). N-WASP zählt mit WASP 

(Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) und WAVE1-3 zu den Vertretern der Proteinfamilie 

WASP/WAVE und spielt eine Schlüsselrolle in der Verschaltung der 

Signaltransduktion extrazellulärer Stimuli mit der molekularen Maschinerie der Aktin-

Polymerisation (Thrasher 2002, Alekhina et al. 2017). N-WASP und WASP besitzen 

eine Sequenzhomologie von mehr als 50 % und haben viele gemeinsame 

Interaktionspartner (Jain und Thanabalu 2015). Im Gegensatz zu WASP, welches 

lediglich auf hämatopoetischen Zellen exprimiert wird, konnte die Expression von N-

WASP ubiquitär und unter anderem auch im Nervengewebe (neural WASP) 

nachgewiesen werden (Millard und Machesky 2001, Takenawa und Suetsugu 2007, 

Jain und Thanabalu 2015). Die Rolle von WASP wird vor allem durch das Wiskott-

Aldrich Syndrome deutlich, in dem die fehlende oder fehlerhafte Expression von WASP 

zu einer schweren Insuffizienz des Immunsystems und der Blutgerinnung führt (Konno 

et al. 2007, Bosticardo et al. 2009, Biber et al. 2021). In der T-Zell-Biologie spielt 

sowohl N-WASP als auch WASP eine besondere Rolle. Beispielsweise zeigten 

Studien, dass Mutationen von N-WASP zu einer gestörten T-Zell-Differenzierung 

führen (Cotta-de-Almeida et al. 2007) und Knockout-Mäuse, denen N-WASP fehlen, 

bereits während der Embryonalentwicklung versterben (Snapper et al. 2001). In T-

Zellen führen Mutationen und Fehlregulationen von WASP zu einer abnormalen 

Architektur des Zytoskeletts und Beeinträchtigungen der Aktin-Polymerisation mit 

folglich gestörter Zellmigration (Snapper et al. 1998, Zhang et al. 1999, Gallego et al. 

2006). Zu den zahlreichen Interaktionspartnern von N-WASP und WASP zählen vor 
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allem WIP und Arp2/3 (Takenawa und Suetsugu 2007). In diesem Zusammenhang 

wurde bereits beschrieben, dass die Interaktion zwischen WASP und WIP für die 

SDF1a-induzierte Migration von T-Zellen essenziell ist (Gallego et al. 2006). Die im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte, selektive Inhibition des Arp2/3-

Komplexes durch CK-666 (IC50 = 4 µM) zeigte jedoch keinen signifikanten Einfluss 

auf die SDF1a-vermittelte Aktin-Polymerisation. Hierzu liegen bisher keine 

bestätigenden oder widersprüchlichen Befunde vor. Die Bedeutung von Arp2/3 in der 

SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion in T-Zellen ist derzeit noch unbekannt. Für T-

Zellen wurde Arp2/3 funktionell aber bereits mit der TZR-vermittelten Aktin-

Polymerisation assoziiert (Billadeau et al. 2007, Thompson et al. 2022). Der Arp2/3-

Komplex zählt wie Formin und die tandem-monomer-binding nucleators zu den drei 

bekannten Klassen der sogenannten Nukleationsfaktoren, welche die Nukleation und 

Elongation von Aktin fördern. Arp2/3 besteht aus sieben Untereinheiten und ist im 

alleinigen Zustand ein ineffizienter Nukleator, da seine Arp2- und Arp3-Untereinheit für 

die Nukleation zu weit voneinander entfernt sind und die seitliche Bindung an 

Aktinfilamente kinetisch ungünstig ist. Die Fähigkeit, die Aktin-Polymerisation zu 

fördern, wird jedoch mit Hilfe von NPFs (nucleation-promoting factors) wie zum 

Beispiel WASP stark erhöht (Weston et al. 2012, Rottner et al. 2017, Buracco et al. 

2019).  

 

Zusammenfassend konnte im Rahmen der dargestellten Untersuchungen also gezeigt 

werden, dass das Rezeptor-gekoppelte G-Protein, die Src- sowie Syk-Tyrosinkinasen 

und das Adaptorprotein (N-)WASP an der SDF1a/CXCR4-induzierten Aktin-

Polymerisation beteiligt sind.  

 

 

5.4 SDF1a-induzierte HS1-Phosphorylierung 
In T-Zellen wurde das Aktin-bindende Adapterprotein HS1 funktionell insbesondere mit 

der T-Zell-Aktivierung assoziiert. In diesem Zusammenhang wird HS1 nach der 

Ligation des TZR an Y378 und Y397 phosphoryliert, wodurch anschließend Interaktionen 

zwischen HS1 und weiteren Proteinen und Enzymen ermöglicht werden. Durch seine 

direkte Bindung an F-Aktin und Interaktionspartner wie den Arp2/3-Komplex oder Vav1 

reguliert HS1 direkt und indirekt die Aktin-Reorganisation und ist so an der Regulation 
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der Zellmigration beteiligt (Uruno et al. 2003, Hao et al. 2005). Pathophysiologisch wird 

die Überexpression und gesteigerte Phosphorylierung von HS1 mit einer 

ungünstigeren Prognose von B-CLL-Patienten assoziiert (Scielzo et al. 2005, ten 

Hacken et al. 2013). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte für gesunde T-Zellen 

bereits nachgewiesen werden, dass HS1 an der SDF1a/CXCR4-induzierten Aktin-

Polymerisation und Migration beteiligt ist, indem es unter anderem mit dem 

Adapterprotein Nck interagiert (Lettau et al. 2015; Abbildung 6). Die Modulation der 

Aktin-Reorganisation durch Nck beruht vor allem auf dessen Bindung an das 

phosphorylierte Protein Slp76, welches seinerseits Vav1 rekrutiert und so zur 

Aktivierung der Rho-GTPasen cdc42 und Rac führt. Nachfolgend aktivieren cdc42 und 

Rac das Adapterprotein WASP, welches durch seine Interaktion mit dem Arp2/3-

Komplex eine zentrale Stellung in der Maschinerie der Aktin-Reorganisation einnimmt 

(Badour et al. 2004, Ngoenkam et al. 2021). In diesem Kontext zeigten Lettau et al., 

dass die Ligation von CXCR4 mit SDF1a in primären T-Zellen zu einer raschen und 

transienten Phosphorylierung von HS1 an Y378 und Y397 führt und eine RNA-

Interferenz-vermittelte Herunterregulation von HS1 die Zellmigration reduziert (Lettau 

et al. 2015). Aufgrund dessen wurde zur weiteren Charakterisierung der 

SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion eine mögliche Beteiligung des Adapterproteins 

HS1 in den leukämischen T-Zellen analysiert. Die in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete rasche und transiente SDF1a-induzierte HS1-Phosphorylierung 

leukämischer T-Zellen an Y397 nach einminütiger SDF1a-Stimulation ist mit der 

HS1(Y397)-Phosphorylierung in gesunden T-Zellen vergleichbar. Interessanterweise 

zeigte sich die SDF1a-induzierte, bis zu 60 Sekunden nachweisbare HS1-

Phosphorylierung in leukämischen T-Zellen an Y378 hingegen schwächer und stetig 

zunehmend. Eine SDF1a/CXCR4-induzierte HS1-Phosphorylierung in leukämischen 

T-Zellen ist bisher noch nicht beschrieben worden. Es gibt neben der oben genannten 

Vorarbeit zu HS1 in primären T-Zellen von Lettau et al. jedoch Untersuchungen, die 

HS1 funktionell auch mit der SDF1a-vermittelten Migration von NK-Zellen assoziieren 

und zudem auf die essenzielle Rolle der spezifischen HS1-Phosphoryierung an Y378 

und Y397 für die zielgerichtete Migration von NK-Zellen hindeuten (Butler et al. 2008, 

Mukherjee und Zhao 2013). Während die Y397-Phosphorylierung vor allem für die 

Rekrutierung von Vav1 und WASP, die GTPase-Aktivierung und die Aktin-

Reorganisation bei der Adhäsion am ICAM-1 erforderlich ist, reguliert die 
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Phosphorylierung an Y378 die ICAM-1-unabhängige Aktivierung von Vav1, cdc42 und 

Rac1, sowie die Chemotaxis von NK-Zellen (Butler et al. 2008). In Mausmodellen 

konnten Hacken et al. bereits demonstrieren, dass die Hemmung der LYN-vermittelten 

HS1-Phosphorylierung an Y397 durch den Kinase-Inhibitor Dasatinib den B-CLL-

Krankheitsverlauf günstig beeinflusst und die Infiltration der lymphatischen Organe 

reduziert (ten Hacken et al. 2013). In diesem Kontext könnte vor allem die HS1-

Phosphorylierung an Y397 auch für die Entwicklung spezifischer Therapien von T-Zell-

Neoplasien einen interessanten Ansatz darstellen. 

 

 

5.5 SDF1a-induzierte ZAP70-Phosphorylierung 
Auf der Suche nach involvierten Kinasen in der SDF1a/CXCR4-Signalkaskade in 

neoplastischen T-Zellen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die SDF1a-

induzierte Phosphorylierung der Kinase ZAP70 an Y493 festgestellt. Dies steht im 

Einklang mit Vorarbeiten anderer Forschungsgruppen (Ottoson et al. 2001, Ticchioni 

et al. 2002, Alsadeq et al. 2017). ZAP70 ist eine zytoplasmatische Tyrosinkinase und 

spielt eine essenzielle Rolle in der Regulierung des adaptiven Immunsystems. 

Mutationen von ZAP70 können demnach zu schwerwiegenden kombinierten 

Immundefekten führen (Arpaia et al. 1994, Chan et al. 1994, Elder et al. 1994). In T-

Zellen wurde ZAP70 funktionell vor allem mit der T-Zell-Aktivierung assoziiert. Die T-

Zell-Aktivierung führt hierbei zur Aktivierung unterschiedlicher Kinasen wie 

beispielsweise Fyn und Lck, welche daraufhin die ITAMs in den TZR-assoziierten ζ-

Ketten phosphorylieren. Im Anschluss kann ZAP70 an die phosphorylierte ζ-Kette 

binden und wird ihrerseits durch Lck oder Fyn phosphoryliert und aktiviert. 

Anschließend initiiert ZAP70 durch die Rekrutierung/Phosphorylierung 

unterschiedlicher Interaktionspartner verschiedene Signalwege. So rekrutiert ZAP70 

beispielsweise LAT und Slp76, welche unter anderem mit Vav1 interagieren, welches 

wiederum durch weitere Interaktionspartner wie WASP und dem Arp2/3-Komplex die 

Aktin-Polymerisation initiiert (Barda-Saad et al. 2005, Burkhardt et al. 2008, Wang et 

al. 2010). Daher spielt ZAP70 unter anderem eine essenzielle Rolle in der 

Zellmigration von T-Zellen. So konnten beispielsweise Ticchioni et al. nachweisen, 

dass sowohl die pharmakologische Inhibition von ZAP70 als auch der Mangel an 
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funktionalem ZAP70 durch Mutationen zu einer schweren Beeinträchtigung der 

transendothelialen Migration von T-Zellen führt (Ticchioni et al. 2002).  

5.6 Charakterisierung der SDF1a-induzierten Phosphorylierung von 
ZAP70 und HS1 

In weiteren Untersuchungen wurde die SDF1a-induzierte Phosphorylierung von 

ZAP70 und HS1 verifiziert und mit Hilfe von pharmakologischen Inhibitoren näher 

charakterisiert, welche im Vorfeld in Hinblick auf die SDF1a-induzierte Aktin-

Polymerisation bereits untersucht wurden. Hierbei führte PP1, ein spezifischer Inhibitor 

für Src-Tyrosinkinasen, zur Hemmung der ZAP70- und HS1-Phosphorylierung, 

während der Lck-Inhibitor Emodin die Phosphorylierung von ZAP70 nur leicht 

reduzierte. Die Hemmung des rezeptorgekoppelten G-Proteins durch PTX zeigte 

jedoch keinen deutlichen Einfluss auf die Phosphorylierung von ZAP70 oder HS1. 

Diese Beobachtungen sind deckungsgleich mit den in der Literatur beschriebenen 

Sachverhalten (Levin et al. 2008, Wang et al. 2010, Klasen et al. 2014, Thill et al. 

2016). Die Befunde legen nahe, dass die Ligation von CXCR4 durch SDF1a zu einer 

G-Protein-unabhängigen und Src-Tyrosinkinasen-abhängigen Phosphorylierung von 

ZAP70 und möglicherweise infolgedessen zur Phosphorylierung des Adapterproteins 

HS1 an Y397 führt. Bisher liegen keine detaillierten Daten zur SDF1a-induzierten und 

ZAP70-vermittelten Phosphorylierung von HS1 in T-Zellen vor. Für die TZR-induzierte 

HS1-Phosphorylierung zeigten jedoch Gomez und Carrizosa et al., dass ZAP70 für die 

Phosphorylierung von HS1 in T-Zellen unerlässlich ist (Gomez et al. 2006, Carrizosa 

et al. 2009).  

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die SDF1a-induzierte Phosphorylierung von 

ZAP70 und HS1 näher charakterisiert und trägt so zu einem besseren Verständnis der 

SDF1a/CXCR4-Signaltransduktion in neoplastischen T-Zellen bei (Abbildung 17). Vor 

dem Hintergrund, dass die Herunterregulation von ZAP70 und HS1 die Zellmigration 

von T-Zellen reduziert (Ottoson et al. 2001, Lettau et al. 2015), stellt insbesondere die 

Interaktion von ZAP70 und HS1 eine mögliche Zielstruktur neuartiger Therapieansätze 

für T-Zell-Malignome dar. 
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Abb. 17: SDF1a-induzierte, G-Protein-unabhängige und Src-Tyrosinkinasen-abhängige 
Phosphorylierung von ZAP70 und HS1 in leukämischen T-Zellen.  
Dargestellt sind Ergebnisse aus Lettau et al. 2015 und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
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6 Zusammenfassung 
Das Chemokin-Netzwerk spielt in der Pathogenese multipler Tumorentitäten eine 

wesentliche Rolle. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der 

Chemokinrezeptoren und die SDF1a-induzierte Signaltransduktion von CXCR4 in 

neoplastischen T-Zellen untersucht. Im Vergleich zu frisch isolierten primären T-Zellen 

wiesen die neoplastischen T-Zelllinien ein verändertes Expressionsprofil der 

Chemokinrezeptoren CCR7, CXCR3 und insbesondere des Rezeptors CXCR4 auf. In 

Anbetracht der essenziellen Rolle der Reorganisation des Aktin-Zytoskletts als 

Voraussetzung für das Migrations- und Invasionspotenzial von Tumorzellen wurden 

Einflüsse der SDF1a/CXCR4-Signalkaskade auf die Aktin-Reorganisation analysiert. 

Die Ligation des Rezeptors CXCR4 durch SDF1a induzierte in gesunden und 

neoplastischen T-Zellen eine Aktin-Polymerisation mit einem ähnlichen Verlauf und 

einem Maximum nach 15 bis 20 Sekunden. Neben pharmakologischer Inhibition des 

Rezeptor-gekoppelten G-Proteins bewirkte die Inhibition von Src- und Syk-Kinasen 

durch PP1 und Bay 61-3606, sowie von N-WASP durch Wiskostatin eine partielle 

Reduktion der CXCR4-vermittelten Aktin-Polymerisation. Durch die Ligation von 

CXCR4 mit SDF1a wird in neoplastischen T-Zellen eine transiente, G-Protein-

unabhängige Phosphorylierung der Kinase ZAP70 und des Adapterproteins HS1 

hervorgerufen. Während die Inhibitoren PTX und Emodin die Phosphorylierung von 

ZAP70 und HS1 nicht merklich beeinflussten, bewirkte der Src-Kinasen-Inhibitor PP1 

eine Hemmung der SDF1a/CXCR4-vermittelten Phosphorylierung von ZAP70 und 

verhinderte möglicherweise dadurch die Phosphorylierung von HS1.  

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CXCR4 auf 

neoplastischen T-Zellen verstärkt exprimiert wird und die Ligation von CXCR4 durch 

das Chemokin SDF1a in leukämischen T-Zellen eine G-Protein-unabhängige und Src-

Tyrosinkinasen-abhängige Phosphorylierung von ZAP70 und HS1 induziert. Zudem 

konnte belegt werden, dass das Rezeptor-gekoppelte G-Protein, die Src- sowie Syk-

Tyrosinkinasen und das Adaptorprotein (N-)WASP an der SDF1a/CXCR4-induzierten 

Aktin-Polymerisation beteiligt sind. Die detaillierte Charakterisierung der 

Signalkaskade von SDF1a/CXCR4 erlaubt dabei ein genaueres Verständnis der 

komplexen Netzwerke von Signalwegen, die die Migration und Invasion von T- Zellen 
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bestimmen, und stellt somit eine vielversprechende Möglichkeit für neuartige, 

spezifische Therapieansätze für T-Zell-Malignome dar. 
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8 Anhang 

8.1 Chemokinrezeptor-Expression der gesunden und neoplastischen T-
Zellen 

Für die durchflusszytometrische Expressionsanalyse der Chemokinrezeptoren wurden 

jeweils 250.000 Zellen fixiert und mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern gegen den 

entsprechenden Rezeptor oder einer entsprechenden Isotypkontrolle gefärbt. 

Nachfolgend wurden 10.000 Zellen pro Probe durchflusszytometrisch aufgenommen 

und der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensität mit der korrespondierenden 

Isotyp-Kontrolle (in grau dargestellt) quantifiziert. 
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aktivierte CD4+-T-Zellen  
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aktivierte CD8+-T-Zellen  
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