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1 Einleitung 

1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem 

Die Abwehr pathogener Krankheitserreger und die Bekämpfung körpereigener Tumor-

zellen werden im menschlichen Körper durch ein komplexes Immunsystem reguliert, 

das aus einer Vielzahl verschiedener Zellen mit spezifischen Funktionen besteht. Un-

terschieden wird dabei zwischen einem angeborenen und einem adaptiven Teil des 

Immunsystems. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um zwei unabhängig voneinander 

agierende Systeme, sondern um sich gegenseitig verstärkende und ergänzende Teile 

einer koordinierten Immunantwort. Zu den Zellen der angeborenen Immunität werden 

Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen, natürliche Killerzellen und dendritische Zel-

len gezählt. Sie können Pathogene mittels spezialisierter Rezeptoren erkennen und 

darauf mit unspezifischen Abwehrmechanismen wie der Phagozytose und der Sekre-

tion von Zell-lysierenden Perforinen und Apoptose-induzierenden Granzymen reagie-

ren. Zudem werden Zytokine, Chemokine und Histamin ausgeschüttet, was zur Ein-

wanderung weiterer Immunzellen in das Gebiet der Entzündung führt. Im Gegensatz 

zum adaptiven Immunsystem finden diese Reaktionen unmittelbar nach Erkennen des 

Pathogens statt. Das adaptive Immunsystem umfasst B- und T-Lymphozyten, welche 

auf die Präsentation von Antigenstrukturen, sogenannter Epitope, durch antigenprä-

sentierende Zellen (APC) der angeborenen Immunität angewiesen sind. Dies ge-

schieht insbesondere durch dendritische Zellen. Auf diese Präsentation reagiert das 

adaptive Immunsystem mit einer Produktion von spezifischen Antikörpern. Diese bin-

den an das erkannte Antigen und aktivieren so weitere Effektorzellen des angeborenen 

Immunsystems sowie das Komplementsystem. Hierdurch können Krankheitserreger, 

infizierte Zellen und Tumorzellen lysiert oder phagozytiert und somit unschädlich ge-

macht werden. Zudem sind sogenannte zytotoxische T-Zellen nach Antigenpräsenta-

tion in der Lage, in infizierten Zellen und Tumorzellen eine Apoptose auszulösen. Die 

Aktivierung und Antikörperproduktion des adaptiven Immunsystems benötigen im Ge-

gensatz zur Reaktion des angeborenen Immunsystems Zeit. Dafür ist die hierdurch 

vermittelte Immunreaktion deutlich effektiver und damit in den meisten Fällen entschei-

dend für die Elimination des Pathogens. Zudem bildet das adaptive Immunsystem eine 
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sogenannte Gedächtnisfunktion aus, die bei erneuter Exposition mit einem bekannten 

Pathogen zu einer deutlichen Beschleunigung der Antikörperproduktion führt 

(Janeway, 2005).  

1.2 Dendritische Zellen 

Dendritische Zellen wurden erstmalig 1973 in lymphatischem Gewebe der Maus als 

Zellen mit Bäumchen-artigen Ausläufern beschrieben (Steinman and Cohn, 1973). Sie 

sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und befinden sich be-

vorzugt in Geweben, die mit Antigenen aus der Umwelt in Kontakt kommen, wie der 

Haut, dem Respirations- und Magen-Darm-Trakt. Sie lassen sich auch in der Milz und 

im peripheren Blut nachweisen (Banchereau and Steinman, 1998). Ihre Aufgabe ist 

es, Krankheitserreger und Tumorzellen zu identifizieren und eine adäquate Immunan-

twort einzuleiten. Hierfür exprimieren sie auf ihrer Oberfläche zahlreiche Rezeptoren, 

sogenannte „pattern-recognition receptors“ (PRR), mit denen sie in der Lage sind, kör-

perfremde Antigenstrukturen zu erkennen (Trombetta and Mellman, 2005). Besonders 

wichtig sind hierbei die „toll-like“-Rezeptoren (TLR) (Pasare and Medzhitov, 2004) und 

C-Typ Lectin-Rezeptoren wie Dectin-1 (Gordon, 2002). Die Bindung eines Antigens an 

diese Rezeptoren führt zur Endozytose der Partikel und setzt einen Reifungsprozess 

der dendritischen Zellen in Gang. Sie wandeln sich hierbei von Zellen, die auf das 

Erkennen und die Phagozytose von Antigenen spezialisiert sind, um zu APC, die die 

adaptive Immunantwort vermitteln. Im Zuge der Ausreifung migrieren die dendritischen 

Zellen in lymphatisches Gewebe (Randolph et al., 2005), um dort die phagozytierten 

Antigene mittels des Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) II zu präsentieren. T-

Helferzellen binden mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) an den mit Antigenstrukturen be-

ladenen MHC II. Zudem kommt es zur Bindung kostimulatorischer Moleküle wie CD40, 

CD80 und CD86 auf der Zelloberfläche dendritischer Zellen mit Liganden (CD28, 

CD40L) auf der T-Zell-Oberfläche. Man spricht dann von einer „immunologische Sy-

napse“ (Banchereau et al., 2000, Creusot et al., 2002). Hierdurch kommt es zur Stimu-

lation und Differenzierung der T-Helferzellen in verschiedene Subtypen, die dann zu-

sammen mit B-Zellen die adaptive Immunantwort vermitteln (Pulendran et al., 2010). 

Eine Fehlsteuerung dieser Immunreaktion kann zur Entstehung und Aufrechterhaltung 

von Autoimmunerkrankungen und Allergien führen (Steinman and Banchereau, 2007). 

Dendritische Zellen spielen somit eine zentrale Rolle innerhalb des Immunsystems. 
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Wissenschaftliche Arbeiten haben gezeigt, dass die in der Onkologie eingesetzte Me-

dikamentengruppe der Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) nicht nur Auswirkungen auf Tu-

morzellen, sondern auch auf dendritische Zellen hat. So ließ sich unter dem TKI Suniti-

nib im Mausmodell eine reduzierte Ausreifung und Antigenpräsentation dendritischer 

Zellen nachweisen, die mit einer verminderten klinischen Aktivität mBSA (methylated 

bovine serum albumine)-induzierter Arthritis einherging (Dehlin et al., 2011). Ähnliche 

Auswirkungen waren in Mäusen beobachtet worden, die Sunitinib und eine Immunthe-

rapie mit dendritischen Zellen für die Behandlung eines Mammakarzinoms erhalten 

hatten (Jaini et al., 2014). Für den TKI Sorafenib zeigte sich eine reduzierte Fähigkeit 

dendritischer Zellen zur Migration und Zytokinproduktion, die eine verminderte Aktivie-

rung zytotoxischer T-Zellen zur Folge hatte (Hipp et al., 2008). In Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe war der Einfluss des TKI Dasatinib auf dendritische Zellen untersucht 

worden. Hierbei hatte sich keine Auswirkung von Dasatinib auf die Phagozytosefähig-

keit dendritischer Zellen nachweisen lassen. Diese war mittels Fluorescein-markiertem 

Dextran, das von dendritischen Zellen phagozytiert wird, durchflusszytometrisch ge-

messen worden. Für die durch Lipopolysaccharide (LPS) induzierte Ausreifung dend-

ritischer Zellen hatte sich unter Dasatinib eine verminderte Expression der Kostimula-

toren CD80, CD86 und CD40 gezeigt. In weiteren Untersuchungen, die auf diesen 

Versuchen und meiner Arbeit aufbauten, konnte inzwischen gezeigt werden, dass 

Dasatinib die Migration dendritischer Zellen in lymphatisches Gewebe verbessert, ver-

mittelt durch eine Inhibition der Src-Kinase abhängigen Phosphorylierung der Immun-

rezeptoren Siglec 3 und 9 (Nerreter et al., 2014). 

1.3 T-Helferzellen und die Subtypen Th1,Th2, Th17 u nd Treg 

T-Zellen werden in CD8-exprimierende, zytotoxische T-Zellen und CD4-positive T-Hel-

ferzellen unterteilt. Zytotoxische T-Zellen können Antigene erkennen, die im intrazel-

lulären Stoffwechsel der Zelle anfallen und mittels MHC der Klasse I präsentiert wer-

den. Auf diese Weise werden Tumorzellen und Zellen, die von intrazellulären Krank-

heitserregern befallen sind, von zytotoxischen T-Zellen erkannt und zur Apoptose ge-

zwungen. T-Helferzellen erkennen hingegen an MHC der Klasse II gebundene Anti-

gene, die von APC präsentiert werden. Dabei handelt es sich vor allem um phagozy-

tierte Antigene von Tumorzellen und extrazellulären Krankheitserregen. Die T-Helfer-

zellen werden durch die Antigenpräsentation aktiviert und induzieren anschließend die 
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Antikörperproduktion in B-Zellen. Sie modulieren außerdem die weitere Immunantwort 

durch Ausschüttung von Interleukinen und Rekrutierung weiterer Effektorzellen. Im 

Jahr 1986 wurden erstmalig zwei T-Helferzell-Subtypen beschrieben, die sich anhand 

ihres Zytokinprofils und ihrer Aufgaben im adaptiven Immunsystem unterscheiden lie-

ßen. Sie werden als Th1 bzw. Th2-Zellen bezeichnet (Mosmann et al., 1986). Th1-

Zellen zeichnen sich durch Sekretion von Interferon-gamma (IFN-γ) und Tumornekro-

sefaktor-alpha (TNF-α) aus, rekrutieren Makrophagen und sind für die Entstehung zy-

totoxischer, CD8-positiver T-Gedächtniszellen verantwortlich. Mit diesen Funktionen 

sind sie essentiell für die Abwehr intrazellulärer Erreger wie Viren oder Bakterien und 

vermitteln die körpereigene Tumorzellabwehr. Sie wirken aber auch an der Entstehung 

und Aufrechterhaltung von Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I oder 

rheumatoider Arthritis mit. Th2-Zellen schütten vor allem die Interleukine 4, 5 und 13 

aus und sind essentiell für die Abwehr extrazellulärer Parasiten wie Helminthen. Hier-

für können sie einen Antikörper-Klassenwechsel in B-Zellen hin zu Immunglobulin E 

induzieren, was zu einer vermehrten Aktivierung von basophilen Granulozyten und 

Mastzellen führt. Sie tragen mit dieser Funktion aber auch zur Entstehung und Auf-

rechterhaltung allergischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale bei. Einen weiteren 

Subtyp stellen Th17-Zellen dar, die ihren Namen von dem Zytokin ableiten, das sie 

überwiegend sekretieren, Interleukin 17. Sie können neutrophile Granulozyten rekru-

tieren, Zellen der angeborenen Immunität aktivieren und die Sekretion proinflamma-

torsicher Zytokine fördern. Wissenschaftliche Arbeiten haben gezeigt, dass sie eine 

entscheidene Rolle in der Abwehr extrazellulärer Bakterien und Pilze spielen. Sie wer-

den zudem in Zusammenhang mit der Entstehung einer Reihe von Autoimmunerkran-

kungen gebracht. Regulatorische T-Zellen (Treg) bilden die vierte Gruppe der T-Hel-

ferzell-Subtypen. Sie halten eine besondere Funktion im adaptiven Immunsystem inne, 

indem sie mit der Sekretion von Interleukin 10 (IL 10) und transforming growth factor-

ß (TGF-ß) suppressiv auf andere Immunzellen, insbesondere Mastzellen, Makropha-

gen und APC wirken. Auf der anderen Seite können sie unter bestimmten Vorausset-

zungen auch immunstimulatorisch, z.B. auf B-Zellen wirken. Sie sind somit ein regu-

lierender Faktor des adaptiven Immunsystems und sind protektiv für die Entstehung 

allergischer und autoimmuner Erkrankungen wie Asthma bronchiale, multiple Sklerose 

und Typ-1 Diabetes. Die von den jeweiligen Th-Subtypen ausgeschütteten Interleukine 

wirken meist antagonistisch auf die Entstehung der T-Helferzellen anderer Subtypen 
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und verstärkend auf die des eigenen Typs. Eine einmal induzierte T-Zell-Differenzie-

rung verstärkt sich auf diese Weise selbst (Zhu and Paul, 2008, Raphael et al., 2014).  

1.4 T-Zell-Differenzierung durch die Interleukine 1 0 und 12 

Die Differenzierung der T-Helferzellen in ihre Subtypen wird maßgeblich vom Interleu-

kinmilieu, das während ihrer Aktivierung durch dendritische Zellen vorherrscht, be-

stimmt. Interleukin 12 (IL 12) spielt hierbei eine wichtige Rolle, es wird von allem von 

dendritischen Zellen und Makrophagen ausgeschüttet. Unter Einfluss von IL 12 diffe-

renzieren sich naive T-Helferzellen zum Subtyp 1. Th1-Zellen schütten IFN-γ aus, was 

durch Bindung an antigenpräsentierende Zellen deren Sekretion von IL 12 im Sinne 

einer positiven Rückkoppelung verstärkt. IL 10 ist ein Gegenspieler von IL 12. Es wird 

nicht nur von APC, sondern auch von natürlichen Killerzellen, B-Zellen, Granulozyten 

und Mastzellen sowie allen Untergruppen der T-Zellen produziert. Naive T-Helferzellen 

differenzieren sich unter Einfluss von IL 10 zum Subtyp 2 und regulatorischen T-Zellen. 

Zu erwähnen ist außerdem das von dendritischen Zellen produzierte Interleukin 23 (IL 

23), unter dessen Einfluss sich Th17-Zellen differenzieren. Welche Interleukine dend-

ritische Zellen im Rahmen einer Aktivierung naiver T-Helferzellen ausschütten, hängt 

vom erkannten Pathogen ab. So führt die Bindung bakterieller Antigenstrukturen an 

TLR 4 zur Sekretion von IL 12. Die Erkennung von Pilzantigenen durch TLR 2/6 oder 

Dectin-1 hat hingegen vor allem eine Ausschüttung von IL 10 und IL 23 zur Folge. Es 

existieren viele weitere PRR auf der Oberfläche dendritischer Zellen, die unterschied-

liche Muster an ausgeschütteten Interleukinen hervorrufen. Dendritische Zellen sind 

so in der Lage, die jeweils adäquate Immunantwort für das erkannte Pathogen zu in-

duzieren (Abb. 1) (Ma et al., 2015, Pulendran et al., 2010).  
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Abb. 1 . Differenzierung von T-Helferzellen durch dendritische Zellen. Die Abbildung 

wurde mit Hilfe der Software CorelDRAW 2017 ® selbst erstellt. 

 

1.5 Intrazelluläre Signaltransduktion in dendritisc hen Zellen 

Die Sekretion von Interleukinen nach Erkennung eines Antigens in dendritischen Zel-

len wird durch komplexe intrazelluläre Signalkaskaden vermittelt. Eine wichtige Rolle 

spielen hierbei mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK), zu denen die Kinase p38, 

die „extracellular-signal regulated“-Kinase (ERK) und die c-jun-N-terminale Kinase 

(JNK) gehören. Sie sind die Schlüsselproteine der nach ihnen benannten Signalwege. 

Nach Bindung von Liganden an Transmembranrezeptoren wie TLR werden sie über 

Zwischenschritte phosphoryliert und bewirken in weiteren Schritten die Translokation 

von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern. Hierdurch wird die Genexpression im Zell-

kern verändert, was  u.a. zur Veränderung der Interleukinsynthese und –sekretion 

führt. Ein weiterer wichtiger intrazellulärer Signalweg in der Interleukinsekretion dend-

ritischer Zellen wird über die Serin/Threonin-spezifische Kinase Akt vermittelt, die von 
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der Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) aktiviert wird. Sie verändert ebenfalls über meh-

rere Zwischenschritte die Genexpression im Zellkern. Eine zentrale Rolle in der Akti-

vierung dendritischer Zellen spielt außerdem der nukleäre Faktor kappa B (NF-κB). 

Hierbei handelt es sich um einen intrazellulären Transkriptionsfaktor, der aus einem 

Dimer aus fünf möglichen Untereinheiten (RelA, RelB, NF-κB1, NF-κB2, c-Rel) zusam-

mengesetzt ist. Die Abspaltung einer inhibitorischen Komponente durch extrazelluläre 

Signale führt zu seiner Aktivierung, woraufhin er in den Zellkern transloziert und dort 

die Genexpression verändert. Wissenschaftliche Arbeiten mit spezifischen Inhibitoren 

haben die Funktion der genannten Signalwege in der Interleukinsekretion dendritischer 

Zellen gezeigt. So wird die Sekretion von IL 10 über die Kinasen p38 und Akt vermittelt. 

Eine Aktivierung des p38-abhängigen Signalweges führt hierbei zu einer vermehrten 

Sekretion von IL 10, wohingegen Akt Teil eines gegensinnigen Signalweges ist, der 

eine verminderte Sekretion von IL 10 zur Folge hat. Die IL 12-Sekretion wird über Sig-

nalkaskaden gesteuert, welche die Proteine ERK, NF-κB und JNK beinhalten. Die Ak-

tivierung von NF-κB und JNK hat dabei eine vermehrte IL 12-Sekretion zur Folge. Ein 

über die Phosphorylierung von ERK vermittelter Signalweg führt hingegen zu einer 

Abnahme der Sekretion (Nakahara et al., 2004, Neves et al., 2009, Dillon et al., 2004).  

1.6 Dasatinib 

Dasatinib (Sprycel ®) ist ein kompetitiver Enzyminhibitor, der entwickelt wurde, um als 

sogenanntes "small molecule" in der ATP-Bindungsstelle von BCR-Abl, der mutierten 

Kinase der chronisch myeloischen Leukämie (CML) zu binden und diese zu inhibieren. 

Es wurde als Nachfolgesubstanz des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib (Gleevec ®) ent-

wickelt, der die Behandlung der CML revolutioniert hat. Die Substanz ist seit 2006 für 

die Behandlung der chronischen Phase einer Philadelphia-Chromosom-positiven CML 

zugelassen. Zudem darf sie in der akzelerierten Phase oder Blastenkrise einer CML 

und bei Philadelphia-Chromosom-positiver akuter lymphatischer Leukämie (ALL) bei 

Unverträglichkeit oder fehlender Wirksamkeit einer vorherigen Therapie angewendet 

werden. Bei der üblichen Dasatinib-Dosierung von 140 mg pro Tag liegt der Spitzen-

spiegel im Serum bei ca. 90 nM. Die Konzentrationen 10 nM und 50 nM entsprechen 

dem Talspiegel und einer hohen durchschnittlichen Serumkonzentration (Nicaise et 

al., 2008, Weisberg et al., 2007). Dasatinib zeichnet sich durch eine höhere Affinität 

zur BCR-Abl-Kinase als Imatinib aus und ist daher auch bei mutierten Formen wirksam 
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(Tokarski et al., 2006). Im Unterschied zu Imatinib besitzt Dasatinib zudem eine hohe 

Affinität zur Familie der Src-Kinasen, die als Bestandteil intrazellulärer Signalwege 

wichtige Funktionen in Zellen des Immunsystems besitzen (Rix et al., 2007). In dend-

ritischen Zellen sind vier Kinasen aus dieser Familie nachgewiesen worden: Fgr, Hck, 

Src und Lyn. Src-Kinasen stehen in ihrer Funktion weit oben in der intrazellulären Sig-

nalkaskade, die nach Bindung von Liganden an Transmembranrezeptoren in Gang 

gesetzt wird. So sind die in B- und T-Zellen verantwortlich für die in Folge einer Akti-

vierung des B- oder T-Zell-Rezeptors  stattfindene Phosphorylierung inhibitorischer o-

der aktivierender Proteinkomplexe (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory/activat-

ing motif, ITIM/ITAM). Dies führt zur Aktivierung von Signalkaskaden, die über viele 

weitere Schritte die Funktionen der Zelle modifizieren (Lowell, 2004, Korade-Mirnics 

and Corey, 2000). In dendritischen Zellen und Makrophagen sind Src-Kinasen vor al-

lem involviert in die durch TLR und Dectin vermittelte Aktivierung nach Bindung einer 

Antigenstruktur (Byeon et al., 2012, Page et al., 2009). Es gibt Hinweise darauf, dass 

Dasatinib als Src-Kinase-Inhibitor immunmodulatorisch wirkt. So haben sich in vitro 

supprimierende Eigenschaften von Dasatinib auf die Aktivierung zytotoxischer T-Zel-

len gezeigt, vermittelt durch die Hemmung der Src-Kinase Lck (Weichsel et al., 2008). 

Die verbesserte Migration dendritischer Zellen unter Einfluss von Dasatinib kann auf 

eine verminderte Src-Kinase abhängige Aktivierung der Immunorezeptoren Siglec-3 

und Siglec-9 zurückgeführt werden (Nerreter et al., 2014). Auch in vivo haben sich 

Hinweise für immunmodulatorische Eigenschaften von Dasatinib gezeigt. Bei Patien-

ten unter Dasatinib-Therapie wurden vermehrt Autoimmunphänomene und opportu-

nistische Infektionen beobachtet (Wolfl et al., 2013, Sillaber et al., 2009). Zudem 

kommt es bei einem Teil der mit Dasatinib behandelten Patienten zu einer Expansion 

spezieller zytotoxischer T-Zellen, sogenannter „large granular lymphocytes“ (LGL). 

Diese T-Zell-Expansion geht mit einem verbesserten klinischen Ansprechen einer 

CML einher, führt aber auch zu einer erhöhten Rate an autoimmunen Nebenwirkungen 

(Mustjoki et al., 2009, Kim et al., 2009). 

1.7 Lipopolysaccharide 

Die äußere Zellmembran gramnegativer Bakterien besteht zum Großteil aus Lipopoly-

sacchariden (LPS). Hierbei handelt es sich um langkettige Moleküle, die aus Fettsäu-
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ren und komplexen Zuckerverbindungen bestehen. Sie sind verantwortlich für die Sta-

bilität und Struktur der bakteriellen Zellmembran. Bei der Zerstörung gramnegativer 

Bakterien werden diese Membranbestandteile freigesetzt, sie verlassen die Zellmemb-

ran aber auch physiologischerweise als Vesikel (Kulp and Kuehn, 2010). Die Freiset-

zung von LPS ruft eine systemische Entzündungsreaktion im Körper hervor, die bis 

zur lebensbedrohlichen Sepsis führen kann. Eine entscheidende Rolle spielen dabei 

dendritische Zellen, die LPS mittels TLR 4 erkennen und daraufhin durch vermehrte 

Sekretion von IL 12 eine Th1-Immunantwort vermitteln, die zur Elimination der Erreger 

führen soll (Poltorak et al., 1998).  Gleichzeitig kommt es aber auch zu einer Bildung 

regulatorischer T-Zellen, um eine überschießende Antwort des Immunsystems zu ver-

meiden (den Haan et al., 2007). LPS wird in vitro zur Simulation einer Interaktion dend-

ritischer Zellen mit gramnegativen Bakterien verwendet.  

1.8 Zymosan 

Zymosan ist ein Bestandteil der Zellwand von Hefepilzen. Er besteht aus Glukoseein-

heiten, die über eine ß-1,3 Bindung miteinander verbunden sind. Zymosan gehört da-

mit zur Gruppe der ß-Glukane. Zymosan kann in vitro benutzt werden, um eine Expo-

sition des Immunsystems mit Hefepilzen zu simulieren. Es wird von dendritischen Zel-

len mit den Rezeptoren Dectin-1, DC-SIGN (DC-specific intercellular adhesion 

molecule-3-grabbing non-integrin) und TLR 2 erkannt. Eine Bindung von Zymosan an 

diese Rezeptoren führt, ähnlich wie die Bindung von LPS an TLR 4, zur Induktion einer 

systemischen Immunreaktion des Körpers. Diese Immunantwort ist differenzierter als 

die durch LPS hervorgerufene. So ist für Zymosan einerseits beschrieben, dass es die 

Differenzierung der T-Helferzellen zum Subtyp Th17 durch Induktion der IL 23-Sekre-

tion dendritischer Zellen fördert, aber in geringerem Maße auch  eine Th1-Differenzie-

rung durch Induktion von IL 12 hervorruft. Beide Subgruppen sind für eine effektive 

Bekämpfung pathogener Pilze wichtig (Wei et al., 2011, Lyakh et al., 2008, Chen et 

al., 2013). Andererseits kommt es nach Erkennung von Zymosan durch dendritische 

Zellen aber auch zu einer vermehrten Sekretion von IL 10 mit Ausbildung regulatori-

scher T-Zellen. Auftrag dieser regulatorischen T-Zellen könnte es sein, eine überschie-

ßende Immunantwort auf Pilzantigene zu vermeiden. Es könnte sich hierbei aber auch 

um einen Weg der Pilze handeln, einer effizienten Immunantwort zu entgehen 

(Pulendran et al., 2010, Rogers et al., 2005). Zusätzlich gibt es Hinweise darauf, dass 
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Pilzantigene wie Zymosan auch die Ausbildung von Th2-Zellen fördern, indem sie zu 

einer vermehrten Sekretion von IL 10 und IL 4 in dendritischen Zellen führen. Die Rolle 

der Th2-Zellen ist hierbei nicht ganz klar, da sie nicht zu einer effizienten Bekämpfung 

pathogener Pilze führen. Eventuell könnte es sich auch hierbei um einen Ausweich-

mechanismus der Pilze vor dem Immunsystem handeln (Brown, 2006, Romani, 2004, 

Dillon et al., 2006, Dillon et al., 2004).   
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2 Ziele der Arbeit 

Kinaseinhibitoren wie Dasatinib haben als zielgerichtete Therapie neue Möglichkeiten 

in der Behandlung onkologischer Erkrankungen eröffnet. Sie sind besser verträglich 

als bisher verfügbare Therapien, dennoch haben auch sie unerwünschte Wirkungen. 

In mit Dasatinib behandelten Patienten haben sich klinische Auswirkungen gezeigt 

(siehe Abschnitt 1.6), die eine immunsuppressive bzw. immunmodulatorische Wirkung 

nahelegen. So kam es neben dem Auftreten von opportunistischen Infektionen auch 

zur vermehrten Entwicklung von Autoimmunphänomenen. Der zugrunde liegende Me-

chanismus ist bislang nicht geklärt. Vorarbeiten innerhalb unserer Arbeitsgruppe hat-

ten bereits Auswirkungen von Dasatinib auf T-Zellen und dendritische Zellen unter-

sucht. In T-Zellen hatte sich eine dosisabhängige Reduktion der Effektorfunktionen 

gezeigt. Die Aktivierung, Proliferation, Zytokinproduktion und  Degranulation war unter 

Dasatinib vermindert gewesen, vermittelt über eine Hemmung von Src-Kinasen 

(Weichsel et al., 2008). Für dendritische Zellen hatte sich in weiteren Versuchen eine 

beeinträchtige Ausreifung unter Dasatinib gezeigt (siehe Abschnitt 1.2). Bislang waren 

also vor allem immunsuppressive Effekte von Dasatinib auf dendritische Zellen und T-

Zellen bekannt, die zwar ein vermehrtes Auftreten opportunistischer Infektionen, nicht 

aber autoimmuner Erkrankungen erklären konnten. In meiner auf diesen Vorversuchen 

aufbauenden Arbeit sollte daher der Einfluss von Dasatinib auf die Sekretion von In-

terleukinen dendritischer Zellen untersucht werden, welche die T-Zell-Differenzierung 

steuern. Eine Verschiebung der Interleukinsekretion durch Dasatinib könnte immun-

modulatorische Eigenschaften, wie ein vermehrtes Auftreten von Autoimmunphäno-

menen, erklären. Die Interleukine 10 und 12 sind die wichtigsten, antagonistisch wir-

kenden Induktoren einer Th1-(IL 12) bzw. Treg/Th2-Differenzierung (IL 10), die von 

dendritischen Zellen ausgeschüttet werden. Dementsprechend wurde die Sekretion 

von IL 10 und 12 durch dendritischen Zellen unter dem Einfluss von Dasatinib auf 

Ebene der Ribonukleinsäure (RNS) mittels Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real 

time quantitative polymerase chain reaction, qPCR) und auf Proteinebene mittels „en-

zyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA) quantitativ bestimmt. Um den Einfluss von 

Dasatinib auf beide Differenzierungswege zu untersuchen wurden Substanzen als Sti-

mulus verwendet, die physiologischerweise gegensätzliche T-Zell-Antworten hervor-

rufen. LPS als Bestandteil der bakteriellen Zellwand wurde zur Induktion einer IL 12-

Sekretion und Zymosan als Bestandteil der Hefepilz-Zellwand zur Stimulation einer IL 
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10-Sekretion verwendet. Zum Verständnis der pharmakodynamischen Auswirkungen 

von Dasatinib auf die Zytokinsekretion dendritischer Zellen wurde zudem die durch die 

Stimuli LPS und Zymosan induzierte Signaltransduktion in dendritischen Zellen unter-

sucht, die zur Interleukinsekretion führt. Hierfür wurden die intrazellulären Proteine der 

dendritischen Zellen nach Stimulation mit LPS oder Zymosan mittels Westernblot auf-

getrennt und der Anteil phosphorylierter und/oder in den Zellkern translozierter Pro-

teinanteile mit und ohne Einfluss von Dasatinib verglichen.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Reagenzien/Kits/Geräte 

Reagenz/Kit/Gerät Hersteller 

Aprotinin Sigma-Aldrich 

Bovines Serumalbumin (BSA), biotinfrei  Carl Roth 

CD14 Microbeads, human Miltenyi Biotec 

Cell Extraction Buffer Invitrogen 

CFSE (Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester)  

Cell Proliferation Kit 

Invitrogen 

DC Protein Assay Reagent Kit Bio-Rad 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Klinikapotheke der 

Medizinischen Klinik 

II, Universitätsklinik 

Würzburg 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth 

Erythrozyten-Lysepuffer Becton Dickinson 

Fetal calf serum (Fetales Kälberserum, FCS) PAN Biotech 

Ficoll-Hypaque PAN Biotech  

Gel-Kamm für 15 Taschen, 1,5 mm Invitrogen 

Gel-Kasetten 1,5 mm  Invitrogen 

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

(GM-CSF), rekombinant human 

Gentaur 

IL-10 ELISA-Kit, human BD Biosciences 

IL-12 (p70) ELISA-Kit, human BD Biosciences 
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Interleukin 4 (IL 4), rekombinant human Gentaur 

L-Glutamin 200 nM PAN Biotech 

LightCycler 480 Roche 

Lipopolysaccharid (LPS) von E.Coli 055:B5 Sigma-Aldrich 

Luminol Carl Roth 

Lysing Buffer (Lysepuffer) BD Biosciences 

MACS (magnetic cell sorting)-Kit Miltenyi Biotec 

MagicMark XP Western Protein Standard Invitrogen 

Magermilchpulver TSI GmbH 

Microplate Reader Bio-Rad 

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) Carl Roth 

Natriumchlorid Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) Applichem 

Natriumfluorid Carl Roth 

Natriumorthovanadat (Na3VO4) Applichem 

Nonidet P40 Applichem 

NuPage Sample Reducing Agent Invitrogen 

NuPage Lithiumdodecylsulfat (LDS) Sample Buffer Invitrogen 

p-Hydroxykumarinsäure Sigma-Aldrich 

Pancoll (1,077 g/ml) PAN-Biotech 

Paraformaldehyd (PFA)                                                Carl Roth 

Penicillin 10.000 U/ml / Streptomycin 10 mg/ml PAN-Biotech 

Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF)          Carl Roth 

Phosphat-gepufferte Salzlösung  

(phosphate-buffered saline,  PBS) 

PAN-Biotech 
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Ponceau S Sigma-Aldrich 

QuantiFast Probe PCR + ROX Vial Kit Qiagen 

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen 

RNaseZap Thermo Fisher 

Scientific 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

Rotipherese Gel 30 (37, 5:1) Carl Roth 

RPMI 1640 PAN-Biotech 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Ultra Carl Roth 

Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat) Applichem 

Trypanblau Carl Roth 

 

Dasatinib wurde von Dr. Elisabeth Greiner und Dr. Josef Zezula (NIH, Bethesda, MD, 

USA) nach veröffentlichtem Schema (Lombardo et al., 2004) synthetisiert. Gelöst 

wurde Dasatinib in DMSO (Dimethylsulfoxid, Stammkonzentration 1 mM). Die Weiter-

gabe an die Universitätsklinik Würzburg erfolgte im Rahmen der Vereinbarung mit den 

National Institutes of Health (NIH) zur Weitergabe von Biomaterialien („Material Trans-

fer Agreement“).  

  

3.1.2 Medien und Lösungen 

Medium/Lösung Bestandteile 

EC (Enhanced Chemolu-

minescence) - Lösung 

ECL A: 200 ml 0,1 M TRIS pH 8, 6,5 mg Luminol;  

ECL B: 10 ml DMSO, 11 mg para-Hydroxykuma-

rinsäure; ECL A:B 9:1, 0,003% H2O2(30%) 

Einfriermedium FCS, 10% DMSO 

FACS-Puffer 2 g bovines Serumalbumin gelöst in 1 Liter PBS 
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MOPS Gellaufpuffer H2O, 1,0 M MOPS, 1,0 M Tris Ultra, 69,3 mM SDS, 

20,5 mM EDTA 

Paraformaldehyd 4% 2 g Paraformaldehyd gelöst in 50 ml H2O 

R10 RPMI 1640 mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 Ein-

heiten/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin  

RIPA Lyse-Puffer 50 mM Tris Ultra, 1% NP-40, 0,25 Natriumdesoxycho-

lat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 µg/ml 

Aprotinin/Leupeptin/Pepstatin, 1 mM Natriumorthova-

nadat, 1mM NaF, pH 7, 4  

Sammelgel 4% 0,83 ml Rotiphorese 30, 0,58 ml TRIS pH 6,8 1 M, 3,5 

ml H2O, 50 µl 10% SDS, 50 µl 10% APS, 2, 5 µl 

TEMED 

Stripping Puffer H2O, 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM 

Tris pH 6,8  

TBST (Tris-buffered Sa-

line Tween-20) 

H2O, 20 mM Tris Ultra, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,05-

0,1% Tween-20  

Transferpuffer 10x 500 ml H2O, 15,14 g TRIS, 72 g Glycin, 0,5 g SDS 

Trenngel 12% 3,3 ml Rothiphorese 30, 3,8 ml TRIS pH 8,8 1 M, 2,9 

ml H2O, 100 µl 10% SDS, 100 µl 10% APS, 5 µl 

TEMED  

3.1.3 Primer und Sonden (TIB Molbiol, Berlin) 

Gen Sequenz 

IL 12 - sense 5‘ - gAg AgA CCT CTT TCA TAA CTA ATg gg 

IL 12 - antisense 5‘ - TCA Agg gAg gAT TTT TgT gg 

IL 12 - LC640 5‘ - LC640 - CAg TTA TTg ATg AgC TgA TgC CAg gCC C - - PH 

IL 12 - FL 5‘ - Agg CAg ATC TTT CTA gAT CAA AAC ATg CTg - - FL 

IL 10 - sense 5‘ - AgC TgA gAA CCA AgA CCC AgA 
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IL 10 - antisense 5‘ - ggg CTg ggT CAg CTA TCC 

IL 10 - LC640 5‘ - LC640 - TgA AAA CAA gAg CAA ggC CgT ggA gC - - PH 

IL 10 - FL 5‘ - Cgg CgC TgT CAT CgA TTT CTT CCC T - - FL 

ALAS - sense 5‘ - AAT gAg TCg CCA CCC ACg 

ALAS - anti-

sense 

5‘ - CAg CTC CCg CTC TAA gTC CA 

ALAS - LC640 5‘ - LC640 - gTg TCC ATA ACT gCC CCA CAC ACC - - PH 

ALAS - FL 5‘ - CCT gCC CCA gCA CCA TgT TgT TTC - - FL 

 

3.1.4 Antikörper 

FACS-Antikörper Hersteller 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierter Maus 

Antikörper gegen CD1a, human, Clone #HI149 

EXBIO Antibodies 

R-Phycoerythrin (PE)-konjugierter Maus Antikörper 

gegen CD14, human, Clone #TÜK4  

Miltenyi Biotec 

 

Westernblot-Antikörper Hersteller 

Monoklonaler Maus Antikörper gegen Phospho-c-Jun 

(KM-1), human, sc#822 

Santa Cruz Biotechnology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen c-Jun (H-

79), human, sc#1694 

Santa Cruz Biotechnology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen RelB (C-

19), human, sc#226 

Santa Cruz Biotechnology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen  NF-κB 

p65 (RelA), human, #06-418 

Millipore 
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Monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen phospho-

p38 (Thr180/Tyr182), D3F9 XP, human, #4511 

Cell Signaling Technology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen p38, hu-

man, #9212 

Cell Signaling Technology 

Monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Phospho-

Akt (Ser473), human, 193H12, #4058 

Cell Signaling Technology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Akt, hu-

man, #9272 

Cell Signaling Technology 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Phospho-

p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204), human, 

#9101 

Cell Signaling Technology 

 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen p44/42 

MAPK (Erk1/2), human, #9102 

Cell Signaling Technology 

HRP - (“horse radish peroxidase”, Meerrettich- 

peroxidase) Anti-Kaninchen 

GE Healthcare 

HRP - Anti-Maus GE Healthcare 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Generierung dendritischer Zellen 

Dendritische Zellen und ihre Vorläuferzellen kommen nur in geringer Menge im peri-

pheren Blut vor und können deshalb für wissenschaftliche Versuche nicht in ausrei-

chender Menge hieraus isoliert werden (Bernhard et al., 1995). Monozyten, die aus 

dem peripheren Blut gesunder Spender in ausreichender Menge gewonnen werden 

können, reifen unter Zugabe von Interleukin 4 (IL 4) und Granulozyten-Monozyten-

Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) jedoch zu dendritischen Zellen aus. Die so 

generierten Zellen besitzen die charakteristische Morphologie und Oberflächenmarker 

dendritischer Zellen und sind in der Lage eine effiziente T-Zellantwort auszulösen 

(Romani et al., 1994). Zur Gewinnung von Monozyten aus mononukleären Zellen des 

peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cell, PBMC) wurden Leukozytenkon-

zentrate aus sogenannten „leucoreduction system chambers“ (LRSC) vom Institut für 

Transfusionsmedizin der Universitätsklinik Würzburg verwendet. Diese ähneln in Qua-

lität und Zusammensetzung den aus „buffy coats“ gewonnenen Konzentraten und sind 

eine geeignete Quelle für die Gewinnung von PBMC (Dietz et al., 2006). Sie fallen als 

Nebenprodukt beim Spenden von Blutbestandteilen an. Die gesunden Spender willig-

ten vor Verwendung der Konzentrate gemäß Votum der Ethikkomission vom 24.04.02 

ein (Referenznummer 179/10). Nach dem Verdünnen der Leukozytenkonzentrate in 

phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffered saline, PBS) erfolgte die Auftren-

nung entlang eines Dichtegradienten. Dazu wurden jeweils 25 ml des Leukozyten-

PBS-Gemisches auf 25 ml Ficoll-Hypaque-Medium geschichtet und 30 Minuten bei 

3600 Umdrehungen pro Minute ungebremst zentrifugiert. Hierbei setzen sich die 

PBMC in einer Schicht ab und lassen sich so von Erythrozyten, Granulozyten und 

Plasmabestandteilen trennen (English and Andersen, 1974). Nach Abpipettieren die-

ser Schicht wurde das entstandene Zellpellet mit PBS gewaschen und anschließend 

verbleibende Erythrozyten mittels Erythrozyten-Lysepuffer aufgelöst. Nach erneutem 

Waschen wurden die verbleibenden Zellen in R10-Kulturmedium aufgenommen. Das 

Zählen in einer Neubauer-Zählkammer in Trypanblau-Färbung ergab eine spenderab-

hängige Gesamtzahl von durchschnittlich 5 bis 10x108 Zellen mit einer Vitalität von > 

90%. Für die Generierung von dendritischen Zellen werden nur Monozyten benötigt. 

Eine Isolierung dieser aus den PBMC kann durch Markierung mit einem magnetischen, 
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Monozyten-spezifischen Antikörper gegen den Zellrezeptor CD14 und anschließende 

magnetische Zellseparation (MACS) mittels eines vorgefertigten Kits (Miltenyi Biotec) 

erreicht werden. Hierfür wurde die gewünschte Anzahl an PBMC für 10 Minuten bei 

300 g zentrifugiert und der Überstand komplett abpipettiert. Das resultierende Zellpel-

let wurde nach Herstellerangaben in 80 µl MACS-Puffer und 10 µl CD14-Microbeads 

pro 1x107 Zellen resuspendiert und für 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend 

wurde das Pellet mit MACS-Puffer gewaschen und in 500 ml MACS-Puffer pro 1x108 

Zellen resuspendiert. Nach Einsetzen einer LS-Säule in einen Midi-MACS-Separator 

wurde diese mit 2 ml MACS-Puffer gespült und anschließend die Zellsuspension in die 

Säule gegeben. Der Anteil CD14-positiver Monozyten an den so gewonnenen Zellen 

wurde mittels Phycoerythrin(PE)-konjugierter Maus-Antikörper gegen CD14 per 

FACS-Durchflusszytometrie überprüft und lag durchschnittlich bei >95%. Anschlie-

ßend wurden die Zellen in einer Konzentration von 1x107 Zellen/ml in R10-Kulturme-

dium aufgenommen und auf Zellkultur-Multiplatten verteilt, jeweils 3 ml pro Schale, 

3x107 Zellen entsprechend. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1000 U/ml IL 4 und 

50 ng/ml GM-CSF gemäß dem beschriebenen Verfahren (Sallusto and Lanzavecchia, 

1994). Diese Stimulation mit IL 4 und GM-CSF wurde an den Tagen 2, 4 und 6 wie-

derholt. Die so behandelten Monozyten differenzierten sich im Inkubator bei 37°C und 

5% CO2 innerhalb von 6 Tagen zu dendritischen Zellen. Die erfolgreiche Differenzie-

rung geht auf mikroskopischer Ebene mit morphologischen Veränderung einher, die 

Zellen bilden Ausläufer und nehmen die typische dendritische Form an (Bender et al., 

1996, Romani et al., 1996). Diese morphologischen Veränderungen wurden während 

der Ausreifungsphase regelmäßig lichtmikroskopisch überprüft und die Zellkulturen bei 

fehlender Differenzierung verworfen. Auf Proteinebene kommt es mit der Ausreifung 

zu dendritischen Zellen zu einer zunehmenden Expression des Glykoproteins CD1a 

auf der Zelloberfläche, das für die Präsentation lipider Antigene notwendig ist. Der für 

Monozyten typische Rezeptor CD14 verschwindet (Zhou and Tedder, 1996). An Tag 

6 der Ausreifung wurde daher in der FACS-Analyse der Anteil CD1a-positiver und CD 

14-negativer Zellen und somit der Anteil erfolgreich generierter dendritischer Zellen 

bestimmt (Abb. 2). Zudem erfolgte eine Vitalitätskontrolle mittels Trypanblau-Färbung. 

Alle nachfolgenden Versuche wurden nur bei Konzentrationen von mehr als 90% vita-

ler dendritischer Zellen durchgeführt. 
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.  

Abb. 2: FACS-Analyse der Zellkulturen an Tag 6 (Repräsentatives Beispiel).  

3.2.2 Stimulation der dendritischen Zellen 

Nach erfolgreicher Generierung der dendritischen Zellen wurde an Tag 6 Dasatinib in 

Konzentrationen von 10 nM und 50 nM zu den Zellkulturen gegeben. Eine mit einer zu 

50 nM Dasatinib äquivalenten Menge DMSO behandelte Kultur wurde in allen Versu-

chen als Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. Die Zellen wurden anschließend für eine 

Stunde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, um eine Wirkungsentfaltung von Dasatinib 

sicherzustellen. Danach erfolgte die Stimulation der Zellkulturen mit Lipopolysaccharid 

oder Zymosan. Da in der Literatur verschiedene Konzentrationen von LPS und Zy-

mosan zur Stimulation dendritischer Zellen beschrieben worden sind, wurden zunächst 

Versuche mit den üblicherweise verwendeten Konzentrationen durchgeführt. Für LPS 

waren dies 100 ng/ml, 1 µg/ml und 3 µg/ml, für Zymosan 10 µg/ml und 25 µg/ml (Lore 

et al., 1998, Handley et al., 2007). Anhand des Phosphorylierungsgrades der durch 

Zymosan und LPS aktivierten intrazellulären Proteinkinase p38 zeigte sich, dass mit 

100 ng/ml LPS oder 25 µg/ml Zymosan eine maximale Phosphorylierung von p38 er-

reicht werden kann. Dementsprechend wurden diese Konzentrationen in allen nach-

folgenden Versuchen zur Stimulation der dendritischen Zellen verwendet. Zusätzlich 
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zur Konzentration musste die Stimulationsdauer für die Versuche festgelegt werden. 

Für die Messung der Interleukinsekretion mittels ELISA wurde gemäß publizierter Da-

ten aus der wissenschaftlichen Literatur eine Stimulationsdauer von 24 h verwendet, 

um alle in den Zellüberstand abgegebenen Interleukine sicher erfassen zu können 

(Kwan et al., 2007). Für die Untersuchung der intrazellulären Signaltransduktion mittels 

Westernblot wurden aufgrund mangelnder Daten in der Literatur zunächst zeitkineti-

sche Versuche durchgeführt. Die dendritischen Zellen wurden hierfür für 15, 30, 60 

oder 90 Minuten mit LPS oder Zymosan stimuliert und erneut der phosphorylierte An-

teil des Proteins p38 gemessen. Hierbei zeigte sich eine maximale Phosphorylierung 

bereits nach 15 Minuten, bei längerer Inkubationszeit nahm der Phosphorylierungs-

grad ab. Für die Versuche, in denen die Phosphorylierung intrazellulärer Signalprote-

ine gemessen werden sollte, wurde dementsprechend eine Stimulationsdauer von 15 

Minuten verwendet (Abb. 3).  

 

Abb. 3.  Phosphorylierung von p38 im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit LPS oder 

Zymosan. Repräsentatives Beispiel aus 3 Westernblots. 

Für den Transkriptionsfaktor  NF-κB ist die Translokation in den Zellkern der entschei-

dende Schritt, der zur Veränderung der Genexpression führt. Dieser Prozess findet 

langsamer statt, als die Phosphorylierung extranukleärer Signalproteine. Für die NF-

κB-Untereinheit RelB ist bekannt, dass die nukleäre Translokation in dendritischen Zel-

len erst 18 bis 24 Stunden nach Stimulation mit LPS ihr Maximum erreicht (Hofer et 

al., 2001). Wir konnten diese Daten in unseren Versuchen bestätigen. Wir sahen nach 

24 Stunden eine deutliche Zunahme des nukleär translozierten Anteils, nicht nur nach 

Stimulation mit LPS, sondern auch nach Stimulation mit Zymosan. Dementsprechend 
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erfolgte die Extraktion und damit die Bestimmung der intranukleären NF-κB-Fraktion 

nach einer 24-stündigen Stimulation mit LPS oder Zymosan.    

3.2.3 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 

Um den Einfluss von Dasatinib auf die Interleukinsekretion dendritischer Zellen zu un-

tersuchen, wurde zunächst qPCR eingesetzt. Nach Stimulation der Zellkulturen mit 

Zymosan oder LPS und Vorbehandlung mit Dasatinib erfolgte die Isolation der RNS 

aus den Zellen mit dem RNeasy Mini Kit ® und die anschließende Umschreibung in 

komplementäre Desoxyribonukleinsäure (cDNS) im Thermozykler mit dem QuantiTect 

Reverse Transcription Kit ® der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. An-

schließend wurden der QuantiFast Probe PCR Master Mix ® (Quiagen), sowie spezi-

fische sense und antisense-Primer und sogenannte FRET (fluorescence resonance 

energy transfer, Förster-Resonanzenergietransfer) - Sonden der Firma TIB Molbiol für 

die Gene IL 10 und 12 und Aminolävulinatsynthase (ALAS) zugegeben. Hierbei han-

delt es sich um einsträngige DNS-Abschnitte, die im Rahmen der PCR nebeneinander 

an den gesuchten Genabschnitt binden. Am 5‘-Ende der einen Sonde befindet sich 

dabei der Farbstoff LC640, am 3‘-Ende der anderen Sonde Fluorescein. Durch die 

benachbarte Anlagerung der beiden Sonden an die gesuchten Abschnitte der cDNS 

kommt es zum FRET zwischen Fluorescein und LC640, was zur Emission von Licht 

führt. Die Durchführung der qPCR und die visuelle Registrierung der so generierten 

Fluoreszenz erfolgten in einem LightCycler® -System der Firma Roche. Durch den 

Vergleich der Laufzeitunterschiede der einzelnen Proben bis zur Fluoreszenz-Detek-

tion konnte so auf die initial vorhandene RNS-Menge in den Proben rückgeschlossen 

werden. Die Untersuchung der ALAS-RNS diente dabei zur Korrektur zwischen den 

einzelnen Proben, da es sich hierbei um ein in allen Proben konstant exprimiertes Gen 

handelt. Die Auswertung der erhobenen Daten zeigte dennoch eine große Varianz, 

auch innerhalb der mitgeführten Lösungsmittelkontrollen, am ehesten bedingt durch 

methodische Schwierigkeiten wie z.B. die ungenügende Elimination von Ribonuklea-

sen im Versuchsablauf. Daher fanden die Daten keinen Eingang in diese Arbeit, statt-

dessen wurde auf die direkte Messung der Interleukinkonzentration in den Zellkulturen 

mittels „Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) zurückgegriffen. 
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3.2.4 ELISA 

Die Interleukinkonzentrationen im Überstand der dendritischen Zellkulturen wurden 

mittels ELISA bestimmt. Hierfür wurden die Zellkulturen nach Vorbehandlung mit 

Dasatinib für 24 Stunden einer Stimulation mit LPS oder Zymosan ausgesetzt. Die 

Konzentrationen von IL 12 und 10 wurden anschließend im Überstand der Zellkulturen 

mittels des ELISA-Kit von BD Biosciences nach Angaben des Herstellers ermittelt. 

Hierfür wurde der Überstand der Zellkulturen auf Multiplatten gegeben, die mit einem 

Antikörper gegen IL 12 oder 10 beschichtet sind. Anschließend erfolgte nach mehrma-

ligem Waschen die Inkubation mit einem zweiten, Biotin-gekoppelten Antikörper gegen 

IL 12 oder 10 und die Hinzugabe von Streptavidin-Meerrettichperoxidase. Nach erneu-

tem Waschen wird eine Detektionslösung zugegeben, die sich proportional zu der vor-

handenen Menge des gesuchten Interleukins blau verfärbt. Die entstandene Farbin-

tensität wurde dann in einem Multiplatten-Lesegerät gemessen und so die Interleukin-

konzentration im Überstand quantifiziert.  

3.2.5 Westernblot 

Die pharmakodynamische Wirkung von Dasatinib auf intrazelluläre Signalwege dend-

ritischer Zellen wurde im Westernblot untersucht. Die in der Einleitung beschriebenen 

intrazellulären Signalproteine lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Zum einen handelt 

es sich um die Gruppe der Proteinkinasen p38, ERK und Akt, die im Zytoplasma liegen 

und durch Phosphorylierung aktiviert werden. Gleiches gilt für das Protein c-jun, das 

allerdings keine Proteinkinase, sondern Teil des Transkriptionsfaktors activator protein 

1 (AP-1). Bei diesen Proteinen kann der Grad der Aktivierung mittels spezifischer, ge-

gen die phosphorylierte Form der Proteine gerichtete Antikörper gemessen werden. 

Für die Westernblots dieser Proteine wurden dementsprechend Proteinextrakte aus 

dem gesamten Zytoplasma, nicht aber dem Nukleus verwendet. Die andere Gruppe 

besteht aus den Untereinheiten des Transkriptionsfaktors NF-κB, beispielhaft RelA 

und RelB. Sie werden nicht phosphoryliert, sodass keine spezifischen Antikörper zur 

Detektion der Aktivierung wie bei den Proteinkinasen und c-jun eingesetzt werden kön-

nen. Da sie nach Aktivierung in den Nukleus translozieren, kann stattdessen der nuk-

leäre Anteil als Marker für den Grad der Aktivierung herangezogen werden. Dement-

sprechend wurden für die Bestimmung der Aktivierung von RelA und RelB nur der 
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intranukleäre Proteinanteil nach entsprechendem Protokoll aus den dendritischen Zel-

len extrahiert und im Westernblot analysiert. Alle Schritte wurden, soweit nicht anders 

aufgeführt, auf Eis durchgeführt, um die Phosphorylierung nicht zu beeinflussen. Nach 

dem Abzentrifugieren der Zellkulturen bei 13.500 U/min für zwei Minuten wurde der 

Überstand verworfen und die Zellen mit 125 µl frisch hergestelltem RIPA-(radioimmu-

noprecipitation assay; Radioimmunopräzipitationsverfahren)-Puffer lysiert. Durch er-

neute Zentrifugation bei 2.500 U/min für fünf Minuten erfolgte die Sedimentation der 

Nuklei. Für die Gesamtzellextrakte zur Bestimmung von p38, ERK, Akt und c-jun 

wurde der Überstand verwendet, für die nukleären Extrakte wurde das verbleibende 

Pellet in 50 µl „Cell Extraction Buffer“ für 30 Minuten resuspendiert und dabei in 10-

minütigen Abständen mit einem Vortexmischer vermischt. Nach einem weiteren Zent-

rifugationsschritt bei 14.000 U/min für 30 Minuten wurde der resultierende Überstand 

aliquotiert und eingefroren. Vor dem Auftrennen der Proteine im Gellauf wurde zur Be-

stimmung des Proteingehalts das BioRad DC-Proteindetektorsystem nach Angaben 

des Herstellers verwendet. Für die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) wurden 

jeweils 10-20 µg Protein pro Bahn aufgetragen. Für die Herstellung der Proben wurden 

4 x SDS Sample Buffer und 10x Reducing Agent von Invitrogen verwendet. Die Proben 

wurden für 10 min bei 70°C denaturiert und anschließend auf Raumtemperatur abge-

kühlt. Der Gellauf wurde für etwa 35 min, bei 200 V und 120 mA unter Verwendung 

von selbst angefertigten, 10%-Bis-Tris Gelen durchgeführt. Im nächsten Schritt wurden 

die Proteine bei 25 V und 200 mA für 75 min auf eine Nitrozellulosemembran transfe-

riert. Anschließend wurde die Membran mit Blockierungslösung, Tris-buffered Saline 

Tween-20 (TBST)-Puffer und, in Abhängigkeit des Antikörpers, unterschiedlichen 

Milch- bzw. bovinem Serumalbumin(BSA)-Anteilen für 1 h inkubiert, um unspezifische 

Bindungen der Antikörper zu vermeiden. Die Inkubation mit in Blockierungslösung ver-

dünntem Primärantikörper erfolgte über Nacht bei 4°C auf der Schüttelplatte. Nach 

Waschen der Membran mit TBST wurde diese mit einem HRP-konjugierten sekundä-

ren Antikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, erneut mit TBST gewaschen und 

nach Abspülen mit destilliertem Wasser für 1 min mit Enhanced Chemoluminescence 

-Lösung (ECL) überschichtet. Die Röntgenfilme wurden je nach Antikörper zwischen 

15 Sekunden und 2 h belichtet. Um die Membranen für eine Detektion mit einem wei-

teren Antikörper verwenden zu können, wurden diese für 30 min bei 50°C in Stripping 
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Buffer eingelegt und anschließend mit TBST gewaschen, um die gebundenen Antikör-

per wieder abzulösen.  

3.2.6 Statistische Auswertung 

In den Ergebnissen der durchgeführten Versuche bestand eine deutliche Varianz zwi-

schen den einzelnen Spendern, sowohl für die mittels ELISA gemessenen, absoluten 

Interleukinkonzentrationen, als auch für die im Westernblot  bestimmte Proteinphos-

phorylierung bzw. Translokation der Proteine in den Zellkern. Um die Auswirkungen 

von Dasatinib auf dendritische Zellen zwischen den Spendern dennoch vergleichen zu 

können, wurden für die statistische Auswertung daher die relativen Veränderungen der 

mit Dasatinib behandelten Zellkulturen im Vergleich zu den unbehandelten Zellkultu-

ren berechnet. Hierfür wurden die belichteten Filme der Westernblots eingescannt und 

mit Hilfe des Bildanalyseprogramms „ImageJ“ ©, Version 1.48v, die Intensität der ein-

zelnen Banden gemessen. Diese absoluten Werte der einzelnen Versuche wurden in 

eine Tabelle des Programms „Microsoft Excel 2013“ © übertragen und den Ansätzen 

der mit LPS oder Zymosan stimulierten Zellen die Referenzgröße 100% zugeordnet. 

Die absoluten Werte der weiteren Ansätze (unstimulierte und mit Dasatinib behandelte 

Zellen sowie die DMSO-Lösungsmittelkontrolle) wurden dann in ein prozentuales Ver-

hältnis hierzu gesetzt. Gleiches gilt für die in den einzelnen Versuchen mittels ELISA 

gemessenen Interleukinsekretionen. Für die Westernblot-Versuche erfolgte zudem 

eine Korrektur der Gesamtbeladungsmenge. Hierfür wurden bei den Proteinen p38, 

ERK, c-jun und Akt die Bandenintensitäten der phosphorylierten Proteine in Verhältnis 

zum unphosphorylierten Anteil gesetzt. Für die NF-κB-Untereinheiten RelA und RelB 

wurde die in den Zellkern translozierte Gesamtmenge in Verhältnis zu ß-Aktin gesetzt, 

das in konstanter Menge in den Zellen vorliegt. Die so ermittelten prozentualen Verän-

derungen der einzelnen Spender wurden mit Hilfe des Programmes „GraphPad Prism“ 

©, Version 5.01, statistisch ausgewertet und Unterschiede zwischen den Spendern 

verglichen. Mittels gepaartem, zweiseitigem t-Test von Student wurde dabei die statis-

tische Signifikanz berechnet. Als signifikant wurde ein p-Wert kleiner 0,05 festgelegt, 

sodass die statistische Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Zusammenhanges 

bei weniger als 5% liegt. Signifikante Ergebnisse sind in den Grafiken mit einem As-

terisken (*) gekennzeichnet. In den grafischen Darstellungen der Ergebnisse wurden 

der arithmetische Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes abgebildet und 
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zusätzlich die auf ganze Zahlen gerundeten Werte im Text wiedergegeben, wobei „±“ 

den Standardfehler des Mittelwertes angibt. Die Anzahl der durchgeführten Versuche 

wurde mit „n“ bezeichnet.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Interleukinsekretion 

4.1.1 Interleukinsekretion nach Stimulation mit LPS  oder Zymosan  

Im Überstand der dendritischen Zellkulturen ließ sich ohne Stimulation mit LPS oder 

Zymosan keine signifikante Menge IL 12 nachweisen. Die durchschnittliche Konzent-

ration von IL 10 in den unstimulierten Zellkulturen lag bei 54 ±14 pg/ml. Nach Hinzu-

gabe von LPS stieg die IL12-Konzentration durchschnittlich auf 1374 ±335 pg/ml und 

die IL 10-Konzentration auf 1199 ±451 pg/ml an. Wurden die dendritischen Zellen mit 

Zymosan stimuliert, lag die mittlere Konzentration von IL 12 bei 226 ±196 pg/ml, die 

mittlere Konzentration von IL 10 bei 1922 ±358 pg/ml, n=5 (Abb. 4). 
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Abb. 4 . Interleukinsekretion dendritischer Zellen vor und nach Stimulation mit LPS o-

der Zymosan. Gemessen mittels ELISA, n=5. 

Zusammengefasst reagierten die dendritischen Zellen auf eine LPS-Stimulation also 

mit Sekretion von IL 12 und IL 10. Die Hinzugabe von Zymosan führte zu einer starken 

Ausschüttung von IL 10 und wenig IL 12. Damit konnten Daten aus der Literatur zur 

Interleukinsekretion dendritischer Zellen bestätigt werden (Hoarau et al., 2008, Gerosa 

et al., 2008).  
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4.1.2 Interleukinsekretion nach Stimulation mit LPS  unter Dasatinib 

Unter Einfluss von Dasatinib 50 nM führte die Stimulation der dendritischen Zellen mit 

LPS zu einem größeren Konzentrationsanstieg von IL 12 als in der unbehandelten 

Kontrolle (135 ±11%, p=0,039). Für Dasatinib 10 nM war ebenfalls ein Konzentrations-

anstieg zu verzeichnen, dieser war allerdings nicht statistisch signifikant (115 ±8%, 

p=0,14), n=5. Für IL 10 zeigte sich unter Dasatinib 50 nM nach Stimulation mit LPS 

eine signifikante Abnahme der Konzentration im Vergleich zur unbehandelten Kon-

trolle (74 ±9%, p=0,049). Für die Konzentration von 10 nM lag kein signifikanter Unter-

schied vor (115 ±24%, p=0,58), n=5 (Abb. 5). 
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Abb. 5.  Interleukinsekretion nach Stimulation mit LPS unter Dasatinib. Gemessen mit-

tels ELISA, n=5. 
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4.1.3 Interleukinsekretion nach Stimulation mit Zym osan unter Dasatinib 

Die Vorbehandlung der dendritischen Zellen mit Dasatinib 50 nM führte zu einer signi-

fikant reduzierten Sekretion von IL 12 nach Stimulation mit Zymosan im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle (7 ±5%, p=0,0003). Unter Dasatinib 10 nM bestand ebenfalls 

eine reduzierte Konzentration, die allerdings nicht statistisch signifikant war (31 ±23%, 

p=0,059), n=4. Auf die Sekretion von IL 10 nach Stimulation mit Zymosan hatte die 

Behandlung mit Dasatinib keinen signifikanten Einfluss (Dasatinib 10 nM: 109 ±11% 

p=0,47; Dasatinib 50 nM 106 ± 10%, p=0,61; n=4) (Abb. 6). 
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Abb. 6.  Interleukinsekretion nach Stimulation mit Zymosan unter Dasatinib. Gemessen 

mittels ELISA, n=4. 

Zusammengefasst führte Dasatinib 50 nM also zu einer vermehrten Sekretion von IL 

12 und einer verminderten Ausschüttung von IL 10 als Antwort auf eine Stimulation mit 

LPS in dendritischen Zellen. Nach Stimulation mit Zymosan war die IL 12-Sekretion 

unter Dasatinib vermindert, während die Sekretion von IL 10 unverändert blieb. 
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4.2 Intrazelluläre Signaltransduktion 

4.2.1 ERK 

Eine Vorbehandlung der Zellkulturen mit Dasatinib 10 nM führte zu einer reduzierten 

Phosphorylierung von ERK nach Stimulation mit LPS (46% ±12%, p=0,02). Für Dasa-

tinib 50 nM war ebenfalls eine reduzierte Phosphorylierung zu verzeichnen, allerdings 

lag diese unter dem Signifikanzniveau (64% ± 17%, p=0,08), n=3. Für die Stimulation 

mit Zymosan zeigte sich unter Dasatinib 50 nM eine signifikant reduzierte Phosphory-

lierung von ERK (48% ±12%, p=0,047), nicht aber für Dasatinib 10 nM (93% ±11%, 

p=0,6), n=3 (Abb. 7). 
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Abb. 7 . Phosphorylierung von ERK nach Stimulation mit LPS oder Zymosan unter 

Dasatinib. Oben: Repräsentatives Beispiel aus 3 Westernblots. Unten: Prozentuale 

Auswertung aus n=3 Westernblots.  
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4.2.2 p38 

Dasatinib hatte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von p38 nach Stimulation mit 

LPS (Dasatinib 10 nM: 91 ±4%, Dasatinib 50 nM: 84 ±8%, p=0,09; n=3). Die Phospho-

rylierung von p38 nach Stimulation mit Zymosan war unter Dasatinib 50 nM hingegen 

signifikant reduziert (59 ±13%, p=0,045). Dasatinib 10 nM hatte keinen Einfluss auf die 

Phosphorylierung von p38 durch Zymosan (101 ± 7%, p=0,9), n=4 (Abb. 8). 
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Abb. 8.  Phosphorylierung von p38 nach Stimulation mit LPS oder Zymosan unter 

Dasatinib. Oben: Repräsentatives Beispiel eines Westernblots. Unten: Prozentuale 

Auswertung aus n=3 (LPS) bzw. n=4 (Zymosan) Westernblots. 
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4.2.3 c-jun, Akt und RelA/B 

Die durch LPS induzierte Phophorylierung von c-jun wurde von Dasatinib nicht signifi-

kant beeinflusst (Dasatinib 10 nM: 110 ±17%, p=0,6; Dasatinib 50 nM: 74 ±21%, p=0,3; 

n=3). Gleiches gilt für Zymosan (Dasatinib 10 nM: 84 ±16%, p=0,4; Dasatinib 50 nM: 

88 ±37%, p=0,8;), n=3 (Abb. 9). 
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Abb. 9.  Phosphorylierung von c-jun nach Stimulation mit LPS oder Zymosan unter 

Dasatinib. Oben: Repräsentatives Beispiel eines Westernblots. Unten: Prozentuale 

Auswertung aus n=3 Westernblots. 
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Die Aktivierung der Kinase Akt wurde von Dasatinib nicht beeinflusst, weder nach Sti-

mulation mit LPS (Dasatinib 10 nM: 93% ±25%, p=0,8; Dasatinib 50 nM: 86% ±25%, 

p=0,6; n=3) noch nach Stimulation mit Zymosan (Dasatinib 10 nM: 137% ±17%, p=0,2; 

Dasatinib 50 nM: 150% ±31%, p=0,3; n=3) (Abb. 10). 
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Abb. 10.  Phosphorylierung von Akt nach Stimulation mit LPS oder Zymosan unter 

Dasatinib. Oben: Repräsentatives Beispiel eines Westernblots. Unten: Prozentuale 

Auswertung aus n=3 Westernblots. 
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Die Translokation der  NF-κB-Untereinheit RelA in den Zellkern nach 24 Stunden war 

unter Dasatinib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unverändert sowohl nach 

Stimulation mit LPS (Dasatinib 10 nM: 112% ±13%, p=0,5; Dasatinib 50 nM: 132% 

±33%, p=0,4; n=3), als auch nach Stimulation mit Zymosan (Dasatinib 10 nM: 104% 

±7%, p=0,7; Dasatinib 50 nM: 95% ±14%, p=0,6; n=4). Für die Untereinheit RelB zeigte 

sich nach Stimulation mit LPS unter Dasatinib ebenfalls keine signifikante Verände-

rung der nukleären Translokation (Dasatinib 10 nM: 101% ±7%, p=0,85; Dasatinib 50 

nM: 124% ±30%, p=0,5; n=3). Nach Stimulation mit Zymosan war unter Dasatinib 10 

nM eine statistisch signifikante, aber sehr geringe Abnahme der Translokationsrate zu 

sehen (88% ±1%, p=0,002), nicht jedoch für Dasatinib 50 nM (81% ±11%, p=0,23), 

n=3 (Abb. 11). 
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Abb. 11.  Translokation von RelA und RelB in den Nucleus nach Stimulation mit LPS 

oder Zymosan unter Dasatinib. Oben: Repräsentatives Beispiel jeweils eines Western-

blots. Unten: Prozentuale Auswertung aus n=3 (LPS) bzw. n=4 (Zymosan) Versuchen 

(RelA), bzw. n=3 Westernblots (RelB). 
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Zusammengefasst war die durch LPS und Zymosan induzierte Phosphorylierung der 

Kinase p38 in Anwesenheit von Dasatinib reduziert. Dasatinib inhibierte zudem die 

Phosphorylierung von ERK nach Stimulation der dendritischen Zellen mit Zymosan.  

Die über c-jun, Akt und NFkB ablaufenden Signalwege scheinen von Dasatinib nicht 

wesentlich beeinflusst zu werden.  
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5 Diskussion 

Die Gruppe der Tyrosinkinaseinhibitoren hat die Behandlung einiger hämato-onkolo-

gischer Erkrankungen revolutioniert. So wurde die CML durch die Einführung von Ima-

tinib zu einer Erkrankung, die in den meisten Fällen durch eine orale medikamentöse 

Therapie kontrolliert werden kann. Durch lebenslange Einnahme des Medikamentes 

werden 10-Jahres Überlebensraten von mehr als 80% erreicht. Im Gegensatz zur zy-

totoxischen Chemotherapie treten Nebenwirkungen dabei in deutlich geringerem Um-

fang auf (Hochhaus et al., 2017). Für Patienten mit mangelndem Ansprechen einer 

CML unter Imatinib bietet Dasatinib eine wirksame, therapeutische Alternative. Das 

Nebenwirkungsprofil von Dasatinib unterscheidet sich dabei von dem Imatinibs. So 

wurden Erkrankungen bei Patienten unter Therapie mit Dasatinib beobachtet, die 

sonst nur unter Immunsuppression auftreten. So kommt es z.B. zu Pneumocystis jiro-

vecii-Pneumonien oder EBV-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen (Wolfl et 

al., 2013, Sillaber et al., 2009). Eine immunmodulatorische Wirkung von Dasatinib 

muss daher angenommen werden. Einige zu Grunde liegende Mechanismen dieser 

Immunmodulation wurden bereits entschlüsselt. So konnte gezeigt werden, dass wich-

tige Effektorzellen des Immunsystems von Dasatinib beeinflusst werden. Versuche mit 

T-Zellen haben ergeben, dass Dasatinib die Aktivierung, Zytokinausschüttung und 

Proliferation dieser Zellen beeinträchtigt (Weichsel et al., 2008, Schade et al., 2008). 

Für basophile Granulozyten wurde gezeigt, dass Dasatinib zu einer verminderten Aus-

schüttung von Interleukinen und Histamin führt (Kneidinger et al., 2008). Natürliche 

Killerzellen haben unter Einfluss von Dasatinib eine verminderte zytotoxische Aktivität 

und werden ebenfalls in der Sekretion von Zytokinen gehemmt, vermittelt über eine 

verminderte Aktivierung der Kinase ERK (Salih et al., 2010, Hassold et al., 2012). Für 

die Auswirkungen von Dasatinib auf dendritische Zellen lagen zu Beginn dieser Arbeit 

keine publizierten wissenschaftlichen Daten vor. Es gab jedoch bereits Versuche aus 

der gleichen Arbeitsgruppe, die eine verminderte Ausreifung, einhergehend mit einer 

verminderten Expression der Zellmarker CD 40, 80 und 86, sowie eine erhöhte 

Apoptoserate dendritischer Zellen unter Dasatinib gezeigt hatte. Inzwischen konnten 

weitere Auswirkungen von Dasatinib auf dendritische Zellen gefunden werden. So 

kommt es unter Dasatinib zu einer verbesserten Migration dendritischer Zellen entlang 

eines CCL19-Gradienten in vitro, was auf eine verbesserte Migration in lymphatische 
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Gewebe in vivo schließen lässt. Teile meiner Arbeit fanden Eingang in diese Publika-

tion (Nerreter et al., 2014). Im Mausmodell ist bekannt, dass Dasatinib die Rekrutie-

rung Melanom-infiltrierender T-Zellen durch vakzinierte dendritische Zellen verbessert 

(Lowe et al., 2014). Trotz supprimierender Wirkung von Dasatinib auf wichtige T-Zell-

Funktionen (s.o.), konnte eine verbesserte Aktivierung von T-Zellen durch dendritische 

Zellen unter Dasatinib in vitro gezeigt werden, die mit einer vermehrten Ausschüttung 

von IL 12 einhergeht (Wolfl et al., 2013). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob 

Dasatinib eine der wichtigsten Funktionen von dendritischen Zellen, die durch Patho-

gene hervorgerufene T-Zell-Aktivierung, beeinflusst. Tatsächlich konnten Veränderun-

gen in der Interleukinsekretion dendritischer Zellen unter Dasatinib nachgewiesen wer-

den. Die durch den bakteriellen Zellmembranbestandteil LPS hervorgerufene Sekre-

tion von IL 12 wurde in Anwesenheit von Dasatinib verstärkt und die Ausschüttung von 

IL 10 abgeschwächt. Da es sich hierbei um die Schlüssel-Interleukine für die Differen-

zierung von T-Helferzellen zu Th1 bzw. Treg/Th2 Zellen handelt, könnte es unter 

Dasatinib zu einer verstärkten Rekrutierung von Th1-Helferzellen bzw. zu einer Ver-

schiebung der T-Helferzell-Reaktion in Richtung einer Typ 1-Reaktion als Antwort auf 

eine Exposition mit LPS kommen. Die durch verminderte IL 10-Sekretion beeinträch-

tigte Differenzierung regulatorischer T-Helferzellen könnte zusätzlich eine proinflamm-

atorische Immunantwort begünstigen. So konnte für Patienten unter Dasatinibtherapie 

inzwischen gezeigt werden, dass diese mit zunehmender Therapiedauer einen Abfall 

regulatorischer T-Helferzellen erfahren (Najima et al., 2018). Die vom Hefepilzbestand-

teil Zymosan physiologischerweise ausgelöste Differenzierung von T-Helferzellen zu 

regulatorischen und Typ 2-Helferzellen wird von Dasatinib hingegen vermutlich nicht 

beeinflusst, da die Sekretion des hierfür verantwortlichen Haupteffektors IL 10 durch 

dendritische Zellen unverändert bleibt und die Ausschüttung von IL 12 zwar inhibiert 

wird, aber auch ohne Dasatinib nur in sehr geringer Menge stattfindet (Abb. 4). Ob 

eine Veränderung der Differenzierung von Th17-Zellen nach Stimulation dendritischer 

Zellen mit Zymosan durch Dasatinib induziert wird, kann anhand der vorliegenden Da-

ten nicht beurteilt werden, da die Sekretion des hierfür notwendigen Haupteffektors IL 

23 nicht gemessen wurde. Um die Effekte von Dasatinib auf dendritische Zellen auf 

Ebene der intrazellulären Signaltransduktion zu verstehen, wurde die Aktivierung wich-

tiger intrazellulärer Signalwege im Westernblot untersucht. Hierbei fanden sich zwei 
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Kinasen, deren Phosphorylierung von Dasatinib inhibiert wurde, ERK und p38. In wis-

senschaftlichen Arbeiten mit spezifischen Kinaseinhibitoren war bereits gezeigt wor-

den, dass die Aktivierung dieser Proteine in dendritischen Zellen eine gesteigerte Sek-

retion von IL 10 und eine verminderte Sekretion von IL 12 zur Folge hat (siehe Absatz 

4.2). Die Auswirkungen von Dasatinib auf die Interleukinsekretion dendritischer Zellen 

könnte also über die Inhibierung dieser Kinasen erklärt werden, insbesondere da die 

Aktivierung anderer wichtiger Signalproteine (c-Jun, Akt, NF-κB) von Dasatinib in den 

Versuchen unbeeinflusst blieb. Wahrscheinlich wirkt Dasatinib nicht direkt auf die 

Phosphorylierung von ERK und p38, sondern auf vorgeschaltete Proteine. In der Sig-

nalkaskade, die zur Phosphorylierung von ERK und p38 führt, befindet sich auch die 

Kinase Raf. Diese wird auch über Src-Kinasen aktiviert, welche ein bekanntes Ziel von 

Dasatinib darstellen (Hilger et al., 2002, Usluoglu et al., 2007). Interessant ist dabei, 

dass die durch Dasatinib hervorgerufene verminderte Phosphorylierung von p38 und 

ERK nach Stimulation mit Zymosan ebenfalls zu sehen war, dies aber nicht zu einer 

signifikanten Veränderung der Interleukinsynthese führte. Eine mögliche Erklärung 

hierfür könnte darin liegen, dass Zymosan nicht ausschließlich an TLR bindet, sondern 

auch an die extrazellulären Rezeptoren Dectin-1 und DC-SIGN. Für Dectin-1 wurde 

gezeigt, dass eine Aktivierung dieses Rezeptors über die Phospholipase C gamma 2 

(PLCy2) zur intrazellulären Freisetzung von Calcium führt. Mittels Aktivierung von Cal-

cineurin hat diese Freisetzung eine Translokation des Transkriptionsfaktor NFAT (nu-

clear factor of activated T-cells) in den Zellkern zur Folge, wodurch es zu einer gestei-

gerten Synthese von IL 10 kommt (Kock et al., 2011, Drummond and Brown, 2011). 

Dectin-1 kann so unabhängig vom MAP-Kinase-Signalweg eine IL 10-Sekretion in 

dendritischen Zellen hervorrufen. Hierdurch könnte eine Raf-1 vermittelte Hemmung 

von ERK und p38 durch Dasatinib kompensiert werden (Abb. 12). 
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Abb. 12.  Modell der Signaltransduktion in dendritischen Zellen. 

Diese in vitro beobachteten Auswirkungen auf dendritische Zellen könnten ein Erklä-

rungsmodell für einige Besonderheiten in der Therapie mit Dasatinib bieten. So konnte 

gezeigt werden, dass es unter Dasatinib in vivo zu einer Verstärkung der Th1-Immun-

antwort kommt. Im Blut von mit Dasatinib behandelten Patienten fanden sich signifi-

kant mehr zytotoxische T-Zellen vom Gedächtnistyp und T-Helferzellen mit einem Th1-

gewichteten Zytokinprofil als bei unbehandelten oder mit Imatinib behandelten Patien-

ten (Kreutzman et al., 2014). Th1-Zellen sind wichtige Mediatoren in der Vermittlung 

von Autoimmunerkrankungen und unter Dasatinib-Therapie können einige autoim-

mune Erkrankungen als unerwünschte Wirkung auftreten. So sind autoimmune Hypo-

thyreosen und verschiedene immunologisch vermittelte Hauterkrankungen beschrie-

ben worden (Kim et al., 2010, Drucker et al., 2013). Patienten können eine durch zy-

totoxische T-Zellen vermittelte hämorrhagische Kolitis entwickeln (Patodi et al., 2012, 

Saito et al., 2014). Th1-Zellen sind aber nicht nur an der Entstehung von Autoimmun-

erkrankungen beteiligt, mit der Sekretion von IFN-gamma und TNF-alpha sind die auch 

essentiell für die Bekämpfung von Lymphomzellen (Corthay et al., 2005). Eine durch 

Dasatinib verstärkte Th1-Zell-Expansion könnte eine Erklärung dafür bieten, dass Pa-
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tienten mit Dasatinib in der Erstlinientherapie der CML ein schnelleres und vollständi-

geres zytogenetisches Ansprechen als Imatinib haben (Kantarjian et al., 2010). Inte-

ressant ist auch, dass einige Patienten unter Therapie mit Dasatinib eine chronische 

Lymphozytose mit sogenannten großen granulären Lymphozyten „large granular lym-

phocytes“ (LGL) entwickeln. Hierbei handelt es sich um CD8-positive, zytotoxische T-

Zellen oder natürliche Killerzellen, die ihren Namen aufgrund der im Zytoplasma be-

findlichen azurophilen Granula tragen (Semenzato et al., 1997). Sie sind Teil des adap-

tiven Immunsystems und machen ca. 10-15% der PBMC aus. Durch Antigen-Exposi-

tion kommt es physiologischerweise zur Expansion dieser Zellen. Eine unkontrollierte, 

chronische Expansion der LGL führt zur leukämischen Verlaufsform mit teils schwe-

rem, bis tödlichen Krankheitsverlauf (Steinway et al., 2014). In einem Teil der mit Dasa-

tinib behandelten Patienten wurde eine mono- oder oligoklonale Expansion dieser Zel-

len beobachtet, ohne dass diese Patienten die typischen Symptome einer LGL-Leukä-

mie wie Neutropenie, Lymphadenopathie oder Fieber hatten. Diese Patienten unter-

schieden sich signifikant von Patienten ohne eine solche LGL-Expansion: Einerseits 

kam es zu einem schnelleren und besseren zytogenetischen Ansprechen der Grun-

derkrankung (Ph+-ALL und CML), auf der anderen Seite hatten diese Patienten eine 

signifikant höhere Rate an Pleuraergüssen und Kolitiden, beides bekannte Nebenwir-

kungen einer Dasatinib-Therapie. In Darmbiopsien und zytologischen Untersuchungen 

der Pleuraergüsse der betroffenen Patienten konnten dabei die klonalen, zytotoxi-

schen T-Zellen nachgewiesen werden, die sich auch im peripheren Blut befanden, was 

eine durch expandierte LGL vermittelte Genese der Erkrankungen nahe legt (Mustjoki 

et al., 2009, Kim et al., 2009). Für die Expansion von LGL ist IL 12 als wichtiger Kofak-

tor beschrieben worden (Lamy and Loughran, 1999). Eine Dasatinib-vermittelte, ver-

mehrte Sekretion von IL 12 durch dendritische Zellen könnte so zur Expansion der 

LGL beitragen. Bei all diesen möglichen Zusammenhängen muss betont werden, dass 

sich die in meiner Arbeit in vitro beobachteten Auswirkungen von Dasatinib auf dend-

ritische Zellen nicht einfach auf Patienten übertragen lassen. Das verwendete Modell 

der aus Monozyten generierten dendritischen Zellen, deren Interleukinsekretion ohne 

Zusammenspiel mit anderen Zellen gemessen wurde, hat sehr begrenzte Aussage-

kraft über tatsächliche Auswirkungen im menschlichen Körper und kann nur Hinweise 

auf mögliche pathophysiologische Zusammenhänge geben. Eine weitere Limitation 

der Arbeit ist die Tatsache, dass mit IL 12 und 10 nur zwei wichtige Interleukine, die 
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von dendritischen Zellen sekretiert werden, untersucht wurden. Zum besseren Ver-

ständnis der immunmodulatorischen Eigenschaften von Dasatinib wäre gerade im 

Falle der Stimulation mit Zymosan die Messung der IL 23-Sekretion interessant gewe-

sen, um einen möglichen Einfluss auf die Differenzierung von Th17-Helferzellen fest-

zustellen. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass unter Behandlung mit Dasa-

tinib immunologische Phänomene auftreten, die positiv für den Verlauf der behandel-

ten Grunderkrankung sind, aber auch unerwünschte Wirkungen mit sich bringen. Die 

in meiner Arbeit gezeigten Auswirkungen von Dasatinib auf dendritische Zellen in vitro 

könnten hierbei eine wichtige Rolle spielen. Weitere wissenschaftliche Arbeiten sind 

notwendig, um die immunmodulatorische Wirkung von Dasatinib zu verstehen. 
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