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Einleitung

1 Einleitung

11 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist Tag fur Tag mit groRen Herausforderungen konfrontiert. Es er-
kennt und eliminiert Krankheitserreger, aber auch andere kérperfremde Substanzen so-
wie maligne transformierte Zellen, zeigt gegentber den funktionstiichtigen kérpereige-

nen Zellen jedoch Toleranz (Ausnahme: Autoimmunreaktionen).

Die angeborene Korperabwehr bildet eine erste Verteidigungslinie und steht bereits von
Geburt an zur Verfiigung (Abbas et al., 2012; Taguchi et Mukai, 2019; Takeuchi et Akira,
2019). Die Zellen des angeborenen Immunsystems kdénnen evolutionar konservierte, Pa-
thogen-typische Molekilstrukturen sog. PAMPs (,pathogen-associated molecular pat-
terns®) erkennen. Diese bestehen bspw. aus Bestandteilen bakterieller Zellwande (Van
Brussel et al., 2012; Takeuchi et Akira, 2019) und kénnen Uber spezifische Rezeptoren
auf den Immunzellen (,pathogen-related receptors”, PRRs) registriert werden. Die Toll-
ahnlichen Rezeptoren (,toll-like receptors®, TLRs) stellen hierunter eine zentrale Gruppe
dar (Iwasaki et Medzhitanov, 2015; Takeuchi et Akira, 2010 & 2019). Ihre Aktivierung
initiiert zellulare (Phagozytose, Zytotoxizitat) als auch humorale (Komplement, Zytokine)
Abwehrstrategien (Degn et Thiel, 2013; Sokol et Luster, 2013; Takeuchi et Akira, 2019).
Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems zahlen u. a. Granulozyten, Monozyten,

Makrophagen, NK- und NKT-Zellen sowie dendritische Zellen (Gasteiger et al., 2017).

Im Rahmen der Evolution entwickelten bestimmte Spezies zuséatzlich eine erworbene
Immunabwehr. Dieses evolutionar jingere System kann Antigen-spezifische Immunre-
aktionen generieren. Uber eine fein regulierte Antigenprasentation, u. a. durch dendriti-
sche Zellen, werden hierbei u. a. spezifische B- und T-Zellen aktiviert. Diese Zellen ver-
fligen Uber eine ausgepragte genetische Rekombinationsfahigkeit, welche sich im T-
Zell-Rezeptor-Rearrangement und der Immunglobulinvielfalt der B-Zellen widerspiegelt.
Hierlber wird eine grol3e Vielfalt an Antigen-spezifischen Effektorzellen ermdglicht und
dadurch sichergestellt, dass sich das erworbene Immunsystem an die standig wechseln-
den Anforderungen der Umwelt adaptieren kann. Dariiber hinaus verfugt es uber die
Fahigkeit, ein sog. ,immunologisches Gedachtnis* zu bilden, indem spezielle Effektor-
zellen in eine Art Ruhezustand tbergehen und im Falle eines erneuten Antigen-Kontak-

tes reaktiviert werden kdénnen (van der Meer et al., 2015; Kirman et al., 2019).



Einleitung

Entgegen der lange vorherrschenden Annahme, dass das angeborene Immunsystem
schnell, jedoch unspezifisch sei, das erworbene Immunsystem hingegen hocheffizient
und -spezialisiert, scheint die Trennung des Immunsystems in ein angeborenes und ein
erworbenes lediglich eine akademische Vereinfachung zu sein. Viele Zellen des Immun-
systems Ubernehmen in beiden Teilen eine wichtige Rolle (Netea et van der Meer, 2017;
Hajishengallis et al., 2019; Netea et al., 2020).

Analog der Anpassungsfahigkeit des erworbenen Immunsystems an Antigenwechsel
durch Genrekombination und Ausbildung eines sog. ,immunologischen Gedachtnisses*®
gibt es auch beim angeborenen Immunsystem eine ,trainierte Immunitat* mit rascher
Reaktion bei Re-Exposition gegenliber Pathogenen (Netea et al., 2020). Hierzu zéhlen
auch die inflammatorischen dendritischen Zellen (,inflammatory dendritic cells®, infDZs),
unter welchen die aus Monozyten generierten dendritischen Zellen (,monocyte-derived®,
moDZs) eine wichtige Gruppe darstellen (Segura et Amigorena, 2013; Gu et al., 2020).
Sie erkennen u. a. via PAMPs allgemeine Gefahrensignale und kénnen hierauf entspre-
chende Immunantworten generieren. Die Prozessierung intra- und extrazelluléarer Prote-
ine und die anschlieRende Prasentation des Antigens auf sog. Haupthistokompatibilitéats-
komplexmolekilen (,major histocompatibility complex®; MHC) stellen hierbei wichtige
Funktionen dar. Als Brucke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem
tubernehmen DZs bei verschiedenen immunologischen Prozessen eine zentrale Rolle
(Collin et Bigley; 2018).

1.2 Dendritische Zellen (DZs)

Dendritische Zellen (DZs, ,dendritic cells*) werden aufgrund ihrer besonderen Fahigkei-
ten auch als ,Wachter des Immunsystems* bezeichnet und tbernehmen eine zentrale
Stellung im Immunsystem. Morphologisch 1868 erstmals von Paul Langerhans beschrie-
ben, welcher sie falschlicherweise fiir Nervenzellen der Haut hielt, brauchte es gut 100
Jahre, ehe Steinman und Cohen 1973 mit ihrer Arbeit den Begriff der dendritischen Zelle
einfihrten. 1985 entdeckten Schuler und Steinman mit der Expression von MHC-Klasse-
[I-Molekllen und der damit verbundenen Fahigkeit, T-Zell-Antworten zu generieren (sog.
,mixed leukocyte reaction“, MLR), eine wesentliche Funktion der DZs. Diese Entdeckun-
gen sowie nachfolgende Arbeiten, in denen die Funktion der DZs weiter beleuchtet
wurde, fuhrten 2011 zur Verleihung des ,Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin“ an

Ralph M. Steinman, als erstem Preistrager posthum.
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DZs sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZs; ,antigen-presenting
cells®, APCs). Nach Aufnahme und Prozessierung prasentieren sie das Antigen an-
schlieRend den Effektorzellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Uber
weitere stimulatorische oder inhibitorische Signale kann die Generierung differenzierter
Immunantworten moduliert werden (Constantino et al., 2017; Collin et Bigley; 2018). Ein
funktionierendes Immunsystem ist das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels zwi-
schen den unterschiedlichen Immunzellgruppen. Insbesondere bei der Generierung ro-
buster Immunantworten, wie z. B. der Aktivierung naiver T-Zellen, ibernehmen DZs eine

zentrale Rolle (Palucka et al., 2012; Van Brussel et al., 2012; Enamorado et al., 2018).

Ebenso vielfaltig wie die Bandbreite an Pathogenen, mit denen sie konfrontiert sind, ist
die a. e. evolutionadr zu erklarende Diversitat der DZs (Klechevsky, 2015). Sie setzen
sich aus unterschiedlichen Untergruppen zusammen, welche sich ontogenetisch, funkti-
onell, aber auch in der Expression bestimmter Oberflachenmarker sowie ihrer Verteilung
in den lymphatischen Geweben unterscheiden (Merad et al., 2013; Guilliams et al.,
2016). Im immunologischen Gleichgewicht stellen klassische bzw. konventionelle DZs
(cDZs) und plasmazytoide DZs (pDZs) die Hauptgruppen dar. cDZs migrieren nach Auf-
nahme und Prozessierung von mikrobiellem Antigen in lymphatisches Gewebe (Gra-
nucci et al., 2014). Dort aktivieren sie naive T-Zellen via Antigenprésentation. Basierend
auf ihrer Gewebsstandigkeit und Expression unterschiedlicher Oberflachenmarker bzw.
Transkriptionsfaktoren lassen sich cDZs weiter untergliedern (Satpathy et al., 2012; Me-
rad et al. 2013). pDZs verfiigen Uber geringere phagozytotische Kapazitaten, sind jedoch
u. a. sehr effizient in der Erkennung von Viren und kdnnen diese u. a. durch Sekretion
von Typ | Interferonen eliminieren (Swiecki et Colonna, 2015, Mitchel et al., 2018; Collin
et Bigley, 2018).

In Gegenwart inflammatorischer Signale, wie beispielsweise bei Infektionen oder im
Rahmen maligner Erkrankungen und auch bei Autoimmunerkrankungen (Segura et Ami-
gorena, 2013 [a] + [b]; Gu et al., 2020) kommt es neben der klassischen DZ-Generierung
aus hdmatopoetischen Stammzellen zu einer Rekrutierung sog. inflammatorischer DZs
(infDZs). Angelockte Monozyten kdnnen sich in Anwesenheit bestimmter Mediatoren zu
Zellen mit funktionellen DZ-Eigenschaften (bspw. Aktivierung naiver T-Zellen) differen-
zieren, weshalb diese als monozytare DZs (moDZs) bezeichnet werden (Cheong et al.,
2010; Chow et al., 2017; Tang-Huau et Segura, 2018). Unter physiologischen Bedingun-
gen lassen sich moDZs in Mensch und Maus kaum nachweisen (Jakubzick et al., 2013),

zeigen jedoch eine erhebliche Prasenz wéhrend inflammatorischer Prozesse. Die
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Pathogen-vermittelte Aktivierung von T-Zellen kénnte durch Sekretion proinflammatori-
scher Mediatoren, wie beispielsweise GM-CSF und IL-4, die Generierung von moDZs
fordern. Diese moDZs wiederum kdnnen anschlieBend spezifische T-Zellen aktivieren.
Auf diesem Wege konnten die moDZs wesentlich zur Persistenz der Immunantwort bei-
tragen. Dies wurde im ,Windmuhlenmodell“ beschrieben, wobei die moDZs so lange die
Aufrechterhaltung der Immunantwort férdern, so lange der ,Wind der Inflammation® weht
(Lutz et al., 2017).

Die klinische Relevanz der moDZ ergibt sich aus ihrem breiten Vorkommen in nahezu
allen inflammatorischen Konstellationen. Neben Infektionen, Autoimmunitat und Tole-
ranz, wurde ihre Prasenz auch in verschiedenen Tumormodellen nachgewiesen (Egui-
luz-Gracia et al., 2016; Segura et al., 2013; Laoni et al., 2016). Dabei konnte eine Kor-
relation zwischen der Frequenz von infDZs und der Aktivitat CD8* T-Zellen nachgewie-
sen werden. In diesem Kontext konnte auch eine Korrelation mit einem besseren The-

rapieansprechen beschrieben werden (Segura et al., 2013).

Die Hypothese, dass sich alle DZ-Subtypen dichotomisch entwickeln, wurde mehr und
mehr verlassen. cDZs und pDZs werden primar aus myeloiden und lymphozytaren Vor-
lauferzellen generiert. Humane moDZs und Langerhans Zellen (LZs) hingegen zeigen
transkriptionelle Uberschneidungen und einen ontogenetischen Ursprung mit Makropha-
gen, teilen aber auch relevante Eigenschaften mit cDZ (Geismann et al., 2010). Insge-
samt deuten zahlreiche Untersuchungen auf eine hohe Plastizitat der DZ-Subgruppen
hin, was deren Klassifizierung weiter erschwert (Paul et al., 2015; Notta et al., 2016,
Velten et al., 2017, Karamitros et al., 2017).

Trotz ihrer zentralen Rolle stellt die Gesamtheit der DZs mit max. 2 % aller mononukle-
aren Zellen im Blut (,peripheral blood mononuclear cells®, PBMCs) nur eine kleine Po-
pulation dar. Hierunter machen die moDZs mit ca. 0,005 % der kernhaltigen Zellen im
Blut wiederum nur einen sehr kleinen Anteil aus (Draxler et al., 2017). Nichtsdestotrotz
findet man sie in unterschiedlicher Zusammensetzung in nahezu jedem Gewebe (Wais-
man et al., 2016; Constantino et al., 2017; Solano-Galvez et al., 2018).

Nach wie vor gibt es keinen Konsens hinsichtlich der optimalen Methode, DZs ex vivo
zu generieren. Generell stehen als mdgliche Quelle zirkulierende DZs zur Verfligung,
welche expandiert werden kdnnen (Sabado et Bhardwaj, 2010). Daneben kénnen DZs
aus CD34* hamatopoetische Stammzellen unter Zugabe bestimmter Wachstumsfakto-

ren generiert werden. Die Generierung von moDZs aus Monozyten des peripheren
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Blutes stellt nach wie vor die am haufigsten angewandte Methode dar. Neben einer ho-
hen Effizienz ist dabei auch die einfache Verflgbarkeit ein wesentliches Argument
(Constantino et al., 2017). Bereits 1994 beschrieben Sallusto und Lanzavecchia die
Mdglichkeit, DZs in vitro aus Monozyten zu generieren. In der Gegenwart von GM-CSF
und IL-4 kénnen Uber 5-7 Tage unreife DZs (,immature DCs*, iDZs) aus Monozyten ge-
neriert werden (Sabado et Bhardwaj, 2010; Han et al., 2019).

Im Zuge der iDZ-Generierung aus Monozyten kommt es zu einer vermehrten Expression
typischer DZ-Marker, wie bspw. CD1a, wohingegen der monozytare Marker CD14 her-
abreguliert wird bzw. génzlich verschwindet (Collin et al., 2013). CD1a ist ein Oberfla-
chenmarker, welcher in unterschiedlicher Auspragung auf verschiedenen DZ-Subgrup-
pen, u. a. auch auf moDZs prasentiert wird (Haniffa et al., 2012; Segura et al., 2013).
Eine Koexpression des Monozyten-typischen Markers CD14 findet sich teilweise auf
moDZs, aber auch auf einer Subgruppe von cDZ2. Genexpressionsuntersuchungen an
CD1/CD14-koexprimierenden Zellen konnten relevante Ubereinstimmungen mit cDZ2-
typischen Genen nachweisen (Yin et al., 2017; Villani et al., 2017). Bei Entziindungen
wie auch bei malignen Erkrankungen lassen sich CD1/CD14-koexprimierende Zellen in
signifikantem Umfang nachweisen (Haniffa et al., 2012, McGovern et al.; 2014; Bakdash
et al., 2016). Ihr Ursprung ist jedoch nach wie vor unklar, da sie, wie die moDZs, eine
hohe phanotypische Plastizitat zeigen (Balan et al., 2014).

iDZs sitzen im Gewebe und verflgen Uber eine ausgepragte Endozytosekapazitat, wel-
che es ihnen erlaubt, Antigen aus ihrer Umwelt aufzunehmen, um es anschliel3end zu
prozessieren (Van Brussel et al., 2012; Steinman und Bancherau, 2007). Die Expression
costimulatorischer Molekule und die Sekretion immunmodulatorischer Zytokine ist noch
gering ausgepragt (Trombetta et Mellmann, 2005; Steinman et al., 2003). Je nach Sub-
typ exprimieren die DZs unterschiedliche TLRs (1-8), welche die Erkennung unterschied-
licher PAMPs ermdglicht. pDZs Gibernehmen mit Hilfe von TLR7 und TLR9 eine wichtige
Rolle in der Identifizierung viraler Infektionen (Bao et Liu, 2013; Swiecki et Colonna,
2015). Mit der Expression von TLR3, TLR9 und TLR10 verfiigen cDZ1-Zellen, ahnlich
den pDZs, uber Rezeptoren zur Erkennung von viralen und intrazellularen Pathogenen
(Villani et al., 2017; Hemont et al., 2013; Colletti et al., 2016; Liu et al., 2015; Lafaille et
al., 2012). MoDZs, wie auch cDZ2, exprimieren hingegen v. a. TLR2, TLR4, TLR5 und
TLR6. Hierliber kdnnen Immunantworten gegeniber Bakterien, Pilzen, Parasiten und
Allergenen initiilert werden. Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der &uf3eren Memb-

ran gramnegativer Bakterien, ist ein typischer TLR-4-Agonist (Park et Lee, 2013).
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Nach Stimulation kommt es zur Entwicklung von reifen DZs (,mature dendritic cells®;
mDZs), welche spezifisch naive T-Zellen aktivieren kénnen. Dies geschieht Uber drei
Signale, welche in ihrer Komposition die Aktivierung, Funktion und auch den Phéanotyp
des entsprechenden T-Lymphozyten beeinflussen (Constantino et al., 2017; Van Brussel
et al., 2012):

Signal 1: Die Antigen-spezifische Erkennung des Antigen-MHC-Komplexes
Uber den entsprechenden T-Zell-Rezeptor (,T-cell-receptor®, TZR)

Signal 2: Costimulatorische Signale tiber Oberflachenmarker wie z. B. CD80, CD86
auf der DZ, welche maRgeblich fir die Aktivierung und Regulation der
entsprechenden T-Zell-Antwort sind

Signal 3: Sekretion pro- und/oder anti-inflammatorischer Zytokine; Polarisation der
Immunantwort (z. B. Interleukin-12 (IL-12) oder IL-10)

Abhéngig von diesen 3 Signalen kann eine einzelne DZ 100 — 3.000 T-Lymphozyten
aktivieren (Banchereau, 2000; Amon et al., 2020).

1.2.1 Costimulatorische Oberflachenmarker

Die Interaktion zwischen der DZ und den T-Lymphozyten ist ein zentraler Schritt in der
Generierung einer gezielten Immunantwort. Auf Seite der DZs wird das Antigen auf
MHC-Molekiilen prasentiert. Dessen Erkennung mit Hilfe des spezifischen TZR stellt ei-
nen unverzichtbaren Schritt in der DZ-T-Zell-Interaktion dar. HLA-DR ist ein wichtiges
MHC-II-Molekdl, auf welchem i. d. R. wirtsfremde Peptid-Antigene durch DZs prasentiert
werden (Tang-Huau et Segura, 2018; Laoui et al., 2016).

Neben der Antigen-spezifischen Bindung bedarf es zur Aktivierung der T-Zelle weitere
Signale. Die costimulatorischen Molekiile Gibernehmen dabei eine zentrale Rolle, welche
zur Pragung des Begriffs der ,immunologischen Synapse® fiihrte (Dustin, 2014; Finetti
et Baldari, 2018). Hierbei handelt es sich mehrheitlich um membranstandige Glykopro-
teine, die Uberwiegend zellspezifisch exprimiert werden und verschiedene Funktionen
bei der interzellularen Kommunikation tragen. Auf die wichtigsten Oberflachenmolekiile

der moDZs soll im Folgenden naher eingegangen werden:

Die Mitglieder der sog. B7-Familie, zu denen auf Seite der DZs CD80 und CD86 geho-

ren, regulieren die Balance zwischen einer schlagkraftigen Immunabwehr und der
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Vermeidung von Autoimmunitat (Greaves et Gribben, 2013). Sie beeinflussen dabei
maRgeblich die Aktivierung und auch das Uberleben der interagierenden T-Zellen. 1991
bzw. 1992 beschrieben Linsley et al. zwei Liganden von B7 (CD80/86) mit aktivierenden
(CD28), wie auch inhibierenden (CD152 = CTLA-4) Effekten auf die interagierenden T-
Zellen. CD86 wurde dabei eine erhohte Affinitat zu CD28 und CD80 eine erhdhte Affinitat
zu CD152 zugeschrieben. Die CD80-CD152-Interaktion steht spatestens seit der Ein-
fihrung des Immuncheckpointinhibitors Ipilimumab im Kontext maligner Erkrankungen
auch klinisch im Rampenlicht. Eine alleinige Expression von CD80/86 reicht fur eine ef-
fektive Tumorimmunitat nicht aus, ihr Verlust hingegen kann zur Dysfunktion des Immun-

systems im Rahmen von Tumorerkrankungen beitragen (Dakappagari et al., 2012).

Interaktionen von CD40 und CD154 (CD40L) zwischen DZs und T-Zellen (Ara et al.,
2018) bzw. B-Zellen (Ma et al, 2009) stellen einen weiteren wichtigen Bestandteil bei der
Induktion effizienter Immunantworten dar. Die Expression von CD40 auf der DZ tragt
dabei zur Aktivierung von CD4* und CD8" T-Zellen bei. Neben der Apoptosehemmung
bewirken CD40-Interaktionen auch die DZ-Reifung, in Folge derer es zu einer Steigerung
der Expression weiterer costimulatorischer Molekile (z. B. CD80, CD86, HLA-DR) und
der Produktion proinflammatorischer Molekule (z. B. 1L-12) kommt (Abdi et al., 2018;
Gardner et al., 2018). Ihr Verlust resultiert in einer Verminderung von DZ-T-Zell-Interak-
tionen und damit auch einer reduzierten T-Zell-Antwort (Elizondo et al., 2017).

CD83 ist ein weiteres wichtiges costimulatorisches Molekl, welches auf moDZs nach
Ausreifung hochreguliert wird und zur Familie der Immunglobuline gehort (Li et al., 2019).
Eine stabile Expression von CD83 wird typischerweise auf DZs gesehen und reguliert
homotypisch die DZ-Aktivierung. Insgesamt scheint es eher inhibitorische Funktionen zu
ubernehmen. Eine lokale CD83-Uberexpression inhibiert entziindliche Prozesse, mdg-

licherweise Uber eine verminderte Produktion von IL-12 (Bates et al., 2015).

1.2.2 Zytokine

Die Sekretion verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Mediatoren stellt einen wei-
teren Aspekt der grof3en intrinsischen Plastizitat der DZs dar. Auf diesem Weg kénnen
DZs die Differenzierung unterschiedlicher Th-Immunantworten modulieren. Anhand ihrer
Funktion und Zytokinproduktion unterscheidet man verschiedene CD4* T-Helferzellty-
pen (Luckheeram et al., 2012, Schmitt et Ueno, 2015, Saravia et al., 2019).
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1986 filhrte eine Reihe an Untersuchungen zur Formulierung des Th1/Th2 Paradigmas.
Hierbei wurde postuliert, dass Th1l-Zellen tber die Produktion von IFNy eine Abwehr von
intrazellularen Pathogenen und maligne entarteten Zellen bewirken. Th2 Zellen hinge-
gen férdern die humorale Immunitat und schitzen u. a. vor Parasiten (van Panhuys et
al., 2011). Neben diesen beiden lange etablierten Subtypen wurde 2005 eine weitere
Th-Gruppe identifiziert, welche sich nach Differenzierung mit IL-23 durch die Produktion
von IL-17 auszeichnet, weshalb sie als Th17-Gruppe bezeichnet wird (Luckheeram et
al., 2012). Diese Zellen spielen bei der Abwehr von extrazellularen Pathogenen, Pilzen
und auch im Kontext von Autoimmunitat eine wichtige Rolle (Saravia et al., 2019).

Bei der Etablierung einer robusten Immunantwort im Kontext maligner Erkrankungen
werden Th1-Zellen als primare Th-Subgruppe angesehen. Uber die Sekretion von IFNy
fordern sie die Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen des angeborenen Immun-
systems, wodurch die Freisetzung weiterer proinflammatorischer Mediatoren geférdert
wird (Kim et al., 2011; Zhu et al., 2010). Als Grundlage einer starken Th1-Antwort wird
eine stabile Produktion von IL-12 angesehen, welche nach Aktivierung von DZs via TLR-
4 beschrieben wurde (Terhune et al., 2013). IL-12 hemmt die Differenzierung von Th2-
und partiell auch Th17-Zellen (Hoeve et al., 2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007). Er-
hohte IL-12-Spiegel wurden hingegen bei zahlreichen inflammatorisch-autoimmunologi-
schen Stérungen und auch im Rahmen von Abstof3ungsreaktionen (sog. GvHD) nach

allogener Stammzelltransplantation beschrieben (Teng et al., 2015).

Um eine UberschieRende Immunitat zu verhindern bzw. um eine erfolgreiche Immunre-
aktion zu beenden, bedarf es inhibierender Mediatoren. IL-10 ist ein immunsuppressives
Zytokin, das wesentlich die Balance zwischen einer schlagkraftigen Immunitat und einer
lebensnotwendigen Toleranz beeinflusst (Sabatos-Peyton et al., 2010; Mauri et Bosina,
2012). Neben der Sekretion von IL-10 exprimieren DZs auch IL-10R. Uber eine autokrine
Verminderung der IL-12-Produktion und einer Hemmung der Proliferation und Zytokin-
produktion von T-Zellen (Schulke, 2018) fordert es die Entwicklung und Expansion von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) (Ruffell et al., 2014; Verma et al., 2016; Schulke, 2018).
Gregori et al. beschrieben 2010 eine Population von tolerogenen DZs, die IL-10 in Ab-
wesenheit von IL-12 sezernierten und einen aberranten Ph&notyp mit CD14+/CDla-
zeigten. Durch ihre anti- bzw. pro-inflammatorischen Eigenschaften wirken IL-10 und IL-

12 partiell als Antagonisten (Xiaojing et al., 2015).
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1.3 Dasatinib, ein Multi-Tyrosinkinaseinhibitor (TKI)

1.3.1 Tyrosinkinasen

Als Proteinkinasen bezeichnet man Enzyme, welche die Ubertragung von Phosphat-
gruppen, meist ATP, von einem Nukleosidtriphosphat auf die Hydroxy-Seitenkette einer
Aminosaure katalysieren. Die Klasse der Tyrosinkinasen besteht im humanen Genom
aus mehr als 90 Mitgliedern, welche in membranstandige sowie zytoplasmatische Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen (nRTKs) unterteilt werden. Unter den bislang 32 identifizierten
NRTKs befinden sich bekannte Zielstrukturen der Tumortherapie, wie JAK2, BTK, SYK
und Mitglieder der Src-Familie (,src-family kinases®; SFKs) (Attwood, 2013).

1.3.2 Tyrosinkinaseinhibitoren

Eine Gbermafige Tyrosinkinase-Aktivitat kann zur unkontrollierten Zellteilung und somit
malignen Entartung fuhren. Die Einfuhrung der Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) in die
Tumortherapie fuhrte zu einer signifikanten Verbesserung der Behandlung von Krebs-
patienten (Du et Lovly, 2018).

Die Entdeckung des BCR-ABL-Fusionsproteins und dessen zentraler Rolle in der Pa-
thogenese der chronisch myeloischen Leukéamie (CML) durch eine gesteigerte Tyrosin-
kinase-Aktivitat (Konopka et al., 1984; Kurzrock et al., 1988; Lugo et al., 1990) fuhrte zu
einer forcierten Suche nach einem geeigneten pharmakologischen Inhibitor (Levitzki et
Gazit, 1995; Anafi et al., 1993; Kaur et al., 1994). 1996 wurde der TKI Imatinib entwickelt
(Buchdunger et al., 1996; Druker et al., 1996). Dessen durchschlagende Therapieerfolge
in klinischen Studien bei CML-Patienten fihrten 2001 zur Zulassung in der Behandlung
der BCR-ABL positiven CML (Arnold, 2001; FDA Consum, 2001). Seine Entdeckung
stellt bis heute einen wichtigen Meilenstein in der Hamatoonkologie dar. Neben den bis
dato verfigbaren und vergleichsweise gering wirksamen Therapien mit INFa und Hyd-
roxycarbamid sowie der, mit einer hohen Mortalitdt und Morbiditat assoziierten, alloge-
nen Stammezelltransplantation (alloSZT) stand nun eine potente und nebenwirkungs-
arme Therapiemdglichkeit zur Verfligung, welche bei 70-90 % aller Patienten zytogene-
tische Komplettremissionen (,complete cytogenetic response®; CCyR) in chronischer
Phase induzieren konnte (Druker et al., 2006). Trotz der beachtlichen Erfolge erforderte
es aufgrund von primarem/sekundarem Therapieversagen (z. B. durch BCR-ABL-asso-

Ziierte Mutationen) oder intolerablen Nebenwirkungen alternative
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Therapiemdglichkeiten. Dies fuhrte u. a. zur Entwicklung des Zweitgenerations-TKIs
Dasatinib (Hochhaus et al., 2008), welcher sich durch ein breiteres Wirkspektrum, u. a.

auch durch Hemmung der SFKs (Rix et al., 2007), auszeichnete.

TKIs zeigen neben ihren antitumordsen Eigenschaften u. a. auch immunmodulatorische
Effekte auf unterschiedliche Immunzell-Subgruppen (Climent und Plana, 2019; Rivera-
Torres und San Jose, 2019). Dies gilt insbesondere fir den Multi-Kinaseinhibitor Dasa-
tinib, der an mehr als 30 verschiedene Kinasen bindet (Bantscheff et al., 2007; Rix et al.,
2007). Die beiden anderen in Erstlinie der CML zugelassenen TKIs, Imatinib und Niloti-

nib, verfiigen in diesem Kontext Uber ein wesentlich restriktiveres Zielstrukturprofil.

1.3.3 Dasatinib

Dasatinib wurde vom US-amerikanischen pharmazeutischen Unternehmen Bristol-
Myers Squibb entwickelt und 2004 publiziert (Lombardo et al., 2004). Seine Zulassung
erfolgte 2006 zur Behandlung der Imatinib-resistenten chronisch myeloischen Leukamie
(CML) sowie der Philadelphia-Chromosom positiven akuten lymphatischen Leukamie
(Ph* ALL) bei Erwachsenen, seit 2010 auch in der Erstlinientherapie der CML. 2018 er-
folgte schlief3lich auch die Zulassung zur Behandlung von Kindern mit Ph* CML in chro-
nischer Phase und Ph* ALL.

Neben dem fiir die CML sowie die Ph* ALL-pathognomonischen BCR-ABL-Fusionspro-
dukt interagiert Dasatinib mit weiteren Zielstrukturen, wie bspw. einigen Mitgliedern der
SFKs, aber auch c-kit, BTK, CSK, MAP3K4, GAK, TEC, EPHB6 (Rix et al., 2007). Diese
spielen u. a. bei der Signaltransduktion von Immunzellen eine wichtige Rolle (Scapini et
al., 2009; Kuka et al., 2010).

10
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1.4 Potenzielle Zielstrukturen von Dasatinib auf DZs

Monozyt unreife moDZ reife moDZ
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Abbildung 1 - potenzielle Zielstrukturen von Dasatinib bei der Generierung von moDZs

c-kit und SFKs sind potenzielle Zielstrukturen von Dasatinib, welche bei der Generierung und Reifung von moDZs
wichtige Funktionen tibernehmen (modifiziert nach Banchereau et al., 2000).

Die schematischen Abbildungen der Zellen wurden von Servier Medical Art (SMART; http://smart.servier.com)
Ubernommen. SMART ist unter einer Creative Commons Lizenz vom Typ Namensnennung 3.0 Unported zugéng-
lich.

1.4.1 Kinasen der SRC-Familie (SFKs)

Die Entdeckung von SRC erbrachte J. Michael Bishop und Harald E. Varmus 1989 den
»,Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin“ (Marx, 1989) und spiegelt seine zentrale Be-
deutung wider. SFKs Ubernehmen in zahlreichen Signalwegen des angeborenen Im-
munsystems eine zentrale Rolle, haufig in unmittelbarer Nahe zu assoziierten Rezepto-

ren. Dabei tragen sie aktivierende, wie auch inhibierende Funktionen (Lowell, 2011).

Entgegen der gut erforschten Signalwege unter Beteiligung von SFKs bei T-Zellen, sind
beziglich DZs weit weniger Erkenntnisse publiziert. Verkompliziert wird die Situation
dadurch, dass aktivierende wie auch inhibierende Signalwege bisweilen auch indirekt
(i.e. durch zytokine und Wachstumsfaktoren) miteinander interagieren. Die SFKs Hck,
Fgr, Lyn und in geringerem Umfang auch Src werden in Monozyten und DZs exprimiert
(Lowell, 2004).

11
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Die Generierung von moDZs aus Monozyten erfolgt in vitro in der Gegenwart von GM-
CSF und IL-4. Die Interaktion von GM-CSF und einer Untereinheit seines Rezeptors
(GMRa) fuhrt zu einer Aktivierung von Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, zu welchen auch
c-Src und Lyn gehoren, die u. a. den NF-kB-Signalwege regulieren (Perugini et al.,
2010). Dasatinib fuhrt zu einer Dephosphorylierung von Src und moduliert auf diesem
Weg den GM-CSF-abhangigen Signhalweg (Bunda et al., 2013). Eine Studie an murinen
B-Zellen konnte fur LYN, ein Mitglied der SFKs, eine regulatorische Rolle in der IL-4-
Signaltransduktion nachweisen (Janas et al., 1999).
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Abbildung 2 — Beteiligung von SFKs bei der Generierung von moDZs

SFKs ubernehmen regulatorische Funktionen in der Signaltransduktion von GM-CSF und IL-4, welche wichtige
Mediatoren bei der Generierung von moDZs darstellen. Dasatinib konnte tiber die Hemmung von SFKs Einfluss
auf die Generierung von moDZs ausiUben (eigene Darstellung nach Perugini et al., 2010; Krebs et al., 2012;
Hurdayal et al., 2017; Janas et al., 1999).
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SFKs Ubernehmen auch eine wichtige Rolle in der Regulation pro- und anti-inflammato-
rischer Effekte nach TLR-Aktivierung (Lowell, 2011). Sie sind eine wichtige Stell-
schraube an der MyD88-abhéangigen Aktivierung von NF-kB (Xi et al., 2010), wodurch
die Transkription von Genen inflammatorischer Zytokine initiiert wird (Glass et al., 2010).
Die Stimulation mit LPS bewirkt in moDZs eine Aktivierung von c-Src und Lyn. Generell
bewirkt LPS in unterschiedlichen Zellen des angeborenen Immunsystems eine Zunahme
der gesamtzellularen Tyrosin-Phosphorylierung. Insbesondere Tyrosinkinaseinhibitoren
mit einer breiten Affinitat zu SFKs kénnten hierbei wichtige zellulare Signale auf LPS
blockieren (Smolinska et al., 2008; Ryu et al., 2019). Untersuchungen mit SFK-Inhibito-
ren fuhrten in mittels LPS ausgereiften moDZ zu einer signifikant verminderten Sekretion
von IL-12 (Napolitani et al., 2003; Kuka et al., 2010).
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Abbildung 3 — SFKs zeigen eine direkte Assoziation mit TLR4

In der TLR-4-vermittelten Signaltransduktion Ubernehmen SFKs regulatorische Funktionen, u. a. Uber eine

MyD88-vermittelte Aktivierung des NF-kB-Signalwegs (modifiziert nach Byeon et al., 2012).
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1.4.2 c-kit

c-kit wird auf hAmatopoetischen Stammzellen stark exprimiert (Abbaspour Babaei et al.,
2016). Die meisten reifen Zellen verlieren seine Expression jedoch im Rahmen der Dif-
ferenzierung, wobei einige DZs seine Expression bewahren (Merad et al., 2013, Simo-
netti et al., 2019). Im Mausmodell konnten c-kit" moDZs nachgewiesen werden (Oriss et
al., 2014).

Neben einer potenziellen Rolle von c-kit in der Regulation der IL-12 Produktion nach
TLR-Aktivierung (Simonetti et al., 2019), in dessen Kontext auch synergetische Effekte
durch SFKs beschrieben wurden (Ronnstrand, 2004; Masson et al., 2006), wird auch
eine Apoptose-Induktion durch eine verminderte Expression von c-kit nach der DZ-Rei-

fung diskutiert (Zanoni et Granucci, 2010; Fuertes Marraco et al., 2011; Zou et al., 2013)

1.4.3 RelB - ein Mitglied der NF-kB-Familie

Die Familie der NF-kB-Transkriptionsfaktoren tbernimmt regulatorische Funktionen in
der Koordination entziindlicher Prozesse, sowie in der Steuerung von Proliferation, Dif-
ferenzierung und dem Uberleben von Zellen des angeborenen und erworbenen Immun-
systems. Es besteht aus funf Untereinheiten (RelA/p65, RelB, cRel, p50 und p52), wel-
che als Homo- oder Heterodimere als Transkriptionsfaktoren fungieren (Hayden et
Ghosh, 2012). Der klassische, kanonische NF-kB-Signalweg, wird v. a. durch Aktivie-
rung von RelA initiiert, wohingegen RelB meist im Zusammenhang mit der nicht-klassi-
schen, non-kanonischen Signaltransduktion genannt wird (Oeckinghaus et al., 2011).
Insbesondere fur infDZ wurde jedoch auch eine Assoziation von RelB mit IkBa, im Sinne
einer klassischen, kanonischen Aktivierung beschrieben (Shih et al., 2012). Bei der TLR-

vermittelten Maturation wurde dabei eine Beteiligung von RelB beschrieben.

RelB vermittelt sowohl immunogene wie auch tolerogene Effekte (Dohler et al., 2017;
Vander Lugt et al., 2017). Es beeinflusst die Expression bestimmter Reifemarker und
seine nukleare Translokation wird durch Maturierungsreize hochreguliert (Azukizawa et
al., 2011). Fir den BCR/ABL-Inhibitor Imatinib, der im Vergleich zu Dasatinib Uber ein
restriktiveres Spektrum an inhibierten Tyrosinkinasen verfiigt, konnten immunmodulie-
rende Effekte auf dem Boden einer verminderten nukledren RelB-Translokation nachge-

wiesen werden (Appel et al., 2004)
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1.5 Zielstellung der Dissertation

Zu Beginn meiner Arbeit 2007 hatten Mitglieder unserer Arbeitsgruppe (Weichsel et al.,
2008) als auch andere Arbeitsgruppen (Blake et al., 2008; Schade et al., 2008) gezeigt,
dass Dasatinib in vitro inhibitorische Effekte auf T-Zellen zeigt. Die Inhibition Leukamie-
spezifischer CD8* T-Zellen wurde ebenfalls in vitro fir Dasatinib beschrieben (Fei et al.,
2008) und schiirte Bedenken, ob der Einsatz von Dasatinib im Rahmen einer allogenen
Blutstammzelltransplantation nicht zu einer Hemmung der hilfreichen Graft-versus-Leu-
kdmie-Reaktion fiihren konnte. Im Gegensatz dazu beobachteten andere Arbeitsgrup-
pen oligoklonale T- oder NK-Zell-Expansionen, die zu Autoimmunph&nomenen und an-
haltenden Remissionen in CML-Patienten unter Dasatinib Monotherapie fihrten (Must-
joki et al., 2009; Kim et al., 2009). Dies unterstiitzte die Hypothese verstarkter anti-Leu-
kamie-Antworten moglicherweise in Folge reduzierter regulatorischer T-Zell-Zahlen
(Mustjoki et al., 2009).

Dasatinib, welches u. a. auch ein Inhibitor der SFKs und von c-kit ist (Rix et al., 2007),
konnte entsprechend wichtige Funktionen von DZs modulieren.

Die Kernfragen, die im Rahmen der in vitro Untersuchungen bearbeitet werden sollten,

werden im Folgenden dargestellt:

1. Beeinflusst Dasatinib als SRC-Kinase-Inhibitor die Generierung von moDZs?
Wenn ja, ist dieser Effekt konzentrationsabhangig und spielt hier ggf. der (pro-
grammierte) Zelltod eine Rolle?

Moduliert Dasatinib die Endozytose-Fahigkeit unreifer moDZs?

Beeinflusst Dasatinib wesentliche zelluldre und humorale Effektorfunktionen von
reifen moDZs? Kommt es hier zu einer konzentrationsabhangigen Modulation
wichtiger costimulatorischer Oberflachenmarker (CD40, CD80, CD83, CD86,
HLA-DR), welche eine wichtige Rolle in der interzellularen Kommunikation mit
den direkten Effektorzellen (z. B. T-Lymphozyten oder NK-Zellen) des Immun-
systems darstellen?

Fihrt die Behandlung mit Dasatinib zu einer konzentrationsabhéangigen Variation
der Zytokinproduktion? Exemplarisch wurden hierbei jeweils ein pro- (IL-12) und
ein anti-inflammatorisches Zytokin (IL-10) analysiert.

4. Findet sich dabei analog zu Imatinib auf molekularer Ebene eine Modulation des
NF-kB-Signalweges? Alteriert Dasatinib das Phosphorylierungsmuster von Tyro-

sinkinasen bei moDZs?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Material und Methoden

2.1.1 Gerate und Zubehor

Geréateart Type Hersteller
Analysenwaage, AEJ 120-4M Kern&Sohn, Balingen
d=0,0001 g

Analysenwaage, d=0,1g 440-33N Kern&Sohn, Balingen
Autoklav V75 Systec, Wettenberg

Durchflusszytometer
Einfrierhilfe ,Mr Frosty™*

Eismaschine, Scotsman®

Filmentwicklermaschine

Gefrier-/Kuhlschrank
(-20°C/4°C)

Gefrierschrank (-20°C)

Gefrierschrank (-80°C)

Gefrierbehalter fur flissigen

Stickstoff

Gelelektrophoresekammer
und Blot-Modul

Heizblock ,neoBlock 1¢

FACS-Calibur™

5100-001

AF80

CP1000

CP4023

CP4023

MDF-U73

10K

XCell Sure Lock®

2-2503

BD Biosciences, Heidelberg
Fisher Scientific, Schwerte

Hubbard Ice Systems, Otley,
Suffolk, UK

AGFA, Diisseldorf

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Panasonic Healthcare, Wood
Dale, IL, USA

Taylor-Wharton (tec-lab,

Taunusstein)

neolLab
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Inkubator (37°C, 5 % CO,)
Kihlschrank (4°C)

MACS-Zellseparator

Magnetruhrer/Warmplatte
Microplate Reader
Mikroskop

pH-Meter

Pipettierhilfe

Pipetten

Reagenzglaser (Plastik)

Rontgenfilmkassetten

Rontgenfilmverstarkerfolien

Schuttler

Spannungsquelle, Power

ease 500

Steril-Werkbank, HERA-

safe™

Stickstofftank

Vortexer, VortexGenie2™

HeraCell 150
KTP 1740

QuadroMACS™

MSH basic
Model 680
Axio Imager Z1
PH211
SWIFT-PET*

1-10/10-100 / 100-
1000 pl

5/10/25ml
15/50 ml

13x18 cm

Special Rapid 200

Mini Rocker MR-1

PS0091

HS12

XL240

G560E

Thermo
Liebherr, Ochsenhausen

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach
yellow line

BioRad, Miinchen

Carl Zeiss Microscopy, Jena
Hanna, Kehl am Rhein
Hirschmann, Eberstadt

Nerbe / Gilson / Eppendorf

costar
Greiner

Dr. Goos-Suprema, Heidel-

berg

Dr. Goos-Suprema, Heidel-

berg
Talron Biotech

Life Technologies, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte

Taylor-Wharton (tec-lab,

Taunusstein)

Scientific Industries, Bohemia,
NY, USA
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Wasserbad

Wippschdattler, Minirocker

Zahlkammer

Zentrifugen:

WB/OB 7-45

MR-1

Neubauer Improved

Haeraeus Multifuge
3SR+

Haeraeus Multifuge
3S-R

Haeraeus FRESCO
17

Memmert, Schwabach

Lab4you, Berlin

Neubauer, Marienfeld

Thermo

Thermo

Thermo

Sigma 1-14 Sigma, Miinchen

2.1.2 Verbrauchsmaterial
Bezeichnung Type Hersteller
Alufolie AF30 Hartenstein, Wirzburg
Autoklavier-Klebeband STKD Hartenstein, Wirzburg
Becherglaser diverse VITLAB, Grof3ostheim
Blotting paper, 550 g/m?2 GB40 Hartenstein, Wirzburg
Deckglaser DK26 Hartenstein, Wirzburg
Einfrierrohrchen, Nunc® 368632 Fisher Scientific, Schwerte
CryoTube Vials
Gelkdmme mini, 15 Taschen NC3015 Life Technologies, Darmstadt
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Gelkassetten mini, Novex

Laborflaschen Duran®

Nitrozellulosemembran,
Protran® BA85, 0,45 um

Pasteur-Pipette aus Glas

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl,
1000 pl

Reagenzréhrchen, Polysterol
(FACS-R06hrchen)

Reaktionsgefalle mit Deckel
(Eppendorf), 0,5 mi

Reaktionsgefalle mit Deckel
(Eppendorf), 1,5 mi

Rontgenfilm, Super RX

Saulen fir MACS-Separation,
LS

Zellkulturplatte 6-Well

Zellkulturplatte 96-Well, U-
Boden

Zentrifugenrohrchen, konisch
(“Falcon”), Cellstar® 15 ml

Zentrifugenrohrchen, konisch
(“Falcon”), Cellstar® 50 ml

NC2015

diverse

10401196

SAP10104985

PSK, PSM2, PSG,

PSB

REO1

72699

72690.011

47410 19230

130-042-401

35322

650180

188261

227261

Life Technologies, Darmstadt

Duran, Wertheim am Main

GE Healthcare, Miinchen

Zentrallager der Universitatsklinik
Wiurzburg, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Fujifilm, Disseldorf

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach

BD Labware, Heidelberg

Greiner bio-One, Frickenhausen

Greiner bio-One, Frickenhausen

Greiner bio-One, Frickenhausen

19



2.1.3 Chemikalien

Material und Methoden

Bezeichnung Lot Hersteller

Albumin Fraktion V, biotinfrei  0163.2 Carl Roth, Karlsruhe

(Bovines Serumalbumin,

BSA)

Aqua ad iniectabilia 2138613 Braun, Melsungen

(Aqua dest.)

BD Pharm Lyse™ Lysepuffer 555899 BD Biosciences, Heidelberg

Dasatinib D-3307 LC Labratories, Woburn, MA,
USA

Dimethylsulfoxid (DMSOQ) SAP707891 Klinikapotheke der Universitéts-
klinik Wirzburg, Wirzburg

Ethylendiamintetraessigsaure 8040.1 Carl Roth, Karlsruhe

(EDTA)

Ethanol 70 %, vergallt SAP708078 Klinikapotheke der Universitéts-
klinik Wirzburg, Wirzburg

Ficoll-Hypaque, Pancoll P04-60500 PAN Biotech, Aidenbach

Incidin® perfekt 3011290 Ecolab, Dusseldorf

Natriumazid K305.1 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl) 3957.1 Carl Roth, Karlsruhe

Phosphat-gepufferte Salzlo-  P04-36500 PAN Biotech, Aidenbach

sung (PBS)

Trypanblaulosung (0,4 %) 93595 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Tween 20 (Polyoxyethy-

len(20)-sorbitan-monolaurat)

Wasserstoffperoxid (H202)

A1389

P95302

Applichem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.4 Zellkulturmedian und Zusatze

Bezeichnung

Lot

Hersteller

RPMI 1640

Fetales Kélberserum (fetal

calf serum, FCS)

Bovines Serum Albumin
(BSA)

L-Glutamin 200 mM

Lipopolysaccharid aus E. coli
(LPS)

Penicillin 10.000 U/ml +
Streptomycin 10 mg/ml

GM-CSF

Interleukin 4 (I1L-4)

P04-17500

3302-P110403

P04-80100

L2880

P06-07100

#35-rHUGM-CSF

130-094-117

PAN Biotech, Aidenbach

PAN Biotech, Aidenbach

Carl Roth, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PAN Biotech, Aidenbach

Gentaur, Aachen

Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach

R10-Medium:

Die Herstellung von R10-Medium erfolgte als Zusammensetzung von RPMI-1640 mit
10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin.
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2.1.5 Reaktionssets (Kits)

Bezeichnung Lot Hersteller

BioRad DC Protein Assay Il 500-0112 BioRad, Miinchen

IL-10 ELISA, OptEIA™ Hu- 555157 BD Biosciences, Heidelberg
man IL-10 Set

IL-12 ELISA, OptEIA™ Hu- 555183 BD Biosciences, Heidelberg

man IL-12 (IL-12p70) Set

OptEIA™ Assay Diluten 555213 BD Biosciences, Heidelberg
OptEIA™ Substrate Reagent 51-2606KC BD Biosciences, Heidelberg
A
OptEIA™ Substrate Reagent 51-2607KC BD Biosciences, Heidelberg
B

2.1.6 Monoklonale Antikérper fur Durchflusszytometrie

Spezifitat Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller
CD1la HI149 lgG1 FITC Biozol (Exbio)
CD3 UCHT1 IgG1 K APC BD Pharmingen
CD14 TUK4 IgG2A PE Miltenyi

CD40 5C3 IgG1 K APC BD Pharmingen
CD80 L307.4 IgG1 k R-PE BD Pharmingen
CD83 HB15e lgG1 K APC BD Pharmingen
CD86 2331 (FUN-1) IgG1«k FITC BD Pharmingen
HLA-DR L243 IgG2A PerCP BD
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2.1.7 Reagenzien und Puffer fur Durchflusszytometrie

Bezeichnung Lot Hersteller

7-Aminoactinomycin D (7- 559925 BD Biosciences, Heidelberg

AAD)

Annexin V binding buffer 556454 BD Biosciences, Heidelberg

Annexin V-PE 556422 BD Biosciences, Heidelberg

Dextran Conjugates Molecular Probes (Invitrogen),
Karlsruhe

FACS Clean 340345 BD Biosciences, Heidelberg

FACS Flow™ Sheath fluid 342003 BD Biosciences, Heidelberg

FACS Rinse Soulution 340346 BD Biosciences, Heidelberg

2.1.8 Puffer
Puffer Zusammensetzung
FACS-Puffer 0,2 % (m/v) BSA in PBS
MACS-Puffer 0,5 % (m/v) BSA in PBS

2mM EDTA
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2.1.9 Reagenzien und Puffer fir Westernblot
Bezeichnung Lot Hersteller
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.3 Carl Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 8040.1 Cark Roth, Karlsruhe
p-Kumarinsaure C9908 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Luminol 4203.1 Carl Roth, Karlsruhe
Magermilchpulver Sucofin® TSI, Zeven
Natriumdeoxycolat 3484.1 Carl Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) A2572 Applichem, Darmstadt
Nonidet 40 (NP-40) A1694 Applichem, Darmstadt
NuPage® Antioxidant NP0005 Life Technologies, Darmstadt
NuPage® LDS Sample Buffer, 4x NP0007 Life Technologies, Darmstadt
NuPage® Sample Reducing Agent, 10x NP0009 Life Technologies, Darmstadt
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 P5726 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ponceau S 5938.1 Carl Roth, Karlsruhe
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure 6979.3 Carl Roth, Karlsruhe
(MOPS), Pufferansatz
Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Proteinmarker, PageRulfer Plus Prestained 26620 Fisher Scientific, Schwerte
Protein Ladder
Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1) 3029.1 Carl Roth, Karlsruhe
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Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2367.1 Carl Roth, Karlsruhe
Transferpuffer 1610774 Biorad, Feldkirchen
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 5429.3 Carl Roth, Karlsruhe
Ultra

TRIS-HCI 9090.2 Carl Roth, Karlsruhe
Tween 20 A1389 Applichem, Darmstadt

(Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)

Antikorper Lot Hersteller

3-Actin (AC-74) A2228 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Polyklonaler Kaninchen Antikérper gegen sc#226 Santa Cruz Biotechnology,
RelB (C-19), human Heidelberg

Polyklonaler Maus Antikdrper pTyr sc#7020 Santa Cruz Biotechnology,
(PY99) Heidelberg

Polyklonaler Maus Antikorper p Tyr sc#508 Santa Cruz Biotechnology,
(PY20) Heidelberg
HRP-Anti-Kaninchen NXA931 GE Healthcare, Minchen
HRP-Anti-Maus NA9340V GE Healthcare, Minchen
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Herstellung von Trenn- und Sammelgel:

Material fur 1 Trenngel fur 1 Sammelgel

Rotiphorese Gel 30 3,3 ml 0,83 ml

1M TRIS pH 8,8 3,8 ml -

1M TRIS-HCI pH 6,8 - 0,58 ml

Aqua dest. 2,9 ml 3,5ml

10 % SDS 100 pl 50 pl

10 % APS 100 pl 50 pl

TEMED 5 ul 2,5yl
ECL-L6sung:

Die ECL-LGsung ist eine Dreikomponentenldsung, welche stets frisch aus den Einzelbe-
standteilen hergestellt wurde. Hierzu wurden 1 ml ECL-A-L6sung (200 ml 0,1 M TRIS
pH 8,8 + 50 mg Luminol, 4°C) mit 200 pl ECL-B-L6sung (10 ml DMSO + 11 mg p-Kuma-
rinsdure, Raumtemperatur, dunkel) und 0,3 pl 30 %iges Wasserstoffperoxid (4°C, dun-

kel) gemischt.

MOPS-Laufpuffer (5x):

250 mM MOPS (26,15 g), 250 mM TRIS (15,15 g), 14 mM SDS (2,5 g), 5 mM EDTA
(0,75 g) wurden in 500 ml Aqua dest. geldst und bei Raumtemperatur gelagert. Fir den

Gellauf wurde eine 5-fache Verdiinnung verwendet.
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Puffer A:

10 mM HEPES (238 mg), 10 mM KCI (75 mg), 0,1 mM EDTA (3,7 mg) und 0,1 mM EGTA
(3,8 mg) wurden in 100 ml Aqua dest. als Stock gelost und bei Raumtemperatur gelagert.
Vor Verwendung erfolgte die frische Zugabe von 1 mM DTT und 0,5 mM PMSF.

Puffer C:

20 mM HEPES (476 mg), 0,4 M NaCl (2,34 g), 1 mM EDTA (37 mg) und 1 mM EGTA
(38 mg) wurden in 100 ml Aqua dest. als Stock geldst und bei Raumtemperatur gelagert.

Vor Verwendung erfolgte die frische Zugabe von 1 mM DTT und 1 mM PMSF.

RIPA-Puffer:

50 mM TRIS-HCI (790 mg) und 150 mM NaCl (900 mg) wurden in 75 ml Aqua dest.
geldst und es erfolgte die Zugabe von 10 ml 10 %iger NP-40-Lsg., 2,5 ml 10 %iger Na-
deoxycholat-Lsg. und 1 ml 100 mM EDTA-Lsg. AnschlielRend wurde die Losung geruhrt,
bis diese klar war, um anschlieRend das Volumen auf 100 ml mit Aqua dest. aufzufullen.
Die Lagerung erfolgte bei 4°C im Kuhlschrank.

Stripping-Puffer:

200 mM Gilycin (7,5 g) und 5 ml 10 %iges SDS wurden in Aqua dest. geldst und nach
dem Einstellen des pH-Wertes mit HCI auf 2,2 mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefllt. Die
Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

TBS-T:

20 mM TRIS (2,42 g) und 150 mM NacCl (8,77 g) wurden in 700 ml Aqua dest. geldst und
der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt. AnschlieRend erfolgte das Auffullen mit Aqua
dest. auf 1000 ml und die Zugabe von 0,1 % Tween 20 (1 ml). Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur
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2.2 Methoden
2.2.1 Blutprodukte

Anfanglich erfolgte der Bezug sog. ,buffy coats” (BCs) Uber den Blutspendedienst Hes-
sen (Frankfurt am Main). Diese fallen als Nebenprodukt bei der Aufarbeitung von Vollblut
zu Erythrozytenkonzentraten und Plasmaprodukten an. Im weiteren Verlauf erfolgte auf-
grund der besseren Probenqualitat, die Umstellung auf Leukozytenreduktionskammern
(,leukocyte reduction chambers®, LRCs) von gesunden Blutspendern des Institutes flr
klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums Wuirzburg
(siehe auch Kap. 3.1, Abb. 5). Diese sind im Vergleich zu sog. "buffy coats" nachweislich
gleichwertig (Dietz et al., 2006). Im Rahmen der Aufklarung zur Vollblutentnahme hatten
die Spender eingewilligt, dass Teile ihres Blutes fir die nicht genetische wissenschattli-
che Forschung verwendet werden dirfen (Stellungnahme der Wirzburger Ethikkomis-
sion 170/10, Genehmigung vom 24.02.2002).

2.2.2 Generierung von dendritischen Zellen

In unserer Arbeitsgruppe wurden bis zum Beginn meiner Labortatigkeit keine Untersu-
chungen an DZs durchgefuhrt. Aufgrund der in Kap. 1.2 beschriebenen Vorteile, ent-
schieden wir uns zur Untersuchung der in vitro-Effekte von Dasatinib auf moDZs. Dies-
bezlglich testete ich verschiedene publizierte Protokolle (u. a. Appel et al., 2004; Bross-
art et al., 1998; Thurner et al., 1999) in kleinen Versuchsreihen an Eigenblut bzw. frei-
willigen Blutspenden meiner Laborkollegen aus. Nach Separation von PBMCs mittels
Dichtegradientenzentrifugation erfolgte die Monozytenisolierung mittels Plastikadha-

renz.

2.2.2.1 Monozytenisolierung mittels Plastikadh&renz

Aktivierte Monozyten und Neutrophile verfligen Gber Fahigkeiten an bestimmten Ober-
flachenstrukturen mittels bestimmter Proteine zu adhérieren. Diese Eigenschaft fehlt an-
deren Zellarten wie Lymphozyten (Davis, 1992). Orientierend an den Protokollen von
Appel et al. (2005) und Brossart et al. (1998) fuhrte ich die Plastikadharenz in sog. 6-

well-Platten durch.
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Die Gewinnung von mononukleéaren Blutzellen erfolgte durch Ficoll-Dichtezentrifugation.
Hierzu wurde 1 : 5 mit PBS verdinntes vendses Blut vorsichtig 1 : 1 auf Pancoll aufge-
schichtet und fir 30 min RT zentrifugiert (1600 rpm). Entsprechend ihrer unterschiedli-
chen Dichte setzen sich Erythrozyten und Granulozyten unterhalb, PBMCs oberhalb der
Ficoll-Schicht ab. Nach Enthahme der PBMCs wurden diese zweimal mit PBS gewa-
schen (1600 rpm, 10 min). Anschlieend erfolgte die Lyse weniger verbliebener Eryth-
rozyten (6 min im Dunkeln bei RT), gefolgt von zweimaligem Waschen mit PBS. Die
Gesamtzellzahl der in R10 Medium geldsten Zellen wurde in der sog. Neubauer‘schen
Zahlkammer ermittelt. Dies ist ein Objekttrager mit fest aufgebrachtem und standardi-
siertem Gitternetz, mit Hilfe dessen die Gesamtzellzahl nach folgender Formel berechnet

werden:

Mittelwert (aus 3 Bestimmungen) der gezéhlten Zellen / 4 x Verdiinnungsfaktor x Ge-

samtvolumen x Neubauersche Zahl (10%)

Zur Plastikadharenz in Zellkulturplatten (6-well) wurden je Vertiefung 1 x 10” PBMCs fiir
100 min im Brutschrank inkubiert. Die nicht-adharenten Zellen wurden anschlieRend

durch dreimaliges Waschen mit PBS mit der elektrischen Pipette abgespililt.

Orientierend an den Protokollen von Appel et al. (2005) und Brossart et al. (1998) konnte
ich hierbei Reinheiten zwischen 61 % und 87 % (Median 73 %; n=6) erzielen. Diese
Methodik wandte ich fir sdmtliche durchflusszytometrische Untersuchungen an (DZ-Ge-
nerierung, Dextran-Aufnahme, Apoptose-/Nekrose-Induktion und Oberflachenmarkex-

pressionsanalyse).

2.2.2.2 Monozytenisolierung mittels MACS-Sort

Nach Separation der PBMCs mittels Ficoll flihrte ich die magnetische Zellseparation ge-
mal Herstellerangaben durch. Nach Waschen mit MACS-Puffer (300 x g, 10 min) er-
folgte die Inkubation der Zellen in CD14 MicroBeads und MACS-Puffer fir 15 min bei
4°C. Anschlielend wurden die Zellen in MACS-Puffer gewaschen (300 x g, 10 min) und
das Pellet in 500 yl MACS-Puffer je 1 x 108 PBMCs resuspendiert. Nach Vorbereitung
der LS MACS Saulen erfolgte die Zugabe der vorbehandelten PBMCs nach dreimaligem
Spulen mit MACS-Puffer. AnschlieRend konnten die verbliebenen CD14" Zellen aus der
Saule mit MACS-Puffer ausgespult werden. Die Reinheit wurde durchflusszytometrisch

Uberpruift.
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Aufgrund der héheren Materialkosten, aber auch besserer Reinheit, beschrénkten wir
die Anwendung des MACS-Sort auf die Versuche zur Zytokinmessung im Zelliberstand
mittels ELISA und die Westernblotexperimente. Die erzielten Reinheiten lagen zwischen
87 % und 95 % (Median 91 %, n=6).

2.2.3 moDz-Zellkultur

Die Generierung von moDZs testete ich zunachst mit zwei verschiedenen Konzentratio-
nen von GM-CSF und IL-4 aus, wobei ich den Erfolg der Zellkultur unter regelmaRiger
mikroskopischer Kontrolle verfolgte (Anteil von moDZs mit typischem Phéanotyp mit ver-

astelten Zellauslaufern).

Protokoll A Protokoll B
IL-4 75 ng/ml 20 ng/ml
GM-CSF 140 ng/ml 100 ng/ml

Austausch von 50 % des Nochmalige Zytokinzu-

Mediums an Tag 4 (inkl. gabe (Tag 4) entspre-
Zytokinen) chend der Ausgangskon-
zentration

Aufgrund der hoheren Vitalitat von im Median 87,5 % (Protokoll B) im Vgl. zu 66,7 %
(Protokoll A) erfolgte im Folgenden die moDZ-Generierung analog Protokoll B.

Die angereicherten Monozyten wurden fir 7 Tage in 3 ml R10 Medium pro well in 6-well-
Zellkulturplatten im Brutschrank inkubiert. Die Generierung erfolgte in Anwesenheit un-
terschiedlicher Dasatinib-Konzentrationen (10/20/50 nM, ab Tag 0) unter Zugabe von
GM-CSF (100 ng/ml) und IL-4 (20 ng/ml) an Tag 0, 2, 4 und 6. An Tag 6 erfolgte die
Ausreifung durch Zugabe von LPS (E. coli; 3,3 ug/ml). Die Generierung und Ausreifung
der DZs wurde stichprobenartig am Mikroskop tberprift. Um Losungsmitteleffekte aus-
zuschlieRen erfolgte die Mitfuhrung einer Kontrolle (DMSO entsprechend der héchsten

Dasatinib-Konzentration).
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2.2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (,fluorescence activated cell sorting“ = FACS) ist eine Me-
thode, welche die Analyse verschiedener physikalischer Eigenschaften von Partikeln
(Ublicherweise Zellen) ermdglicht. Dabei kénnen Partikelgréf3e, Granularitéat (innere
Komplexitat/Dichte) und Fluoreszenz analysiert werden. Der Durchflusszytometer be-
steht aus drei Hauptkomponenten: Das Flussigkeitssystem (Komponente 1) fuhrt die
Partikel in einem laminaren Probenstrom am optischen System (Komponente 2) vorbei.
Zentrales Element des optischen Systems ist ein (oder mehrere) Laser, dessen fokus-
siertes Licht die Proben in der Tragerflissigkeit anstrahlt. Die auf diesem Wege gene-
rierten Lichtsignale werden Uber optische Filter dem elektronischen System (Kompo-
nente 3) weitergeleitet. Dort kénnen die optischen Informationen mittels Detektoren in
elektronische bzw. digitale Signale umgewandelt werden. Anschliel3end erfolgt die Aus-
wertung der Analysen durch den Benutzer an einem Computer. Die Grol3e der zu unter-
suchenden Partikel darf hierbei zwischen 0,2 und 150 um betragen und ist somit zur

Analyse korpuskularer Blutbestandteile geeignet.

Neben der Fluoreszenzmessung, auf welche im folgenden Kapitel néher eingegangen
wird, findet Uber die Detektoren (Photomultiplier) auch die Analyse der Lichtstreuung
statt. Trifft das Licht des Lasers auf einen Partikel, wird es abh&ngig von dessen physi-
kalischen Eigenschaften (z. B. Grof3e und Granularitat) gestreut. Das Vorwartsstreulicht
(,forward scatter®, FSC) korreliert direkt mit der Zelloberflache/-gré3e. Jeder Partikel im
Lichtstrahl erzeugt ein FSC-Signal, so dass dadurch auch die Bestimmung der Partikel-
zahl in einer Probe mdglich ist. Das Seitwartsstreulicht (,side scatter, SSC) entspricht
dem gebrochenen/reflektierten Licht und verhalt sich proportional zur Granularitat der
analysierten Zelle. Tragt man in einem Koordinatensystem nun FSC gegen SSC ent-
sprechender Blutproben auf, so erhalt man eine Auftrennung in bestimmte Subpopulati-

onen, die sich in ZellgréRe und -granularitéat unterscheiden.

2.2.4.1 FACS-Farbungen mit monoklonalen Antikdrpern

Ein fluoreszierendes Molekul kann Lichtenergie in einem typischen Spektrum aufneh-
men und damit eines seiner Elektronen auf ein hdheres Energielevel heben. Dieses an-
geregte Elektron springt umgehend wieder auf den energetischen Grundzustand zurtick

und emittiert dabei freiwerdende Energie in Form von einem Lichtquant, welche durch
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ein optisches System als Lichtsignal gemessen werden kann. Auf diese Weise kdénnen
unter Hinzunahme farbkonjugierter monoklonaler Antikérper auch bestimmte Oberfla-

chenstrukturen und intrazellulare Molekile nachgewiesen werden.

Im Rahmen meiner Versuche arbeitete ich mit einem 4-Farben-Durchflusszytometer
(FACS Calibur), welcher tUber zwei Laser verfiigte: 488 nm Argon und 633 nm He/Ne.
Diese Laser kdénnen bis zu 4 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe anregen und ermégli-
chen damit die gleichzeitige Analyse von 4 Eigenschaften aus einer Probe, in meinem
Fall FITC, PE, PerCP und APC.

Vor Beginn der eigentlichen Versuche mit Zugabe der unterschiedlichen TKI-Konzentra-
tionen erfolgte die Titration der Fluoreszenz-gekoppelten Durchflusszytometrie-Antikor-
per fur CD1a, CD40, CD80, CD83, CD86 und HLA-DR, welche bis dato noch keine An-
wendung in der Arbeitsgruppe gefunden hatten. Hierdurch wurde eine optimale Trenn-
scharfe der Messungen ermoglicht. Zusatzlich wurde fir jedes Experiment eine neue

Kompensation durchgefiihrt.

2.2.4.2 Untersuchung costimulatorischer Oberflachenmarker

Zunachst erfolgten Analysen zum Einfluss von Dasatinib auf die Expression der costim-
ulatorischen Oberflachenmarker in den klinisch relevanten Konzentrationen von 10/ 20
/ 50 nM. Bei Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit nach oraler Einnahme von Dasatinib
konnten im Patientenserum Konzentrationen zwischen 30 — 90 nM gemessen werden
(Weisberg et al., 2007; Brave et al., 2008; Furlong et al., 2012). Die fir die Analysen
verwendeten Konzentrationen von 10 bzw. 20 nM liegen dabei eher im unteren Bereich,
50 nM entspricht einem mittlerem Serumspiegel nach Einnahme von Dasatinib 70 mg
2x tgl. im Serum von Patienten, welcher in der Spitze bis 90 nM erreicht (Furlong et al.,
2012). Parallel fuhrte ich bei den ersten Versuchsreihen Imatinib 3 uM als interne Kon-

trolle mit, in Analogie zu den publizierten Daten von Appel et al. (2004 & 2006).

2.2.4.3 Untersuchung der Endozytose

Seit der Vergffentlichung von Schroder et al. aus dem Jahr 1976 stellt die Anwendung
von Farb-konjugierten Dextranen eine haufig angewandte Methode dar, das Endozy-

toseverhalten von Antigen-aufnehmenden Zellen zu untersuchen. Neben seiner
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thermischen und chemischen Stabilitdt zeichnet sich Dextran vor allem auch durch feh-
lende toxische, pyrogene und allergene Eigenschaften aus (Gronwall et Ingelman, 1945;
Ingelman, 1947). Mittels entsprechend Fluoreszenz-gekoppelter Dextranpartikel kénnen
Untersuchungen zu Phagozytose, Makropinozytose, Mikropinozytose und der Manno-
serezeptor-vermittelten Antigenaufnahme durchgefiihrt werden (Gaudin et al., 2013;
Fiegl et al., 2013; Zhang et al., 2013; Bauer et al., 2011; Comissio et al., 2013).

Mit FITC-konjugierten Dextranpartikeln analysierte ich das Endozytoseverhalten unreifer
moDZs: Hierfir wurden je 1 x 10° DZs in 100 pl asserviertem Medium fir 1,5 h vortem-
periert und anschlieRend fur 1 h in 1 mg/ml FITC-Dextran inkubiert. Nach Waschen der
Proben (3 x 2 ml FACS-Puffer, 1200 rpm, 4 min) erfolgte die Analyse am Durchflusszy-
tometer. Als Negativkontrolle dienten bei 4°C inkubierte sowie reife moDZs (beide zeigen

physiologischerweise keine Endozytose).

2.2.4.4 Apoptose/Nekrose-Untersuchung (Annexin V/7-AAD)

Um spezifische von toxischen Effekten zu unterscheiden, fuhrte ich Apoptose- und Nek-
roseuntersuchungen zu den unterschiedlichen Dasatinib-Konzentrationen durch. An Tag
5, 6 und 7 wurden Proben von unreifen bzw. reifen moDZs mit Annexin V bzw. 7-AAD
gefarbt und analysiert. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, das sich normalerweise
in den Zellen befindet. Bei der Apoptose wird Phosphatidylserin auf die Aul3enseite der
Zellmembran transloziert (Vermes et al., 1995). 7-Aminoactinomycin (7AAD) interkaliert
mit der DNA im Bereich zwischen Cytosin und Guanin und veréndert dabei seine Fluo-
reszenzeigenschaften, jedoch nur bei Zellen, deren Zellmembran beschadigt wurde, wie
es im spatapoptotischen/nekrotischen Zellstadium der Fall ist (Schmid et al., 1992;
Schmid et al, 1994).

Annexin V*/ 7AAD" Zellen werden als friihapoptotische Zellen gewertet, Annexin V* /
7AAD" Zellen als spatapoptotisch bzw. nekrotisch, sei es aufgrund toxischer Effekte oder

als finales Stadium der Apoptose.

2.2.5 Messung der Zytokinsekretion mittels ELISA

Die Analyse der Zytokinsekretion von Interleukin 10 und 12 erfolgte mittels ELISA Im-

munoassays von BD OptEIA™ ELISA-Kits nach Herstellerangaben. Nach erfolgreicher
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moDZ-Generierung und optionaler Ausreifung (LPS) wurden die Uberstande und die kor-
relierenden Zellen kryokonserviert (Uberstande: -80°C; Zellen: im fliissigen Stickstoff bei

ca. -200°C). Die Uberstande wurden fiir die Analysen jeweils 1:2 bzw. 1:10 verdiinnt.

Zunéachst wurden die 96-Well-ELISA-Platten mittels 200 pl/well Assay Dilutent fur 1 h bei
Raumtemperatur zur Absattigung unspezifischer Bindungen geblockt. Vor- und nachher
wurden die Vertiefungen jeweils 5-mal mit 200 ul/well PBS/Tween 0,05 % gewaschen.
AnschlieRend wurden die Proben sowie die rekombinanten IL-10- bzw. IL-12-Standards
auf die Platten ausgebracht. Fir die Standards wurde eine 1:2-Verdinnungsreihe (be-
ginnend mit 1000 pg/ml) angelegt. Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei Raumtempe-
ratur, sowie nach erneutem 5-maligen Waschen mit PBS/Tween 0,05 % erfolgte die Zu-
gabe des Working Agent (40 pl Enzyme Reagent in 10 ml unverdiinntem detection Ab,
Herstellung mind. 15 min vor Zugabe) von 100 pul/well, sowie eine erneute 1-stlindige
Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 100 ul Substrate
Solution (1:1 Substrate Solution A und B, Herstellung mind. 15 min vor Zugabe) nach 7-
maligem Waschen PBS/Tween 0,05 % fur mindestens 30s. Nach einer 30-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln erfolgte die Zugabe von 50 ul Stop Solution
(2N H2S0O.) und die anschlielRende Messung am BioRad Model 680 Microplate Reader
bei 450 nm gegen 0 nm. Am Gerét wurde die Standardkurve sowie die Berechnung der

Messwerte mittels der Microplate Manager™-Software erstellt.

2.2.6 Westernblot
2.2.6.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Zur Analyse der Proteinphosphorylierungsmuster unter Dasatinib erfolgte die Herstel-
lung und Kryokonservierung von Gesamtzellextrakten. Hierzu erntete ich die vorbehan-
delten moDZs und zentrifugierte sie mit kaltem PBS (13.000 rpm, 2 min, 4°C). Anschlie-
Rend wurden die Zellen in 150 pl eines vorbereiteten Puffers (10 ml RIPA + 10 ul Apro-
tinin/Leupeptin/Pepstatin + 50 yl PMSF/NaF/NaVvO3) fur 1h auf Eis gelagert und alle
15 min verwirbelt. Nach Sedimentation der Nuclei (3.000 rpm, 5 min, 4°C) erfolgte die
Kryokonservierung der entsprechenden Aliquots bis zur Auftrennung mittels SDS-PAGE
bei -20°C.

Im Gegensatz zu Proteinkinasen wird RelB bei Aktivierung nicht phosphoryliert, sondern

in den Nukleus transloziert. Entsprechend ist zur Bestimmung des Aktivierungsgrades
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der intranukleére Proteinanteil mal3geblich, so dass zur Bestimmung des Einflusses von
Dasatinib auf intrazellulare Signalwege die Herstellung nuklearer Extrakte aus DZs ge-
malf3 Protokoll erfolgte. Hierzu wurden die unterschiedlich vorbehandelten moDZs ge-
erntet und mit 10 ml TBS unter Zentrifugation (1.500 rpm, 5 min) vom Zelliiberstand
separiert. AnschlieBend erfolgte die Resuspension der Zellen in 1 ml TBS sowie der
Transfer in ein Mikroreaktionsgefaf} (,Eppendorf cup®). Nach erneuter Zentrifugation und
Abpipettieren des Uberstandes erfolgte die Resuspension in 400 ul kaltem Puffer A, wel-
cher fur 15 min auf Eis gestellt wurde. Zur Zerstérung der Zellwand erfolgte eine regel-
maRige mechanische Scherung der Zellen mittels einer feinen Kandle. Durch Zugabe
von Nonidet P-40 wurden die freigesetzten Proteine denaturiert. Nach erneuter Zentrifu-
gation und Entfernung des Zytoplasma-Uberstandes wurden die nukledren Extrakte in
50 pl kaltem Puffer C resuspendiert und durch 15-minutiges Verwirbeln im Vortexer auf
Eis freigesetzt. Nach erneuter Zentrifugation (13.000 rpm, 5 min, 4°C) erfolgte die Pro-
teinbestimmung sowie die Konservierung entsprechender Aliquots im Gefrierschrank.

Die Proteinmenge der einzelnen Proben wurde mit Hilfe des BioRad DC Protein™ Test-
set bestimmt. Nach Herstellung von Reagenz A’ (Zugabe von 20 yl Reagenz S zu 1 ml
Reagenz A) und Titration einer BSA-Verdinnungsreihe von 10 ug/ml bis 0,09 ug/ml in
1:2 Schritten mit RIPA-Puffer erfolgte die Verteilung der Proben auf einer 96-well-Platte.
Hierzu wurden 5 pl der jeweiligen Probe mit 25 ul Reagenz A' und 200 pl Reagenz B
vermischt und nach 15-mindtiger Inkubation mittels eines Tecan GENios™ Microplate
Reader bei 620 nm gegen 0 nm analysiert. Die Erstellung der Standardkurve anhand der
BSA-Verdinnungsreihe sowie die Berechnung der Proteinkonzentration der jeweiligen

Proben erfolgte mittels der Microplate Manager™ Software von BioRad Munchen.

Zur statistischen Auswertung der belichteten Westerblotfilme wurde die Intensitat der
einzelnen Banden mit Hilfe der ,ImageJ“ © Software (Version 1.53f) analysiert. Den mit-
tels LPS ausgereiften unbehandelten Zellen wurde dabei die Referenzgrof3e 100 % zu-
geordnet und die weiteren Ansétze in ein entsprechendes Verhaltnis gesetzt und mittels

der Statistik-Software GraphPad Prism 8 ® ausgewertet.

2.2.6.2 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE

Die Proteine wurden nach ihrem Molekulargewicht mittels diskontinuierlicher SDS-Poly-

acrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Hierzu
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wurden die Proteine in einem pH-neutralen Sammelgel aufkonzentriert und anschlie-
Bend nach ihrem Molekulargewicht in einem basischen Trenngel aufgetrennt. Hierzu
wurden 10 %ige Bis-Tris-Gele verwendet, welche frisch nach Protokoll (siehe 2.1.9) her-
gestellt wurden. Nach Einlage des Gels wurde die innere Kammer komplett mit 1x
MOPS-Puffer unter Zugabe von 500 ul NuPage® Antioxidans geflutet. Die auRBere Kam-
mer wurde zunachst bis knapp unter die Taschen mit 1x MOPS-Puffer gefullt. Parallel
wurden die Proteinextrakte aufgetaut und mittels RIPA-Puffer auf die gleiche Konzent-
ration gebracht, wobei die im Gellauf eingesetzten Proteinmengen zwischen 1 — 10 pg
schwankten. 13 pl der eingestellten Proben wurden anschlieBend mit 5 ul NuPage® LDS
Sample Puffer und 2 pyl NuPage® Sample Reducing Agenz fiir 10 min im Heizblock auf
70°C erhitzt. Nach Zentrifugation im Kurzlaufprogramm erfolgte die Lagerung bis zum
Laden auf Eis. Nach dem Probentransfer wurde auch die duf3ere Kammer bis zum Rand
mit 1x MOPS-Puffer aufgefullt. AnschlieRend erfolgte der Gellauf fiir 40-70 min bei einer
konstanten Spannung von 200 V (bei variabler Stromstarke).

2.2.6.3 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Nach elektrophoretischer Proteinauftrennung wurde das Gel aus der Kassette entfernt
und in das Blotting Modul transferiert (Aufbau: 2 Schwadmme - Whatman Filterpapier —
Gel — Nitrozellulosemembran — Whatman Filterpapier — 3 Schwamme), wobei ggf. ent-
standene Luftblaschen ausgestrichen wurden. Anschlie3end wurde die innere Kammer
mit Transferpuffer (40 ml Biorad Transfer Puffer + 40 ml Methanol + 320 ml Aqua dest.),
die aulRere Kammer mit reinem Aqua dest. geflutet. Der Proteintransfer vom Gel auf die
Nitrozellulosemembran erfolgte fir 75 min bei 25 V und rund 200 mA. Mittels einer Pon-
ceau S-Farbung wurde der Transfer kontrolliert. Dabei wird die reversible Bindung von

Ponceau S an positiv geladene Aminogruppen genutzt.

2.2.6.4 Antigendetektion mittels HRP-gekoppelter Antikorper

Alle Inkubationsschritte erfolgten in einem Kunststoffgefal auf einem Wippschittler.
Nach mehrfachem Waschen der Nitrozellulosemembran mit TBS-T erfolgte die Inkuba-
tion in Milchpulver bzw. BSA fiur 1h. Das Waschen mit Milchpulver und BSA soll dabei
unspezifische Bindungen abséttigen, so dass der Antikérper keine unspezifischen Bin-

dungen eingeht. AnschlieRend wurden die Proben mit verdiinntem Primarantikorper
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Uber Nach bei 4°C im Kihlschrank inkubiert. Am nachsten Morgen erfolgte nach erneu-
tem Waschen mit TBS-T die Inkubation mit dem HRP-Konjugierten sekundaren Antikor-
per fur 1h bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit TBS-T und Spilen mit
Aqua dest. erfolgte die Benetzung der Membran mit ECL-L&sung und eine einminltige
Inkubation. AnschlieRend wurde die Membran abgetropft, luftblasenfrei in Klarsichtfolie
verpackt und in eine Rontgenfilmkassette eingelegt. In der Dunkelkammer wurden die
Ergebnisse durch Belichten auf Réntgenfilme lGbertragen und mit Hilfe der Entwickler-
maschine sichtbar gemacht. Um eine erneute Verwendung der Membranen zu ermdgli-
chen wurde die Membran nach erneutem Waschen in TBS-T in Strippingpuffer fir 30 min
inkubiert.

2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen mit Bestimmung von Mittelwert (Mean), Zentralwert
(Median), Standardfehler (SEM) und p-Wert wurden mit Hilfe der Statistik-Software

GraphPad Prism 8 ® vorgenommen.

Statistische Signifikanzen wurden hierbei mittels des zweiseitig gepaarten ,student's t-

test* ermittelt, wobei p-Werte < 0.05 als statistisch signifikant bewertet wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Hemmung der Generierung von moDZs unter 50 nm Dasatinib

A FSC

DZ-Fenster /.

» SSC

> CD14
Counts Counts
r 3 »
CD1a cD14

Abbildung 4 - Modulation der DZ-Generierung unter Dasatinib 50 nM

Exemplarische Darstellung eines von n = 6 unabhéngigen DZ-Generierungs-Experiments aus LRCs

A: Beispiel eines sog. DZ-Fensters, zur Eingrenzung der DZs mittels ihrer typischen GroRe (FSC) und Gra-
nularitat (SSC).
B: 50 nM Dasatinib (rechts) fiihrte im Vergleich zur unbehandelten Probe (links) zu einer verminderten

Expression von CD1a bei Persistenz von CD14. Hierbei fand sich auch eine Population mit einem inter-
medidren Phanotyp von ca. 10 % (CD1la® CD14").

C: Zwischen der unbehandelten Probe (schwarz) und der mit 50 nM Dasatinib inkubierten Probe (rot) fand
sich eine Reduktion der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) fir CD1a (59,3 vs. 17,5) sowie fur CD14
ein fehlender Abfall der MFI in der mit 50 nM Dasatinib behandelten Probe (19,6 vs. 65,6).

38



Ergebnisse

Der Einfluss von Dasatinib auf die Generierung von moDZs wurde mit Hilfe eines typi-
schen moDZ- bzw. Monozytenmarkers (CD1a bzw. CD 14) evaluiert. Nach Vorselektion
Uber das sog. DZ-Fenster (Bereich mit fir moDZ typischem FSC und SSC; Abb. 4A)
konnten moDZs und Monozyten unter Ausschluss von Zelltrimmern hinsichtlich der
CD1la- bzw. CD14-Expression analysiert werden. Neben der prozentualen Verteilung
von moDZs (CDla* CD14°) und Monozyten (CDla CD14*) (Abb. 4B) wurde auch die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD1a- und CD14-Expression (Abb. 4C) ermit-
telt.

Hierbei zeigte sich ein verandertes Expressionsmuster der DZ- bzw. Monozyten-typi-
schen Marker CD1a bzw. CD14. Die Hauptpopulation der moDZ (CD1a*, CD14) nahm
von durchschnittlich 68 % in der unbehandelten Probe auf 38 % unter 50 nM Dasatinib
ab. Die statistische Auswertung (n = 6) konnte fir 50 nM Dasatinib eine signifikant ver-
minderte Population CD1a*/CD14 Zellen ermitteln (10 nM: p = 0,3589; 20 nM:
p = 0,9333; 50 nM: p = 0,0003). Parallel konnte eine Persistenz der CD1a/CD14" Popu-
lation unter 50 nM Dasatinib nachgewiesen werden. In der unbehandelten Kontrolle fand
sich hingegen nur eine geringe Frequenz von Monozyten (Mittelwert: 3 %). Unter 50 nM
Dasatinib zeigte sich eine Population mit Monozyten-typischer Expression von durch-
schnittlich 29 %. Die statistische Auswertung zeigte eine signifikante Persistenz der
CD1a/CD14" Population unter 50 nM Dasatinib (p = 0,0017). Die Dasatinib-Dosierungen
von 10 bzw. 20 nM erreichten keine signifikante Abweichung im Vergleich zur unbehan-
delten Probe (10 nM: p = 0,4465; 20 nM: p = 0,8919).

Unter 50 nM Dasatinib fand sich dariiber hinaus eine zusatzliche Population mit einem
aberranten Phanotyp (CDl1la* CD14" Zellen) von durchschnittlich etwa 10 %.

Auch fir die MFI von CD1a und CD14 zeigte Dasatinib statistisch signifikante Effekte. In
den Dichte-Diagrammen (,density plots“, Abb. 2B) wie auch den Histogrammen
(Abb. 2C) fuhrte Dasatinib in einer Konzentration von 50 nM zu einer signifikanten Mo-
dulation der Expression von CD1a und CD14. Die schwarze Kurve reprasentiert die un-
behandelten Zellen, die rote Kurve entspricht der korrelierenden, mit 50 nM Dasatinib

behandelten Probe.

Fur zwei unterschiedliche Monozytenquellen (buffy coats vs. leukocyte reduction cham-
bers) konnte kongruent eine statistisch signifikante Verminderung der MFI von CDla
unter 50 nM Dasatinib (BC p = 0,0272; LRC p = 0,0399) bei Persistenz der MFI fir CD14
(BC p = 0,0232; LRC p = 0,0049) nachgewiesen werden (Abb. 5). Diese Experimente
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zeigten reproduzierbar, dass Dasatinib in einer Konzentration von 50 nM, die in vitro
Generierung von moDZ hemmt. Fir die niedrigen Dasatinib-Konzentrationen (10 und

20 nM) fand sich hingegen kein signifikanter Effekt.

buffy coats (BCs) leukocyte reduction chambers (LRCs)
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Abbildung 5 — Einfluss von Dasatinib auf die moDZ-Generierung aus BCs vs. LRCs

50 nM Dasatinib fihrte bei der moDZ-Generierung sowohl aus ,,buffy coats“ (BCs), als auch aus ,,leukocyte re-
duction chambers“ (LRCs) zu einer statisch signifikant verminderten CDla-Expression (*p = 0,0272 bzw.
**p = 0,0399), bei simultan verminderten Herabregulation von CD14 (***p = 0,0232 bzw. ****p = 0,0049). Abgebildet
werden Median (Linie) und die Einzelwerte der Experimente (Punkte).

40



Ergebnisse

3.2 Dasatinib induziert den Zelltod im Verlauf der DZ-Kultur

Bei den Experimenten zur moDZ-Generierung wurden durch Selektion Uber das DZ-
Fenster priméar vitale Zellen analysiert. Im Kontext der verminderten Generierung von
moDZs aus Monozyten stellte sich die Frage, inwiefern diese auf toxischen und/oder
pro-apoptotischen Effekten beruht. Dies wurde mittels Annexin V / 7AAD Farbungen er-
mittelt. Neben der Konzentration spielt bei der Apoptose/Nekrose auch die Kinetik eine
wichtige Rolle, weshalb Analysen an Tag 5, 6 und 7 der DZ-Generierung durchgefiihrt
wurden. An Tag 7 erfolgte die Evaluation ohne LPS sowie nach 24h LPS-Behandlung.

Counts
M vitale Zellen
M Annexin V +/ 7AAD -
M Annexin V +/ 7AAD +
15.000 1
0 i
unbehandelt DMSO 50 mM 50 mM
Dasatinib Dasatinib
1h vor LPS

Abbildung 6 - Apoptose / Nekrose

Apoptose- bzw. Nekroseinduktion unter dem Einfluss von 50 nM Dasatinib von n =4 unabhéngigen Experimenten
an Tag 5, 6 und 7 (Tag 7 jeweils ohne bzw. mit LPS-Zugabe) bzw. der Kurzzeit-behandelten Proben. Abgebildet
werden Mean (Saulen) und SEM (Balken) der vitalen (griin), apoptotischen (Annexin V*/ 7AAD’; hellrot) und spét-
apoptotisch/nekrotischen Zellen (Annexin V*/ 7AAD*; dunkelrot).

In vier unabhangigen Experimenten zeigte sich eine signifikante Zunahme apoptotischer
Zellen (Annexin V* [ 7TAADY) (Tag 5: p = 0,0046; Tag 6: p = 0,0255; Tag 7 ohne LPS:
p =0,0239; Tag 7 mit LPS: p = 0,0336). Auch der Anteil an nekrotischen bzw. spat-
apoptotischen Zellen (Annexin V* / 7AAD*) zeigte sich erhdht, jedoch wurde nur an Tag
5 (p = 0,0001) und Tag 6 (p = 0,0066) eine statistische Signifikanz erreicht. Erfolgte die
Zugabe erst kurz vor LPS-Ausreifung, fand sich keine Steigerung der frihen/spéaten

Apoptose bzw. Nekrose (Apoptose: p = 0,2073; Nekrose: p = 0,3489).
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Fur die Gesamttodesrate (Summe aus Annexin V*/ 7AAD  und Annexin V*/ 7AAD* Zel-
len) konnte eine signifikante Induktion des Zelltodes an Tag 5 (p = 0,0019), Tag 6
(p =0,0190) und Tag 7 mit LPS (p = 0,0291) nachgewiesen werden. Dasatinib scheint
somit bei einer kontinuierlichen Konzentration von 50 nM toxische Effekte auf Monozyten

bzw. moDZs zu haben.

3.3 Keine Beeinflussung der Endozytose von Dextran-Partikeln

In sechs unabhangigen Experimenten flhrte weder die Zugabe von 10 nM (p = 0,3683)
noch 50 nM Dasatinib (p = 0,8710) zu einer signifikanten Modulation der Endozytose
von FITC-konjugierten Dextran-Partikeln (Abb. 7).

MFI
150 1
B unbehandelt
B DMSO
B 10 nM Dasatinib

- B 50 nM Dasatinib

50 4

unreife DCs unreife DCs reife DCs reife DCs
4°C 37°C 4°C 37°C

Abbildung 7 - Keine Beeinflussung der Endozytose von Dextranpartikeln unter dem Ein-
fluss von Dasatinib

Endozytose von farbgekoppelten Dextranpartikeln durch iDZs von n =4 unabhéngigen Experimenten unter phy-

siologischen Bedingungen (37°C) inkl. Negativkontrolle (4°C). Abgebildet werden Mean (Saule) sowie SEM (Bal-

ken) der einzelnen Versuchsbedingungen. In den durchgefuihrten Untersuchungen fand sich kein Einfluss von
Dasatinib auf die Endozytose von Dextranpartikeln.
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3.4

Einfluss von Dasatinib auf die costimulatorischen

chenmarker CD40, CD80, CD83, CD86 und HLA-DR
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Oberfla-

Abbildung 8 - Dasatinib moduliert die Expression costimulatorischer Molekiile auf moDZ

Abgebildet werden Median (Linie) sowie Einzelwerte (Punkte) der MFI ausgewahlter costimulatorischer Molekile
von moDZs aus n = 6 unabhangigen Experimenten:

A:
B:

und Langzeitbehandlung mit Dasatinib 50 nM.

C:
D:

m
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Statistisch signifikant verminderte CD40-Expression (*p = 0,0010) fur Dasatinib 20 nM.
Statistisch signifikante Reduktion der Expression von CD80 (**p = 0,0500 bzw. ***p = 0,0233) unter Kurz-

Keine statistisch signifikante Modulation der CD83 Expression unter Dasatinib.

Konzentrationsabhéangiger Effekt von Dasatinib auf die Expression von CD86, mit hochsignifikanter Re-
duktion unter 50 nM (****p < 0,0001).

Keine relevante Modulation der HLA-DR-Expression unter Dasatinib.
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Der Einfluss der unterschiedlichen Dasatinib-Konzentrationen auf die Expression costi-

mulatorischer Molekule wurde durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 8).

Nach Zugabe des Reifungsinduktors LPS zeigten die ausgereiften moDZs eine physio-
logische, signifikant gesteigerte Expression der untersuchten costimulatorischen Ober-
flachenmarker, verglichen mit den unreifen Zellen (CD40: p = 0,0005; CD80: p = 0,0041;
CD83: p = 0,0007; CD86: p = 0,0001; HLA-DR: p = 0,0057).

Die Expression von CD40 auf reifen DZs wurde von Dasatinib in einer konzentrations-
abhangigen Weise beeinflusst (Abb. 8A). Graphisch aufgetragen schien die Inhibition
der niedrigsten Dasatinib-Konzentration (10 nM) am starksten ausgeprégt, jedoch liel3
sich nur fir die mittlere Konzentration (20 nM) eine statistische Signifikanz (*p = 0,0010)
bestimmen. Moglicherweise kdnnte die groRe Streuung der Einzelergebnisse unter
10 nM Dasatinib ursachlich fir die fehlende statistische Signifikanz sein. Fir 50 nM
Dasatinib, fiel die Inhibition insgesamt am schwachsten aus und erreichte ebenfalls kein

signifikantes Niveau (p = 0,1154).

Hinsichtlich der Expression von CD80 konnte unter 50 nM Dasatinib eine signifikante
Inhibition berechnet werden (Abb. 8B). Sowohl bei einer Inkubation mit Dasatinib tber
die gesamte DZ-Kultur (ab Tag 0) (**p = 0,0500), als auch nach Zugabe von Dasatinib
1h vor der DZ-Reifung (ab Tag 6) konnte eine signifikante Reduktion der CD80 Expres-
sion ermittelt werden (***p = 0,0233). Fir die niedrige (10 nM; p = 0,2574) und mittlere
(20 nM; p = 0,2047) Dasatinib-Konzentration ergab sich keine statistisch signifikante Mo-

dulation.

Keine der verwendeten Dasatinib-Konzentrationen konnte eine statistisch signifikante
Modulation der CD83-Expression bewirken (Abb. 8C).

Fur die Expression von CD86 zeigte sich unter 50 nM Dasatinib eine hochsignifikante
Reduktion (****p < 0,0001) (Abb. 8D), allerdings ausschlief3lich unter Langzeitbehand-
lung mit Dasatinib (ab Tag 0). Wurde Dasatinib erst 1h vor Ausreifung mit LPS zugege-
ben (p = 0,0873), fand sich analog der niedrigeren Konzentrationen von 10 nM
(p =0,7022) oder 20 nM (p = 0,1515) keine signifikante Modulation.

Bei den Analysen der Expression von HLA-DR liel3 sich fir samtlich verwendete Dasa-

tinib-Konzentrationen keine signifikante Modulation feststellen (Abb. 8E).
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3.5 Modulation der Interleukin-Produktion

IL-10 [pg/ml] IL-12 [pg/ml]
1000 « 1500 4
*
1
500 4
LPS - + + + + LPS - + + + +
Dasatinib (nM) - - DMSO 10 50 Dasatinib (nM) - - DMSO 10 50

Abbildung 9 - Modulation der Interleukinkonzentration im Zelliberstand

Abgebildet werden Mean (Saule) und SEM (Balken) zur Modulation von Interleukinen unter Dasatinb nach 24-

stundiger Stimulation mit LPS aus n = 6 unabhangigen Experimenten:

A: Keine statistisch signifikante Modulation der IL-10-Konzentration unter Dasatinib.

B: Konzentrationsabhangiger Effekt von Dasatinib auf IL-12 im Zelliberstand mit einer statistisch signifi-
kanten Verminderung unter Dasatinib 50 nM (*p = 0,0289).

In allen Experimenten zeigte sich nach 24-stindiger Stimulation mit LPS ein signifikanter
Anstieg der IL-10 Konzentration im Uberstand (p = 0,0030; Abb. 9A). Nach 6-stiindiger
Stimulation mit LPS konnte noch keine wesentliche Zunahme beobachtet werden (nicht
abgebildet). Die Behandlung mit Dasatinib fihrte weder in der hohen (50 nM, p =0,2712)
noch in der niedrigen Konzentration (10 nM, p = 0,1336) zu einer statistisch signifikanten
Verédnderung der IL-10 Sekretion. Die unter 50 nM Dasatinib generierten dendritischen
Zellen zeigten nach 24-stiindiger LPS-Stimulierung eine Tendenz zu einer starkeren IL-

10-Sekretion, als die unbehandelten bzw. die unter 10 nM Dasatinib generierten moDZs.
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Im Gegensatz zur Sekretion von IL-10 zeigte sich hinsichtlich der Konzentration von IL-
12 in der unbehandelten Probe bereits eine signifikante Steigerung nach 6 h (p = 0,0310;
nicht abgebildet) und auch nach 24 h (p = 0,0277; Abb. 9B). In Gegenwart von Dasatinib
liel3 sich fur die unter 50 nM Dasatinib generierten moDZs sowohl nach 6 h (p =0,0282,
nicht abgebildet) als auch nach 24 h (p = 0,0289) eine signifikante Inhibition der IL-12-
Sekretion im Vergleich zu den unbehandelten Proben nachweisen. Die niedrigere Dasa-
tinib-Konzentration von 10 nM fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der IL-
12 Produktion, hier jedoch nur nach 24h (p = 0,0310; nicht abgebildet).

3.6 Keine Modulation der nuklearen Translokation von RelB unter

Dasatinib

Unter dem Einfluss von 50 nM Dasatinib zeigte sich im Vergleich zur unbehandelten
Probe eine verminderte Translokation von RelB in den Nucleolus der unreifen moDZs
(p = 0,0199). Dieser Effekte wurde unter Ausreifung mit LPS fur 24h nivelliert

(p = 0,9844).
A _
RelB
LPS - - - + + +
Dasatinib - - 50 nM - - 50 nM
DMSO - + = - +
B *
1
100 %
Abbildung 10 - nukleéare Translokation von RelB
A Exemplarische Darstellung eines von n =5 unabhéangigen Experimenten zum Einfluss von Dasatinib auf

die nukleére Translokation der NF-kB Untereinheit RelB. Beladungskontrolle mit B-actin Nach Stimula-
tion mit LPS kam es unter Dasatinib zu keiner relevanten Anderung der Translokation von RelB.

B Statistische Auswertung der mit ,ImageJ“ analysierten Intensitaten der einzelnen Banden. Abgebildet
wird Mean (Séaule) und SEM (Balken). Den mittels LPS ausgereiften unbehandelten Proben (schwarzer
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Balken) wurde die Intensitat 100 % zugeordnet und alle anderen Intensitaten darauf bezogen. Unreife
moDZ zeigten unter 50 nM Dasatinib eine signifikant verminderte RelB-Translokation (*p = 0,0199).

3.7 Modulation der LPS-abh. Tyrosin-Phosphorylierung Dasatinib

kDa
- 191

— 97
— 64
— 51

— 39

— 28

LPS
Dasatinib
DMSO - + - - +

100%

Abbildung 11 - Modulation der LPS-abh. Tyrosin-Phosphorylierung unter 50 nM Dasatinib

A Exemplarische Darstellung eines von n =5 unabhé&ngigen Experimenten zum Einfluss von Dasatinib auf
die Tyrosin-Phosphorylierung von Gesamtzellextrakten aus moDZs mit Hilfe der anti-Phosphotyrosin-
Antikdrper PY20 und PY99. Beladungskontrolle mittels B-actin.

B Statistische Auswertung der mit ,lmageJ“ analysierten Intensitidten der einzelnen Banden im rot mar-
kierten Bereich. Abgebildet wird Mean (Séule) und SEM (Balken). Den mittels LPS ausgereiften unbe-
handelten Proben (schwarzer Balken) wurde die Intensitat 100 % zugeordnet und alle anderen Intensi-
taten darauf bezogen. Inshesondere im fur die SFKs typischen Bereich von ca. 60 kDa liel3 sich nach
Stimulation mit LPS fir 50 nM Dasatinib eine verminderte Tyrosinphosphorylierung nachweisen (p =
0,0034).

Dasatinib adressiert als Multikinaseinhibitor sowohl membrangebundene, als auch nicht-
membrangebundene Tyrosinkinasen. Mittels Westernblot analysierte ich das Tyrosin-
phosphorylierungsmuster der Gesamtzellextrakte von moDZs unter dem Einfluss von
Dasatinib.

Abb. 11 zeigt exemplarisch eines von 5 unabhangigen Experimenten, in welchen sich
unter 50 nM Dasatinib eine verminderte Tyrosinphosphorylierung von Proteinen unter-
schiedlicher Molekilmasse nachweisen liel3. Insbesondere im Bereich mit einer Mole-
kilmasse von rund 60 kDa findet sich eine verminderte Tyrosinphosphorylierung. Eine
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Reihe der SFKs, welche als potenzielle Zielstrukturen von Dasatinib in moDZs angese-

hen werden, liegen in diesem Bereich.

4 Diskussion

4.1 Immunmodulatorische Effekte unter Langzeit-Behandlung mit

Dasatinib auf die in vitro Generierung von moDZs

Fur den Multi-TKI Dasatinib beschrieben zahlreiche in vitro Untersuchungen immunmo-
dulatorische Effekte auf Effektorzellen des Immunsystems, wie beispielsweise T- und
NK-Zellen (Weichsel et al., 2008; Blake et al., 2008; Schade et al., 2008; Fei et al., 2008;
Mustjoki et al., 2009; Kim et al., 2009; Salih et al., 2010; Hassold et al., 2012; Chang et
al., 2018). Zusammen mit den zu Imatinib publizierten Daten, die immunmodulatorische
Effekte auf moDZs nachweisen konnten (Sato et al., 2003; Appel et al., 2004 & 2005;
Boissel et al., 2004), bildeten sie die Rationale zur Analyse der Effekte von Dasatinib auf

Generierung und ausgewahlten Funktionen von moDZs.

Im Rahmen meiner Arbeit untersuchte ich den Einfluss unterschiedlicher, klinisch rele-
vanter Dasatinib-Konzentrationen auf die Generierung von moDZs (1). Die fur unreife
moDZs typische Endozytose analysierte ich modellhaft an der Internalisierung von
Dextranpartikeln (2). Darlber hinaus evaluierte ich, nach Ausreifung mit LPS, die Ex-
pression costimulatorischer Oberflachenmolekiile, sowie exemplarisch je eines immun-
stimulatorischen (IL-12) und immunsuppressiven (IL-10) Zytokins, deren Zusammen-
spiel die Aktivierung von Immuneffektorzellen reguliert (3). Nachdem ich potenziell im-
munmodulierende Effekte von Dasatinib auf wichtige DZ-Funktionen nachweisen
konnte, untersuchte ich Dasatinib-assoziierte Anderungen des Tyrosinphosphorylie-
rungsmusters und der nukledren Translokation von RelB, als wichtiger Bestandteil des
NF-kB-Signalwegs (4).

Ad 1: Bei der Generierung von moDZs aus Monozyten konnte ich bei 50 nM Dasatinib
eine verminderte Expression des DZ-typischen Oberflachenmarkers CD1a bei persistie-
render Expression von CD14 nachweisen. Dabei fand sich zusatzlich eine Population
mit einem aberranten Phanotyp (CD1a*CD14"), welche einen Anteil von ca. 10 % aus-

machten.
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Konventionelle DZs exprimieren gewohnlich CD1a in Abwesenheit von CD14 (Collin et
al., 2013). Die Expression von CD1l1a kann in vitro durch unterschiedliche Kulturbedin-
gungen beeinflusst werden, wobei eine direkte Korrelation mit der Sekretion von IL-12
nachgewiesen werden konnte (Shinichiro et al., 2012). CD14 wird typischerweise auf
Monozyten exprimiert, kann jedoch gelegentlich auch auf DZ-Subtypen nachgewiesen
werden (Yin et al., 2017; Villani et al., 2017). In zahlreichen Publikationen wird die Koex-
pression von CD14 mit einem tolerogenen Phéanotyp in Zusammenhang gebracht (Tor-
res-Aguilar et al., 2010) und neben einer gesteigerten IL-10 Sekretion als ein Haupt-
merkmal sog. tolerogener DZs angesehen (Kalinski et al., 2009; Pulendran et al., 2010).
In einer 2017 von Castiello et al. publizierten DZ-Vakzinierungsstudie bei Prostatakarzi-
nompatienten konnte zwischen der Koexpression von CD14 und einer gesteigerten Sek-
retion von IL-10 eine direkte Assoziation nachgewiesen werden. Klinisch korrelierte dies
mit einem deutlich schlechteren therapeutischen Ergebnis. Die Autoren folgerten, dass
dies der Ausdruck eines tolerogenen Phanotyps sein konnte, woflr sie auch ein entspre-

chendes Genexpressionsmuster nachweisen konnten.

Besonders bei Tumoren im fortgeschrittenen Stadium wurden immunmodulierende Me-
chanismen beschrieben, die es ihnen ermdglichen, dem Zugriff des Immunsystems zu
entgehen bzw. die generierte Immunantwort zu ihrem Vorteil abzuwandeln. In einem
Modell des hepatozellularen Karzinoms wurden immunmodulatorische Effekte durch
CD14" DZs beschrieben. Eine Untergruppe an DZs mit Koexpression von CD14 konnte
T-Zell-vermittelte Immunantworten in vitro supprimieren (Yanmei et al., 2014). Morpho-
logische und funktionelle Analysen zeigten dabei hohe Ubereinstimmungen mit moDZs.
Im Gegensatz zu klassischen moDZs, sezernierten diese nach Stimulation mit LPS deut-
lich mehr IL-10 und inhibierten dadurch die Proliferation von CD4* T-Zellen. Nach Neut-
ralisierung durch einen monoklonalen IL-10-Antikdrper zeigte sich dieser Effekt partiell

reversibel.

In einer Untersuchung an Tumorproben von Patientinnen mit serésem high-grade Ova-
rialkarzinom zeigte sich eine direkte Korrelation zwischen der Anwesenheit von reifen
DZs im Tumorumfeld und einem deutlich besseren Gesamtuberleben. Dieser Effekt war
unabhangig von der Anwesenheit von CD8" T-Zellen, NK-Zellen oder CD20* B-Zellen
(Truxova et al., 2018).

Die verminderte Expression von CD1a bei persistierender CD14-Expression kdnnte so-
mit zusammen mit dem aberranten Phanotyp (CD1a" CD14") auf eine Generierung von

tolerogenen moDZs unter 50 nM Dasatinib in vitro hindeuten.
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Ad 2: Die Endozytose Farb-gekoppelter Dextranpartikeln in vitro generierter moDZs
wurde in den analysierten Dasatinib-Konzentrationen nicht beeinflusst. In dieser modell-
haften Untersuchung der Antigenaufnahme von iDZs fand sich kein Hinweis auf eine

relevante Modulation durch Dasatinib.

Ad 3: In meinen Analysen hinsichtlich wichtiger Funktionen reifer moDZs konnte ich un-
ter 50 nM Dasatinib eine verminderte Expression von CD80 und CD86, sowie eine ver-
ringerte Produktion von IL-12 nachweisen. Fur CD40 zeigte sich ein inhibitorischer Effekt
fur die niedrigen Dasatinib-Konzentrationen, wenn auch die klinische Relevanz aufgrund
der grof3en Streubreite fraglich bleibt. Hierbei liel3 sich nur fir 20 nM Dasatinib eine sta-
tistische Signifikanz berechnen. Die Expression von CD83 und HLA-DR zeigte keine re-
levante Veranderung unter TKI-Behandlung. Die Sekretion von IL-10 zeigte sich unter
50 nM Dasatinib gesteigert, ohne ein statistisch signifikantes Niveau zu erreichen.

Die Expression costimulatorischer Molekile stellt, neben der Sekretion bestimmter Zy-
tokine, eine wichtige Stellschraube in der Induktion spezifischer Immunantworten dar.
Neben der Koexpression von CD14 und einer vermehrten Sekretion von IL-10, konnte
bei tolerogenen DZs auch eine verminderte Expression costimulatorischer Oberflachen-
marker (u. a. CD80 und CD86) sowie eine deutlich verminderte Produktion von IL-12
beschrieben werden (Collin et al., 2013; Gregori et al., 2010;).

Ahnliche Veranderungen konnte ich partiell an den unter 50 nM Dasatinib in vitro gene-
rierten moDZs nachweisen. Dies konnte darauf hinweisen, dass die kontinuierliche Pré-
senz einer Dasatinib-Konzentration von 50 nM, einen tolerogenen Phénotyp bei in vitro

generierten moDZs induziert.

Im Kontext von malignen Erkrankungen kénnen derartige Veranderungen unter Umstan-
den fatale Folgen haben. Eine 2018 publizierte SEER-Database-Analyse (Kumar et al.,
2018), welche 9.200 CML-Patienten unter TKI-Therapie zwischen den Jahren 2002-
2014 untersuchte, fand in dieser Population ein um 30 % erhéhtes Risiko fur sekundare
Malignome. Der genaue Zusammenhang blieb zwar unklar, die Autoren verwiesen aber
darauf, dass immunsuppressive Effekte der TKIs, u. a. auch auf DZs, eine mégliche Er-

klarung sein konnten.
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Auch Pathogene nutzen immunmodulierende Strategien. In Zellkultur generierte DZs,
von Patienten mit chronischer Hepatitis B, zeigten ebenfalls eine verminderte Expression
von CD1a, CD80 und CD83, sowie eine reduzierte Sekretion von IL-12 (Ma et al., 2013).

Andererseits kdnnen aber auch erhohte Spiegel von IL-12 fatale Auswirkungen haben.
Bei verschiedenen autoimmun bedingten Krankheitsbildern konnten erhéhte IL-12 Kon-
zentrationen nachgewiesen werden, bspw. bei Psoriasis, atopischer Dermatitis, rheu-
matoider Arthritis, M. Crohn, priméar bilidrer Zirrhose, Sarkoidose, systemischem Lupus
erythematodes, Multipler Sklerose und GvHD (Teng et al., 2015). In diesem Kontext
koénnte die Generierung tolerogener DZs einen therapeutischen Ansatz darstellen. Im
Mausmodell konnte in diesem Zusammenhang ein positiver Effekt von Dasatinib auf eine
Autoimmunarthritis (Guo et al. 2019) und Autoimmunencephalitis (Azizi et al., 2015)
nachgewiesen werden. Die Autoren beschrieben dabei eine Verminderung pro-inflamm-
atorischer Zytokine, wie bspw. IL-6 und TNF-a, und eine Steigerung anti-inflammatori-

scher Zytokine, u. a. von IL-10.

Ad 4: Dasatinib verfiigt als Multikinaseinhibitor tiber ein breites Spektrum potenziell the-
rapeutischer Zielstrukturen. Auf DZs werden in diesem Zusammenhang u. a. HCK, FGR
und LYN, allesamt SFKs, genannt (Lowell, 2004). In Westernblot-Analysen der Gesamt-
zellextrakte von moDZs konnte ich ein vermindertes Tyrosinphosphorylierungsmuster
unter Dasatinib beschreiben, insbesondere in dem fir SFKs typischen Bereich um
60 kDa (Hck: 59 kDa, Fgr: 56 kDa, Lyn: 56 kDa). SFKs, insbesondere c-Src und Lyn,
Ubernehmen im TLR4-Signalwegs eine wichtige Rolle in der Regulation der Zytokinpro-
duktion. Ihre Hemmung kann eine verminderte Produktion wichtiger Zytokine wie, z. B.
IL- 12 bewirken (Napolitani et al., 2003; Kuka et al., 2010).

Unter dem Erstgenerations-TKI Imatinib wurde eine verminderte Generierung von
moDZs mit einer reduzierten Expression von costimulatorischen Molekilen und von IL-
12 nachgewiesen (Appel et al., 2004 & 2005). Auf molekularer Ebene wurde dabei eine
verminderte Translokation verschiedener Mitglieder der NF-kB-Familie beschrieben.
Nachdem ich &hnliche Effekte auf moDZs beschreiben konnte, stellte sich die Frage, ob
sich in Analogie zu Imatinib, eine Modulation der Translokation von RelB nachweisen
lieRe. Dabei konnte ich unter 50 nM Dasatinib zwar einen inhibitorischen Effekt auf un-
reife moDZs beschreiben, welcher sich nach Ausreifung mit LPS nicht mehr nachweisen
lief3.
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Effekte von Dasatinib
auf die Generierung und
Funktionen von moDZs

Monozyt
Generierung von moDZs l
M-S - CDia !
. - CD14 1
? Antigenaufnahme
+ FITC-konj. Dextranpartikel =
unreife moDZ
LPS
zellulare Effektorfunktionen
+ CD40 ?
+ CD80 l
+ CD83 =
+ CD86 !
* HLA-DR =
humorale Effektorfunktionen
+ IL-12 !
« IL-10 =
Signaltransduktion
: + RelB =
reife moDZ . pTyr |

Abbildung 12- Einfluss von Dasatinib auf Generierung und wichtige Funktionen von
moDZs

In den durchgefuhrten Versuchen fand sich unter 50 nM Dasatinib eine verminderte Generierung von moDZs mit
einer reduzierten CDla-Expression bei Persistenz von CD14. Die Endozytose von Dextranpartikeln wurde nicht
moduliert. In Bezug auf zellulare Effektorfunktionen fand sich eine signifikante Verminderung der Expression
von CD80 und CD86. Die Produktion von IL-12 zeigte sich unter 50 nM Dasatinib signifikant reduziert. Auf mole-
kularer Ebene konnte eine verminderte Phosphorylierung von Tyrosinresten nachgewiesen werden. In Bezug auf
das NF-kB-Mitglied RelB konnte keine signifikante Modulation nachgewiesen werden.

Die schematischen Abb. der Zellen wurden von Servier Medical Art (SMART; http://smart.servier.com) tbernom-

men. SMART ist unter einer Creative Commons Lizenz vom Typ Namensnennung 3.0 Unported zugénglich.
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Die von mir beschriebenen, potenziell immunsuppressiven Effekte von Dasatinib auf in
vitro generierte moDZs (siehe Abb. 12), erdffneten die Frage, inwieweit auch andere
grundlegende DZ-Eigenschaften, wie z. B. das Migrationsverhalten, beeinflusst werden
und welche molekularen Mechanismen den beschriebenen Effekten zugrunde liegen.
Diesen Aspekten widmeten sich im weiteren Verlauf meine Nachfolger, Daniel Jesper
und Thomas Nerreter, im Rahmen ihrer medizinischen bzw. naturwissenschaftlichen
Dissertationen und der daraus resultierenden gemeinsamen Publikation (Nerreter et al.,
2014).

In vitro Experimente sind im Vergleich zur Situation in vivo eine stark reduzierte Verein-
fachung. Inwieweit sich diese Effekte auf das komplexe System eines menschlichen In-
dividuums Ubertragen lassen, kdnnte in Cokulturen aus DZs und Immuneffektorzellen,
wie T- und NK-Zellen, sowie im in vivo Modell, z. B. von Mausen, weiter evaluiert werden.
In zwei unabhéangigen Publikationen zu DZ-T-Zell-Effekten unter Dasatinib wurde einer-
seits eine verminderte Stimulation allogener T-Zellen (Schwarzbich et al., 2011), aber
auch eine gesteigerte T-Zell-Antwort auf einen Melanomzellklon (Wolfl et al., 2013) be-
schrieben.

Pharmakokinetische Analysen zeigten fir Dasatinib vergleichsweise kurze Plasmahalb-
wertszeit von unter 4h (Levéque et al., 2020). Im Rahmen der Zulassung erfolgt die
Einnahme von Dasatinib als tagliche Einmalgabe, so dass hier von einem Dosisgefalle
auszugehen ist. Bei CML-Patienten, die mit Dasatinib behandelt wurden, konnte inner-
halb von 4-8h nach Einnahme der Medikation ein Abfall der Plasmakonzentration auf
Werte unter 5 nM nachgewiesen werden (Shah et al., 2008). Im Kontext von in vitro
Untersuchungen zur CAR-T-Zell Therapie konnte fir Dasatinib ein inhibitorischer Effekt
auf UberschielRende Immunitét beschrieben werden (Weber et al., 2018; Mestermann et
al., 2019). In diesem Zusammenhang postulierten die Autoren, dass eine intermittie-
rende und oder niedrig dosierte Dasatinib-Gabe einerseits immuninhibitorische Effekte
zeigt, ohne dabei aber die anti-leukédmische Wirksamkeit zu supprimieren. Auch im Rah-
men der moDZ-Generierung zeigt sich abhangig vom Zeitpunkt der Dasatinib-Zugabe
ein inhibitorischer Effekt (s. Kap. 4.2). Inwiefern veranderte pharmakokinetische Ande-
rungen die immunmodulatorischen Eigenschaften von Dasatinib beeinflusst, sollte daher

weiter untersucht werden
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4.2 Immunmodulatorische Effekte von Dasatinib auf DZs in vitro

und in vivo — eine Zusammenfassung der aktuellen Literatur

TKI-Therapien erreichen als zielgerichtete onkologische Strategie beeindruckende Er-
folge bei vergleichsweise geringen unerwinschten Nebenwirkungen. Zahlreiche onko-
gene Signhalwege, die durch TKIs moduliert werden, spielen auch bei der Regulierung
von Proliferation und Differenzierung verschiedener Immunzellen eine wichtige Rolle.
Dasatinib kann im Vergleich zu anderen BCR/ABL-Inhibitoren ein breiteres Spektrum an
Tyrosinkinasen inhibieren, welche u. a. wichtige Funktionen in DZs regulieren. Inwieweit
dies Auswirkungen auf spezifische DZ-Funktionen hat, untersuchten neben uns auch

andere Arbeitsgruppen.

4.2.1 Effekte von Dasatinib auf humane DZ-Subgruppen in vitro:

Im Rahmen einer pubmed-Recherche (Stand: Dezember 2020) konnte ich vier publi-
zierte in vitro Arbeiten zum Einfluss von Dasatinib auf humane DZs identifizieren. Neben
moDZs (Schwarzbich et al., 2011; Nerreter et al., 2014) und slan* bzw. CD1c* DZs (W0lfl
et al., 2013) wurden auch Effekte auf pDZs analysiert (Fujita et al., 2013).

Wie Abb. 10 zusammenfasst, wurden unter klinisch relevanten Dasatinib-Konzentratio-
nen (10-100 nM) lUberwiegend (immun-)inhibitorische Effekte auf DZs beschrieben. Er-
folgte die Zugabe von Dasatinib ab Beginn der DZ-Zellkultur, fand sich dartber hinaus
auch eine Hemmung der DZ-Generierung mit einer reduzierten Expression von CD1la

sowie einer partiellen Persistenz von CD14 (Schwarzbich et al., 2011).

In Bezug auf die Expression costimulatorischer Molekile zeigte sich kein einheitlicher
Effekt, wobei insgesamt eine leicht verminderte Expression beschrieben wurde
(Schwarzbich et al., 2011; Wolfl et al., 2013). Nachdem in unserer Arbeitsgruppe eine
Versuchsmodifikation vorgenommen wurde (Zugabe von Dasatinib 24h vor Ausreifung
mit LPS vs. ab Beginn der Zellkultur in meinen Versuchen) konnte nunmehr nur noch
eine signifikant verminderte Expression von CD86 auf moDZ unter 50 nM Dasatinib

nachgewiesen werden (Nerreter et al., 2014).

In den publizierten Untersuchungen konnten fir verschiedene Dasatinib-Konzentratio-
nen inhibitorische Effekte auf unterschiedliche Zytokine beschrieben werden. Hierbei

zeigte sich auch eine gewisse Abhangigkeit des Ergebnisses von dem verwendeten
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Reifungsinduktor. Fujita et al. konnten unter Dasatinib eine konzentrationsabhénige
Hemmung verschiedener Mediatoren nach Aktivierung von pDZs durch TLR7-Agonisten
nachweisen. Die Stimulation mit CpG-A flhrte ab einer Konzentration von 10 nM Dasa-
tinib zu einer verminderten Sekretion von TNF-a und IL-6. Die Zugabe des Reifungssti-
mulus CpG-B bewirkte eine verminderte Sekretion von INFa und TNF-a, allerdings erst
ab einer Konzentration von 100 nM, ohne die Sekretion von IL-6 zu beeinflussen. Nach
Stimulation mit dem Influenzavirus zeigte sich eine reduzierte Freisetzung von INFa. Bei
moDZs bewirkte die Zugabe von 50 nM Dasatinib eine verminderte Sekretion von IL-12
nach Stimulation mit LPS (Nerreter et al., 2014). Wurde zuséatzlich zu LPS auch IFNy
zugegeben, konnte eine gesteigerte IL-12-Sekretion nach TLR2- und TLR4-Stimulation
nachgewiesen werden (W0lfl et al., 2013). Dieser Effekt liel3 sich nicht reproduzieren,
wenn die Reifung mit IL-1B, TNFa und Prostaglandin E, (PGE>) induziert wurde. IFNy
wird im Kontext eines inflammatorischen Umfelds v. a. durch die Effektorzellen des Im-
munsystems, vornehmlich T- und NK-Zellen, sezerniert und nimmt eine positive Feed-
back-Funktion in der Verstarkung einer Th1l-Antwort ein (de Jong et al., 2015; Wehner
et al., 2011). Insbesondere fir die Sekretion von IL-12 durch DZs wurde ein stimulatori-
scher Effekt von IFNy beschrieben (Kalinski et al., 2009).

Schwarzbich et al. (2011) konnten auf molekularer Ebene unter Dasatinib eine Uberex-
pression von Osteoactivin in den moDZs nachweisen. Osteoactivin ist ein Glykoprotein,
welches neben Osteoklasten und Makrophagen auch auf DZs exprimiert wird und eine
essenzielle Rolle in der Hemmung von T-Zellen durch APZs spielt (Chung et al., 2007 &
2009). Bei DZ-T-Zell-Kulturen ging dies mit einer Verminderung der T-Zell-Stimulation in
MLRs einher. Durch einen Osteoactivin-Antikérper konnte dieser Effekt nicht nur aufge-
hoben werden, sondern es zeigte sich sogar eine Verdoppelung der T-Zell-Proliferation
(Schwarzbich et al., 2011).

Fur Dasatinib wurde ferner eine mehr als verdoppelte Frequenz an moDZs beschrieben,
welche entlang eines CCL19-Gradienten migrierten (Nerreter et al., 2014). Auf moleku-
larer Ebene konnte hierbei eine Dephosphorylierung von SFKs nachgewiesen werden,
welche nachfolgend eine komplette Dephosphorylierung von Siglec-9 und Siglec-3 be-
wirkten. Basierend auf diesen Daten wurde fur diesen Signalweg eine wichtige regulato-

rische Funktion auf das Migrationsverhalten von moDZs postuliert.

Die Reifung entsprechender DZ-Subgruppen tber unterschiedliche TLR-Agonisten be-
dingt die Translokation bestimmter Transkriptionsfaktoren, wie bspw. NF-kB und IRF7,

welche wiederum die Sekretion proinflammatorischer Zytokine regulieren (Gomard et al.,
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2010; Kaisho et Tanaka, 2008). Fujita et al. (2013) beschrieben bei pDZs eine reduzierte

Translokation von IRF7 und NF-kB, welche mit einer verminderten Sekretion proinflamm-
atorischer Zytokine (u. a. IFNa, TNF-a und IL-6) einherging. Wolfl et al. (2013) konnten

bei moDZs eine Steigerung der NF-kB-Aktivitat nach kombinierter Stimulation mit LPS

und IFNy zeigen, welche mit einer vermehrten Produktion von IL-12 korrelierte.

DZ-Subtyp

Zellkultur

Reifung

Dasatinibzugabe

DZ-Generierung

costim.
Molekiile

Zytokine

DZ-T-Zell-Effekt

molekularer
Mechanismus

Sonstiges

Schwarzbich et al.
2011

humane moDZ
Plastikadharenz

R10-Medium
100 ng/ml GM-CSF
20 ng/ml IL-4
jeden 2. Tag

100 ng/ml LPS
Tag 6

10/20/50nM
ab Tag 0

cbD14
CDla

kein einheitlicher
Effekt auf

CD80/CD86/DC-
SIGN/CCR7

{ Stimulation
allogener T-Zellen

Expression von
Osteoactivin

Fujita et al.
2013

humane pDZ
FACS-Sorter

R10-Medium

CpG-A, CpG-B,
Influenzavirus

1h vor Reifung

> CpG-A: CD86 |,
> CPG-B: CD86 =

> CpG-A: ab 10 nM
INFa/TNF-0/IL-6 |,

> CpG-B: ab 100 nM
INFa/TNF-a {, IL-6 =
> Influenza virus: IFN-
a

> INF-a |, bei CML-
Patienten

CpG-A: |
Translokation
IRF7 und NF-«kB

Wolfl et al.
2013

slan+ DZs, CD1c+ DZs,
CD14+ Monozyten
Miltenyi isolation kits

Cellgenix DC Medium
GM-CSF
IL-4

LPS + IFNy

zur DZ-Reifung

CD40/CD54/CD80/
CD83/CD86/HLA-DR

> INFy:
TLR2, TLR4: IL-12 P
TLR3/7/8:IL-12 =

> IL-1B/TNFo,/PGE2:
IL-12 =

T-Zell-Antwort auf
Melanomzellreihe
FM55

phospho-IkBa/B
IkBa-Proteinexpr. |
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Abbildung 13 —in vitro Effekte von Dasatinib auf humane moDZs

Datenextraktionstabelle einer Literaturrecherche (Stand: Dezember 2020) zu immunmodulatorischen Effekten

von Dasatinib auf humane moDZs in vitro. Hierbei zeigt Dasatinib in klinisch relevanten Konzentrationen uber-

wiegend inhibitorische Effekte auf wichtige DZ-Funktionen.
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4.2.2 Effekte von Dasatinib auf murine KM-DZs in vivo:

Murine DZs, die aus Knochenmarkszellen generiert werden (KM-DZs), zeigen groR3e
Ahnlichkeiten zu humanen moDZs und werden von einigen Autoren als funktionelle Ho-
mologe angesehen (Xu et al., 2007; Segura et al. 2013; Anderson et al., 2018). Es ware
vermessen, diese Ergebnisse aus Untersuchungen zu murinen KM-DZs uneinge-
schrankt auf das humane System zu Ubertragen, jedoch erschwert die geringe Prasenz
der DZ-Subgruppen im peripheren Blut in vivo Analysen im Menschen. Inwieweit Dasa-
tinib bei Mausen in vivo immunmodulatorische Effekte auf KM-DZs zeigt und wie sich
dies auf das Zusammenspiel mit anderen Immuneffektorzellen auswirkt, Gberpruften
mehrere Arbeitsgruppen. In einer pubmed-Literaturrecherche (Stand: Dezember 2020)
lieBen sich diesbezuglich vier relevante Publikationen identifizieren, deren Ergebnisse
Abb. 13 zusammenfasst. Drei Verdffentlichungen arbeiteten dabei mit C57BL/6 Mausen.
Diese zeichnen sich durch ihre Immunogenitat aus, da sie urspringlich fir Untersuchun-
gen zu Krebs und Immunantworten geziichtet wurden (Song et Hwang, 2017). Hu und
Kollegen (2016) untersuchten die Effekte an homo- und heterozygoten Itgam-knockout-
Mausen, welche eine Defizienz von CD11b aufweisen. Sie sind anfalliger flir Autoimmu-
nitdt und werden daher u. a. als Modell fUr chronisch entziindliche Darmerkrankungen
verwendet. Sie zeigen eine erhéhte TNF-a-Produktion bei erniedrigter IL-10-Expression
(Hu et al., 2016). Die Generierung von KM-DZs erfolgte kongruent aus KM-Vorlaufer-
zellen, entweder mit Hilfe von GM-CSF/IL-4 (Lowe et al., 2014; Hu et al., 2016; Chu et
al., 2020) oder PGE2 (Sundberg et al., 2014).

Lowe et al. untersuchten die Auswirkung von Dasatinib (orale Applikation von
0,1 mg/Tag), sowie eines genetisch modifizierten DZ-Vakzins, auf das Tumorwachstum
von Melanom-Zellen MO5 (B16.0OVA). Zur Herstellung des DZ-Vakzins wurden dabei
zunachst murine KM-DZs generiert, welche anschlieRend mit einem Adenovirus-Vektor
fir murines IL12p70 transfiziert und mit OVA257-264 Peptid beladen wurden. Hierbei
konnte nach Dasatinib-Behandlung oder DZ-Vakzinierung eine signifikante Reduktion
von CD4+ T-Helferzellen bei signifikanter Steigerung zytotoxischer CD8+ T-Zellen und
CD11c+ DZs im Tumorumfeld nachgewiesen werden. Die Kombination von Dasatinib
und DZ-Vakzin konnte diesen Effekt potenzieren, was in einer signifikant reduzierten
Tumorlast resultierte. Dasatinib schien eine Verstarkung der Vakzinierung tber verschie-
dene immunologische Effekte zur bewirken, u. a. Uber eine Verminderung immuninhibie-
render Zellen (myeloiden Suppressorzellen (MDSZs) und Tregs), aber auch tber eine

Steigerung wichtiger Immuneffektorzellen (CD8+ T-Zellen und CD11c+ DZs). Daneben
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wurde auch eine Steigerung proinflammatorischer Mediatoren (u. a. IFNy, CXCLD9,
CXCL10 und CXCL11) beschrieben. Die simultane Anwendung von Dasatinib mit der
Vakzinierungstherapie forderte die Rekrutierung von DZs mit einer gesteigerten Produk-

tion von IL-12 und einer verminderten Freisetzung von IL-10.

Chu et al. (2020) analysierten den Einfluss von Dasatinib auf DZ-T-Zell-Interaktionen im
Rahmen DZ-basierter onkologischer Immuntherapien. Unter Dasatinib konnten sie bei
murinen KM-DZs eine leicht reduzierte Expression costimulatorischer Oberflachenmar-
ker (CD40, CD80, CD86 und MHC II) nach Stimulation mit LPS und IFNy nachweisen.
Wurden die vorbehandelten DZs mit allogenen T-Zellen in Co-Kultur gebracht, fihrte
dies zu einer signifikant gesteigerten Produktion von INFy. Nach Zugabe Dasatinib-vor-
behandelter DZs konnten sie bei mit B16.OVA Melanomzellen beimpften Mausen eine
Reduktion der Tumorgrdl3e nachweisen. Die zuséatzliche Applikation von T-Zellen konn-
ten diesen Effekt nochmals verstarken. Mause mit Dasatinib-vorbehandelten KM-DZs
zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe héhere Frequenzen von Effektor-T-Zellen bei
einer Reduktion von Tregs und MDSZs. Auf molekularer Ebene konnte dabei eine ver-
minderte Phosphorylierung von IDO1, Src, Lyn, Fyn und Akt nachgewiesen werden.

Im Kontext von entzindlichen Darmerkrankungen Gbernimmt IL-10 eine zentrale Rolle
(Jostins et al., 2012). Sundberg et al. analysierten an murinen DZs den Einfluss von
mehr als 150 Substanzen, auf ihre IL-10 modulierenden Eigenschaften. Dabei identifi-
zierten sie Dasatinib als den effizientesten und starksten Stimulator der IL-10-Sekretion.
Parallel beschrieben sie eine Reduktion proinflammatorischer Mediatoren, wie beispiels-
weise IL-12. Auf molekularer Ebene konnten sie hierbei einen Zusammenhang zwischen
der Produktion von IL-10 und der Hemmung von SIK1 und SIK2 nachweisen. SIKs (,Salt-
inducable kinases®) sind eine Subgruppe von Serin-Threonin-Kinasen. Ihre Hemmung
fuhrt bei myeloiden Zellen zu einer verminderten Produktion pro-inflammatorischer Zy-
tokine (u. a. TNF-a, IL-6 und IL-12) und Steigerung der IL-10-Expression nach Behand-
lung mit TLR-2- und TLR-4-Agonisten (Lombardi et al., 2016).

Auch Hu et al. (2016) beschrieben Effekte von Dasatinib auf die Freisetzung pro- und
anti-inflammatorischer Zytokine. In der Darmschleimhaut homozygoter Itgam-knockout-
Méause konnten sie nach peritonealer Applikation von Dasatinib eine, im Vergleich zu
den heterozygoten Nachkommen, erniedrigte Expression der IL-10-mRNA nachweisen.
Als potenziellen Pathomechanismus beschrieben die Autoren in diesem Kontext eine
CD11b-vermittelte Aktivierung von Src, welche mit einer Hemmung des NF-kB-Signal-

weges einherging.
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Abbildung 144 —immunmodulatorische Effekte von Dasatinib auf murine DZs in vivo

Datenextraktionstabelle einer Literaturrecherche (Stand Dezember 2020) zu immunmodulatorischen Effekten von

Dasatinib auf murine KM-DZs in vivo.

Entgegen den lUberwiegend immuninhibitorischen Effekten der in vitro Analysen an hu-
manen DZs, konnten die in vivo Experimente im Mausmodell mehrheitlich immunstimu-
latorische Effekte an DZs nachweisen. Die potenziell inhibitorischen Effekte die Sund-
berg und Kollegen (2014) beschrieben, kdnnten durch ein diskrepantes DZ-Generie-
rungsprotokoll unter Hinzunahme von PGE,, einem Entzindungsmediator, bedingt sein.
Dies unterstreicht die Hypothese, dass die Anwesenheit bestimmter Mediatoren, in Ab-
hangigkeit des vorherrschenden immunologischen Milieus, einen wesentlichen Faktor

fur die durch Dasatinib vermittelten Effekte auf DZs darstellt.
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4.3 Immunmodulation unter Dasatinib im klinischen Kontext

Als ,Wachter des Immunsystems® lbernehmen DZs eine zentrale Stellung im Immun-
system. Unter den PBMCs im peripheren Blut stellt ihre Gesamtheit mit max. 2 % nur
eine sehr kleine Population dar (Draxler et al., 2017). Die Aufteilung in unterschiedliche
Subtypen mit spezifischen Funktionen, wie bspw. die moDZs, erschweren genauere

Analysen beim Menschen in vivo hochmals.

Dasatinib verfugt als sog. Multikinaseinhibitor tiber ein Wirkspektrum, welches neben der
zugelassenen Behandlung der BCR-ABL-pos. CML und ALL, auch im Kontext anderer
klinischer Anwendungen von Interesse ist. Nachfolgend sollen immunmodulierende Ef-
fekte von Dasatinib im Rahmen aktueller Studien, insbesondere vor dem Hintergrund

einer Beteiligung/Beeinflussung von DZs, diskutiert werden.

4.3.1 Dasatinib-induzierte LGL-Expansion bei CML-Patienten korreliert
mit tieferem molekularem Ansprechen — ein Schritt Richtung Lang-

zeitremission/Heilung?

Entgegen den Uberwiegend inhibitorischen Effekten von Dasatinib auf Immunzellen in
vitro machten Mustjoki et al. (2009) die bahnbrechende Entdeckung, dass Dasatinib bei
einem Teil der untersuchten CML-Patienten einen immunstimulatorischen Effekt im
Sinne einer LGL-Expansion bewirkte. Dabei konnte eine Zusammensetzung aus zytoto-
xischen Zellen, u. a. CD8* T-Zellen, y&T-Zellen und NK-Zellen, nachgewiesen werden.
Nachfolgend wurden diese Beobachtung durch weitere Arbeitsgruppen bestétigt (u. a.
Kim et al., 2009; Nagata et al., 2010; Lee et al., 2011; Tanaka et al., 2012) und es fand
sich eine positive Korrelation der LGL-Expansion mit einem tiefen molekularen Thera-
pieansprechen (Hughes et al., 2017). Je nach Studie fand sich eine LGL-Expansion bei
27 bis 73 % der mit Dasatinib behandelten CML-Patienten (Qui et al., 2014), wobei die-
ser Effekt eine Dosisabhéngigkeit zeigte und durch keinen anderen TKI hervorgerufen
werden konnte. Einige Autoren postulierten einen Zusammenhang mit vorausgegange-
nen Immunreaktionen gegentiber CMV (Kreutzman et al., 2010 & 2011), da sich fir die
NK-Zell-Expansion eine hohe Assoziation mit einer CMV-Seropositivitat nachweisen liefl3
(Ishiyama et al., 2017). Ursachlich kénnte hierbei eine subklinische CMV-Reaktivierung
sein, welche der Leuk&mie und der Dasatinib-Behandlung vorausging (Kadowaki et al.,
2017).
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CML-Patienten, die mit Dasatinib behandelt wurden, zeigten erhéhte Frequenzen be-
stimmter NK-Subpopulationen (El Missiry et al., 2016), welche eine gesteigerte Reakti-
vitat aufwiesen (Hayashi et al., 2012). Dies wurde insbesondere bei Patienten in majorer
molekularer Remission (MMR) gehé&uft beobachtet und als Rekonstitution der NK-Funk-
tion gedeutet, welche initial durch die CML kompromittiert war (Hughes et al., 2017). In
Bezug auf das T-Zell-Kompartiment zeigten mit Dasatinib behandelte Patienten eine
Steigerung sowohl der Frequenzen, als auch der absoluten Zahlen der y&-T-Zellen so-
wie eine Verminderung der Tregs (Rohon et al., 2010), was ebenfalls auf eine gestei-

gerte Immunitat schlieen lasst.

Bei bestimmten CML-Patienten konnte eine therapiefreie Remission (TFR) trotz TKI-Un-
terbrechung nachgewiesen werden. Hierfir wurde eine TKIl-induzierte, gesteigerte ver-
mutlich NK-Zell-getriggerte antileukdmische-Immunitat postuliert (Kimura, 2016). Dieser
durchschlagende Therapieerfolg eréffnete die Frage, ob nach Erreichen einer tiefen mo-
lekularen Remission (DMR) die Therapie mdglicherweise unterbrochen bzw. sogar ab-
gesetzt werden konnte. Hierauf folgten zahlreiche Diskontinuationsstudien, u. a. die
DADI-Studie (Okada et al., 2018; Kimura et al., 2020), in welchen nachgewiesen wurde,
dass eine Steigerung von NK-Zellen und CD8" T-Zellen mit einer besseren TFR korreliert
(Jo et al., 2018). Parallel fand sich bei Patienten mit verminderten Treg-Frequenzen auch
ein geringeres Rezidivrisiko (Takaku et al., 2018)

Rohon und Kollegen (2010) beschrieben dabei als einzige Arbeitsgruppe Effekte auf ein-
zelne DZ-Subgruppen unter den verschiedenen TKIs, wobei es insgesamt grof3e inter-
individuelle Schwankungen gab und einige Patienten keine messbaren Werte zeigten.
In Knochenmark wie auch peripherem Blut fand sich im Vergleich zur gesunden Kon-
trollgruppe sowohl bei Diagnose wie auch unter Dasatinib-Therapie ein verminderter An-
teil an cDZ1. Der signifikant verminderte Anteil an cDZ2 zu Beginn der CML-Diagnose
regenerierte sich unter Dasatinib im Gegensatz zu anderen TKIs nicht. Auch in Bezug

auf die pDZ blieb diese Erholung unter Dasatinib aus.

Zusammenfassend lasst die Steigerung wichtiger Effektorzellen, wie NK- und yb-T-Zel-
len sowie die Verminderung der immuninhibitorischen Tregs unter Therapie mit Dasati-
nib bei den untersuchten CML-Patienten auf eine gesteigerte Immunogenitat schlieen,
welche mit einer besseren Krankheitskontrolle korreliert. In Bezug auf die DZs zeigt sich
unter Behandlung mit Dasatinib, im Gegensatz zu den anderen TKIs keine Rekonstitu-
tion. Eine madgliche Erklarung hierfir kdnnte auf der breiteren Inhibition von Tyrosinkina-

sen, wie z. B. den SFKs, durch Dasatinib beruhen.
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4.3.2 Dasatinib im Kontext der allogenen Transplantation (alloSZT)

Als Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem nehmen DZs
auch eine kritische Stellung in der Pathophysiologie des gewiinschten Transplantat-ge-
gen-Leukamie (,graft versus leukemia“, GvL) und des geflrchteten Transplantat-gegen-
Wirt (,graft versus host disease®, GvHD) Effektes ein (Blazar et al., 2012; Ferrara et al.,
2009; Shlomchik et al., 2007). Hierbei wurde sowohl fur DZs des Spenders, als auch des
Empfangers, eine relevante Rolle beschrieben (Shlomchik et al., 1999; Teshima et al.,
2002; Matte et al., 2004). Akute und chronische GvHD (aGvHD bzw. cGvHD) sind hau-
fige Komplikationen der alloSZT, welche in ihren klinischen Symptomen und den zu-
grunde liegenden Pathomechanismen Uberschneidungen mit Autoimmunerscheinun-

gen zeigen und zahlreiche Organe in typischem Muster betreffen (Ferrara et al., 2009).

In einem Fallbericht von Breccia et al. (2009) vermuteten die Autoren immun-modulato-
rische Effekte von Dasatinib auf die cGvHD einer Patientin nach haploidenter SZT. Die
Behandlung eines Imatinib-resistenten CML-Rezidivs mit Dasatinib bewirkte simultan
auch eine Besserung der synchron bestehenden cGvHD der Leber.

Eine Analyse von 28 Patienten, die vor alloSZT einen TKI der zweiten Generation (Dasa-
tinib oder Nilotinib) erhielten, konnte keinen relevanten Unterschied im Auftreten der ve-
ndsen okklusiven Leberkrankheit (VOD, ,veno occlusive disease*), einer gefirchteten
Komplikation nach alloSZT, nachweisen. Im Vergleich zu Imatinib wurde dabei jedoch
eine gering niedrigere aGvHD-Rate beschrieben (Piekarska et al., 2015). Eine Subgrup-
pen-Analyse zwischen den Patienten, die Dasatinib bzw. Nilotinib erhielten, wurde nicht

durchgefuhrt.

Bei einer kleinen Kohorte von 9 Ph*™ ALL Patienten, die nach alloSZT eine Dasatinib-
Behandlung erhielten, konnte bei 6 Patienten eine LGL-Expansion beschrieben werden
(Ito et al., 2015). In Analogie zu den Erkenntnissen der CML-Behandlung korrelierte dies
mit einem besseren therapeutischen Ergebnis: Nur einer dieser sechs Patienten bekam
ein Rezidiv. Synchron wurde dabei das Auftreten von Auto-Immunphanomenen be-
schrieben (Fieber unklarer Ursache, Pleuraergiisse), welche teilweise eine Therapieun-
terbrechung erforderlich machten. In der Therapiepause zeigte sich die LGL-Expansion
ricklaufig, regenerierte sich aber rasch nach Wiederaufnahme der Therapie. Fir die drei
Patienten ohne LGL-Expansion, die allesamt rezidivierten, wurden keine immunologi-

schen Nebenwirkungen beschrieben.
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Eine Zentrumsanalyse aus Duarte (Kalifornien, USA) beschrieb 5 Ph* ALL Patienten mit
Episoden einer Dasatinib-assoziierten Colitis (Aldoss et al., 2016). Nach Unterbrechung
der TKI-Therapie und optionaler Therapie mit Glukokortikoiden erholten sich die Patien-
ten rasch. LGL-Expansionen konnten hierbei nicht nachgewiesen werden. Die Autoren
vermuteten jedoch ebenfalls einen immunologischen Mechanismus analog der GvHD.
Histologisch konnten die Befunde dabei nicht von einer GvHD unterschieden werden.
Aufgrund der raschen Regredienz nach Absetzen von Dasatinib ging man jedoch von

einem medikamentdsen Effekt aus.

IL-12 spielt als proinflammatorisches Zytokin eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
GvHD (Bastian et al., 2019). In Bezug auf das Auftreten einer GvHD konnte IL-12 als
pradiktiver Faktor beschrieben werden (Kamel et al., 2019). Unter SFK-Inhibitoren wur-
den erniedrigte IL-12 Spiegel nachgewiesen (Napolitani et al., 2003; Kuka et al., 2010).
Inwiefern dies zusammen mit weiteren immunmodulatorischen Effekten das verminderte
Auftreten von GvHD unter Dasatinib im Vergleich zu Imatinib erklaren konnte (Piekarska
et al., 2015), ist schwer zu sagen und bedurfte weiterer wissenschaftlicher Untersuchun-
gen. Nachdem im murinen System eine Colitis-Aggravierung, mit erniedrigter 1L-10 Pro-
duktion durch DZs beschrieben wurde (Hu et al., 2016), wére es interessant, inwiefern
ahnliche Veranderungen bei der Dasatinib-assoziierten Colitis nach alloSZT (Aldoss et

al., 2016) nachgewiesen werden kdnnen.

4.3.3 Gehaufte Infektionen unter Dasatinib?

Infektibse Komplikationen stellen fiir Tumorpatienten eine haufige und bisweilen lebens-
bedrohliche Gefahr dar (Zembower, 2014). Insbesondere im Kontext hamatologischer
Neoplasien sind sie eine der Hauptursachen fiir die Nicht-Rezidiv-bezogene Mortalitat
(Augustson et al., 2005).

Aufgrund des breiten Spektrums an potenziellen Zielstrukturen von Dasatinib, verglichen
mit anderen TKIs, bestanden zun&chst Bedenken hinsichtlich der Haufung von Infekt-
komplikationen. Die Analysen zur Sicherheit von Dasatinib an 1150 CML-Patienten aus
zwei Phase Il bzw. Phase lll Studien beschrieben diese jedoch als selten. Insgesamt
wurde nur eine °lll-IV opportunistische Infektion beobachtet (Al-Ameri et al., 2009). 11 %

der Patienten zeigten unter Dasatinib milde Infektionen, unter Imatinib-Behandlung lag
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dieser Anteil bei 7 % der Patienten (Kantarjian et al., 2012). Nur ein geringer Prozentsatz

der Infektionen ereignete sich dabei in Neutropenie.

Eine retrospektiven Zentrumsanalyse (Houston, Texas, USA) von 69 Patienten mit ha-
matologischen Neoplasien postulierte einen moglichen Effekt von Dasatinib auf infektio-
logische Nebenwirkungen. Fir Patienten, die mehr als drei Zyklen Dasatinib erhielten,
konnte ein signifikant gesteigertes Risiko fur bakterielle Infekte ermittelt werden (Rodri-
guez et al., 2012).

Die Auswertung der grof3en klinischen Studien (u. a. DASISION), welche u. a. die Grund-
lage fur die Erstlinienzulassung darstellten, zeigten keine relevante Haufung von schwer-
wiegenden Infektkomplikationen unter Dasatinib (Al Ameri et al, 2009). Einzelne Zent-
rumsanalysen konnten jedoch Haufungen bestimmter Infektkomplikationen beschrei-
ben, die im Zusammenhang einer Medikation mit Dasatinib geschildert wurden und auf

welche im Folgenden eingegangen werden soll:

Chang et al. (2014) berichteten Uber zwei Falle opportunistischer Infektionen mit
Pneumocycstis jirovecii (PJP). Beide Patienten erhielten die Dasatinib-Therapie zum
Zeitpunkt der PJP-Diagnose bereits ber mehrere Monate (7 bzw. 12 Monate) und waren
in hamatologischer Remission. Sie erhielten jedoch zusatzlich Steroide und ein Patient
auch Chemotherapie, welche als unabhangige Risikofaktoren fiir das Auftreten opportu-
nistischer Infektionen angesehen werden. Zur Rolle von DZs im Kontext der Immunitét
gegenuber PJP sind nur begrenzte Daten publiziert. Diese deuten jedoch auf eine DZ-
vermittelte T-Zell-Aktivierung nach Kontakt mit 3-Glucan, einem Bestandteil der PJP-
Sporen (Otieno-Odhiambo et al., 2019).

Eine weitere Fallserie beschrieb bei 5 von 231 Patienten unter Dasatinib eine CMV-Co-
litis (Choi et al., 2018). Nach antiviraler Behandlung konnte die Medikation mit Dasatinib
ohne Komplikationen fortgesetzt werden. Ein anderer Fallbericht beschrieb eine CMV-

Hepatitis unter Dasatinib (Davalos et al., 2016).

CMV-Reaktivierungen stellen insbesondere im Kontext der alloSZT eine haufige Kom-
plikation dar. In einer Untersuchung von 109 Patienten mit CML oder Ph*™ ALL, welche
sich einer alloSZT unterzogen wurde die Haufigkeit einer CMV-Reaktivierung untersucht
(Prestes et al., 2017). Unter 13 CMV Seropositiven, die Dasatinib erhielten, fanden sich
8 Reaktivierungen (61,5 %). In der Kontrollgruppe, die keine TKI-Therapie bendétigte,
fanden sich unter den 50 CMV Seropositiven lediglich 17 Reaktivierungen (34 %). Hie-

raus berechneten sie eine 1-Jahres-Inzidenz fir das Auftreten einer CMV-Reaktivierung
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unter Dasatinib von 0,75 (95 % ClI, 0,33-0,99) vs. 0,33 (95 % ClI, 0,23-0,48) in der unbe-
handelten Gruppe. Die meisten CMV-Reaktivierungen traten in Abwesenheit einer Im-

munsuppression oder GvHD auf.

T- und NK-Zellen spielen nicht nur bei der Primarinfektion, sondern auch bei CMV-Re-
aktivierungen eine tragende Rolle (Mileti¢ et al., 2013). Deren Aktivierung im Kontext
viraler Infektionen wird wiederum von DZs reguliert (Tyznik et al., 2014). Die CMV-Re-
aktivierungen konnten dabei moéglicherweise durch eine unter Dasatinib beschriebe
Hemmung der T-Zell- (Weichsel et al., 2008; Blake et al., 2008; Schade et al., 2008; Fei
et al., 2008), NK-Zell- (Salih et al., 2010; Hassold et al., 2012) oder DZ-Funktion bedingt

sein.

4.3.4 Kombination von Dasatinib und Blinatumumab bei Ph* ALL

Auch bei der Behandlung der Ph* ALL fihrte die Hinzunahme der TKIs zur zytotoxischen
Chemotherapie zu einer deutlichen Verbesserung der Therapieerfolge mit einem 3-Jah-
res OS von 56-83 % (Ravandi et al., 2010; Rousselot et al., 2016, Sasaki et al., 2016).
Nach wie vor finden sich jedoch Rezidive, die eine intensivere Therapie erforderlich ma-
chen. In einer Phase Il Studie bei rezidivierten/refraktaren Ph* ALL Patienten konnte eine
Therapie mit Blinatumumab, einem bispezifischen CD3/CD19 Antikdrper, eine CR-Rate
von 36 % erreichen (Martinelli et al., 2015). Inwieweit die Kombination aus TKI und BIi-
natumumab die bisherigen Therapieerfolge noch weiter verbessern und dabei optima-
lerweise den Bedarf an zytostatischer Chemotherapie minimieren kdnnte, ist Gegen-
stand aktueller Untersuchungen. Die Gruppen um Assi (2017) und King (2019) unter-
suchten die Kombination aus TKI und Blinatumumab an 12 bzw. 11 Patienten im Rah-
men eines Ph* ALL Rezidivs. Beide Gruppen beschrieben dabei erfolgversprechende
Ergebnisse. In der Untersuchung von Assi und Kollegen kam es zwar zu einem Todes-
fall, mit einer schweren Pneumonie unter Dasatinib und Blinatumumab, insgesamt zeigte
sich mit einem 1-Jahres-OS von 73 % ein beachtliches Resultat. Die Gruppe um King
beschrieb bei 10 Patienten (91 %) ein anhaltendes Therapieansprechen nach einer
Nachbeobachtung von 10,8 Monaten. Auch hier kam es zu einem Todesfall, welcher

jedoch als Komplikation der konsolidierenden alloSZT gewertet wurde.

2020 publizierten Foa et al. die Ergebnisse aus einer einarmigen Phase Il Studie, welche

63 Erwachsene mit neu diagnostizierter Ph* ALL einschloss. Die Patienten erhielten
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zunachst eine Induktion mit Dasatinib und Glucocorticoiden Uber 85 Tage, gefolgt von
einer Konsolidierung mit 2 Zyklen Blinatumumab. Nach einer medianen Nachbeobach-
tung von 18 Monaten zeigte sich ein Gesamtiiberleben von 95 % und ein krankheitsfreies
Uberleben von 88 %. In der Nachbeobachtungszeit kam es lediglich zu 6 Rezidiven.
Insgesamt zeigten sich nur wenig héhergradige Toxizitaten und die einzigen Nebenwir-

kungen = Grad 3 waren 6 CMV-Reaktivierungen.

Die Wirksamkeit des bispezifischen CD3/CD19-Antikdrpers Blinatumumab wird u. a.
Uber eine Proliferation spezifischer T-Zellen vermittelt. Nachdem fir Dasatinib immun-
modulatorische Effekte auf T-Zellen beschrieben wurden (Weichsel et al., 2008; Blake
et al., 2008; Schade et al., 2008) untersuchten Foa et al. (2020) die in vitro Effektivitat
der Kombinationstherapie von TKIs und Blinatumumab auf Zellen von Ph* ALL Patien-
ten. Im Vergleich zur Blinatumumab-Monotherapie beschrieben sie fir die Kombination
mit den ABL/Src-Inhibitoren Dasatinib und Ponatinib eine verminderte T-Zell-Prolifera-
tion sowie erniedrigte IFNy-Konzentrationen in vitro. Diese Beobachtungen konnten fir
Imatinib und Nilotinib nicht bestatigt werden, so dass sie von einem Src-vermittelten Ef-
fekt ausgingen. Nach Auswaschen der ABL/Src-Inhibitoren aus dem Medium zeigte sich
eine partielle Reversibilitat. Bei CML-Patienten, die mit Dasatinib behandelt wurden,
konnte innerhalb von 4-8h nach Einnahme der Medikation ein Abfall der Plasmakonzent-
ration auf Werte unter 5 nM nachgewiesen werden (Shah et al., 2008). Inwiefern die
kurze Halbwertszeit der ABL/Src TKIs zu einer Wiederherstellung der Wirkung von Bli-
natumumab in Phasen niedriger Serumspiegel ausreicht oder inwiefern die wiederholte
Unterbrechung der T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion zu einer verminderten Bli-
natumumab-Wirksamkeit fihren konnte, blieb unklar und bedarf weiterer wissenschattli-

cher Untersuchungen.

Blinatumumab adressiert als bispezifischer CD3/CD19-Antikorper primar T- und B-Zel-
len. In einer Publikation konnten synergistische Effekte von Blinatumumab im Zusam-
menhang einer DZ-Vakzinierung nachgewiesen werden (Wu et al., 2019). Zu direkten
Auswirkungen der Behandlung mit Blinatumumab auf DZs gibt es bislang keine publi-
zierten Daten. Inwieweit eine zielgerichtete Antikdrpertherapie eine anhaltende DZ-ver-

mittelte Immunogenitat bewirken kdnnte, wére von klinischer Relevanz.
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4.3.5 Dasatinib zeigt in Kombination mit Immuncheckpointinhibitorthera-

pie potenziell kontraproduktive Effekte

CTLA-4 ist ein Molekul mit Gberwiegend tolerogenen Eigenschaften, welches in der DZ-
T-Zell-Interaktion eine wichtige Rolle Ubernimmt (Chen et Flies, 2013; Walker et
Sansom, 2015). Die Einfihrung des Immuncheckpointinhibitors Ipilimumab und dessen
breiter klinischen Einsatz riickte es noch weiter in den Focus wissenschaftlichen Interes-
ses. Die Expression von CTLA-4 auf Tregs flhrt zu einer verminderten Expression von
CD80 und CD86 auf DZs, was wiederum tolerogene Eigenschaften der DZs fordert
(Oderup et al., 2006, Wing et al., 2008).

Es gibt Hinweise, dass die Zugabe myeloider DZs zu einer Verbesserung des Therapie-
erfolgs einer Immuncheckpointinhibitortherapie beitragen konnte. Hiervon kdnnten auch
Patienten profitieren, die kein oder nur ein unzureichendes Ansprechen auf alleinige Im-
muntherapie zeigten (Schwarze et al., 2020). Eine Phase Ib Studie untersuchte Effekte
einer Kombination von Ipilimumab und Dasatinib (D’Angelo et al., 2017) bei 28 refrakta-
ren Patienten mit gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) und anderen Sarkomen. Die
Autoren beschrieben hierbei zwar eine gute Vertraglichkeit der Kombinationstherapie
von Dasatinib/Ipilimumab, jedoch liel3 sich kein verbessertes Therapieansprechen bele-
gen. Mdglicherweise bewirkt die Medikation mit Dasatinib in diesem Zusammenhang ei-

nen immuninhibitorischen Effekt.

Weitere Kombinationen aus Immuncheckpointinhibitoren und Dasatinib befinden sich
derzeit in klinischer Erprobung, inwiefern sich die bereits hier publizierten Ergebnisse

reproduzieren lassen, bleibt abzuwarten.

4.3.6 Dasatinib als An-/Aus-Schalter von CAR-T-Zelltherapien

Adaptive Immuntherapie mit genetisch veranderten CAR (,chimeric antigen receptor®) T-
Zellen ist eine relativ neue Therapiesaule in der Hamatoonkologie. CD19-spezifische
CAR-T-Zellen wurden bereits zur Behandlung von B-Zell-Malignomen fur Kinder und Er-
wachsene zugelassen (June et Sadelain, 2018; Sadelain et al., 2017). Daneben befin-
den sich zahlreiche CAR-T-Zellprodukte, welche gegen unterschiedliche Malignome ein-
gesetzt werden konnten, in klinischer Erprobung. Als ,lebendige” Medizin besitzen sie
bereits als Einmalgabe die Fahigkeit tber Jahre im Empfanger zu persistieren und sich

nach spezifischer Antigen-Exposition zu expandieren (Turtle et al., 2016; Park et al.,
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2018). Einzelne Patienten erleiden jedoch ernsthafte und bisweilen lebensbedrohliche
Toxizitaten. Zu diesen zahlt v. a. das Zytokinfreisetzungssyndrom (,cytokine releasing
syndrome®, CRS), welches Uber die Freisetzung bestimmter proinflammatorischer Zyto-
kine (u. a. IL-6) vermittelt wird. Hieran sind T-Zellen, aber auch Zellen des angeborenen
Immunsystems beteiligt (Hay et al., 2017; Giavridis et al., 2018; Norelli et al., 2018).
Bisherige Therapieansatze bestehen aus Antagonisierung von IL-6 sowie systemischer
Immunsuppression mit Glukokortikoiden (Neelapu et al., 2018). Die Signalweitergabe
i. R. des CRS ahnelt sehr dem klassischen Aktivierungsweg tber den TZR und beinhal-
tet die Autophosphorylierung von SFKs (Karlsson et al., 2015; Rydzek et al., 2019).

Weber und Kollegen (2019) beschrieben in vitro ab 10 nM Dasatinib eine verminderte
Tumorlyse, welche mittels Biolumineszenz gemessen wurde. Dies korrelierte auch mit
einer verminderten Zytokinsekretion. Ab einer Dosis von 100 nM blockierte Dasatinib
vollstandig wichtige CAR-T-Zell-Funktionen. Nach kurzer wie auch langerer Behandlung
fuhrte das Absetzen der Dasatinib-Therapie zu einer Erholung der CAR-T-Zell-vermittel-
ten Effekte. Die Autoren schlossen hieraus eine vollstdndige und rasche Reversibilitét.
An Biolumineszenzuntersuchungen im Mausmodell beschrieben sie unter Dasatinib eine
Expansionshemmung der CAR-T-Zellen. Auch humorale Mediatoren, welche bei Patien-
ten mit CRS nachgewiesen werden kdnnen, wurden durch Dasatinib supprimiert.

In einer weiteren Publikation (Mestermann et al., 2019) wurde eine komplette Blockade
der Zell-Lyse mit 100 nM Dasatinib beschrieben. Parallel konnte dabei auch eine voll-
stéandige Inhibition der IFNy- und GM-CSF-Produktion nachgewiesen werden. Unter
Dexamethason hingegen, welches bisher die Erstlinientherapie i. R. eines CRS darstellt,
wurde selbst in hohen Dosen nur eine verzdogerte und unvollstandige Hemmung be-
schrieben. Auch eine Stimulation des endogenen T-Zell-Rezeptors konnte die Dasatinib-
vermittelte Wirkung nicht kompromittieren. Bereits 2h nach Auswaschen von Dasatinib
aus dem Zellmedium konnte eine spezifische Lysefahigkeit von 50 % der initialen Inten-
sitat gemessen werden. Innerhalb von 7h zeigte sich die Funktion vollstéandig erholt. Fur
einen anhaltenden Effekt war eine kontinuierliche Konzentration von = 40 nM erforder-
lich. In einem Xenograft-Modell eines Lymphoms konnten die Autoren dabei einen ne-
gativen Einfluss auf den Therapieerfolg i. R. einer 48-stiindigen Blockade der CAR-T-

Zell Therapie ausschlieRen.

Unisono schlossen die beiden Arbeitsgruppen aus den Ergebnissen, dass eine intermit-
tierende und/oder niedrig dosierte Dasatinib-Gabe die CAR-T-Zell-assoziierte Toxizitat

vermindern kdnnte, ohne dabei die Antigen-spezifische Wirksamkeit zu supprimieren.
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5 Zusammenfassung

Der Multikinase-Inhibitor Dasatinib zeigt in vitro und in vivo immunmodulatorische Ef-
fekte. In der Generierung von Immunantworten Ubernehmen DZs eine zentrale Rolle.
Ziel dieser Arbeit war es, Effekte von Dasatinib auf die in vitro Generierung und grund-

legende Funktionen von moDZs zu untersuchen.

Dasatinib modulierte dosisabhangig die moDZ-Generierung. Die Anwesenheit von
50 nM Dasatinib wahrend der Zellkultur fihrte zu einer Expressionsreduktion von CD1l1a
bei Persistenz von CD14. Dabei fand sich eine aberrante Population (CD1a* CD14%) von
ca. 10 %. Teilweise kdnnte die Hemmung der moDZ-Generierung durch toxische Effekte
bedingt sein, da unter 50 nM Dasatinib eine signifikant erhéhte Apoptose-/Nekroserate
der moDZs induziert wurde. Die Endozytosefahigkeit unreifer moDZs blieb unter Dasa-
tinib unverandert. Dasatinib beeinflusste jedoch wichtige Effektorfunktionen von reifen
moDZs. Auf zellularer Ebene bewirkte 50 nM Dasatinib eine signifikante Inhibition der
Expression von CD80 und CD86. Auf humoraler Ebene zeigte sich dabei eine signifikant
verminderte IL-12 Konzentration. Diese Effekte wurden in der Literatur mit tolerogenen
Eigenschaften von moDZs in Verbindung gebracht.

Im Gegensatz zu den fur Imatinib publizierten Daten, fand sich auf molekularer Ebene
keine verminderte nukleédre Translokation von RelB nach Stimulation mit LPS. Dagegen
lie3 sich eine breite Modulation der Tyrosinphosphorylierung im Westernblot nachwei-

sen, u. a. in dem fir die SFKs typischen Bereich um 60 kDa.

Zwischenzeitlich beschrieben verschiedene Arbeitsgruppen in vitro und in vivo immun-
modulatorische Effekte von Dasatinib auf DZs. Aus den publizierten Daten ergaben sich
Hinweise, dass Dasatinib neben seiner Funktion als BCR-ABL-Inhibitor auch als Immun-
modulator oder als immunologisches Adjuvanz eingesetzt werden kénnte. Hierbei erga-
ben sich Anhaltspunkte, dass immunologische Co-Mediatoren und Unterschiede in der

pharmakokinetischen Applikation diese Effekte wesentlich beeinflussen kdnnten.
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Abkurzungsverzeichnis
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Ak
ALL
APZ
APS
Aqua dest.
BC
BS
BSA
bspw.
CAR
CCyR
CD
CML
CMV
Dz

DMSO

7-Amino-actinomycin D

Grad Celsius

Mikro (x 10°)

Abbildung

Antik6rper

akute lymphatische Leukéamie

antigenprasentierende Zelle (,antigen presenting cell“, APC)
Ammoniumpersulfat

Aqgua destillata (einfach destilliertes Wasser)

Leukozytenfilm aus Vollblutspende (,buffy coat®)
Brutschrank (37°C, 5 % COy)

Bovines Serumalbumin

beispielsweise

chimarer Antigenrezeptor (,chimeric antigen receptor)
komplette zytogenetische Remission (,complete cytogenetic remission®
Differenzierungsmarker (,cluster of differentiation®)
chronisch myeloische Leukamie

Cytomegalievirus

dendritische Zelle (,dendritic cell*)

Dimethysulfoxid



ECL
EDTA
FACS
FCS
FITC

FSC

GM-CSF

GvHD

GvL

HEPES
Hu., hu.

iDZ

INF
Kap.
KM-DZ

KS

LGL
LPS

LRC

Abkirzungsverzeichnis

verstarkte Chemielumineszenz (,enhanced chemiluminescence®)
Ethylendiamintetraacetat

Durchflusszytometer (“fluorescence activated cell sorter”)

fetales Kalberserum (,fetal calf serum®)

Fluoreszeinisothiocyanat

Vorwartsstreulicht (,forward scatter

Gramm

Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor

AbstofRungsreaktion nach Stammzelltransplantation

(“graft-versus-host-disease”)

antileukamischer Effekt (“graft-versus-leukemia”)

hora (lat.: Stunde)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonséure
human

unreife dendritische Zelle (,immature dendritic cell”)
Interleukin

Interferon

Kapitel

aus Knochenmark gewonnene dendritische Zellen
Kuhlschrank (4°C)

Liter

grolde granulierte Lymphozyten (“large granular lymphocytes”)
Lipopolysaccharide

Leukozytendepletionskammer (“leukocyte reduction chamber”)



LZ

MACS
mDZ

moDZ

MFI
MHC |
MHC 1l
min
MW

NaCl

NRTK
(ON)

PAMP

PBMC
PBS

PE
Pen/Strep
PFA

PGE:

Abkirzungsverzeichnis

Langerhans Zellen

milli (x 10°3)

molar (mol/l)

magnetische Zellsortierung (“magnetic cell sorting”)
reife dendritische Zelle (“mature dendritic cell”)

aus Monozyten generierte dendritische Zelle
(“monocyte-derived dendritic cell”)

mittlere Fluoreszenzintensitat (“mean fluorescence intensity”)
Haupthistokompatibilitatskomplex | (“major histocompability complex”) |
Haupthistokompatibilitatskomplex Il (“major histocompability complex”) 1l
Minute(n)

Mittelwert

Natriumchlorid

nano (x 107%)

nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen

Gesamtuberleben (“overall survival”)

Pathogen-typische Molekilstrukturen

(,pathogen-associated molecular patterns®)

mononuklearen Zellen im Blut (“peripheral blood mononuclear cell”)
phosphatgepufferte Salzldsung (“phosphate buffered saline”)
Phycoerythrin

Penicillin/Streptomycin

para-Formaldehyd

Prostaglandin E»



Ph*
PMSF
PRR
rpm
RT
SD
SDS
SFK

SSC

Tab.
Th
TKI
TLR
TNF
Treg

TZR

Xg

Abkirzungsverzeichnis

Philadelphia-Chromosom positive
Phenylmethylsulfonylfluorid

Pathogen-spez. Rezeptoren (“pathogen-related receptors®)
Umdrehungen pro Minute (“rounds per minute”)
Raumtemperatur (ca. 22°C)

Standardabweichung (“standard deviation”)
sodiumdodecylsulfate

Kinasen der Src-Familie (,src-family kinases®)

Seitwartsstreulicht (,side scatter”), Messparameter des Durchflusszyto-

meters fur die Granularitat und Oberflachenbeschaffenheit von Partikeln
Tabelle

T-Helferzellen

Tyrosinkinaseinhibitoren

Toll-dhnlicher Rezeptor (,Toll-like receptor®)

Tumornekrosefaktor

requlatorische T-Zellen

T-Zell-Rezeptor

multipliziert mit der Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
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