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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Das Immunsystem: Zwischen Verteidigung und

Selbsttoleranz

Das Immunsystem des Menschen besitzt effiziente Abwehrstrategien
gegenuber einer Vielzahl von Krankheitserregern sowie gegenuber krankhaft
veranderten Zellen des eigenen Korpers. Dies ist ein sensibles und komplexes
Gleichgewicht, das eine feine Abstimmung der einzelnen Komponenten
verlangt. Eine zu starke Immunreaktion kann sich in Allergien oder
Autoimmunkrankheiten aufRern, wahrend ein geschwachtes Immunsystem fir
Infektionskrankheiten oder Tumoren pradisponieren kann. Traditionell wurde in
der Wissenschaft unterschieden zwischen einer angeborenen Immunitat, die
ohne eine vorherige Sensibilisierung und Antigenerkennung funktioniert, und
einer adaptiven Immunitat, die gezielte und lernfahige Abwehrmechanismen
besitzt [Cooper, Alder 2006]. Heute weil3 man, dass diese Subsysteme in einer
subtilen Interaktion stehen und erst das Zusammenspiel der beiden fir eine

erfolgreiche Immunabwehr verantwortlich ist [Clark, Kupper 2005].

1.2 NK-Zellen

1.2.1 Definition

Ein wichtiges Element der angeborenen Immunitat sind die Natirlichen Killer
(NK-) Zellen. Diese stellen 10 bis 15% der peripheren Blutlymphozyten dar und
finden sich auf3er im Blut auch in lymphatischen Geweben sowie in der Leber
und der Plazenta [Cerwenka, Lanier 2001].

Sie werden definiert Uber die Oberflachenmarker (,Cluster of differentiation®,
CD) CD56 und CD16 bei gleichzeitigem Fehlen des T-Zell-typischen Markers
CD3 [Robertson, Ritz 1990]. 90% der NK-Zellen im peripheren Blut zeigen eine
hohe Dichte an CD16 bei geringer Expression von CD56, sogenannte CD56%"-
Zellen, die vor allem zytotoxisch aktiv sind. Die andere Subpopulation, die

vermehrt CD56 (CD56"™) exprimiert, hat vor allem eine regulatorische
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Funktion, die sich in der Produktion von Zytokinen manifestiert [Cooper,
Fehniger, Caligiuri 2001; Caligiuri 2008] Neuere Arbeiten gehen davon aus,
dass CD56"".Zellen und CD56%™-Zellen nicht zwei verschiedene
Subpopulationen, sondern Ausdruck unterschiedlicher Funktionszustande im
Rahmen einer dynamischen Entwicklung sind [Chan et al. 2007; Romagnani et
al. 2007; Caligiuri 2008].

Von den NK-Zellen abzugrenzen sind Naturliche Killer T-Zellen (NKT)-Zellen,
die sowohl T-Zell-Rezeptoren (CD3) exprimieren, als auch NK-Zell-typische
Oberflachenmarker (CD16, CD56, CD161) besitzen wund funktionelle
Eigenschaften beider Zellarten besitzen [Godfrey et al. 2004].

1.2.2 Eigenschaften von NK-Zellen

Die Rolle der NK-Zellen im Immunsystem ist vielfaltig. Veranderungen der
korpereigenen Zellen, die durch Viren oder Tumorzellen hervorgerufen werden,
konnen aktivierende Signale fur NK-Zellen darstellen [Biron et al. 1999; Vivier et
al. 2008]. Die wichtigsten Eigenschaften der NK-Zelle sind die Zytotoxizitat
gegenuber krankhaft veranderten Zellen sowie die Produktion von Zytokinen,

Uber die das Mikromilieu einer Entziindungsreaktion verandert wird.

1.2.2.1 Expansion

Die Expansion von NK-Zellen ist Teil des Aktivierungsprozesses der NK-Zellen
und kann utber Interleukine (IL), u. a. IL-12, IL-15 und IL-18 vermittelt werden
[Biron et al. 1999]. Im Mausmodell wurde eine bis zu zehnfache Vermehrung
der NK-Zellen als Reaktion auf eine murine CMV-Infektion beobachtet [Dokun
et al. 2001]. Seit kurzem ist bekannt, dass nicht nur T- und B-Zellen ein
immunologisches Gedachtnis haben, sondern auch NK-Zellen. Es konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass beim zweiten Kontakt mit dem CMV-Virus
die erneute klonale Expansion der NK-Zellen mit einer verstarkten
Effektorfunktion verbunden ist [Sun et al. 2009].
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1.2.2.2 Zytotoxizitat

Die Haupteffektorfunktion der NK-Zellen besteht in der zytotoxischen Wirkung
gegebentber transformierten Zellen wie virusinfizierten Zellen oder
Tumorzellen. Die naturliche Zytotoxizitat kann ohne vorherige Antikdrperbildung
stattfinden und ist damit eine frihe Antwort des Immunsystems. Der
hauptsachliche Mechanismus der Zellzerstérung, d.h. die Lyse der Zelle,
beruht auf der Exozytose von zytotoxischen Granula, die Perforin oder
Granzyme enthalten [Smyth et al. 2005]. Zum anderen kann die Zytotoxizitat
Uber sogenannte Todesrezeptoren vermittelt werden, d.h. Gber den Fas/Fas-
Liganden oder TRAIL, den TNF-related apoptosis-inducing ligand [Screpanti et
al. 2001; Smyth et al. 2005]. IL-12, ein Signalmolekil, das vor allem von
dendritischen Zellen, aber auch von bestimmten Tumorzellen sezerniert wird,
regt NK-Zellen nicht nur zur Expansion an [Kobayashi et al. 1989], sondern
steigert auch die Produktion von TRAIL und Perforin [Zhang et al. 2008]. Neben
der natirlichen Zytotoxizitat, die ohne Antikdrperbildung maéglich ist, gibt es
auch antikorpervermittelte  Zytotoxizitat, d.h. NK-Zellen koénnen mit
Immunglobulinen markierte Zellen erkennen und zerstéren [Vivier et al. 2008].

Bei der natlrlichen Zytotoxizitat der NK-Zellen, die im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurde, besteht das wichtigste Prinzip der Erkennung von krankhaft
veranderten Zellen im sogenannten ,Missing-self [Karre 2002]: Normale
korpereigene Zellen exprimieren ein sogenanntes Histokompatibiliatskomplex-
Klasse-I-Oberflachenmolekll (,Major histocompatibility complex“-I, MHC-I),
welches von inhibitorischen Rezeptoren der NK-Zelle (,killer-cell
immunoglobulin-like receptors®, KIRs) erkannt wird. Bei krankhaften Prozessen
wird das MHC-I oft nicht mehr oder nur verandert exprimiert. Dies fuhrt zu einer
Aktivierung der NK-Zelle, da diese nun nicht mehr durch vorhandenes MHC-I
Uber inhibierende KIR-Rezeptoren gehemmt wird. In Experimenten zur
Messung der natirlichen Zytotoxizitdt werden daher traditionell K562-Zellen
verwendet, die kein MHC-I exprimieren und somit gut durch NK-Zellen lysiert
werden kdnnen [Lozzio, Lozzio 1975; Drexler 1994]. Die erythroleukdmische
Zelllinie K562 stammt von einer Patientin mit chronisch-myeloischer Leukamie

(CML) in der Blastenkrise und kann daher als Modell fir die immunologischen
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Abwehr von Tumorzellen durch NK-Zellen verwendet werden [Lozzio, Lozzio
1975; Drexler 1994].
Die Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegenlber zu lysierenden Zielzellen ist ein
komplexer Prozess, der prinzipiell in folgende Phasen eingeteilt werden kann
[Yatin M. Vyas 2002; Zompi, Colucci 2005]:

(1) Bilden einer immunologischen Synapse

(2) Interagieren von inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren mit

Liganden der Zielzelle

(3) Signaltransduktion innerhalb der NK-Zelle

(4) Polarisation der zytotoxischen Granula

(5) Degranulation
Die dargestellten Phasen und ihre Regulationsmechanismen werden im
Folgenden kurz naher charakterisiert.
Der Begriff der immunologischen Synapse soll versinnbildlichen, dass ein
Kontakt zwischen der NK-Zelle und der Zielzelle notwendig ist, der Uber
Adhasionsmolekile vermittelt wird [Riteau et al. 2003].
Nachdem der Kontakt zwischen NK-Zelle und Zielzelle hergestellt wurde, ist fur
die Aktivierung der NK-Zelle entscheidend, ob die Signale der aktivierenden
oder inhibierenden Rezeptoren auf der Oberflache der NK-Zellen Gberwiegen
[Lanier 2003]. Als wichtiger aktivierender Rezeptor sei reprasentativ NKG2D
erwahnt, der durch eine Vielzahl von Liganden aktiviert wird, die u.a. mit
zellularem Stress in Verbindung stehen [Lépez-Larrea et al. 2008]. Die
intrazellulare Signalweiterleitung findet vor allem Uber Kinasen der Src- und
Syk-Familie statt [Vivier et al. 2004]. Dies fuhrt Gber die Aktivierung des ERK
(extracellular signal-regulated kinase)-Signalwegs bzw. Uber die p38-MAP-
Kinase oder die JNK (c-Jun N-terminale Kinase) zur Polarisation der Granula
[Trotta et al. 2000; Yatin M. Vyas 2002; Chen et al. 2007].
Die Exozytose der zytotoxischen Granula ist abhangig von einem Anstieg des
zytosolischen Calciums und wird induziert Uber Signalwege, die u.a. von Src-
Kinasen und von der Proteinkinase C (PKC) abhéngig sind [Ting et al. 1992,
Yenan T. Bryceson 2006]. Wéahrend dieses Prozesses exprimieren NK-Zellen
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CD107a und CD107b, die als Oberflachenmarker fir die lysosomale Exozytose
von Granula gelten [Betts et al. 2003; Alter et al. 2004].

1.2.2.3 Zytokinproduktion

Neben der Zytotoxizitat ist die Produktion von Zytokinen die wichtigste
Effektorfunktion der NK-Zellen, die typischerweise von CD56"" Zellen
ausgelibt wird [Caligiuri 2008]. Uber Interferon (IFN)-y und Tumornekrosefaktor
(TNF)-a. nehmen die NK-Zellen eine regulatorische Funktion im Immunsystem
ein und beeinflussen andere Elemente des Immunsystems wie dendritische
Zellen und T-Zellen (s. 1.2.3). Neben IFN-y und TNF-a werden auch andere
Signalmolekile produziert, darunter der Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierende Faktor (GM-CSF), IL-10 und IL-13 [Cooper, Fehniger, Turner et
al. 2001]. Dadurch ergibt sich fur die NK-Zelle ein wichtiger Einfluss auf das
Mikromilieu einer Entziindungsreaktion [Agaugue et al. 2008]. Nicht nur wegen
des Einflusses auf andere Immunzellen stellt IFN-y ein bedeutendes Zytokin der
NK-Zelle da, sondern auch wegen des direkten Hemmeffekts auf die
Proliferation von virusinfizierten Zellen und Tumorzellen [Maher et al. 2007].

NK-Zellen kdnnen zur Produktion von Zytokinen durch IL-12 zusammen mit

anderen Costimulatoren aktiviert werden [Caligiuri 2008].

1.2.3 Interaktion mit anderen Immunzellen

Fur eine erfolgreiche Immunabwehr ist ein komplexes Zusammenspiel der
einzelnen Teile des Immunsystems von entscheidender Bedeutung. Uber
Zytokine, aber auch andere Mechanismen stehen NK-Zellen in gegenseitiger
Interaktion mit anderen Immunzellen. NK-Zellen kénnen dendritische Zellen
Uber TNF-a, IFN-y sowie Uber direkten Zell-Zellkontakt aktivieren und so die
Reifung zu einer Antigen-préasentierenden Zelle induzieren [Mailliard et al. 2003;
Walzer et al. 2005]. Dendritische Zellen wiederum regen NK-Zellen Uber die
Sekretion von IFN-a/B, IL-12, IL-18 und II-15 zur Zytokinproduktion und zur
Proliferation an und kénnen das zytotoxische Potential steigern [Walzer et al.
2005; Long 2007; Lucas et al. 2007]. Uber IFN-y oder indirekt (ber die

Interaktion mit dendritischen Zellen geben NK-Zellen aktivierende Signale fur
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naive T-Zellen [Martin-Fontecha et al. 2004]. T-Zellen wiederum stimulieren NK-
Zellen Uber die Sekretion von IL-2 zur Proliferation, Zytotoxizitdt und
Zytokinproduktion [Fehniger et al. 2003]. NK-Zellen kodnnen auch die
Immunantwort durch T-Zellen verandern, indem sie aktivierte T-Zellen zerstoren
[Rabinovich et al. 2003].

1.2.4 Klinisch-therapeutische Relevanz von NK-Zellen

Die Abwehr von virusinfizierten Zellen und Tumorzellen lber die Zytotoxizitat
sowie die Interaktion der NK-Zellen mit den Zellen des adaptiven
Immunsystems machen die NK-Zelle zu einem wichtigen Spieler eines
funktionierenden Immunsystems. Medikamentose Einflussnahme auf die
Effektorfunktionen dieser Zelle kann sowohl von Vorteil sein als auch zu
vermehrten unerwinschten Wirkungen fuhren. Eine Hemmung konnte eine
erhohte Infektanfalligkeit oder Tumorprogression verursachen. Bei einigen
Autoimmunerkrankungen wiederum kodnnte sich eine kompromittierte NK-
Zellfunktion positiv auswirken, da in aktuellen Publikationen eine Rolle von NK-
Zellen und deren Rezeptoren in der Pathogenese von Autoimmunreaktionen
belegt wurde [Bahram et al. 2005; Eagle, Trowsdale 2007].

NK-Zellen koénnen aufRerdem bei der haploidentischen T-Zell-depletierten
Stammzelltransplantation leukamische Zellen des Empfangers zerstéren, ohne
eine gefahrliche Absto3ungsreaktion zu induzieren, die Gber T-Zellen vermittelt
wird [Ruggeri et al. 2007]. Eine medikamentdse Modulierung der NK-Zell-
Effektorfunktionen kdnnte diesen positiven Effekt verstarken.

Die Idee, das Potential von aktivierten NK-Zellen gegen Krebserkrankungen
nutzbar zu machen, ist Gegenstand intensiver Forschung und zeigt zwar
Fortschritte, ist aber leider bislang nicht so erfolgreich wie theoretisch denkbar
[Terme et al. 2008]. So ist beispielsweise eine Immunstimulation mit IL-2 oder
eine zellulare Immuntherapie mit voraktivierten NK-Zellen, die bei 15-30% der
Patienten mit Nierenzellkarzinom oder Melanom zu einem klinischen
Ansprechen fihrt, u.a. durch schwere Nebenwirkungen limitiert [Rosenberg et
al. 1993; Udai S. Kammula 1998].
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1.3 Tyrosinkinaseinhibitoren und NK-Zellen

Krankheitsprozesse uber eine geschickte medikamentdose Modulation des
Immunsystems zu beeinflussen, ist weiterhin eine Herausforderung fiur die
Wissenschaft. Fur den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib wurden in vitro NK-Zell-
abhangige anti-Tumoreffekte beschrieben [Borg et al. 2004]. AuRerdem wurde
gezeigt, dass Imatinib die immunologische Synapse zwischen NK- und Zielzelle
behindert, die NKG2D-Liganden verandert und so indirekt Einfluss auf die NK-
Zell mediierte Lyse gewinnt [Cebo et al. 2006]. Die immunmodulatorischen
Effekte von Imatinib oder anderen Tyrosinkinaseinhibitoren sind noch
unvollstandig verstanden und daher bisher im klinischen Alltag noch nicht
genutzt. Imatinib ist derzeit der Goldstandard in der Behandlung der CML,
deren Prognose dadurch erheblich verbessert wurde [Druker et al. 2006]. Die
BCR-ABL-Tyrosinkinase, die fir die klonale Expansion von Leukozyten der
myeloischen Linie verantwortlich ist, wird durch Imatinib gezielt gehemmt
[Druker et al. 2001]. Leider treten bei einigen Patienten Resistenzen auf, die
meist durch Punktmutationen bedingt sind [Apperley 2007]. Dies hat zur

Entwicklung von Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation gefihrt.

1.3.1 Dasatinib als Multikinaseinhibitor

Einen Tyrosinkinase-Inhibitor der zweiten Generation stellt Dasatinib (Sprycel®,
BMS-354825, Bristol-Myers-Squibb) dar, der auch bei Imatinib-Resistenz
Wirksamkeit zeigt [Shah et al. 2004]. Fir diese Indikation, sowie bei
Philadelphia-Chromosom-positiver akuter Leuk&mie ist das Medikament derzeit
in Deutschland zugelassen. Dasatinib zeigt eine vielfach hohere Potenz
gegeniber BCR-ABL und inhibiert dariber hinaus eine Vielzahl von
Proteinkinasen, darunter Kinasen der Src-Familie wie Lyn, Fyn und Lck,
aul3erdem den Stammzellfaktor-Rezeptor c-Kit, den Rezeptor fiir den Plattchen-
Wachstumsfaktor (PDGF-R) und den Ephrin-Rezeptors EphA2 [Lombardo et al.
2004; Rix et al. 2007; Hantschel et al. 2008]. Aus dem breiten
Inhibitionsspektrum von Dasatinib ergeben sich auch Risiken, da neben

Tumorzellen auch gesunde Immunzellen gehemmt werden, was zu
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Myelosuppression und Pleuraergussen fuhren kann [Hochhaus et al. 2008;
Goldblatt et al. 2009]. Als Ursache fur die Pleuraergisse wird eine
immunmediierte Pathogenese diskutiert [Hugues de Lavallade 2008].

Aktuelle Publikationen belegen immunsuppressive, bzw. immunmodulatorische
Effekte von Dasatinib: Bei T-Zellen wurde eine Hemmung der Proliferation,
Aktivierung und Zytokinproduktion beobachtet, die auf eine Inhibition der
Tyrosinkinase Lck zurlckgefuihrt wird [Schade et al. 2008; Weichsel et al.
2008]. AulRerdem wurde eine Inhibition der Zytotoxizitat von NK-Zellen gezeigt
[Blake et al. 2008]. Diese Beobachtungen kdnnen erste Schritte fur den Einsatz
als Immunsuppressivum bedeuten, zeigen aber auch potentielle Risiken im
Sinne einer beeintrachtigten Immunabwehr wahrend einer onkologischen

Therapie auf.

1.3.2 Src-Kinasen regulieren NK-Zellfunktionen

Dasatinib ist ein potenter Inhibitor der Src-Kinasen, die an entscheidenden
Schnittstellen der Aktivierung und der Vermittlung von Effektorfunktionen von
NK-Zellen stehen. Die Src-Kinase Lck ist beteiligt an der Signaltransduktion von
IL-12, das bei der Expansion und der Zytokinproduktion der NK-Zellen eine
zentrale Rolle spielt [Pignata et al. 1995]. AuRerdem wird der Prozess der
Zytotoxizitdt von Src-Kinasen reguliert, sowohl auf der Ebene der
immunologischen Synapse, als auch bei der intrazellularen Signaltransduktion
der Rezeptoren der NK-Zelle und bei der Exozytose der zytotoxischen Granula
[Yatin M. Vyas 2002; Bernardini et al. 2005; Yenan T. Bryceson 2006].

1.3.3 Fragestellung: Einfluss von Dasatinib auf Funktionen von
NK-Zellen

Eine potentielle Modulation der zytotoxischen Aktivitat und Zytokinproduktion
von NK-Zellen durch Dasatinib als Inhibitor von Src-Kinasen birgt Chancen,
neue Therapiestrategien gegenidber malignen Erkrankungen oder Autoimmun-
erkrankungen zu identifizieren sowie die bereits bewahrte Therapie der CML zu
optimieren. Die Wirkung von Dasatinib auf NK-Zellen ist bislang noch

unvollstandig untersucht. So wurde eine Expansion von NK-, bzw. NKT-Zellen
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in vivo bei Patienten wahrend einer Dasatinib-Therapie beobachtet, was mit
einer besseren Prognose verbunden war [Kim et al. 2009; Mustjoki et al. 2009].
Blake und Kollegen beobachteten eine inhibierenden Effekt von Dasatinib auf
die Zytotoxizitat von NK-Zellen [Blake et al. 2008]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden dariber hinausgehend die Wirkung von Dasatinib auf die
Effektorfunktionen von NK-Zellen in vitro nach Kurz- und Langzeiteffekten
differenziert und neben der Zytotoxizitat auch die Expansionskapazitat und die
Zytokinproduktion der NK-Zellen evaluiert.

Dabei wurden klinisch relevante Konzentrationen von 10 nM und 50 nM
verwendet, was bei der derzeit tblichen Dosierung von 2 x 70 mg pro Tag etwa
der Talkonzentration und einer hohen durchschnittlichen Konzentration
entspricht [Brave et al. 2008; Wang et al. 2008].

Die Wirkung von Dasatinib auf NK-Zellen wurde anhand folgender

Fragestellungen analysiert:

1. Beeinflusst Dasatinib die Expansion von NK-Zellen aus den
Lymphozyten gesunder Spender?

2. Zeigen sich Langzeiteffekte auf die Zytotoxizitat, Degranulation und
Zytokinproduktion von NK-Zellen, die wahrend der Expansion mit
Dasatinib behandelt wurden?

3. Induziert Dasatinib Apoptose und Nekrose bei NK-Zellen?

4. Wird die Zytotoxizitat, Degranulation und Zytokinproduktion von NK-
Zellen gegenuber K562-Zellen bei direkter Anwesenheit von Dasatinib
beeinflusst?

5. Andert sich die zytotoxische Aktivitat, Degranulation und die
Zytokinproduktion der NK-Zellen durch eine Vorbehandlung der
Zielzellen K562 mit Dasatinib?
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2.1 Reagenzien

Reagenz

Hersteller

7-Aminoactinomycin D (7-AAD)

Becton Dickinson, Heidelberg

Albumin Fraktion V, biotinfrei (Bovines
Serumalbumin, BSA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Annexin V binding buffer

Becton Dickinson, Heidelberg

Annexin V- Phycoerythrin (Annexin V-
PE)

Becton Dickinson, Heidelberg

Aqua destilliata

Delta Select, Dreieich

Brefeldin A

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Calcium lonophor A23187

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Carboxyfluorescein Diacetat
Succinimidylester (CFSE) CellTrace™

Invitrogen, Karlsruhe

Cytofix wash

Becton Dickinson, Heidelberg

Cytofix/Cytoperm™

Becton Dickinson, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Klinikapotheke der Medizinischen
Klinik und Poliklinik I, Wirzburg

Erythrozyten-Lysepuffer

Becton Dickinson, Heidelberg

FACS Clean, Flow, Rinse

Becton Dickinson, Heidelberg

Fetales Kalberserum (FCS)

- Chargen-Nr. S0115/0452H
(Experimente zur NK-Zellexpansion,
Zytotoxizitat, Zytokinproduktion und
Degranulation bei Stimulation mit
PMA/Ca?*lonophor)

- Chargen-Nr. K0O03628D

(Experimente zur Zytokinproduktion von
NK-Zellen bei Stimulation mit K562-

Zellen)

Biochrom AG, Berlin

PAN Biotech, Aidenbach
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Ficoll-Hypaque

PAN Biotech, Aidenbach

Golgi Stop

Becton Dickinson, Heidelberg

IL-12 ELISA (p70) OptEIA™

Becton Dickinson, Heidelberg

Interferon (IFNy )-PE

Becton Dickinson, Heidelberg

L-Glutamin

PAN Biotech, Aidenbach

LightCycler™ t(9;22) Quantifikation Kit

Roche, Mannheim

monoklonale Antikorper:

- CD16-Allophycocyanin (APC);

Klon VEP13

- CD56-APC; Klon AF12-7H3

- CD3-Peridinin-Chlorophyll-Protein
(PerCP); Klon SK7

- CD14-Phycoerythrin (PE); Klon TUK 4
-CD 107a-Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC); Klon H4A3

- CD 107b-FITC; Klon H4B4

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Biosciences, San Jose, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

PAN Biotech, Aidenbach

Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

PAN Biotech, Aidenbach

PKH26
Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit

Sigma Aldrich, Taufkirchen

RPMI 1640

PAN Biotech, Aidenbach

TNF-a-PE

Becton Dickinson, Heidelberg

Trypanblaulésung (0,2 %)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Tween 20

AppliChem GmbH, Darmstadt

2.2 Losungen, Medien und Zellen

Dasatinib:

- synthetisiert von Dr. Elisabeth Greiner und Dr. Josef Zezula (NIH,

Bethesda, MD, USA) gemal3 dem verd6ffentlichtem Verfahren [Lombardo
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et al. 2004] erhalten im Rahmen einer Vereinbarung zur Weitergabe von
Biomaterialien (,Material Transfer Agreement®)

- gelost in DMSO (Stammkonzentration 1 mM), fur Experimente zu den
Konzentrationen 10 nM, 20 nM und 50 nM mit RPMI oder R10-Medium
verdinnt

- dauerhaft gelagert bei -20 °C; bei 4 °C fur nicht mehr als 4 Wochen

- biologische Aktivitat getestet im Zelltod-Titrationsversuch [Seggewiss et
al. 2005]

Zellkultur (R10) - Medium:
- RPMI 1640 wurde unter sterilen Bedingungen 10% FCS, 2 mM L-

Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
zugesetzt
FACS-Puffer:
- Zur Herstellung wurden je 2 g bovines Serumalbumin in je 1 Liter PBS
gelost
Paraformaldehyd (PFA) 4%iq:
- Bei etwa 60 °C wurden je 2 g Paraformaldehyd in je 50 ml PBS mit Hilfe

des Magnetriihrers gelost. Die Losung wurde alle zwei Wochen neu
hergestellt.
K562-Zellen

- von Frau PD Dr. U. Kdmmerer (Frauenklinik der Universitat Wirzburg)
freundlich zur Verfigung gestellt.

- Die erythroleukdmische Zelllinie K562 wurde 1970 von einer CML-
Patientin in der Blastenkrise isoliert. Die Zellen tragen das Philadelphia-
Chromosom sowie das BCR-ABL Fusionsgen und besitzen keine MHC-I-
Expression [Lozzio, Lozzio 1975; Drexler 1994].

- Aussaat nach mikroskopischer Kontrolle alle zwei bis drei Tage bei einer
Dichte von 3-7x10° Zellen/ml in R10-Medium

RPMI 8866-Zellen

- von Herrn PD Dr. J. Wischhusen (Frauenklinik der Universitat Wirzburg)

freundlich Uberlassen
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- Aussaat nach mikroskopischer Kontrolle alle zwei bis drei Tage bei einer
Dichte von 3-9x10° Zellen/ml in R10-Medium

Zellen zahlen

- Zellen wurden mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer nach Verdinnung mit

Trypanblau gezahlt und dabei gleichzeitig auf ihre Vitalitat geprift.

Abgestorbene Zellen farben sich dunkelblau, da ihre Zellmembran

permeabel ist. Die Zellzahl der Suspension wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl = m * 10* * Verdiinnungsfaktor * Volumen [ml]

(m als mittlere Anzahl vitaler Zellen je 16 Kleinquadrate der Neubauer

Zahlkammer; 10* als Kammerfaktor; Verdiinnungsfaktor entsprechend

der Verdinnung der
Suspensionsvolumen)

Zellkultur

Suspension mit

Trypanblau; Volumen als

- Zellen wurden in R10-Medium unter sterilen Bedingungen kultiviert und

befanden sich wéhrend der Kultur, bzw. bei Inkubationsschritten, wenn

nicht anders angegeben, bei 37 °C und 5% CO, im Inkubator.

2.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Geréat/ Verbrauchsmaterial

Hersteller

Alufolie

Hartenstein, Wirzburg

Autoklav

Systec, Weltenberg

Autoklavier-Klebeband

Hartenstein, Wirzburg

Durchflusszytometer (FACS-Calibur ™),
4-Farb-basiert

BD Immunocytometry Systems,
San Jose, USA

Eppendorf-Réhrchen 0,5 ml; 1,5 ml

Hartenstein, Wirzburg

FACS-Analysenréhrchen 4 mi

Hartenstein, Wirzburg

Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr, Ochsenhausen

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Electron, Langenselbold

Inkubator Hera cell 150 (37 °C, 5% CO,)

Thermo Electron, Langenselbold

Kuhlschrank (4 °C)

Liebherr, Ochsenhausen
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LightCycler 1.5 ™

Roche, Mannheim

Microplate Reader 680

Biorad, Miinchen

Mikroskop ,eclipse TS 100°

Nikon, Dusseldorf

Neubauer-Zahlkammer

Hartenstein, Wurzburg

Pipetten 1000 pl, 100 pl, 10 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Hartenstein, Wirzburg

Rontgenbestrahlungsgerat
RT 200 (30 Gray/15 min)

C. H. F. Muller, Hamburg

Ruhrwarmplatte “Yellowline Typ MSH
basic”

IKA-Werke, Staufen

Serologische Pipetten ,Costar
Stripette™ (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Zentrallager, Universitatsklinik

Wirzburg

Software Durchflusszytometer
,CellQuest* ™

Becton Dickinson, Heidelberg

sterile Arbeitsbank ,Hera safe* ™

Thermo Electron, Langenselbold

Stickstofftank (-160 °C — 180 °C)

tec-lab, Kdnigsstein

Test-Rohrchen (Polypropylen)
50 ml, 15 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Trockenschrank

Thermo Electron, Langenselbold

Vortex-Schiittler ,VortexGenie2“ ™

Scientific Industries Inc., Bohemia,
USA

Waage (Ablesbarkeit 0,01 g)

Kern&Sohn, Balingen

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Zellkulturflaschen Cellstar ™ 25 cm?, 75

cm?, 175 cm?

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturplatte 24 Vertiefungen (,wells),

Flachboden (,24-well-Platte®)

Falcon BD (Omnilab, Miinchen)

Zellkulturplatte 6 Vertiefungen,
Flachboden

Falcon BD (Omnilab, Mlinchen)

Zellkulturplatte 96 Vertiefungen,
Flachboden

Falcon BD (Omnilab, Miinchen)

Zellkulturplatte 96 Vertiefungen,
Rundboden

Falcon BD (Omnilab, Minchen)
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Zentrifugen:

Multifuge 3SR+ ™ Thermo Electron, Langenselbold
Multifuge 3SR ™ Thermo Electron, Langenselbold
Microzentrifuge Typ 1-14 ™ Sigma Laborzentrifugen, Osterode

2.4 Praparation von Lymphozyten gesunder

Blutspender

Fir die Gewinnung von NK-Zellen wurden Lymphozyten aus dem Blut gesunder
Spender nach schriftlicher Einverstandniserklarung verwendet. Dabei wurde
zunachst auf sogenannte Buffy-Coats des Blutspendedienstes des Roten
Kreuzes in Frankfurt zurtckgegriffen. Diese fallen bei der Aufbereitung des
gespendeten Blutes als Nebenprodukte an und enthalten einen erhéhten Anteil
an Leukozyten und Thrombozyten. Im Verlauf der Arbeit wurde auf sogenannte
Leukozytenreduktionskammern (,leukoreduction system chambers®, LRSCs)
umgestellt, da diese im Institut fir Transfusionsmedizin vor Ort hergestellt
wurden und so eine bessere Verfugbarkeit gewéhrleisteten. Fur die LRSCs
wurde gezeigt, dass sie sowohl bezlglich der Zellzusammensetzung als auch
hinsichtlich der Zelleigenschaften vergleichbar mit Buffy Coats sind [Dietz et al.
2006].

Zur  Isolierung der  Lymphozyten  wurde  eine Ficoll-Hypaque
Dichtegradientenzentrifugtion durchgefuhrt. Dazu wurde das Blut der Buffy-
Coats 1:1 und das der LRSCs 1:4 mit PBS verdinnt und jeweils 25 ml des Blut-
PBS-Gemischs auf 25 ml Ficoll-Hypaque-Losung aufgeschichtet. Nach 30
Minuten (min) Zentrifugation war eine Auftrennung der Zellen sichtbar, wobei
sich die Population der mononukleé&ren Blutzellen (PBMC) als weil3liche Schicht
abgrenzt. Die PBMC-Schicht, die neben den Lymphozyten auch Monozyten
enthalt, wurde abpipettiert und weiter aufbereitet, d.h. zweimal fir 10 min mit
PBS gewaschen, danach kontaminierende Erythrozyten durch Lysepuffer
zerstort und erneut zweimal fur 10 min mit PBS gewaschen.

Nach Aufnahme der Zellen in R10-Kulturmedium wurden die PBMC in einer

Neubauer-Zahlkammer gezahlt und dabei gleichzeitig Uber die Farbung mit
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Trypanblau auf ihre Vitalitat Uberpruft und nur dann weiterverwendet, wenn

mehr als 90% der Zellen vital waren.
2.5 Polyklonale Expansion von NK-Zellen

Um eine erhdhte Konzentration an NK-Zellen in der PBMC-Suspension zu
erreichen, wurde eine Plastikadhéarenz durchgefihrt, um so die nicht
adharenten Zellen weiterzuverwenden. Es wurde gezeigt, dass Monozyten in
der Lage sind, sich an Plastik anzuheften [Kelley et al. 1987; Felzmann T 2003].
Daher wurden jeweils 2,5 x 107 Zellen in 2,5 ml R10-Medium in eine Vertiefung
einer Zellkulturplatte (6-well-Platte) und fir 60 bis 75 min in den Inkubator
gegeben. Der Uberstand, d.h. die nicht adharenten Zellen bestehen
hauptséachlich aus Lymphozyten und werden im Folgenden als PBL (peripheral
blood lymphocytes) bezeichnet.

Die polyklonalen Expansion von NK-Zellen wurde mit einer Kokultur von PBL
mit RPMI 8866-Zellen Uber acht bis elf Tage erreicht. Die Zelllinie RPMI 8866
hat die Eigenschaft, NK-Zellen zur Expansion anzuregen und gleichzeitig zu
aktivieren, was auf IL-12 als ,NK-Zell stimulierender Faktor“ zuriickzufiihren ist
[Perussia et al. 1987; Kobayashi et al. 1989; Valiante et al. 1992]. Auf den
genannten Publikationen basierend wurde folgendes Protokoll durchgefiihrt
(nach PD Dr. J. Wischhusen, Universitat Wiirzburg, Frauenklinik): 4x10° PBL
wurden mit 1x10° RPMI 8866-Zellen in insgesamt 500 pl R10-Medium
zusammen in 24-well-Platten gegeben. Die RPMI 8866-Zellen wurden vorher
bei 30 Gray wahrend 15 min bestrahlt und danach zweimal mit PBS
gewaschen, um so die Proliferation der Zellen einzuschranken bei erhaltener
Vitalitat und Zytokinproduktion. Am 6. Tag der Kokultur wurde je 1 ml R10-
Medium zu den Ansatzen gegeben und zwischen Tag 8 und Tag 10 wurde die
Reinheit an NK-Zellen sowie der prozentuale Anteil von Monozyten, T- und
NKT-Zellen mit Durchflusszytometrie gemessen (s. 2.6.1).

Die mittlere Reinheit an NK-Zellen, die fur Experimente zur Messung der
Zytotoxizitat eingesetzt wurden, lag bei 72,1% (Streubreite 65-80%; n=9), was

vergleichbar ist mit publizierten Reinheitsgraden [Torelli et al. 2005]. Die
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Kontamination mit Monozyten lag durchschnittlich bei 3,6%, mit T-Zellen bei
15,3% und mit NKT-Zellen bei 8,3% (n=9).

Bei den Experimenten zur Analyse der Degranulation und der Zytokinproduktion
der NK-Zellen lag die mittlere NK-Zellreinheit bei 78,5% (Streubreite 58-91%;
n=18) und die Kontamination mit Monozyten bei durchschnittlich 4,9%, mit T-
Zellen bei 15,3% und mit NKT-Zellen bei 1,2% (n=18).

Neben der Expansion von unbehandelten NK-Zellen erfolgte dieses Experiment
auch unter dem Zusatz von Dasatinib. Dabei wurde wie auch bei allen anderen
Experimenten konsistent eine Ldsungsmittelkontrolle mitgefihrt, die soviel
Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt, wie in der hochsten Konzentration von
Dasatinib enthalten war. Dadurch wurden spezifische Effekte von Dasatinib von

Lésungsmitteleffekten differenziert.

2.6 Farbung von Zellen und Durchflusszytometrie

2.6.1 Darstellung von Zellpopulationen im Durchflusszytometer

Zur Charakterisierung und Quantifizierung von Zelleigenschaften bietet die
Durchflusszytometrie (,Fluorescence activated cell sorting“, FACS) viele
Moglichkeiten. Die Zellen werden von einem Kapillarréhrchen angesaugt und
das Gerat analysiert die Zellsuspensionen, indem Uber einen Laserstahl anhand
der Streuung des Lichts Ruckschlusse auf die GroRe und die Granularitat der
Zellen gezogen werden kénnen. Die Messwerte ergeben dabei keine absoluten
Werte, sondern stellen relative Aussagen dar, die lber die Software gewichtet
werden mussen, um z.B. die Grof3e der Zellen der Empfindlichkeit des Gerats
anzupassen.

Daneben kénnen auch spezifische Eigenschaften der Zellen gemessen werden.
Dazu mussen die Zellen vorher mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern (z.B.
Phycoerythrin gekoppeltes CD 14) oder Farbstoffen (z.B. PKH-26) behandelt
werden. Das in dieser Arbeit verwendete Gerat FACS-Calibur kann
Fluoreszenzen in vier verschiedenen Wellenlangenbereichen detektieren. Uber
die Software wurden dabei die Einstellungen sorgfaltig auf die Messproben

abgestimmt, da die verwendeten Farbstoffe Uberlagerungen in inrem jeweiligen
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Wellenlangenbereich zeigen, so dass dieser Effekt vor jeder Messung mit

entsprechenden Kontrollen kompensiert werden muss.

2.6.2 Analyse spezifischer Zelleigenschaften und -funktionen

2.6.2.1 Identifikation von NK-Zellen, T-Zellen und Monozyten

Der prozentuale Anteil von NK-, T-, NKT-Zellen und Monozyten wurde Uber
eine Standardfarbung mit monoklonalen Antikérpern am Durchflusszytometer
wie folgt bestimmt: 1x 10° bis 1x 10° Zellen wurden in FACS-Analyseréhrchen
zunachst mit FACS-Puffer gewaschen, dann mit ausreichender Menge an
Antikérper fur 15 min bei 4 °C inkubiert, danach erneut mit FACS-Puffer
gewaschen und mit 100 ul Paraformaldehyd (4%ig) fixiert.

Mit Hilfe der Software des Durchflusszytometers wurden Zelltrimmer von der
Analyse ausgeschlossen und danach die Zellen anhand der typischen
Oberflachenmarker differenziert. Gemald gangigen Standards wurden T-Zellen
als CD3",CD167/567, NK-Zellen als CD16" und/oder CD56" (,CD16'/CD56™)
sowie CD3", NKT-Zellen als CD3" und CD16"/CD56" und Monozyten als CD14"
definiert.

2.6.2.2 Zytotoxizitatsversuch

Die Zytotoxizitat der NK-Zellen wurde gegeniiber K562-Zellen als Zielzellen
analysiert, die durch das Fehlen eines MHC-I-Oberflachenmolekil empfindlich
fur eine Lyse durch die NK-Zellen sind. Dabei wurde als Methode das Prinzip
des FATAL-Experiments [Sheehy et al. 2001] mit Modifikationen [Marcusson-
Stahl, Cederbrant 2003; Gémez-Roman et al. 2006] verwendet, was eine nicht-
radioaktive ~ Alternative zu dem traditionell verwendeten °>'Chrom-

Freisetzungstest darstellt.

2.6.2.2.1 PKH-26 und CFSE-Farbung von K562-Zellen

Das Prinzip der Methode besteht in einer Doppelfarbung der Zielzellen vor der
Kokultur von NK-Zellen und Zielzellen, um danach mit Durchflusszytometrie den
Anteil an lysierten Zielzellen zu messen. Moglich wird dies durch einen

Membranfarbstoff (PKH-26), den die Zellen auch im lysierten Zustand behalten
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und eines Zytoplasmafarbstoff (CFSE), dessen Intensitat sich vermindert, wenn
die gefarbte Zelle durch die NK-Zellen lysiert wurde. Das heil3t, die Zielzellen
wurden durch PKH-26 von den in der Zellsuspension ebenfalls vorhandenen
NK-Zellen differenziert und die Zytotoxizitat wurde durch den Verlust an CFSE-
Farbstoff gemessen.

Die Farbung der K562-Zellen wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

Die Zellen wurden mit serumfreiem RPMI gewaschen und in RPMI bei einer
Zelldichte von 1x 10° Zellen/ml resuspendiert. Dann inkubierten die Zellen in 5
UM PKH-26 fur 5 min, wurden dreimal mit R10-Medium, das 10% FCS enthél,
gewaschen (1500 rpm, 5 min). Fir die Kompensation am Durchflusszytometer
wurden ca. 1x 10° Zellen als eine nur mit PKH-26 gefarbte Kontrolle separiert
und mit 100 pl 4%igem PFA fixiert. Die Ubrigen PKH-26 positiven K562-Zellen
und fur eine weitere FACS-Kontrolle auch ungefarbte Zellen wurden wie folgt
mit CSFE gefarbt: Zu mit PBS gewaschenen Zellen wurden bei einer
Konzentration von 1x10° Zellen/ml PBS je 25 pl einer 10 pM-CFSE-Ldsung je
1x10° Zellen zugegeben. Nach einer Inkubation von genau 7 min wurde 1 ml
FCS zugeflugt, um die Farbung zu stoppen, und die Suspensionen wurden
dreimal mit PBS gewaschen (1600 rpm, 8 min). Danach wurden die Zellen in
der Dichte 1x 10° Zellen/ml in R10 Medium aufgenommen und ruhten in 24-well

Platten (1 ml pro well) Gber Nacht im Inkubator.

2.6.2.2.2 Zytotoxizitatsversuch: Durchfihrung und Auswertung

Fur den Zytotoxizitatsversuch wurden NK-Zellen und die gefarbten K562-Zellen
in 96-well-Platten (mit Rundboden) fir 4h bei 37 °C und 5% CO, zusammen
inkubiert. Variiert wurde das Verhaltnis von NK- zu K562-Zellen von 40:1, 10:1,
2,5:1 zu 0,6:1, wobei immer 5000 Zielzellen pro Ansatz eingesetzt wurden. Um
dieses  Verhdltnis  moglichst genau zu erreichen, wurde die
durchflusszytometrisch ermittelte Reinheit an NK-Zellen mitbertcksichtigt, d.h.
die absolute Zellzahl mit dem prozentualen Anteil an NK-Zellen multipliziert. Die
Messung zur NK-Zellreinheit wurde aus technischen Griinden immer am Vortag
des Versuchs durchgefuhrt, d.h. acht bis zehn Tage nach dem Ansetzen der
Kokulturen. Nach den 4h wurden die Zellsuspensionen in FACS-

Analysenrdhrchen transferiert, einmal mit FACS-Puffer gewaschen und mit
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4%igem PFA fixiert und umgehend am Durchflusszytometer gemessen.
Wahrend der Messung befanden sich die Proben auf Eis und lichtgeschitzt
unter Alufolie, um Schwankungen der Messergebnisse moglichst gering zu
halten, da die Farbstoffe lichtempfindlich sind.

Die Auswertung der Messungen am Durchflusszytometer erfolgte wie erstmals
beschrieben von Sheehy et al. (2001) mit Modifikationen [Marcusson-Stahl,
Cederbrant 2003; Gomez-Roman et al. 2006].

Die K562-Zellen werden als PKH-26-positive Population von den NK-Zellen
abgegrenzt und mit CFSE-Histogrammen analysiert. Abbildung 1 zeigt, wie die
Schwelle fur die Spontanlyse, d.h. fur den spontanen CFSE-Verlust, festgelegt

wurde.

M1

|R1

M1
> M2

PKH-26

CFSE >

Abbildung 1: Auswertung der Messungen des Zytotoxizitatsversuchs
Uber die Abgrenzung ,R1“ wurde die PKH-26-positive Zellpopulation, d.h. die
K562-Zellen von den ungefarbten NK-Zellen unterschieden und mit CFSE-
Histogrammen der Anteil an lysierten K562-Zellen bestimmt. Aus dem Vergleich
der Kontrollen mit K562-Zellen alleine (exemplarisches Diagramm rechts unten)
mit der hochsten Ratio ,40:1“ (rechts oben) erfolgte die Festlegung der Marker
M1 und M2, wobei der Bereich M1 den lysierten K562-Zellen entspricht. Damit
ergibt sich die Spontanlyse aus dem Zellanteil im Bereich M1 der Kontrollen, die

nur K562-Zellen enthalten.

Aus den Triplikaten mit K562-Zellen alleine wurde der mittlere Spontanverlust

Uber das arithmetischen Mittel des im M1-Bereich befindlichen Zellanteils
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berechnet. Die festgelegte Schwelle, d.h. die Marker M1 und M2, wurde auf alle
CFSE-Histogramme der Messproben Ubertragen, um den CFSE-Verlust von
jedem Experimentansatz als den Zellanteil im Bereich M1 bestimmen zu
konnen.

Der effektive Anteil an durch die NK-Zellen lysierten K562-Zellen wurde mit
folgender Formel entsprechend zu anderen Publikationen berechnet
[Marcusson-Stahl, Cederbrant 2003]., wobei ,x* dabei als Symbol fiir den

jeweiligen Experimentansatz gilt:

CFSE-Verlust (x) [%] — mittlerer spontaner CFSE-Verlust [%]
Spezifische Lyse (x) =

100 — mittlerer spontaner CFSE-Verlust [%]

Diese Formel wurde fur jeden Experimentansatz Uber Microsoft Excel
angewendet, nachdem die Rohdaten aus CellQuest tbertragen worden waren.
Die mittlere Spontanlyse von unbehandelten K562-Zellen nach 4h betrug
zwischen 3,4 und 10,1% (n=6 in Triplikaten), vergleichbar mit publizierten Daten
zu dieser Methode [Marcusson-Stahl, Cederbrant 2003].

Je nach Versuchsanordnung wurde Dasatinib zugegeben und dabei konsistent
eine Losungsmittelkontrolle mitgefiihrt. Aul3erdem wurden samtliche Ansatze
der Zytotoxizitatsversuche in Triplikaten, d.h. dreimal parallel angesetzt,

durchgeflihrt und mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt.

2.6.2.3 Zelltodanalyse mit Annexin-V-PE und 7-AAD

Um zu evaluieren, ob Dasatinib einen spezifischen Einfluss auf die NK-
Zelleffektorfunktionen hat, wurde der Effekt von Dasatinib auf die Viabilitat von
NK-Zellen und RPMI 8866-Zellen (s. 2.7) analysiert. Dabei muss unterschieden
werden zwischen der Apoptose, dem programmierten Zelltod, der Uber
regulierte Signalwege ausgeldst wird, und der Nekrose, die Form des Zelltodes,
die eher einer toxischen Schadigung entspricht bzw. auch das Endstadium
einer Apoptose darstellt.

Zellen, die sich in der frihen Phase der Apoptose befinden, kénnen durch
flureszenzmarkiertes Annexin-V (AnnV) durchflusszytometrisch erfasst werden.

AnnV bindet an Phospholipide, die wahrend des Apoptosevorgangs an der
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Plasmamembran der Zelle freigesetzt werden [Schmid et al. 1992; Sgonc,
Gruber 1998]. Uber den Farbstoff 7AAD wird DNA detektiert, die nicht durch
intakte Plasmamembranen geschutzt ist. Abgestorbene und nekrotische Zellen
sind sowohl 7AAD-positiv als auch AnnV-positiv, wahrend apoptotische Zellen
in der frihen Phase nur AnnV-positiv sind und spater auch doppelt positiv
werden [Sgonc, Gruber 1998]. Demnach wurden apoptotische Zellen als 7-
AAD/ANNV" und spatapoptotische, bzw. nekrotische Zellen als 7-AAD* /AnnV*
definiert.

Die Farbung erfolgte nach Angaben des Herstellers: Je 1x 10° Zellen wurden
zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in 100 ul Annexin-V-Bindungspuffer
resuspendiert, 15 min mit je 2,5 pyl Ann-V-PE und 7-AAD bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde jeweils 200 ul des Bindungspuffers zugegeben und die
Proben wurden innerhalb einer Stunde am Durchflusszytometer gemessen. Zur
Identifikation der NK-Zellen wurden jeweils 3 pl CD16/CD56-APC zum gleichen
Zeitpunkt wie AnnV-PE und 7AAD zugegeben.

2.6.2.4 Quantifizierung der Zytokinproduktion (IFN-y, TNF-a), bzw.
des Degranulationsmarkers CD107a/b der NK-Zellen

Um die Produktion von IFN-y und TNF-a unter Einfluss von Dasatinib zu
evaluieren, wurden die mit Hilfe der RPMI 8866-Zellen aus PBL expandierten
NK-Zellen mit K562-Zellen oder PMA und Calcium-lonophor (Ca*lonophor)
stimuliert und IFN-y und TNF-a intrazellular Gber Durchflusszytometrie wie
publiziert gemessen [Alter et al. 2004]. Im Rahmen dieses Experimentes wurde
auch die Expression von CD107a/b gemessen, ein Oberflachenmolekdl, das als
Marker flr Degranulation und NK-Zell-Aktivitat gilt [Betts et al. 2003; Alter et al.
2004]. Im Detail wurden je 1,5x 10° NK-Zellen in 0,2 ml mit Dasatinib, bzw
DMSO fur 1h bei 37 °C inkubiert und danach 5 pl CD107a-FITC und 5 pl
CD107b-FITC zugegeben. Zur Stimulation wurden 2x10* K562-Zellen in 10 pl
bzw. als Positivkontrolle PMA (1 nM) und Ca®‘lonophor (0,1 pg/ml) sowie
jeweils 0,2 pl Golgi Stop und 0,25 pul Brefeldin A zugegeben. Nach 6h
Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen einmal mit 2 ml FACS-Puffer

gewaschen (1200 rpm, 5 min), dann mit 5 pl CD3 PerCP, 3 ul CD16/CD56 APC
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gefarbt und 15 min bei 4 °C inkubiert. Im Folgenden wurden die Zellen mit 2 ml
FACS-Puffer gewaschen (1200 rpm, 4 min), danach 250 pl BD
Cytofix/Cytoperm zugegeben und 20 min bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligen
Waschen mit je 2 ml Cytofix (1800 rpm, 4 min) inkubierten die Ansatze mit IFN-
v-PE (0,6 pl) und TNF-a-PE (1,2 pl) fir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
und wurden danach mit 2 ml Cytofix wash gewaschen (1800 rpm, 4 min). Die
Messung erfolgte am nachsten Tag am Durchflusszytometer, es wurden
mindestens 1x10°> Zellen aufgenommen. Nach Eingrenzung auf alle
CD16"/CD56" Zellen wurde IFN-y sowie TNF-a gemeinsam (ber den PE-Kanal
gemessen. Die Ergebnisse stellen daher die Produktion von IFN-y und/oder
TNF-a dar.

Im Rahmen dieses Experimentes wurde auch die Expression von des
Oberflachenmolekiils CD107a/b gemessen, das als Marker fur die
Degranulation und somit die NK-Zell-Aktivitat gilt [Betts et al. 2003; Alter et al.
2004]. Die Farbung mit 5 pl CD107a/b-FITC je Ansatz erfolgte nach der Zugabe
von Dasatinib, bzw. DMSO. Die Analyse der CD107a/b-Expression wurde

ebenfalls eingegrenzt auf CD16*/CD56" Zellen ausgewertet.

2.7 Methodenvalidierung: Ausschluss von direkten
Effekten von Dasatinib auf die Zelllinie RPMI 8866

Fur die Aussage, dass Dasatinib einen spezifischen Einfluss auf die NK-Zellen
ausubt, ist es notwendig, indirekte Effekte auf die RPMI 8866-Zellen
auszuschlieBen. Da dies eine B-Zelllinie von einer CML-Patientin ist, wurde
Uber mittels RT-PCR (LightCycler™ t(9;22) Quantifikation Kit) nachgewiesen,
dass die Zellen nicht das BCR-ABL Fusionsgen, ein wesentliches Zielmolekiil
von Dasatinib, besitzen (n=2).

Zum Ausschluss einer zelltodinduzierenden Wirkung von Dasatinib auf die
RPMI 8866-Zellen wurden die Zellen in der Dichte 2x10°/ml mit 10 nM und 50
nM Dasatinib, bzw. der entsprechenden Menge DMSO behandelt und nach
24h, 48h, 72h und 96h uber die AnnexinV/7AAD-Farbung
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durchflusszytometrisch analysiert. Die Gesamttodesrate war nicht signifikant
unterschiedlich bezlglich der unbehandelten Kontrolle (p>0,05; n=3; t-Test).

Um einen Effekt auf die IL-12-Sekretion der RPMI 8866-Zellen durch Dasatinib
auszuschliel3en, wurden aus den behandelten und unbehandelten Ansatzen zur
NK-Zellexpansion nach 1, 3, 6 und 9 Tagen 400 pl Zellsuspension entnommen,
abzentrifugiert und der zellfreie Uberstand bei -80 °C tiefgefroren. Mit den
Uberstanden wurde ein ELISA zur Detektion von (p70) IL-12 nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Die Menge an IL-12 in den unbehandelten Anséatzen
lag im Mittel bei 11 pg/ml (Streubreite 9 bis 16 pg/ml), was mit der mittleren
Zytokinmenge von 21 pg/ml unter 50 nM Dasatinib vergleichbar war
(Streubreite 7,5 bis 43 pg/ml; jeweils n=2). Die gemessene Zytokinmenge

entspricht publizierten Daten [Valiante et al. 1992].
2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Erstellung der zugehorigen Grafiken erfolgte
mit Hilfe des Programms GraphPad Prism (Version 5.0, GraphPad Software,
San Diego, CA). Mit ,n“ wurde die Anzahl der durchgeflihrten Experimente
bezeichnet. In Grafiken wurde, wenn nicht anders angegeben, das
arithmetische Mittel der Einzelwerte sowie der Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) dargestelit.

Fur Experimente, bei denen ein Messwiederholungsfaktor (z.B. Medikament)
als Variable vorlag, wurde die statistische Signifikanz auf Basis des t-Tests
(zweiseitig, gepaart) von Student berechnet. Dieser Test vergleicht
Unterschiede in den Mittelwerten Uber paarweisen Vergleich. Das statistische
Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgeleqt, d.h. die
Fehlerwahrscheinlichkeit ein zufalliges Ergebnis falschlich als signifikant zu
interpretieren, sollte geringer als 5% sein.

Der Zytotoxizitatsversuch beinhaltete zwei Variablen: das Effektorzell-Zielzell-
Verhdltnis (Ratio) und das Medikament. Daher wurde hier kein t-Test, sondern
wo-way“-ANOVA, d.h. die zweiseitige Analyse der Varianz durchgefihrt.
Dieser Test analysiert jeden Faktor auf einen signifikanten Effekt, sowie auf

gegenseitige Interaktion. Fur Einzelvergleiche zwischen den Gruppen wurden
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Post-Tests nach Bonferroni angewendet, eine Variante des t-Tests mit einer
zusatzlichen Fehlerkorrektur fur Mehrfachvergleiche. Auch hier galt p<0,05 als
statistisches Signifikanzniveau.

Sowohl fir den two-way-ANOVA als auch fiur den t-Test wird eine
Normalverteilung als Voraussetzung verlangt. Dies wurde, wenn nicht anders
angegeben, bei den Experimenten dieser Arbeit angenommen, soweit die Gute
der Daten es zuliel3.

Bei der statistischen Testung in dieser Arbeit wurde jeweils der unbehandelte
Experimentansatz  als  Referenzpunkt verwendet und auch die

Losungsmittelkontrolle gegen diese Referenz getestet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Langzeiteffekte von Dasatinib auf NK-Zellen

Bei der Untersuchung des Einflusses von Dasatinib auf die Effektorfunktionen
von NK-Zellen aus dem Blut gesunder Spender wurde differenziert nach
Langzeit- und Kurzzeitwirkungen. Im Folgenden werden der Effekt von
Dasatinib auf die Expansion der NK-Zellen und davon abhangige Folgen fur die
Zytotoxizitat und Zytokinproduktion evaluiert, wahrend unter 3.2 die kurzfristige
Wirkung von Dasatinib auf unbehandelt expandierte NK-Zellen dargestellt wird.
Aulerdem wurde unter 3.3 eine indirekte Beeinflussung der Effektorfunktionen
von NK-Zellen durch eine Wirkung von Dasastinib auf die Zielzellen K562

evaluiert.

3.1.1 Dasatinib inhibiert dosisabhé&ngig die Expansion von NK-
Zellen

In der fruhen Phase einer Immunantwort kénnen ruhende NK-Zellen durch
Zytokine oder virusinfizierte Zellen aktiviert und zur Expansion angeregt
werden.

Um das proliferative Potential von NK-Zellen unter dem Einfluss von Dasatinib
zu beurteilen, wurden PBL gesunder Blutspender mit RPMI 8866-Zellen als
aktivierenden Stimulus kokultiviert (n=4). Unbehandelt erhdhte sich der NK-
Zellanteil der PBL um das 7 bis 38-fache, und es wurde nach 8 Tagen ein
prozentualer Anteil von 71% (2,3% SEM) NK-Zellen erreicht. Wurde den
Kokulturen an Tag 0, d.h. am Tag der Ansétze, 50 nM Dasatinib zugesetzt, war
der mittlere NK-Zell-Anteil nach 8 Tagen mit 9% (3,6% SEM) signifikant
erniedrigt (n=4; p<0,0001), und es kam zu keiner Erhéhung der Zellzahl von
NK-Zellen. Nach einer Behandlung mit 10 nM Dasatinib war der Anteil von NK-
Zellen mit den unbehandelten Experimentanséatzen vergleichbar (p>0,05; n=4).
Ldsungsmitteleffekte konnten ausgeschlossen werden (p>0,05; n=4). Abbildung
2 zeigt den Anteil an NK-Zellen nach der Kokultur von PBL mit RPMI 8866-

Zellen nach acht Tagen mit und ohne Zusatz von Dasatinib.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil an NK-Zellen (CD16*/CD56" ,CD3) nach 8
Tagen Kokultur von PBL und RPMI 8866-Zellen

Der prozentuale Anteil an NK-Zellen unter 50 nM Dasatinib (schwarzer Balken)

war erniedrigt (***p<0,0001) in Bezug zu der unbehandelten Kontrolle (weiler
Balken), wéahrend die Unterschiede unter 10 nM Dasatinib (dunkelgrauer Balken)
statistisch nicht signifikant waren (p>0,05; jeweils t-Test). Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardfehler (n=4). Die Ldsungsmittelkontrolle DMSO
(hellgrauer Balken) war mit den unbehandelten Anséatzen vergleichbar (p>0,05).

Die absoluten Zahlen an NK-Zellen in den Kokulturen zeigten eine
korrespondierende Entwicklung (vgl. Abb. 3) und gleichzeitig fuhrt Dasatinib
nicht zu einem Absterben der Zellen (s. 3.1.2). In der mit 50 nM Dasatinib
behandelten Kultur fand keine Vermehrung der NK-Zellen statt (p=0,016; n=4;
vgl. Abb. 3). Die Zellzahlen unter 10 nM Dasatinib und unter dem Einfluss des
Losungsmittels waren mit der unbehandelten Kontrolle vergleichbar, jedoch
zeigte sich bei 10 nM Dasatinib ein Trend zu einer geringeren Proliferation
(p>0,05; n=4).
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Abbildung 3: Entwicklung der absoluten Zahlen der NK-Zellen in der

Expansionskultur
Dargestellt sind die Mittelwerte (+/- SEM) der Anzahl an NK-Zellen beziiglich
eingesetzter 4x10° PBL und 1x10° RMPI 8866-Zellen jeweils initial und nach acht
Tagen der Expansionskultur (n=4); Die absolute NK-Zellzahl war unter 50 nM
Dasatinib (schwarzes Rautensymbol) nach acht Tagen signifikant niedriger
beziglich der unbehandelten Kontrolle (weif3es Kreissymbol) (* p=0,016). Unter
10 nM Dasatinib (schwarzes Quadrat) zeigte sich ein nicht signifikanter Trend zu
einer niedrigeren NK-Zellzahl (p>0,05). Ldsungsmitteleffekte durch DMSO

(weil3es Dreieck) lagen nicht vor (p>0,05; jeweils t-Test).

Unter 50 nM Dasatinib kam es wie bereits aus der Entwicklung der absoluten
Zellzahl ersichtlich zu einer Verringerung der NK-Zellen, wobei, wie unter 3.2
gezeigt wird, kein vermehrtes Absterben der NK-Zellen vorlag, sondern die
Proliferation gehemmt wurde.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Dasatinib dosisabhéngig die
Proliferation von NK-Zellen aus dem peripheren Blut in Gegenwart von RPMI
8866-Zellen hemmt, wobei unter der hohen Konzentration von 50 nM Dasatinib
die Vermehrung der NK-Zellen komplett inhibiert ist, wéhrend unter der

niedrigen Konzentration von 10 nM noch eine Expansion moglich ist.
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3.1.2 Dasatinib erhoht nicht die Gesamttodesrate von NK-Zellen

Die unter 3.1.1 beschriebene Inhibition der Expansion von NK-Zellen durch
Dasatinib wurde dahingehend untersucht, ob dieser Effekt auf ein Absterben
der Zellen durch Dasatinib zurtickgefiihrt werden kann, bzw. ob die Kinetik der
Induktion von Apoptose und Nekrose der NK-Zellen verandert wird. Daher
wurden die Experimentansatze zur Expansion der NK-Zellen, d.h. PBL in
Gegenwart von RPMI 8866-Zellen nach 24h, 48h, 72h und 96h hinsichtlich
apoptotischer (7-AAD/ AnnV") und spéatapoptotischer, bzw. nekrotischer NK-
Zellen (7-AAD*/ AnnV") analysiert. Die Zugabe von Dasatinib (10 nM, 50 nM),
bzw. DMSO erfolgte hierbei in Stunde 0 (n=4).

Es liel3 sich zeigen, dass durch Dasatinib weder eine spezifische Erh6hung der
Apoptoserate noch der Gesamttodesrate als Summe der 7-AAD” /AnnV™- und 7-
AAD" /AnnV" -Zellen induziert wurde.

Im Detail waren die Apoptoseraten der NK-Zellen unter 50 nM Dasatinib nach
24h und 48h vergleichbar mit der unbehandelten Referenzkultur (p>0,05) und
nach 72h und 96h sogar erniedrigt (p<0,02). Unter 10 nM Dasatinib (p>0,05)
sowie bei der Losungsmittelkontrolle (p>0,05) zeigten sich zu keinem Zeitpunkt
signifikante  Unterschiede im  Apoptoseverhalten. Der Anteil von
spatapoptotischen, bzw. nekrotischen NK-Zellen war weder unter 50 nM, noch
unter 10 nM Dasatinib signifikant verandert (p>0,05; L6sungsmittelkontrolle
p>0,05). Unter Dasatinib gab es im Vergleich mit den unbehandelten Ansétzen
keine Unterschiede in der Gesamttodesrate (p>0,05) bis auf teilweise geringere
Raten in den behandelten Experimentansatzen (nach 72h bei 10 nM p=0,045;
nach 96h bei 50 nM p=0,03).

Abbildung 4 stellt die Entwicklung der Gesamttodesrate von NK-Zellen in An-
oder Abwesenheit von Dasatinib dar. Betrachtet man die Kinetik der
Gesamttodesrate der NK-Zellen, so ist der Anteil der toten Zellen in den
unbehandelten Anséatzen ansteigend und nach 96h signifikant hoher als nach
24h (p=0,01; Losungsmittelkontrolle p=0,04). Unter 10 nM Dasatinib zeigt sich
ebenfalls dieser Trend, wenn auch nicht statistisch signifikant (p>0,05). Die
Gesamttodesrate der Ansatze unter 50 nM verandert sich in dieser Zeit kaum

(p>0,05). Entsprechend zeigte sich in den Zellkulturen unter 50 nM Dasatinib
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nach 96h kein verbrauchtes Medium und eine geringere Zelldichte unter dem
Lichtmikroskop im Vergleich zu den entsprechenden Experimentanséatzen ohne
Zusatze, respektive 10 nM Dasatinib bzw. DMSO.

100-
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80- B AnnV*/7-AAD"
c
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Q
N
X
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Abbildung 4: Gesamttodesraten von NK-Zellen unter Dasatinib

Dargestellt ist die Gesamttodesrate als Summe der NK-Zellen in Apoptose (AnnV
/7-AAD"; dunkle Balken) und in spater Apoptose/Nekrose (AnnV*/7-AAD"; helle
Balken); NK-Zellen wurden tber CD16*/CD56" identifiziert und AnnV/7AAD nach
24h, 48h, 72h und 96h gemessen (Mittelwerte mit SEM; n=4). In den
unbehandelten Kulturen stieg die Anzahl der toten Zellen im Zeitverlauf an
(*p=0,01; DMSO p=0,04), wéahrend unter 50 nM Dasatinib konstante
Gesamttodesraten (p>0,05) zu sehen waren (jeweils t-Test, Vergleich je nach
24h und 96h).

3.1.3 Expansion der NK-Zellen unter Dasatinib beeinflusst nicht die
Zytotoxizitat, aber steigert die Degranulation der NK-Zellen

Zur Beurteilung eines protrahierten Effekts von Dasatinib auf NK-Zellen, die
unter Dasatinib expandiert sind, wurde die Zytotoxizitat gegeniber der MHC-I-

defizienten  Zelllinie K562 und die Degranulation anhand des

30



ERGEBNISSE

Oberflachenmarkers CD107a/b gemessen. Da die Expansion von NK-Zellen
unter 50 nM Dasatinib vollstandig inhibiert war (s. 3.1.1), wurden NK-Zellen
untersucht, die unter 10 nM Dasatinib in der Kokultur von PBL mit RPMI 8866-
Zellen expandiert waren. Vor der Bestimmung der Zytotoxizitdt und der
Degranulationsmarker wurden die behandelten und unbehandelten
Experimentansatze zweimal gewaschen und die Experimente ohne weitere
Zusatze wie beschrieben durchgefihrt. Zur Messung der Zytotoxizitdt wurden
NK-Zellen mit K562-Zellen in den Verhaltnissen (,Ratio®, jeweils ,NK:K562%)
,40:1¢,10:1%, ,2,5:1 und ,0,6:1 Uber 4h inkubiert und die spezifische Lyse
Uber durchflusszytometrische Messung des Verlustes an CFSE-Farbstoff der
K562-Zellen quantifiziert.

Die Zytotoxizitat war nicht signifikant verandert bei den NK-Zellen, die tGber acht
Tage unter 10 nM Dasatinib oder dem Ldsungsmittel expandiert waren (p>0,05,
zweiseitige ANOVA, vgl. Abb. 5).
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Abbildung 5: Zytotoxizitat von NK-Zellen nach Expansion unter 10 nM
Dasatinib
Die Zytotoxizitat von NK-Zellen, die unbehandelt (weiRe Kreissymbole) oder
behandelt (schwarze Symbole) expandiert waren, gegeniiber K562-Zellen war
nicht signifikant verandert (Mittelwerte mit SEM, p>0,05; zweiseitige ANOVA; n=3
in Triplikaten). Losungsmitteleffekte durch DMSO (weifl3es Dreieckssymbol)
wurden ausgeschlossen (p>0,05). Die Zytotoxizitat nach einer Expansion unter
50 nM Dasatinib konnte nicht evaluiert werden, da bei dieser Konzentration keine

NK-Zellen expandiert waren (s. 3.1.1).

Ein wesentlicher Mechanismus der Zytotoxizitdt von NK-Zellen ist die Zelllyse
Uber zytotoxische Granula. Wé&hrend dieses Prozesses wird CD107a/b ein
Marker fur die lysosomale Exozytose von Granula, auf der Oberflache der NK-
Zellen exprimiert [Alter et al. 2004]. Uber die Messung von CD107a/b mit
Durchflusszytometrie kann die Degranulation der NK-Zellen quantifiziert
werden. Dazu wurden die NK-Zellen wahrend 6h mit K562-Zellen zusammen

inkubiert und so zur Degranulation stimuliert. Bei NK-Zellen, die unter 10 nM
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Dasatinib expandiert waren und nach Entfernen des Medikaments mit K562-
Zellen stimuliert wurden, war die Expression von CD107a/b signifikant
gesteigert gegentber den unbehandelt expandierten NK-Zellen (p=0,02; n=5;
vgl. Abb. 6). Losungsmitteleffekte konnten ausgeschlossen werden (p>0,05;
n=5).

ohne Stimulation Stimulation mit K562-Zellen

|
unbehandelt unbehandelt DMSO 10 nM Dasatinib
- 1,5% ST 17,9 % 20,3 %

—— CD16/56 —>

CD107a/b >

Abbildung 6: Steigerung des Degranulationsmarkers CD107a/b nach NK-

Zellexpansion unter 10 nM Dasatinib

Dargestellt sind FACS-Diagramme eines reprasentativen von insgesamt 5
unabhangigen Experimenten, welche die Expression von CD107a/b bei NK-
Zellen (CD16°/CD56%) zeigen. Ohne Stimulation durch K562-Zellen (linkes
Diagramm) fand sich nur ein kleiner Anteil an NK-Zellen, die CD107a/b
exprimieren (1,5%). Mit Stimulation zeigte sich eine signifikante Hochregulation
von CD107a/b bei NK-Zellen, die unter 10 nM Dasatinib expandiert waren
(34,6%, s. rechtes Diagramm; p=0,02; t-Test; n=5) gegeniber unbehandelt
expandierten NK-Zellen (17,9%). Losungsmitteleffekte durch DMSO lagen nicht
vor (p>0,05).

3.1.4 Expansion der NK-Zellen unter Dasatinib fihrt zu gesteigerter

Zytokinproduktion

Die Zytokinproduktion stellt neben der Zytotoxizitdt die wichtigste
Effektorfunktion der NK-Zellen dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Zytokine IFN-y sowie TNF-a in der durchflusszytometrischen Messung
zusammengefasst, d. h. es wird die Produktion von IFN-y und/oder TNF-a

dargestellt. Um einen langfristigen Einfluss von Dasatinib auf die Produktion
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von IFN-y bzw. TNF-a zu evaluieren, wurden NK-Zellen, die behandelt oder
unbehandelt Gber neun bis zehn Tage expandiert waren, nach zweimaligem
Waschen mit K562-Zellen stimuliert und die nachfolgende Produktion von
Zytokinen gemessen. Bei den NK-Zellen, die unter 10 nM Dasatinib expandiert
waren, war die Produktion von TNF-o/IFN-y signifikant gesteigert gegenuber
der unbehandelten Kontrolle (p=0,049; n=4; t-Test; vgl. Abb. 7).
Losungsmitteleffekte konnten ausgeschlossen werden (p>0,05; n=4). Die
Zytokinproduktion nach einer Expansion unter 50 nM Dasatinib konnte nicht
evaluiert werden, da bei dieser Konzentration keine NK-Zellen expandiert waren
(s.3.1.1).

ohne Stimulation Stimulation mit K562-Zellen

I N
unbehandelt unbehandelt DMSO 10 nM Dasatinib

26% 21%

—— CD16/56 —

TNF-o/IFN-y -

Abbildung 7: Zytokinproduktion von NK-Zellen nach Expansion unter

Dasatinib
Dargestellt sind exemplarische FACS-Diagramme eines von vier unabhangigen
Experimenten. Uber Durchflusszytometrie wurde intrazellulares TNF-o und IFN-y
bei NK-Zellen (CD16'/CD56%) gemessen. Ohne Stimulation durch K562-Zellen
fand sich kaum Zytokinproduktion (1,2%; linkes Diagramm), wahrend sich unter
Stimulation eine Steigerung auf 2,6% bei unbehandelt expandierten NK-Zellen
zeigte. NK-Zellen, die unter 10 nM Dasatinib expandiert waren, produzierten
signifikant mehr TNF-o bzw. IFN-y im Vergleich mit der unbehandelten
stimulierten Kontrolle (8,1%; rechtes Diagramm; p=0,049; n=4, t-Test). Bei der
Lésungsmittelkontrolle DMSO fand sich keine signifikante Steigerung (p>0,05;
n=4).
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3.2 Kurzzeiteffekte von Dasatinib auf NK-Zellen

Bei Anwesenheit von Dasatinib wahrend der Expansion der NK-Zellen im Sinne
einer langfristigen Exposition konnte eine Inhibition der Proliferation ohne
Auswirkung auf die Zytotoxizitat der NK-Zellen gegentber K562-Zellen gezeigt
werden. Dagegen fand sich eine Steigerung der Degranulation sowie der
Zytokinproduktion. Um die Wirkung von Dasatinib auf NK-Zellen umfassend zu
beurteilen, wurde auflerdem der Einfluss auf die Effektorfunktionen von

expandierten NK-Zellen bei kurzfristiger Exposition evaluiert.

3.2.1 Dasatinib inhibiert dosisabhangig die Zytotoxizitat und die
Degranulation von NK-Zellen

Zur Evaluation einer kurzfristigen Wirkung von Dasatinib auf die Zytotoxizitat
wurde das Medikament wahrend des Experiments (4h) zugesetzt. Die
verwendeten NK-Zellen stammten aus einer unbehandelten Expansionskultur.
Ohne Medikamentenzusatz fand sich bei einer Ratio von 40:1 eine mittlere
spezifische Lyse von 33,6% (SEM 1,5%), wahrend unter 50 nM Dasatinib die
mittlere spezifische Lyse bei 14,8% lag (SEM 4,0%; p<0,001; zweiseitige
ANOVA,; jeweils n=3 in Triplikaten).

Die Zytotoxizitat der NK-Zellen war bezlglich aller verwendeten NK-Zell:K562-
Zell Ratios bei 20 nM und 50 nM Dasatinib signifikant erniedrigt (p<0,5). Bei
einer Konzentration von 10 nM Dasatinib war der inhibitorische Effekt
insgesamt geringer ausgepragt, jedoch fanden sich signifikant niedrigere Werte
der spezifischen Lyse bei einer Ratio von 10:1 und 2,5:1 (p<0,01). Unter der
Ldsungsmittelkontrolle DMSO wurden fir jede Experimentbedingung Einflisse
ausgeschlossen (p>0,05; jeweils n=3 in Triplikaten).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Dasatinib dosisabhéngig die
spezifische Lyse von K562-Zellen durch unbehandelt expandierte NK-Zellen
inhibiert (vgl. Abb. 8).
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Abbildung 8: Einfluss von Dasatinib auf die Zytotoxizitat von unbehandelt

expandierten NK-Zellen

Dargestellt ist die spezifische Lyse (Mittelwerte mit SEM) von K562-Zellen durch
NK-Zellen in den angezeigten NK-Zell-K562-Ratios (,NK : K562). Unter
Dasatinib war die spezifische Lyse dosisabhangig verringert. Bei einer
Konzentration von 20 nM (schwarze Kreissymbole) und 50 nM Dasatinib
(schwarze Quadrate) war der inhibitorische Effekt in jeder Ratio signifikant
gegenuber der unbehandelten (weil3e Kreissymbole) Kontrolle (jeweils
***p<0,001 fdr ,40:1%, ,10:1%, ,2,5:1“ und *p<0,05 fur ,0,6:1%). Fir 10 nM Dasatinib
(schwarze Rauten) zeigte sich bei den Ratios von ,10:1“ und ,2,5:“ zu einer
signifikanten Inhibition (p<0,01). Einflisse der Ldsungsmittelkontrolle (wei3es
Dreieckssymbol) konnten fir jede Experimentbedingung ausgeschlossen werden
(p>0,05). Die Signifikanztestung erfolgte jeweils mit zweiseitiger ANOVA (n=3 in
Triplikaten).

Zur néheren Charakterisierung des inhibitorischen Effekts von Dasatinib auf die

Zytotoxizitdt auf NK-Zellen wurde die Expression des Degranulationsmarkers
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CD107a/b evaluiert. Dazu wurden unbehandelt expandierte NK-Zellen mit
K562-Zellen stimuliert und die Auspragung von CD107a/b mit und ohne Zusatz
von Dasatinib gemessen. Es liel3 sich ebenfalls eine dosisabhangige Hemmung
der Expression von CD107a/b durch Dasatinib feststellen (Bei 50 nM p=0,002;
bei 10 nM p=0,0068; Losungsmittelkontrolle p>0,05; t-Test; jeweils n=9). Bei
einer Stimulation der NK-Zellen mit PMA/Ca**lonophore an Stelle von K562-
Zellen konnte kein signifikanter Einfluss von Dasatinib in den Konzentrationen
100 nM, 50 nM und 10 nM festgestellt werden (p>0,05; n=3).

3.2.2 Dasatinib inhibiert dosisabhé&ngig die Zytokinproduktion von
NK-Zellen bei Stimulation mit K562-Zellen

Die Zytotoxizitat und Degranulation von NK-Zellen ist bei direkter Anwesenheit
von Dasatinib dosisabhangig inhibiert. Um den Einfluss auf die Produktion der
Zytokine TNF-o. bzw. IFN-y zu beurteilen, wurde Dasatinib unbehandelt
expandierten NK-Zellen in den Konzentrationen 10 und 50 nM zugesetzt.
Neben IL-12, welchem die NK-Zellen im Rahmen der Kokultur mit RPMI 8866-
Zellen ausgesetzt waren, wurden als Stimulantien K562-Zellen, bzw.
PMA/Ca®"lonophor verwendet. Bei einer Stimulation mit K562-Zellen war die
Zytokinproduktion in Anwesenheit von Dasatinib dosisabhéngig gehemmt
gegenuber dem unbehandelten stimulierten Kontrollansatz (p=0,0016 fur 50
nM; p=0,0042 fir 10 nM Dasatinib; n=10; vgl. Abb. 9A). Lésungsmitteleffekte
konnten ausgeschlossen werden (p>0,05; n=10). Dagegen kam es zu keiner
signifikanten Veranderung durch Dasatinib in der Zytokinproduktion, wenn die
NK-Zellen durch PMA/Ca*lonophor stimuliert wurden (p>0,05; n=3; vgl. Abb.
9B; jeweils t-Test).
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Abbildung 9: Inhibition der Zytokinproduktion von NK-Zellen durch

Dasatinib bei Stimulation mit K562-Zellen
In einer Kokultur mit K562-Zellen (,K562¢ obere Grafik ,A“) bzw. nach Zugabe
von PMA/Ca*'lonophor (,PMA/Ca®*, untere Grafik ,B“) fur 6h wurden
unbehandelte NK-Zellen zur Produktion von TNF-o bzw. IFN-y stimuliert
(Stimulation: ,+“; unbehandelt: weile Balken). Zugabe von Dasatinib (dunkle
Balken) 1h vor dem Stimulanz fuhrte zur einer Hemmung der Zytokinproduktion
bei Stimulation durch K562-Zellen (p=0,0016 fur 50 nM; p=0,0042 fir 10 nM
Dasatinib; n=10), nicht aber bei Stimulation durch PMA/Ca”Ionophor (p>0,05;
n=3; jeweils t-Test). Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM an intrazellular mit
Durchflusszytometrie gemessenem TNF-o bzw. IFN-y. L&sungsmitteleffekte
durch DMSO (hellgraue Balken) konnten jeweils ausgeschlossen werden
(p>0,05; n=10 far ,A*; p>0,05; n=3 fir ,B).
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3.3 Indirekte Effekte auf NK-Zelleffektorfunktionen

nach Vorbehandlung von K562-Zellen mit Dasatinib

Um eine indirekte Wirkung von Dasatinib auf die Effektorfunktionen von NK-
Zellen durch eine Beeinflussung der K562-Zellen zu evaluieren, wurden die
Experimente zur Zytotoxizitat und Zytokinproduktion mit K562-Zellen
durchgefuhrt, die 24h mit Dasatinib vorbehandelt wurden und auf3erdem die

Spontanlyse von K562-Zellen unter Dasatinib analysiert.

3.3.1 Dasatinib fuhrt nach 24, aber nicht nach 4 Stunden zu einer

erhdhten Spontanlyse von K562-Zellen

K562-Zellen wurden mit Dasatinib dber 4 bzw. 24h behandelt, um
Veranderungen der Spontanlyse durch das Medikament zu beurteilen.

Die Spontanlyse von K562-Zellen unter Dasatinib wurde im Rahmen der
Experimente zur Zytotoxizitdt durchgefiihrt, d.h. der spontane Verlust des
CFSE-Farbstoffes als Spontanlyse der K562-Zellen gemessen. Die
Spontanlyseraten von K562-Zellen nach 4h lag in den unbehandelten Ansatzen
im Mittel bei 5,8% (SEM 0,85%) und war vergleichbar mit der mittleren
Spontanlyse von 6,6% (SEM 1,2%) unter 50 nM Dasatinib (p>0,05; jeweils n=3
in Triplikaten; vgl. Abb. 11A). Nach 24h dagegen fiuhrte die Behandlung mit 50
nM Dasatinib zu einer Erh6hung der Spontanlyse von K562-Zellen im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (p=0,035; n=3 in Triplikaten; vgl. Abb. 11B).
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Abbildung 10: Spontanlyse von K562-Zellen

Dargestellt ist der Anteil von spontan lysierten K562-Zellen nach A) 4h, bzw. B)
24h Behandlung mit 50 nM Dasatinib (Mittelwerte mit SEM). Die Spontanlyse
wurde als spontaner Verlust des CFSE-Farbstoffes Uiber Durchflusszytometrie
analysiert. Nach 24h, aber nicht nach 4h war die Spontanlyse unter 50 nM
Dasatinib (schwarze Balken) signifikant erhéht gegeniber der unbehandelten
(weile Balken) Kontrolle (* p=0,035; jeweils n=3 in Triplikaten; t-Test).
Losungsmitteleffekte durch DMSO (hellgrauer Balken) konnten ausgeschlossen
werden (p>0,05).

3.3.2 Vorbehandlung von K562-Zellen mit Dasatinib fuhrt zu

verminderter Zytotoxizitat und Degranulation der NK-Zellen

Um eine Veranderung des NK-Zell-Lyseverhaltens durch Effekte von Dasatinib
auf die Zielzellen K562 zu evaluieren, wurden die zytotoxische Aktivitat von
unbehandelten NK-Zellen gegeniber K562-Zellen, die 24h mit 50 nM Dasatinib

vorbehandelt wurden, gemessen. Dazu wurden die Zielzellen wie beschrieben
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mit CFSE und PKH-26 gefarbt und nach einer Ruhephase tber Nacht fur 24h
mit 50 nM Dasatinib behandelt. Vor dem Zytotoxizitatsversuch wurde das
Medikament durch zweimaliges Waschen von den Ansatzen entfernt und das
Experiment mit unbehandelten NK-Zellen und ohne Zuséatze durchgefihrt. Die
mit 50 nM Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen wurden signifikant weniger
durch die NK-Zellen lysiert (p<0,001 fur Ratio ,10:1% ,2,5:1% ,0,6:1% n=3 in
Triplikaten; zweiseitige ANOVA; vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11: Spezifische Lyse von K562-Zellen nach Vorbehandlung mit
Dasatinib
Dargestellt ist die spezifische Lyse von K562-Zellen (Mittelwerte +/- SEM), die
24h mit 50 nM Dasatinib vorbehandelt wurden (schwarze Symbole, unbehandelte
Kontrolle mit weil3en Kreissymbolen). Dasatinib war im Zytotoxizitatsversuch nicht
anwesend und die NK-Zellen waren unbehandelt expandiert. Die spezifische
Lyse war bei den mit 50 nM Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen signifikant
erniedrigt mit Ausnahme der Ratio ,40:1“ (*** p<0,001; n=3 in Triplikaten,
zweiseitige ANOVA). Lésungsmitteleffekte konnten fir jede Experimentbedingung
ausgeschlossen werden (p>0,05; weiRes Dreieckssymbol). Die Werte kleiner 0
bei der Ratio ,0,6:1 sind dadurch bedingt, dass die mittlere Spontanlyse teilweise

geringflgig hoher war als die jeweilige spezifische Lyse [Borg et al. 2004].

41



ERGEBNISSE

Die Degranulationsaktivitat von unbehandelten NK-Zellen, gemessen als

Expression von CD107a/b, war ebenfalls signifikant erniedrigt, wenn die NK-

Zellen mit K562-Zellen stimuliert wurden, die mit 10 nM, bzw. 50 nM Dasatinib
Uber 24h vorbehandelt worden waren (p=0,004 fir 10 nM; p=0,0006 fir 50 nM

Dasatinib; n=7). Das Medikament wurde dabei vor dem Experiment zur Analyse

von CD107a/b von den K562-Zellen Uber zweimaliges Waschen entfernt. Die

Losungsmittelkontrolle war nicht signifikant verandert (p>0,05; n=7; jeweils t-

Test; vgl. Abb. 12)
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Abbildung 12: Expression von CD107a/b von unbehandelten NK-Zellen

nach Stimulation mit vorbehandelten K562-Zellen

Unbehandelte NK-Zellen wurden mit K562-Zellen stimuliert, die 24h mit 10 nM
und 50 nM Dasatinib vorbehandelt worden waren. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler von CD107a/b exprimierenden NK-Zellen ohne (,—” und mit
Stimulation (,+). Eine Vorbehandlung der K562-Zellen mit 10 nM (dunkelgrauer
Balken) und 50 nM (schwarzer Balken) Dasatinib Uber 24h flhrte zu einer
signifikanten Inhibition der Expression von CD107a/b gegenuber einer
Stimulation mit unbehandelten (wei3er Balken) K562-Zellen (* p<0,004; n=7; t-
Test); LoOsungsmitteleffekte durch DMSO (hellgrauer Balken) konnten

ausgeschlossen werden (p>0,05; n=7).
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3.3.3 Die Zytokinproduktion von NK-Zellen ist vermindert bei
Stimulation mit Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen

Nicht nur die Zytotoxizitat und Degranulationsaktivitat von NK-Zellen ist
supprimiert gegenuber mit Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen. Auch die
Zytokinproduktion von unbehandelten NK-Zellen ist signifikant erniedrigt, wenn
K562-Zellen fur die Stimulation verwendet werden, die 24h mit 10 nM und 50
nM Dasatinib vorbehandelt wurden. Der Hemmeffekt ist dosisabhangig
ausgepréagt: Bei einer Vorbehandlung der K562-Zellen mit 50 nM Dasatinib lag
die Produktion von TNF-o bzw. IFN-y auf dem Niveau der unstimulierten
Kontrolle (p>0,05; n=8). Dagegen zeigte der Vergleich mit den Kontrollen, bei
der mit unbehandelten K562-Zellen stimuliert wurde, eine ausgepragte
Hemmung der Zytokinproduktion durch Dasatinib (p=0,008; n=8). Eine
Vorbehandlung mit 10 nM Dasatinib fuhrte zu einem geringer ausgepréagten,
aber signifikanten Hemmeffekt (p=0,01; n=8). Ldsungsmitteleffekte konnten

ausgeschlossen werden (p>0,05; n=8).
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Abbildung 13: Zytokinproduktion von NK-Zellen nach Stimulation mit

vorbehandelten K562-Zellen
Dargestellt ist der Anteil an NK-Zellen, bei denen die Produktion von TNF-a bzw.
IFN-y durchflusszytometrisch Uber eine intrazellulare Farbung gemessen wurde
(Mittelwerte mit SEM; n=8). Bei einer Stimulation mit K562-Zellen (,+“), die mit 10
nM (dunkelgrauer Balken) und 50 nM Dasatinib (schwarzer Balken) vorbehandelt
worden waren, zeigte sich signifikant weniger Zytokinproduktion im Vergleich mit
der Kontrolle, bei der mit unbehandelten K562-Zellen stimuliert wurde (* p=0,008
fur 50 nM; p=0,01 fur 10 nM; jeweils n=8; t-Test). Eine Vorbehandlung der K562-
Zellen mit 50 nM Dasatinib flihrte zu einem Absinken der Zytokinproduktion auf
das Niveau der unstimulierten (,—", weilder Balken) Kontrolle (p>0,05; n=8). Fir
das Loésungsmittel DMSO (hellgrauer Balken) konnten Einflisse ausgeschlossen
werden (p>0,05; n=8).
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4 DISKUSSION

Dasatinib reguliert die Haupteffektorfunktionen von NK-Zellen gesunder
Blutspender: Die Expansionskapazitdit von NK-Zellen aus peripheren
Blutlymphozyten wird dosisabhangig und bei 50 nM Dasatinib vollstandig
inhibiert, ohne dass dies zu einem Absterben der NK-Zellen fihrt. Die
Zytotoxizitdt ist nach Entfernen des Medikamentes restauriert, bzw. die
Degranulationskapazitat und die Zytokinproduktion sogar gesteigert.

Bei unbehandelt expandierten NK-Zellen hemmt Dasatinib dosisabhangig die
zytotoxische Aktivitdt und Degranulation gegenuber K562-Zellen und fihrt zu
einer geringeren Zytokinproduktion bei einer Stimulation mit K562-Zellen. Eine
indirekte Veranderung des Lyseverhaltens der NK-Zellen durch Effekte von
Dasatinib auf die K562-Zellen findet sich nicht nach vier, aber nach 24h im
Sinne einer erhdhten Spontanlyse, aber geringeren spezifischen Lyse. Eine
24h-Vorbehandlung der K562-Zellen mit Dasatinib fihrt aul3erdem zu einer

verminderten Degranulationsaktivitat und Zytokinproduktion der NK-Zellen.

4.1 Dasatinib inhibiert die Expansion von NK-Zellen,

deren Effektorfunktionen restaurierbar sind

Es konnte gezeigt werden, dass Dasatinib in der hohen Konzentration von 50
nM die Expansion von NK-Zellen in Gegenwart von RPMI 8866-Zellen
vollstandig inhibiert. Da dieser Effekt nicht auf ein Absterben der NK-Zellen
durch das Medikament zuriickgefthrt werden kann, ist dies ein spezifischer
Effekt auf das proliferative Potential der NK-Zellen. Unter der niedrigen
Konzentration von 10 nM Dasatinib konnte eine Proliferation von NK-Zellen
stattfinden, auch wenn ein Trend zu niedrigeren Zellzahlen sichtbar war.
Demnach inhibiert Dasatinib die Expansion der NK-Zellen dosisabhangig und
lasst bei 10 nM, aber nicht bei 50 nM, noch eine Proliferation zu.

In der Kinetik des Apoptoseverhaltens von NK-Zellen fanden sich nach drei und
vier Tagen in den unbehandelten Expansionskulturen hohere Apoptoseraten als
bei Behandlung mit 50 nM Dasatinib. Mdglicherweise ist dies durch die

Hochregulation des sogenannten Todesrezeptors Fas auf den unbehandelten
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NK-Zellen erklarbar, tber den bei IL-12-aktivierten NK-Zellen Apoptose im
Sinne eines sogenannten ,activation-induced cell death” induziert wird [Leite-
de-Moraes et al. 2000]. Die Aktivierung und auch der Zelltod nach bzw. durch
die Aktivierung kénnte durch Dasatinib bei den mit 50 nM behandelten NK-
Zellen gestort sein.

Moglicherweise kann dieser Effekt Uber eine Hemmung von Src-Kinasen erklart
werden, die in die Signaltransduktion einer tUber IL-12 stimulierten Proliferation
von NK-Zellen involviert sind. Eine wichtige Rolle kénnte dabei die
Tyrosinkinase Lck spielen, die von Dasatinib in klinisch relevanten
Konzentrationen inhibiert wird [Hantschel et al. 2008]. Es wurde gezeigt, dass
eine Stimulation mit IL-12 in vitro eine Lck-Autophosphorylierung bewirkt und
somit Lck in den Signaltransduktionsweg einer IL-12-Aktivierung von NK-Zellen
involviert ist [Pignata et al. 1995]. Wie bereits dargelegt wurde IL-12 als der NK-
stimulierende Faktor in der Kokultur von RPMI 8866 und PBL identifiziert
[Kobayashi et al. 1989] und ein direkter Einfluss von IL-12 auf die Proliferation
von NK-Zellen belegt [Perussia et al. 1992].

Betrachtet man die Effektorfunktionen von NK-Zellen, die unter 10 nM Dasatinib
expandiert sind, so war nach Entfernen des Medikaments die Zytotoxizitat
gegenuber K562-Zellen vollstandig restauriert und die Degranulationskapazitat
und Zytokinproduktion sogar gesteigert. Die Diskrepanz einer erhdhen
Degranulation bei einer nicht gesteigerten Zytotoxizitat kénnte durch eine
erhohte Sensitivitdt der Messung der Degranulationsmarker CD107a/b im
Vergleich mit dem Zytotoxizitatsversuch erklart werden. Mdglicherweise wird
aber auch durch das Entfernen des Medikamentes nach der Expansion unter
10 nM Dasatinib eine reaktive Uberexpression von CD107a/b induziert, die
nicht zu einer erhghten Lyseaktivitat fuhrt im Sinne eines Verbrauchs der
zytotoxischen Granula. Eine ahnliche These einer ,nicht-produktiven
Degranulation® wurde von Jacobi und Kollegen formuliert, die einen
inhibitorischen Effekt von intravendsen Immunglobulinen (IVIg) auf die
Zytotoxizitat von NK-Zellen bei gleichzeitig vermehrter Expression von CD107a
zeigten [Bhat, Watzl 2007; Jacobi et al. 2009].
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Im Hinblick auf die klinische Anwendung von Dasatinib kdnnten diese
Ergebnisse ein Hinweis sein, dass nach Absetzen des Medikaments die
Effektorfunktionen der NK-Zellen vollstandig erhalten sind, bzw. fir die
Zytokinproduktion sogar eine Steigerung erwartet werden kann. Die Rolle der
NK-Zellen in der Immunabwehr ware dann nicht kompromittiert, bzw. es liegt
maoglicherweise auch eine gewisse Aktivierung durch eine erhdhte
Zytokinproduktion vor. Eine reversible Wirkung des Medikaments wirde eine
gute Steuerbarkeit im klinischen Einsatz bedeuten. Sowohl unerwiinschte als
auch erwunschte Wirkungen kénnten so balanciert werden. Myelosuppression
oder Pleuraergusse, die zu den schwerwiegenden Nebenwirkungen von
Dasatinib gehdren, sind im Allgemeinen bei Dosisreduktion oder Pausieren der
Medikation ricklaufig [Cortes et al. 2007; Brave et al. 2008].

Auf molekularer Ebene ist die Reversibilitdt der Wirkung von Dasatinib am
ehesten dadurch bedingt, dass Dasatinib ein kompetitiver Enzyminhibitor ist
und somit aus der Bindung an ATP-Bindungsstellen in der Kinasedomane
verschiedener Tyrosinkinasen wieder verdrangt werden kann [Shah et al. 2004].
Prinzipiell ware es denkbar, dass eine verminderte Expansionsfahigkeit der NK-
Zellen unter Dasatinib negative Auswirkungen auf die Immunantwort gegenuber
Tumorzellen hat. Zunachst widersprichlich zu den Daten meiner Arbeit
erscheinen Veréffentlichungen, die von einer plétzlich auftretenden klonalen
Expansion von NK- oder NKT-Zellen bei Patienten berichten, die mit Dasatinib
im Rahmen einer CML oder einer Ph(+)-ALL behandelt wurden, was mit einer
besseren Prognose verbunden war [Kim et al. 2009; Mustjoki et al. 2009].
Diskutiert wurde als Ursache eine transitorische Immunmodulation durch
Dasatinib [Mustjoki et al. 2009], bzw. dass NK-Zellen, die Uber die BCR-ABL
Mutation in ihrer Aktivitat gehemmt wurden, durch Dasatinib ihr Potential
restaurieren [Kim et al. 2009]. Es gibt Hinweise flr eine veranderte Funktion
von NK-Zellen im Rahmen einer CML, die auf BCR-ABL zurtickgefuhrt wird
[Nakajima et al. 2002]. In der Studie von Mustjoki und Kollegen haben einige
Patienten vor der Therapie mit Dasatinib und der nachfolgend beobachteten
Expansion einzelner Klone  von Lymphozyten eine allogene

Stammzelltransplantation erhalten [Mustjoki et al. 2009]. Der Effekt von
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Dasatinib auf das Expansionspotential von NK-Zellen ist daher méglicherweise
abhangig vom préaexistenten Status des Immunsystems, der im Rahmen der
CML oder ALL, iatrogen oder den Prozess der Stammzelltransplantation
verandert sein kann. Die inhibitorische Wirkung von Dasatinib auf die
Expansion der NK-Zellen, die im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurden, ist
maoglicherweise durch ein anderes Verhalten der NK-Zellen von gesunden
Spendern im Gegensatz zu den NK-Zellen von Leukamiepatienten zu erklaren.
Denkbar ware auch die Induktion einer reaktiven Dynamik im proliferativen
Potential der NK-Zellen durch Dasatinib. In der Studie von Mustjoki und
Kollegen zeigte sich die NK/T-Lymphozytose nach einem Zeitraum von etwa
drei Monaten [Mustjoki et al. 2009]. Moglicherweise ging diesem Ereignis eine
Periode von supprimierter NK-Zellexpansion voraus, der durch unbekannte
Faktoren eine reaktive uberschieBende Expansion folgt. Kim und Kollegen
stellten neben einer Expansion der NK/NKT-Zellen wahrend der Dasatinib-
Therapie zusétzlich eine gesteigertes zytotoxisches Potential der NK-Zellen fest
[Kim et al. 2009]. Die Daten dieser Arbeit belegen eine gesteigerte
Degranulationskapazitat bei erhaltener Zytotoxizitat sowie eine gesteigerte
Zytokinproduktion, nachdem NK-Zellen tber acht Tage mit Dasatinib behandelt
wurden und das Medikament entfernt wurde. Moglicherweise kam es zu einem
Absinken der Serumkonzentration von Dasatinib und nachfolgend zu einer
gesteigerten Aktivitat und Expansion der NK-Zellen, was das gute Klinische

Ansprechen der Patienten in diesen Publikationen erklaren konnte.

4.2 Direkte Anwesenheit von Dasatinib inhibiert
dosisabhangig die Zytotoxizitat und Degranulation

von NK-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ich, ebenso wie Blake (2008) und Salih und
Kollegen (2010), nachweisen, dass Dasatinib in vitro dosisabhangig die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen aus dem Blut gesunder Spender gegeniber K562-
Zellen inhibiert [Blake et al. 2008; Salih et al. 2010]. Dartber hinaus konnte ich
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fur Dasatinib eine Hemmung der Degranulation der NK-Zellen bei Stimulation
mit K562-Zellen, nicht aber bei Stimulation mit PMA/Ca®*lonophor zeigen.

Fur die Zielzellen K562 stellt die Exozytose von zytotoxischen Granula den
relevanten Mechanismus der Lyse durch NK-Zellen dar [Smyth et al. 2005].
PMA stimuliert die Proteinkinase C (PKC) und Ca®‘lonophor transportiert
Calcium Uber biologische Membranen [Pressman 1976; Gerard 1986]. Calcium
ist essentiell fir die Degranulation und wird direkt durch Ca?‘lonophor
intrazellular erhdht. Die PKC spielt in einer spateren Phase der
Signaltransduktion der NK-Zellen eine Rolle als die Src-Kinasen [Yatin M. Vyas
2002; Lanier 2008]. Werden die NK-Zellen durch K562-Zellen zur Degranulation
stimuliert, findet im Gegensatz zu einer Stimulation mit PMA der gesamte
Prozess der Signallbertragung statt. Dieser schlie3t die Rezeptorinteraktion
und deren intrazellulare Signalweiterleitung ein, bei der Dasatinib-empfindliche
Src-Kinasen an entscheidenden Schnittstellen stehen. Der inhibitorische Effekt
von Dasatinib auf die Degranulation bei einer Stimulation mit K562-Zellen im
Gegensatz zur Stimulation mit PMA/Ca* lonophor spricht fiir eine spezifische
Aktion auf die SRC-Kinasen in der frihen Phase der Signaliibertragung. Dazu
passt eine andere Publikation, die fur den Src-Kinasen-Inhibitor PP2 eine
Inhibition der Degranulation zeigen konnte, wobei hier die NK-Zellen durch
Antikdrper von CD16 oder sowohl von 2B4 als auch von NKG2D aktiviert
wurden [Yenan T. Bryceson 2006]. Nicht nur auf der Ebene der Degranulation
gibt es potentielle Zielmolekiile, Gber die der inhibitorische Effekt von Dasatinib
auf die Zytotoxizitdt der NK-Zellen vermittelt werden kann. Die Adh&asion
zwischen NK-Zelle und Zielzelle wird tber die Interaktion von Rezeptoren, z.B.
LFA-1 der NK-Zelle und ICAM-1 der Zielzelle, vermittelt, deren
Signaltransduktion von der Dasatinib-empfindlichen Src-Kinase Fyn abhéngig
ist [Bernardini et al. 2005; Hantschel et al. 2008]. Das Wirkspektrum von
Dasatinib umfasst aufRerdem eine Reihe von Src-Kinasen, die bei den
inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren auf der Oberflache der NK-Zellen
an entscheidenden Stellen der Signallbertragung stehen. Eine Rolle kdnnten
dabei Lck und Fyn spielen, die bei vielen aktivierenden Rezeptoren, u.a.
NKG2D, fur die Signalweiterleitung zu ERK- und MAP-Kinase-assoziierten
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Signalwegen verantwortlich sind [Yatin M. Vyas 2002; Billadeau et al. 2003;
Raffaella Augugliaro 2003]. Unter Dasatinib wurde eine verminderte Aktivierung
des ERK-Signalweg in NK-Zellen gezeigt [Salih et al. 2010].

Die Ubertragbarkeit des inhibitorischen Effekts von Dasatinib auf die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen in vitro auf die klinische Anwendung wird gestitzt
von einer aktuellen Publikation, die fur Dasatinib im Mausmodell eine Hemmung
der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen zeigt [Fraser et al. 2009].

Klinisch kdnnte sich eine reduzierte Zytotoxizitat der NK-Zellen fir den
Patienten unguinstig auswirken, da die NK-Zellen die erste Instanz bei der
Abwehr von Tumor- und virusinfizierten Zellen darstellen. Bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom, einer Stammzellerkrankung mit ineffektiver
Blutbildung und potentieller Progression zu einer akuten myeloischen
Leukamie, scheint es einen Zusammenhang zwischen einer reduzierten
zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen und der Prognose zu geben [Epling-
Burnette et al. 2007]. Bislang gibt es keine Daten, die ein Auftreten von
Sekundartumoren oder einen Tumorprogress, der auf Dasatinib zuriickzuftihren
ist, belegen. Da das Medikament erst seit 2006 zugelassen ist, muss in
weiteren klinischen Studien evaluiert werden, ob der Effekt auf die NK-Zellen
ein reales Risiko fuir den Patienten darstellt. In einer aktuellen klinischen Studie
zur Anwendung bei CML zeigte sich nach zwei Jahren ein dauerhaftes und
gutes Therapieansprechen sowie ein gegenuber Imatinib besseres
progressionsfreies Uberleben [Kantarjian et al. 2009].

Wahrend einer Behandlung mit Dasatinib kann es zu einem gehauften Auftreten
von Infektionen kommen, darunter auch von atypischen Erregern wie
Pneumocystis carinii, wobei in diesem Zusammenhang vor allem eine potentiell
gleichzeitig vorliegende Myelosuppression ursachlich sein kann [Talpaz et al.
2006; Steinberg 2007; Sillaber et al. 2009]. Aber auch eine verringertes
zytotoxisches Potential der NK-Zellen kdnnte eine erhohte Rate an viralen
Infekten erklaren. Patienten mit einer kompromittierten NK-Zellfunktion leiden
an rezidivierenden Infektionen, hauptséachlich durch Viren bedingt [Biron et al.
1999; Janka 2007]. Im Zusammenhang mit einer eingeschrankten NK-

Zellfunktion kdnnte auch ein Einzelfall einer akuten Parvovirus B19-Infektion
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sowie einer Reaktivierung von Cytomegalivirus und Herpesvirus 6 wéhrend
einer Dasatinib-Therapie stehen [Garcia-Munoz et al. 2007].

Moglicherweise stellt Dasatinib eine Therapiealternative bei einigen
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis, Zoéliakie, multipler Sklerose
und Diabetes Typ | dar, bei denen eine Rolle von NK-Zellen gezeigt wurde
[Bahram et al. 2005; Eagle, Trowsdale 2007]. Fur den Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib wurden eine positive Beeinflussung einer therapie-refraktéaren
rheumatoiden Arthritis nachgewiesen [Eklund, Joensuu 2003]. Méglicherweise
kann Dasatinib aber auch UUber bisher noch ungeklarte Mechanismen
autoimmune Reaktionen beglnstigen. So wird in einem Einzelfallbericht von
systemischem Lupus bei einem Patienten nach einer Behandlung mit Dasatinib
das immunmodulatorische Potential des Medikamentes dafiir verantwortlich
gemacht [Rea et al. 2008]. Bei Patienten mit systemischen Lupus
erythematodes wurde im Gegensatz zu Patienten mit rheumatoider Arthritis
eine erniedrigte zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen festgestellt [Park et al.
2009]. Moglicherweise erklart die Inhibition der NK-Zellfunktionen durch
Dasatinib, insbesondere der Zytotoxizitat, die Entwicklung eines systemischen
Lupus in dem publizierten Einzelfall.

Um Autoimmunerkrankungen besser zu behandeln, ist das Verstandnis der
Pathogenese entscheidend. Bei der Multiplen Sklerose wird die Rolle der NK-
Zellen kontrovers diskutiert. Einige Autoren sehen die NK-Zelle als pathogenen
Faktor, da sie autoreaktive T-Zellen stimulieren, wéhrend andere Studien eine
protektive Rolle der NK-Zellen belegen [Linemann et al. 2008; Winkler-Pickett
et al. 2008; Lunemann et al. 2009]. Da Dasatinib neben der Hemmung von NK-
Zellfunktionen zusatzlich wesentliche T-Zellfunktionen inhibiert [Schade et al.
2008; Weichsel et al. 2008], kann moglicherweise durch eine effiziente
synergistische  Immunmodulation eine Besserung der autoreaktiven

Krankheitsprozesse erreicht werden.
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4.3 Direkte Anwesenheit von Dasatinib inhibiert
spezifisch und dosisabhangig die Zytokinproduktion

von NK-Zellen

Die Produktion der Zytokine TNF-a bzw. IFN-y ist neben der Zytotoxizitat die
wichtigste Effektorfunktion der NK-Zellen. Dasatinib inhibiert dosisabhangig und
spezifisch die Zytokinproduktion von NK-Zellen, was ich und kirzlich auch Salih
und Kollegen zeigen konnten [Salih et al. 2010]. Die Daten dieser Arbeit
belegen dabei eine differentielle Rolle von Dasatinib: Bei einer Stimulation mit
K562-Zellen, nicht aber mit PMA/Ca*lonophor wird die Zytokinproduktion der
NK-Zellen gehemmt. Es wurde bereits dargestellt, dass die Stimulantien
PMA/Ca®"lonophor in einer spateren Phase der Signaltransduktion, d.h. nach
der Rekrutierung der PKC wirken. Daher kann auch hier von einem
spezifischen Effekt von Dasatinib auf die SRC-Kinasen in der frihen Phase der
intrazellularen Signaltransduktion der Rezeptoren der NK-Zelle ausgegangen
werden.

Aktivierende Signale fir die Zytokinproduktion werden vor allem Uber IL-12
zusammen mit Kostimulatoren vermittelt [Caligiuri 2008]. Die verwendeten NK-
Zellen wurden mit der IL-12 produzierenden Zellllinie RMPI 8866 expandiert.
Daher kommt bei einer Stimulation mit K562-Zellen am ehesten der NKG2D-
Rezeptor als Koaktivator in Betracht, der durch die Liganden MIC-A bzw. MIC-B
(MHC-class-I-polypeptide-related sequence A bzw. B) und ULBPs (UL-16-
binding proteins) auf der Oberflache der K562-Zellen aktiviert wird [Li et al.
2008]. Sowohl die Signaltransduktion des IL-12-Rezeptors als auch des
NKG2D-Rezeptors ist abhangig von Dasatinib-empfindlichen Src-Kinasen
[Lombardo et al. 2004; Manley et al. 2005; llaria Tassi 2006].

Eine Hemmung der Zytokinproduktion der NK-Zellen kénnte das Mikromilieu
einer Immunreaktion beeinflussen, da die NK-Zellen tber IFN--y T-Zellen und
Uber TNF-a dendritische Zellen aktivieren [Agaugue et al. 2008]. Auf diesem
Weg konnte sich indirekt eine immunsuppressive Wirkung manifestieren. Auch

die direkte Wirkung von IFN-y auf virusinfizierte Zellen kdnnte so durch
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geringere Zytokinspiegel vermindert sein und damit die Abwehr von
Virusinfektionen beeintrachtigen.

4.4 Indirekte Effekte von Dasatinib: Vorbehandlung
von K562-Zellen mit Dasatinib inhibiert NK-

Zelleffektorfunktionen

Der inhibitorische Effekt bei direkter Anwesenheit von Dasatinib auf die
Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegeniber K562-Zellen kann bei einer
Expositionsdauer von 4h Dasatinib nicht auf eine erhdhte Spontanlyse der
K562-Zellen zurtckgefiuihrt werden und somit als eine Wirkung auf die NK-
Zellen gewertet werden. Nach 24h jedoch induzierte Dasatinib bei den K562-
Zellen sowohl eine erhdhte Spontanlyse, als auch eine verringerte
Empfindlichkeit gegentber der Zytotoxizitat der NK-Zellen.

Die Erh6hung der Spontanlyse nach 24h lasst sich am ehesten mit einer
erhbhten Apoptoserate erklaren, da gezeigt wurde, dass Dasatinib bei den
K562-Zellen Apoptose induziert, was mit einer Blockade von des
Transkriptionsfaktors STATS (,signal transducer and activator of transcription
5%) in Verbindung gebracht wird. Signalwege, die Uber STAT5 laufen, sind
sowohl von BCR-ABL als auch von Src-Kinasen abhangig, welche von
Dasatinib inhibiert werden [Nam et al. 2007].

Die spezifische Lyse von mit 50 nM Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen
durch unbehandelte NK-Zellen ist signifikant vermindert. Dieser Effekt ist
unabhéangig von der erhdhten Spontanlyse nach 24h Dasatinib, da bei der
Berechnung der spezifischen Lyse (s. 2.6.2) die Spontanlyse von der
Gesamtlyse subtrahiert und das Ergebnis auf die Zellen, die nicht spontan
lysiert sind, bezogen wird. Das heil3t, dass Dasatinib nach 24h die
Empfindlichkeit der K562-Zellen vermindert und dies nicht auf die erhohte
Spontanlyse zurtckzufiihren ist.

Eine verminderte Suszeptibilitdt im Zeitfenster von 24h ist am ehesten durch
Veranderungen in der Rezeptorexpression der K562-Zellen bedingt, da eine

relevante Hoch- oder Runterregulation ein Zeitfenster von mindestens 4 bis 24h
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beansprucht [Gasser et al. 2005]. Von Salih und Kollegen wurde eine
Verminderung der Expression der Liganden des NKG2D-Rezeptors MIC-A/B
auf Kb562-Zellen durch Dasatinib belegt [Salih et al. 2010]. Diese zeigten
ebenso wie ich eine verminderte Zytotoxizitdt und eine verminderte
Zytokinproduktion der NK-Zellen bei Stimulation mit K562-Zellen, die 24h mit
Dasatinib vorbehandelt wurden, was mdoglicherweise auf eine verminderte
Expression MICA/B zurtckgefuihrt werden kann. Veranderungen in der
Expression des aktivierenden NKG2D-Rezeptors werden mit der Immunevasion
von Tumorzellen in Verbindung gebracht [Krockenberger et al. 2008], was auch
bei den korrespondierenden Liganden, wie beispielsweise MIC-A beobachtet
wurde [Friese et al. 2004; Oppenheim et al. 2005]. Eine verminderte
Suszeptibilitdt der K562-Zellen als BCR-ABL-positive CML-Zelllinie gegentiber
der Zytotoxizitdt von NK-Zellen konnte ein Modell fir die Evasion von
Tumorzellen sein. Eine verminderte Stimulation zur Zytokinproduktion kann zu
diesem Effekt beitragen, da sowohl weniger proinflammatorische Molekile
vorhanden sind, als auch T-Zellen und dendritische Zellen weniger fiur ihre
Aktivierung essentielle Signale erhalten. NK-Zellen spielen bei leuk&mischen
Erkrankungen eine wichtige Rolle bei der Eradikation von ruhenden
Stammzellen (CD34+), die fur eine nicht komplette Heilung der CML-
Erkrankung verantwortlich gemacht werden. Zwar zeigt Dasatinib Effektivitat
gegenuber bestimmten Vorlauferzellen, die durch Imatinib nicht beeinflusst
werden, aber nicht gegeniber der ruhenden Fraktion der Stammzellen
[Copland et al. 2006]. Mdglicherweise besteht hier ein Zusammenhang mit der
Aktivitat der NK-Zellen, da gezeigt wurde, dass die ruhenden CD34+ Zellen bei
der CML eine geringere Suszeptibilitdt gegentber NK-Zellen haben [Yong et al.
2008].
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4.5 Regulation von NK-Zelleffektorfunktionen durch
Dasatinib birgt Chancen und Risiken bei der

klinischen Anwendung

Die Effektorfunktionen von NK-Zellen werden durch Dasatinib differentiell
reguliert: Bei direkter Anwesenheit von Dasatinib wird die Expansion,
Zytotoxizitdt und Zytokinproduktion inhibiert, wahrend nach einer langfristigen
Exposition und Entfernen des Medikaments die NK-Zelle wieder eine
vollstandige zytotoxische Wirkung zeigt und vermehrt Zytokine produziert. Aus
diesen Resultaten ergeben sich moglicherweise Folgen fir die klinische
Anwendung von Dasatinib.

Bei der Behandlung der CML erscheint eine kompromittierte NK-Zellfunktion
aus pathogenetischen Gesichtspunkten eher unginstig, da die NK-Zellen
wichtig sind fur die Eradikation der ruhenden Stammzellen und fir eine
effiziente Immunabwehr. Mdoglicherweise lasst sich aber die Wirkung von
Dasatinib auf die NK-Zellen durch ein verandertes Dosisregime positiv hutzbar
machen. Aktuelle Studien belegen eine aquivalente klinische Wirksamkeit von
einmalig 100 mg pro Tag zu der bisher Ublichen zweimaligen Verabreichung
von 70 mg pro Tag, obwohl Dasatinib nur eine Plasmahalbwertszeit von etwa
4h hat [Bullock JM 2006; Shah, Kantarjian et al. 2008]. Denn fir die Elimination
der CML-Zellen scheint eine transiente BCR-ABL-Inhibition durch eine
Hochdosis-Pulstherapie ausreichend zu sein [Shah, Kasap et al. 2008; Snead
et al. 2009]. So kdnnten mdglicherweise auch immunmodulatorische Effekte
von Dasatinib zu klinischem Nutzen fihren und unerwiinschte Wirkungen
minimiert werden. Nach einer Behandlung bzw. Expansion der NK-Zellen mit
Dasatinib wurde nach Entfernen des Medikamentes eine wiederhergestellte
zytotoxische Aktivitdit und eine gesteigerte Zytokinproduktion beobachtet
werden, was moglicherweise zu einer vermehrten immunologischen
Tumorabwehr fihren kdnnte. Dies kdnnte ebenfalls eine Ursache flr die gute
Wirksamkeit einer Hochdosispulstherapie sein. Aul3erdem treten unerwinschte
Wirkungen von Dasatinib unter diesem Dosisregime weniger haufig auf [Shah,

Kantarjian et al. 2008]. Auch hier kann ein Zusammenhang mit der Restauration
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des immunmodulatorischen Effekts vermutet werden, da fiir die Pleuraergiisse
wahrend einer Therapie mit Dasatinib eine immunmediierte Genese diskutiert
wird [Hugues de Lavallade 2008]. Die Wirkung von Dasatinib auf die NK-Zellen
in vivo scheint aber auch von einer bestimmten Dynamik gepragt zu sein, die
noch unvollstdndig verstanden ist: Die bereits in 4.1 diskutierten Studien von
Kim und Kollegen bzw. Mustjoki und Kollegen zeigten eine abrupte Expansion
von NK-, bzw. NKT-Zellen bei Patienten wahrend einer Dasatinib-Therapie
nach etwa drei Monaten, was mit einer verbesserten Prognose verbunden war
[Kim et al. 2009; Mustjoki et al. 2009].

Dass nach Absetzen der Therapie keine Kompromittierung der NK-Zellen zu
erwarten ist, ist auch sehr relevant fir die Option einer
Stammzelltransplantation. Es gibt bereits Daten, dass eine Behandlung mit
Dasatinib nicht die Toxizitat bei einer Stammzelltransplantation erhoht, die
durch die vorherige Therapie zudem in einem friheren Stadium effektiv zu sein
scheint [Shimoni et al. 2008].

Eine funktionelle Einschrankung der NK-Zellen kdnnte bei anderen
Krankheitsbildern eine neue Therapieoption darstellen. Da bei direkter
Anwesenheit von Dasatinib die Zytotoxizitdt und die Zytokinproduktion stark
vermindert sind und aul3erdem bei der Konzentration von 50 nM die
Proliferation der NK-Zellen in vitro vollstandig gehemmt ist, kann grol3es
Potential in der Therapie von NK-Zell-Lymphomen erwartet werden. NK-
Zellneoplasien sind eine seltene und heterogene Gruppe von Krankheiten, die
teilweise sehr aggressiv und geféhrlich verlaufen kénnen [Xiayuan Liang 2008].
Die Therapiemdglichkeiten sind beschrankt und kaum wissenschaftlich
untersucht. Es kann sehr vielversprechend sein, mit Hilfe von Dasatinib die
unkontrollierte Proliferation von NK-Zellen sowie die teilweise auftretende
delitare Zytotoxizitat zu hemmen. Die Behandlung mit Dasatinib ware
moglicherweise eine Alternative zu aggressiven Chemotherapien oder einer
Stammzelltransplantation.

Wie bereits unter 4.2 diskutiert wurde, besitzt der Multikinaseinhibitor Dasatinib
moglicherweise Potential in der Therapie von Autoimmunerkrankungen. Eine

potentiell immunsuppressive Wirkung von Dasatinib kann bedingt sein durch
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eine verringerte Expansion, Zytotoxizitidt und Zytokinproduktion von NK-Zellen.
Dartber hinaus hemmt Dasatinib auch die Proliferation, Aktivierung und
Zytokinproduktion von T-Zellen [Weichsel et al. 2008]. T-Zellen und NK-Zellen
stehen nicht nur Uber deren Zytokinsekretion in einer wechselseitigen
Interaktion. Uber den NKG2D-Rezeptor und seine Liganden werden
maoglicherweise T-Zellen zu autoimmunen Reaktionen stimuliert [Groh et al.
2003]. Eine eingeschrankte NK-Zellfunktion koénnte indirekt autoreaktive
Pathomechanismen der T-Zellen reduzieren. Die immunsuppressiven
Eigenschaften von Dasatinib sind daher wahrscheinlich in vivo noch von
weiteren Synergien gepragt. Dies macht Dasatinib zu einer attraktiven
Therapiealternative  fir  Autoimmunkrankheiten, was durch Klinische

Forschungprojekte weiter evaluiert werden sollte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle im menschlichen Immunsystem,
insbesondere durch die Zerstérung von virusinfizierten Zellen und Tumorzellen
sowie durch die Produktion von Zytokinen. Eine gezielte Modulation der
Effektorfunktionen von NK-Zellen kann den Weg fur neue Therapiestrategien
gegenuber malignen Erkrankungen oder auch Autoimmunerkrankungen
bahnen. Dasatinib ist ein potenter Inhibitor einer Vielzahl von Kinasen, die an
der Regulation von NK-Zelleffektorfunktionen beteiligt sind und fur die bereits
eine Inhibition von T-Zelleffektorfunktionen gezeigt werden konnte [Schade et
al. 2008; Weichsel et al. 2008]. Ein besseres Verstandnis der
immunmodulatorischen  Eigenschaften von Dasatinib kann nicht nur neue
Einsatzbereiche identifizieren, sondern auch die bereits bewahrte Therapie der
CML optimieren. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
Dasatinib auf die Expansion, Zytotoxizitat und Zytokinproduktion von humanen
NK-Zellen analysiert.

Dazu wurden aus peripheren Blutlymphozyten gesunder Spender polyklonale
NK-Zellen in Kokultur mit bestrahlten RPMI 8866-Zellen mit und ohne Dasatinib
expandiert und NK-Zelleffektorfunktionen mit Durchfluszytometrie-basierten
Experimenten untersucht. Im Detail wurde die Zytotoxizitat nach dem Prinzip
des FATAL-Experiments [Sheehy et al. 2001], die Degranulationsaktivitéat Gber
die Expression von CD107a/b, die Produktion von TNF-o bzw. IFN-y mit einer
intrazellularen Farbung und die Apoptose- und Zelltodanalyse tber Annexin-V
und 7-AAD gemessen.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Dasatinib die Haupteffektorfunktionen von
NK-Zellen gesunder Blutspender in vitro reguliert: Die Expansionskapazitat von
NK-Zellen wird dosisabhéangig und bei 50 nM Dasatinib vollstdndig inhibiert,
ohne dass dies durch ein Absterben der NK-Zellen bedingt ist. Die Zytotoxizitéat
von NK-Zellen, die unter 10 nM Dasatinib expandiert sind, ist nach Entfernen
des Medikamentes restauriert, und die Degranulationskapazitat und die

Zytokinproduktion sind gesteigert.
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Bei unbehandelt expandierten NK-Zellen fiihrt die direkte Anwesenheit von
Dasatinib zu einer dosisabhédngigen Hemmung der Zytotoxizitdt gegenuber
K562-Zellen. Darlber hinaus inhibiert Dasatinib dosisabhangig die
Degranulation und Zytokinproduktion von NK-Zellen bei einer Stimulation mit
K562-Zellen nicht aber bei einer Stimulation mit PMA/Ca*lonophor. Eine
indirekte Veranderung des Lyseverhaltens der NK-Zellen durch Effekte von
Dasatinib auf die K562-Zellen zeigt sich nicht nach 4h, aber nach 24h im Sinne
einer erhdhten Spontanlyse, aber geringeren spezifischen Lyse. Eine 24h-
Vorbehandlung von K562-Zellen mit Dasatinib fiihrt auRerdem zu einer
verminderten Degranulationsaktivitat und Zytokinproduktion von unbehandelten
NK-Zellen.

Die Hemmung der NK-Zelleffektorfunktionen bei direkter Anwesenheit von
Dasatinib und deren Restauration respektive Steigerung nach Entfernen des
Medikaments ist am ehesten auf eine reversible Inhibition von Src-Kinase-
abhangigen Prozessen der intrazellularen SignalUbertragung zurickzufuhren.
Eine kompromittierte NK-Zellfunktion kénnte wahrend einer Behandlung mit
Dasatinib zu einer Verminderung der Infektabwehr und der immunologischen
Tumoriberwachung fihren. Mdglicherweise lassen sich jedoch die
unerwiinschten Wirkungen durch ein verédndertes Dosisregime, wie eine
Hochdosispulstherapie, bei guter Therapieeffizienz minimieren. Eine
supprimierte Aktivitdt der NK-Zellen durch Dasatinib kdnnte dagegen bei der
Therapie von NK-Zelllymphomen oder auch von Autoimmunerkrankungen eine
neue Behandlungsoption darstellen. Aufgrund der Dbereits bekannten
inhibitorischen Wirkung auf T-Zellfunktionen gibt es dabei moéglicherweise
Synergien in der immunsuppressiven Wirkung. Das immunmodulatorische
Potential von Dasatinib birgt daher gro3e Chancen sowohl im Einsatz als
Immunsuppressivum, als auch in der Optimierung der bereits bewahrten
Therapie der CML.
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