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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem lasst sich in zwei Bereiche unterteilen: das
angeborene, sogenannte ,unspezifische® und das erworbene oder auch

.=adaptive“ Immunsystem.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem, zeigt seine Wirkung innerhalb weniger Minuten
und umfasst verschiedene Komponenten: hierzu zahlen u.a. physikalische
Schutzmechanismen der Epithelien (z.B. Flimmerepithelien der Trachea), sowie
chemische Hindernisse (z.B. saures Milieu im Magen/Vagina, Sekretion von
Lysozymen und Defensinen). Wenn diese natirliche Barriere trotzdem
uberwunden wird, kommen die zellularen Bestandteile des angeborenen
Immunsystems zum Einsatz. Dazu zahlen beispielsweise die neutrophilen
Granulozyten, naturliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten/Makrophagen und
dendritische Zellen (DC).

Sie nehmen Mikroorganismen u.a. mit Hilfe von sogenannten Mustererkennungs-
Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs) wahr. Diese PRRs erkennen
beispielsweise sogenannte pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-
associated molecular patters, PAMP). Ein wichtiger PAMP stellt das
Lipopolysaccharid (LPS) dar, welches alle gram-negativen Bakterien auf ihrer
aulieren Zellwand aufweisen.

Die PRRs kann man in intrazellulare, 16sliche und auf der Zelloberflache
exprimierte Rezeptoren unterteilen. (1) Die Hauptaufgaben dieser Rezeptoren
nach Erkennung eines molekularen Musters liegen in der Aktivierung des
Komplementsystems, der Phagozytose sowie der Induktion der Apoptose und
der Opsonierung bakterieller Bestandteile. Aulierdem induzieren sie
proinflammatorische Signalkaskaden, wodurch sowohl Zellen des angeborenen
als auch des erworbenen Immunsystems aktiviert werden. (2)

Zu den intrazellularen Mustererkennungs-Rezeptoren zahlen beispielsweise die
NOD-like-Rezeptoren (NLRs). Die oberflachlichen Rezeptoren setzen sich unter

anderem aus der Gruppe der Scavenger (beispielsweise cluster of differentiation
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(CD)163); C-type-Lektin (z.B. CD206) und der toll-like-Rezeptoren (TLR)
zusammen.

TLR-4 wird am starksten von Makrophagen, DCs und NK-Zellen exprimiert.
Lipopolysaccharid stellt einen der wichtigsten Liganden des TLR-4 dar. Um eine
starke Aktivierung von TLR-4 hervorrufen zu konnen, ist ein Komplex aus dem
LPS-bindenden Protein (LPB), myeloid differentiation protein 2 (MD2) sowie
CD14 mit LPS notwendig. TLRs aktivieren den Transkriptionsfaktor NF-kB
(Nuclear Factor kappa B), was durch eine vermehrte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (z.B. Interleukin (IL)-12) sowohl zur Aktivierung
des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystem fuhrt. Sie sind
demzufolge eine Brucke zwischen den beiden Komponenten des

Immunsystems.

1.1.2 Erworbenes Immunsystem

Das adaptive Immunsystem hat die Aufgabe pathogene Substanzen, die nicht
bereits durch die angeborene Abwehr eliminiert werden konnten, spezifisch zu
erkennen und zu beseitigen. Die Spezifitat dieser zusatzlichen Abwehr verlangt
eine langere Reaktionszeit, fuhrt jedoch zur Bildung eines immunologischen
Gedachtnisses.

Eine - vereinfachte - Unterteilung in humorale und zellulare Immunantwort ist
moglich. B-Zellen und Plasmazellen stellen die humorale Immunantwort dar,
deren Hauptmerkmal die Produktion von Antikorpern ist.

Nach Aktivierung durch CD4*-T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) proliferieren bestimmte
B-Zellen, welche gegen das prasentierte Antigen gerichtet sind und sich zu
Plasmazellen sowie B-Gedachtniszellen differenzieren. Gedachtniszellen sorgen
beim wiederholten Kontakt - teils auch ohne erneute Kostimulation mit CD4*-
Zellen - mit dem Antigen fur eine schnellere und spezifische Immunantwort.
Dieser Mechanismus ist Teil des ,immunologischen Gedachtnisses".
Verschiedenen Antikorperisotypen unterscheiden sich in ihrer Lokalisation sowie
Aufgabe.

Die zellulare spezifische Immunantwort beruht vor allem auf T-Zellen. Die
Einteilung der T-Zellen erfolgt anhand von immunphanotypischen



Einleitung

Oberflachenmerkmalen (katalogisiert als ,cluster of differentiation“). Es wird u.a.
zwischen CD4*-TH-Zellen und CD8*-zytotoxischen T-Zellen unterschieden.
T-Lymphozyten exprimieren einen T-Zell-Antigen-Rezeptor (TCR-CD3, t-cell-
antigen-receptor) -Komplex. Dieser TCR erkennt von MHC-Proteinen (major
histocompatibility complex) prasentierte Antigene.

MHC-Proteine sind Oberflachenproteine von Zellen, welche Antigenfragmente
prasentieren. MHC-I-Molekule befinden sich auf jeder kernhaltigen Zelle,
wahrend MHC-II-Molekiile von antigenprasentierenden Zellen (antigen
presenting cell, APC), wie z.B. den Makrophagen, B-Zellen und DC, exprimiert
werden.

Die CD8"-T-Zellen werden durch Antigene, die von MHC-I Molekilen auf
beispielsweise virus-infizierten Zellen prasentiert werden, aktiviert. Die Sekretion
von Granzyme und Perforine durch zytotoxische Zellen fuhrt zur Apoptose der
infizierten Zelle. CD4*-T-Zellen werden durch an MHC-II-Molekile gebundene
Antigene zur weiteren Differenzierung in TH1- bzw. TH2-Zellen angeregt.

Anschlie3end wird unter anderem die humorale Immunreaktion veranlasst.

Es ist jedoch keineswegs moglich, eine klare Trennung des angeborenen und
erworbenen Immunsystems vorzunehmen, da sie ineinander spielen,
miteinander interagieren, sich gegenseitig hemmen oder aktivieren. Erst dadurch
wird eine erfolgreiche Immunantwort maoglich.

Ein geschwachtes Immunsystem bzw. eine inadaquate Immunantwort kann ein
Pradispositionsfaktor fur Infektionskrankheiten und Tumoren sein. Darauf wird in
1.2.1.2. genauer eingegangen.
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1.2 Makrophagen

Als Teil der angeborenen Immunitat spielen Makrophagen eine wichtige Rolle in
der Kommunikation zwischen dem angeborenem und dem adaptiven
Immunsystem.

Im Knochenmark entstehen zunachst aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen u.a. Monozyten. Monozyten gehoren zu den Leukozyten und
entwickeln sich gemeinsam mit dendritischen Zellen und Granulozyten aus einer
myeloiden CD34*-Vorlauferzelle.

Nachdem sie das Knochenmark verlassen und im Blutstrom zirkulieren, wandern
sie in ein Gewebe ein und reifen unter dem Einfluss verschiedener Signale in
unterschiedliche Subtypen. Es entstehen —je nach Gewebe- hochspezifische
Effektorzellen, welche sich in ihren Phanotypen und Funktionen unterscheiden.
Es gibt ortsunabhangige, mobile Makrophagen, sowie ortsabhangige
Gewebemakrophagen. In der Leber werden sie Kupffer-Zellen, in der Haut
Langerhans-Zellen, im Gehirn Mikroglia, in der Lunge Alveolarmakrophagen
sowie im Knochen Osteoklasten genannt.

Die komplexe Entstehung von Makrophagen ist jedoch immer noch nicht
vollstandig verstanden. Neuere Forschungsergebnisse wie beispielsweise von
Sieweke et al. zeigen, dass ortsstandige / gewebsspezifische Makrophagen eine

Kapazitat zur Selbsterneuerung -dhnlich der Stammzellen- besitzen. (3)

Eine der Kerneigenschaften der Makrophagen ist die Phagozytose, eine Form
der Endozytose, worunter man die Aufnahme von festen Partikeln versteht. Sie
dient der Elimination von Bakterien, Fremdkorpern, Viren, Tumorzellen und
apoptotischen Zellen.

Damit gehdren die Monozyten/Makrophagen gemeinsam mit den dendritischen
Zellen und Granulozyten zu den Phagozyten und damit zum mononukleé&ren-
phagozytdren System (MPS). Nach der Phagozytose prasentieren Makrophagen
ingestierte Antigene uber MHC-II Molekule anderen Immunzellen wie den T-
Zellen. Diese Antigenprasentation ist eine wichtige Schaltstelle beispielsweise
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem.

Eine weitere wichtige Eigenschaft der Makrophagen ist die Zytokinproduktion.
Als Reaktion auf eine Infektion konnen Makrophagen sowohl
proinflammatorische Zytokine wie IL-2, IL-6, IL-12 und Tumor-nekrose-Faktor-a
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(TNF-a) freisetzen. Bei Bedarf und abhangig vom umgebenden Mikromilieu
konnen  Makrophagen jedoch auch antiinflammatorische  Zytokine,
beispielsweise IL-10, freisetzen.

IL-12 spielt als proinflammatorisches Zytokin eine besondere Rolle in der
Aktivierung anderer Immunzellen und setzt dadurch u.a. eine Entziindungs- bzw.
antitumoralen Reaktion in Gang. Antiinflammatorische Zytokine vermindern eine
solche Entzindung und tragen dazu bei, eine unkontrollierte Immunreaktion zu
verhindern.

Makrophagen nehmen zudem eine zentrale Rolle bei der Wundheilung ein,
indem sie durch Phagozytose Zelldetritus beseitigen und Wachstumsfaktoren
produzieren. Dadurch werden Fibroblasten zur Proliferation angeregt und die
Angiogenese stimuliert.

Im Kapitel 1.2.2. wird darauf noch genauer eingegangen.

1.2.1 Subtypen von Makrophagen

Makrophagen weisen eine hohe Diversitat auf, die im Folgenden weiter
beschrieben werden soll. Wichtig ist zu erwahnen, dass die in der Literatur
verwendete und hier kurz dargestellte Klassifikation der folgenden Subtypen aus
in vitro Versuchen entstanden ist und Extreme eines Kontinuums darstellen. In
vivo zeigen Makrophagen eine ausgepragte Plastizitat. Eine vollig eindeutige
Trennung zwischen den hier beschriebenen Subtypen in vivo ist wahrscheinlich
nicht moglich. (4, 5)

1.2.1.1 Differenzierung von M1/M2 Makrophagen

Etwas vereinfacht werden Makrophagen in 2zwei funktionelle Typen
unterschieden. Aufgrund der Historie werden M1 Makrophagen auch als
,Klassisch® aktivierte, M2 Makrophagen auch als ,alternativ’ aktivierte
Makrophagen beschrieben. Die Hauptaufgaben der M1-Makrophagen bestehen
in ihrer antimikrobiellen und antitumorésen Wirkung, deren Funktion als
,Inflammation“ und Erregerabwehr beschrieben werden kann. M2-Makrophagen
hingegen dienen der Immunsuppression und tragen zu Reparaturvorgangen bei,

beispielsweise auch durch Stimulation der (Neo-)Angiogenese. (6, 7)
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Klassische M1-Makrophagen werden u.a. durch bakterielles LPS oder Interferon
(IFN)-y, das beispielsweise von benachbarten Makrophagen, dendritische
Zellen, NK-Zellen /oder TH1-Zellen freigesetzt wird, sowie durch den granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) aktiviert.

M1-Makrophagen sezernieren unter anderem IL-6, IL-8, IL-12 und TNF-a. (8, 9)
IL-12 stimuliert NK- und TH1-Zellen und ist ein wiederum ein wichtiger Marker
zur Unterscheidung zwischen M1- und M2-Makrophagen. (10)

Durch die Expression von induzierbarer NO-Synthase (nitric oxid, NO) und von
reaktiven Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species, ROS), sowie ihrer
antigenprasentierenden  Funktion wirken M1-Makrophagen zytotoxisch
gegenuber Pathogenen und Tumorzellen.

In Zusammenschau mit der Sekretion der oben genannten Zytokine nehmen M1-

Makrophagen eine proinflammatorische Funktion im Immunsystem ein.

HLA-Molekule werden durch Aktivierung der Makrophagen heraufreguliert, um
eine bessere und hochfrequente Antigen-Prasentation zu ermoglichen.
Beispielsweise wird das HLA-Il Molekldl HLA-DR von antigen-prasentierenden
Zellen exprimiert und ist ein Marker der Immunstimulation. Gemeinsam mit den
Ko-Stimulatoren CD80 und CD86 aktiviert HLA-DR T-Lymphozyten. (11, 12)

Im Zusammenhang mit einer verstarkten Antigenprasentation spielt auch CD83
als Oberflachenmolekdl eine interessante Rolle.

CD83 ist ein Oberflachenmarker, der zuerst einmal mit aktivierten humanen DCs
in Verbindung gebracht wird. (11, 13) Zhou et al. beschrieben erstmals 1995
CD83 als spezifischen und alleinigen Marker um DC zu identifizieren. (14)

Eine zeitweise, eher niedrige Expression von CD83 lasst sich auch auf
Makrophagen feststellen. (15) In dieser Arbeit wurde die hohe Expression von
CD83 als Marker zur Differenzierung zwischen Makrophagen und DCs
verwendet.

Der erste beschriebene Mustererkennungsrezeptor (Pattern Recognition
Receptor, PRR) war der I6sliche Rezeptor CD14. Gemeinsam mit TLR4, LBP
und MD2 bildet CD14 den LPS-Rezeptor. Bei Bindung des Liganden LPS an
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diesen Rezeptoren-Komplex, kommt es zur Sekretion u.a. von TNF-a, IL-6, IL-12
und IFN-y durch Makrophagen. (16)

Der Opsonierungsrezeptor Fcylll -CD16- korreliert mit der Fahigkeit der
Phagozytose von Makrophagen. Beide Rezeptoren lassen sich in
unterschiedlicher Dichte auf Makrophagen nachweisen. Anhand dieser
Expressionsdichte wurde eine in vitro Einteilung in drei verschiedene Typen
vorgenommen. Die klassisch aktivierten Makrophagen, M1, exprimieren viel
CD14 und geringe Mengen an CD16. (17)

Eine hohe Dichte an CD16 wird eher M2-Makrophagen zugeschrieben. (11, 12)

M2-Makrophagen stellen eine sehr heterogene Gruppe da, welche man in vitro
in drei Subtypen M2a, b und c differenzieren kann. Wie oben erwahnt ist in vivo
keine  genaue  Klassifikation = moglich. Die  Differenzierung  der
Makrophagensubtypen ist vom umliegenden Zytokinmilieu abhangig, welches in
vivo zu komplex ist, um diese Einteilung vornehmen zu konnen.
M2a-Makrophagen entwickeln sich durch IL-4 und IL-13 Einwirkung (siehe
Abb.2), M2b werden durch Immunkomplexbindung an den TLR aktiviert und M2c-
Makrophagen durch antiinflammatorisch wirkende Einflisse wie IL-10,
Glukokortikoidhormone oder auch Prostaglandine (PGE2) und transforming
growth factor (TGF)-f3.

PGE:> und TGF-f3 spielen beispielsweise eine Rolle bei der Regulation der T-Zell-
Aktivierung.

M2-Makrophagen produzieren, im Gegensatz zu M1-Makropahgen, hohe
Mengen an IL-10 und dafur wenig bis gar kein IL-12. IL-10 aktiviert TH2-Zellen,
welche ihrerseits IL-4 produzieren. Somit schlief3t sich ein positiver Feedback-
Zirkel. (18)

AuBerdem haben M2-Makrophagen eine hohe Phagozytoserate, jedoch
resultiert daraus im Vergleich zu M1-Makrophagen eine geringere
Antigenprasentation. (19)

Wie in Abb.1 zusammengefasst, fordern M2-Makrophagen die Angiogenese, den
Gewebeumbau, die Wundheilung sowie die Sekretion von antiinflammatorischen
Zytokinen. Aufgrund dieser Eigenschaften und Funktionen wird ihnen im

Tumorgewebe eine procancerogene Wirkung zugeschrieben.
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Immunphanotypisch lassen sich M2-Makrophagen durch Expression des
Hamoglobinscavenger-Rezeptors CD163, sowie des Mannose-Rezeptors
CD206 charakterisieren. (8, 20, 21)

CD206 und CD163 gehodren zu den PRRs und werden von Zellen monozytarer
Abstammung exprimiert. Es sind vor allem Marker fur die M2c-Makrophagen, da
sie durch IL-10 verstarkt exprimiert werden. (19) Der Mannose-Rezeptor regt die
Makrophagen selbst zur IL-10-Sekretion an und unterstitzt dadurch ihre
antiinflammatorische und tumorférdernde Wirkung.

CD163 ist ein Makrophagen-spezifisches Protein, mit dessen Hilfe der Anteil an
zirkulierenden Haptoglobin-Hamoglobin-Komplexen verringert und dadurch die
proinflammatorische Wirkung des Hdmoglobins reduziert wird. (22)

Der Scavenger-Rezeptor wird unter IL-10 oder auch M-CSF-Einfluss vermehrt
exprimiert. TNF-aq, IL-4, IFN-y und LPS hingegen reduzieren die Expression von
CD163 auf Makrophagen. (19)

Monozyten
GM-CSF, LPS, IFN-y M-CSF, IL-4, IL-10
Glukokortikoide
IL-12 IL-10
TNF Mannose-Rezeptor
ROI Scavenger-Rezeptor
M1-Makrophagen M2-Makrophagen
Inflammatorische Zytokine, Angiogenese, Wundheilung,
Immunstimulation Gewebeumbau

Abbildung 1: Makrophagen kdénnen klassisch durch LPS, IFN-y aktiviert werden (M1) oder zu alternativen Makrophagen
durch den Einfluss von IL-4, IL-10, Glukokortikoide differenzieren. M1-Makrophagen produzieren viel IL-12, TNF-a und
reaktive Sauerstoffverbindungen. Die alternativen Makrophagen sezernieren vor allem IL-10, sowie Mannose und
Scavenger-Rezeptoren. Sie fordern dadurch die Angiogenese, Gewebeumbau und die Wundheilung. Modifiziert nach
Sicca et al. (23)
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Eine strikte Trennung beider Populationen ist jedoch nicht moglich, es gibt eine
Vielzahl an Phanotypen. (5, 10) Die Phanotypen sind sehr vielseitig und teilweise
uberlappend. Am ehesten stellen M1-Makrophagen auf der einen Seite und M2-
Makrophagen auf der anderen Seite die Extreme dar. Mit neuen Methoden wie
z.B. CyTOF (Cytometry by time-of-flight), was die Markierung zahlreicher
Oberflachenantigene auf derselben Zelle ermdglicht, haben beispielsweise
Roussel et al. eine Vielzahl von Makrophagensubklassen identifiziert. (24)

1.2.2 Tumor-assoziierte Makrophagen

Schon Rudolf Virchow beschrieb 1863 das Vorhandensein von Leukozyten in
Tumoren und stellte einen Zusammenhang zwischen chronischen Entzindungen
und der Entstehung von Malignomen fest. (25) Eine spezielle Untergruppe der
Leukozyten im Tumorgewebe nennt man tumor-associated macrophages (TAM).
(26) Diese TAM nehmen den grofdten Anteil an Immunzellen im Tumorstroma
ein. Des Weiteren besteht das Tumorstroma noch aus Fibroblasten, der
extrazellularen Matrix und Gefalen. (27)

Makrophagen werden in ihrer Differenzierung stark vom umgebenden Milieu
beeinflusst. Das Milieu eines Tumors weil3t in der Regel hohe Konzentrationen
an IL-10, IL-4 und niedrige Mengen an LPS und IFN-y auf. Die sich daraufhin
differenzierenden Makrophagen entsprechen aufgrund des
antiinflammatorischen Milieus eher dem M2-Phanotyp. (8) TAM charakterisiert
eine Expression der Oberflachenproteine CD163 und CD206, sowie die
Sekretion des Zytokins IL-10.

Unter hypoxischen Bedingungen wird der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF)-1
intrazellular frei, welcher TAM durch macrophage-colony stimulating factor (M-
CSF) -Sekretion anlockt und zur vascular endothelial growth factor (VEGF)-
Produktion anregt. Dadurch wird eine Versorgung der Tumorzellen mit Sauerstoff
sowie Nahrstoffen durch Neovaskularisation sichergestellt und somit eine

Tumorprogression gefordert. (28)
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AuRerdem werden TH1-Zellen inhibiert und eine Immunantwort gegen den
Tumor verhindert. (29)

Qian und Pollard (30) fassten 2010 viele Daten zusammen, die zeigten, dass das
Vorkommen von M2-like TAM einen negativen Einfluss auf die Prognose hat.
Nicht jedoch rein die Anzahl an TAM, sondern deren Zytokinproduktion ist fur die
Prognose von entscheidender Bedeutung. Dies wurde vor allem fur
Mammakarzinome und Bronchialkarzinome beschrieben, aber auch fur
Pankreaskarzinome, das Hepatocellulare Karzinom und follikulare Lymphome.
(18, 28, 30)

Interessanterweise zeigen u.a. Stout et al. (31) oder Watkins et al. (32), dass die
Funktionalitat von TAM durch exogene Stimuli modifiziert werden kann.
Beispielsweise behandelte Watkins et al. (32) murine TAM in vivo mit IL-12,
wodurch sie ihren Funktionalitdt von prokanzerogen und immunsuppressiv (viel
Sekretion von IL-10 und TGF-B) zu proinflammatorisch (vermehrte Sekretion von
TNF-q, IL-6, IL-15) &nderten.

An diesem Punkt setzt diese Arbeit an und untersucht, ob sich durch externe
Stimuli wie z.B. Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) oder Zytokine wie IL-32y die

TAM in Richtung M1 Makrophagen modifizieren lassen.

1.3 NK-Zellen

1.3.1 Definition und Eigenschaften

Im Knochenmark entstehen naturliche Killerzellen aus einer, mit den T-Zellen
gemeinsam hervorgehenden, lymphatischen Vorlauferzelle. NK-Zellen sind mit
10-15% die drittgroRte Klasse in der Lymphozytenpopulation des peripheren

Blutes. Sie spielen eine zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem.

Als Bestandteil des angeborenen Immunsystems zeichnen sich NK-Zellen durch
ihre Fahigkeit der direkten Elimination virusinfizierter oder maligne veranderter
Zellen aus, ohne dass ein vorangegangener Kontakt (Priming) nétig ware.

Eine Balance aus aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren reguliert die NK-
Zell-Aktivierung. (33)
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HLA-Klasse-I-Molekule binden an inhibierende Rezeptoren der NK-Zellen und
schitzen die Zelle damit vor einer Lyse. HLA-I Molekule werden von gesunden,
kernhaltigen und korpereigenen Zellen exprimiert. Falls die HLA-I-Molekule auf
einer Zelle vermindert sind, fallt das inhibierende Signal weg und NK-Zellen
werden aktiviert. Diese Hypothese nennt man ,missing self“. (34)

Zu einer Suppression der HLA-I-Molekule bzw. einem kompletten Verlust kommt
es bei transformierten Zellen.

Es kann jedoch auch trotz unveranderter HLA-I-Molekule zur NK-Zell-Aktivierung
kommen: Zellen, die DNA-Schaden oder zellularen Stress haben, exprimieren
verstarkt aktivierende Liganden fur NK-Zell-Rezeptoren. Diese Aktivierung von
NK-Zellen nennt man ,induced self*.

Das Abtoten dieser Zellen basiert u.a. auf der Exozytose intrazellularer Granula.
Die Granula enthalten zytotoxische Effektormolekile wie Perforine und
Granzyme A/B. Bei der Ausschittung dieser intrazelluldren, zytotoxischen
Granula gelangt CD107a an die Oberflache von NK-Zellen. CD107a wird auch
lysosomen-assoziiertes Membranprotein, LAMP-1, genannt. Die CD107a-
Expression korreliert mit dem Ausmal} der Degranulation. (35, 36) Es kann auch
direkt eine Apoptose beispielsweise mittels der FAS-Signalwege ausgelost

werden.

Phanotypisch kann man NK-Zellen durch ihre CD56 Expression - auch NCAM
(neutral cell adhesion molecule) genannt - und das Fehlen von CD3
identifizieren. CD3 ist ein Marker der T-Zell-Population und mit dessen T-Zell-
Rezeptor assoziiert. (37)

NK-Zellen exprimieren CD16 (FcyRIlIA), ein niedrigaffiner Rezeptor fir
Immunglobulin G. Kommt es zu einer Bindung von CD16 und dem Fc-Teil von
lgG-Antikorpern, wird die NK-Zelle aktiviert und es kommt zur Ausschuttung
zytotoxischer Molekile. Diese Funktion der NK-Zellen wird als ADCC (antibody-
dependent cellular cytotoxicity) bezeichnet (38).

AuRerdem sezernieren NK-Zellen verschiedenste Zytokine und Chemokine. Die
Zytokine TNF-a, GM-CSF, IL-13 sowie IFN-y sind wichtige Beispiele. Die
Produktion dieser Zytokine macht einen direkten Einfluss auf das adaptive

Immunsystem durch Aktivierung von T-Zellen mdglich. (39, 40)
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Durch die IFN-y-Sekretion aktivierter NK-Zellen wird die Reifung von DCs
gefordert, welche wiederum u.a. IL-12 sezernieren und somit das adaptive

Immunsystem aktivieren.

1.3.2 NK-Zell-Subtypen

Allen NK-Zell-Subtypen sind eine fehlende CD3-Expression sowie eine CD56-
Expression gemeinsam. Anhand der Expressionsdichte von CD56 lassen sich
die NK-Zellen in zwei Subpopulationen unterteilen: CD56%™-NK-Zellen
bezeichnet NK-Zellen mit geringer CD56-Expression, wobei CD56P"9"-NK-Zellen
hohe Mengen CD56 exprimieren.

Mit ca. 90% Anteil sind CD569™-NK-Zellen im peripheren Blut prasent, nur 10%
sind CD569"-NK-Zellen. Nicht nur phanotypisch unterscheiden sich diese
beiden Subpopulationen, sondern auch in ihrer Funktion gibt es Differenzen.
CD569"-NK-Zellen weisen ein schwacheres zytotoxisches Potential im
Vergleich zu CD569™-NK-Zellen auf. Im Gegensatz zu CD569™-NK-Zellen
produzieren =~ CD56°"9"-NK-Zellen  nach  ihrer  Aktivierung  mehr
immunregulatorische Zytokine wie beispielsweise IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-10
und IL-13. (41) Durch das sezernierte IFN-y werden sowohl T-Zellen als auch
Makrophagen aktiviert. Gegensatzlich dazu agiert IL-10: dieses Zytokin
supprimiert beide genannten Zellpopulationen. (42)

CD56%™ NK-Zellen exprimieren zudem verstarkt CD16 auf der Zelloberflache,
wodurch sie eine gesteigerte ADCC aufweisen. (siehe Abbildung 2.) (43)

Die folgende Abbildung stellt die Unterschiede der beiden NK-Zell-Subtypen dar.
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Abbildung 2: CD56%™ und CD56°™" unterscheiden sich in einigen Charakteristika: Oben dargestellt die CD56"9" NK-
Zellen mit einer gesteigerten Zytokinsekretion. CD56%™, der (iberwiegend prasente NK-Zell-Subtyp, zeichnet sich durch

eine erhohte zytotoxische Aktivitat aus. Modifiziert nach Cooper et al. (2001). (44)

1.3.3 CD25, CD69 und CD96 als Aktivierungsmarker von NK-Zellen

Der Ubersicht halber werden im folgenden Abschnitt ausschlieRlich die in dieser
Arbeit untersuchten Aktivierungsrezeptoren genauer erlautert.

CD25 ist die a-Kette des IL-2-Rezeptors. Der IL-2-Rezeptor besteht aus a-, 3-
und y-Ketten und ist somit ein heterotrimerer Rezeptor. (45) Von T-Zellen
sezerniertes IL-2 bindet an CD25 auf NK-Zellen und fuhrt zu einer vermehrten
CD25-Expression auf NK-Zellen. Durch diese Koppelung werden NK-Zellen zur
INF-y-Sekretion angeregt. (46)

CD69 wird sehr frih auf aktivierten (z.B. durch IL-2, IL-12) NK-Zellen exprimiert.
Makrophagen, T-Zellen und weitere hamatopoetischen Zellen tragen diesen
Oberflachenmarker ebenso auf ihrer Zelloberflache. Neben der Beeinflussung
der Zytotoxizitat von NK-Zellen, hat CD69 eine proliferationsfordernde Wirkung,
reguliert die TNF-a Produktion und lenkt die Expression anderer aktivierender

Proteine wie zum Beispiel CD25. (47)
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CD96, auch als TACTILE (t cell-activation increased late expression) bekannt,
wird auf hamatopoetischen Stammzellen, T-Zellen und NK-Zellen prasentiert.
Eine Erhohung von CD96 konnte bei akuten myeloischen Leukamien, T-Zell
akute lymphatische Leukamie (T-ALL) und beim myelodysplastischen Syndrom
(MDS) festgestellt werden. Ein Hauptligand von CD96 ist CD155
(Poliovirusrezeptor); ein Oberflachenmarker, der auf vielen Krebszelllinien und
Primartumoren nachweisbar ist. (48) Die Interaktion von CD96 und CD155
vermittelt eine Zell-Zell-Adhasion. (49) Fuchs et al. beschreiben, dass CD96 in
humanen NK-Zellen eine Aktivierung fordert und die Zytotoxizitat stimuliert. (49)
Chan et al. wiederum beobachten eine gegensatzliche Funktion von CD96 bei in
vivo Versuchen mit Mausen. (50)

1.4 Tyrosinkinaseinhibitoren

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Beeinflussbarkeit des Phanotyps und
der Zytokinproduktion von Makrophagen durch die Inkubation mit
Tyrosinkinaseinhibitoren.

Tyrosinkinasen sind intrazellulare Enzyme und katalysieren die Ubertragung
einer Phosphatgruppe von einem Nukleosidtriphosphat, in den meisten Fallen
Adenosintriphosphat, ATP, auf eine Hydroxy-Seitenkette einer Aminosaure eines
Proteins. (51)

Die Klasse der Tyrosinkinasen beinhaltet mehr als 90 verschiedene ,Mitglieder*
mit steigender Tendenz, die u.a. nach ihrer Lokalisation unterteilt werden. (52)
Die Familie der Src-Kinasen (src-family-kinase, SFK) gehdért zu den
zytoplasmatischen Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Sie besteht aus neun
Mitgliedern (src, blk, yes, yrk, fgr, fyn, lyn, Ick und hck). (53)

Die namensgebende Kinase Src wurde 1976 bei der Entdeckung des Rous-
Sarkom-Virus erstmals beschrieben und als v-src - ein Proto-Onkogen-
bezeichnet. (54) Die unterschiedlichen Src-Kinasen haben verschiedene
Expressionsorte. In hamatopoetischen Zellen findet man hck, fgr, blk und Ick
vermehrt vor, wohingegen fyn und src ubiquitar exprimiert wird. (55)
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In ihrer Struktur ahneln sich alle Src-Kinasen: sie bestehen aus sechs
funktionellen Abschnitten.

In der Regulation der Zellproliferation, Differenzierung, Zellmigration und
Apoptose spielen Src-Kinasen eine wichtige Regulation. (56, 57)

Strenge Kontrollmechanismen sind aufgrund der entscheidenden Aufgaben von
enormer Bedeutung. In vielen Neoplasien ist eine Dysregulation entweder in
Form einer  erhohten Proteinexpression oder einer  erhohten
Tyrosinkinaseaktivitat zu finden. Beispiele daflir sind das Lungenkarzinom (58),
Mamma (59)- und Ovarialkarzinom (60).

Vielen onkogene Signalkaskaden wie z.B. human epidermal growth receptor 2
(Her2)/neu, platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) und epidermal
growth factor receptor (EGFR) haben eine Erhéhung bzw. Aktivierung von c-src
zur Folge. (57) Aufgrund dessen kann durch die Inhibition von Src-Kinasen ein
anormaler Signalweg gehemmt werden und somit eine Transformation zu
malignen Zellen sowie die Krebszellaktivitat vermindert werden.

Im Folgenden sollen drei Src-Kinase-Inhibitoren, die in dieser Arbeit verwendet

wurden, etwas genauer beschrieben werden.

1.4.1 Dasatinib

Dasatinib (Sprycel, BMS- 354825) ist ein dualer Tyrosinkinaseinhibitor, der
sowohl die ber-abl-Kinase als auch Src-Kinasen hemmt. Dasatinib bindet sowonhl
an die aktive als auch die inaktive Konformation von bcr-abl. Des Weiteren
hemmt Dasatinib auch den Stammzellfaktor-Rezeptor c-kit, die Brutons-tyrosin-
Kinase (BTK), die TEC-Kinase und PDGF-R. (61, 62)

Dasatinib  wirkt proapoptotisch und antiproliferativ. auf Zellen von
hamatologischen und soliden Tumoren. Diesem proapoptotischen Effekt liegt
eine Inhibition von Kinasen, die in der bcr-Signalkaskade eingeschlossen sind,
durch Dasatinib zu Grunde. (62, 63)

Karzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der Prasenz von
Dasatinib wahrend einer TLR-Aktivierung der DCs zu einer gesteigerten IL-12-
Produktion fuhrt. (64)

In der Klinik kommt Dasatinib vor allem bei der Behandlung der chronisch

myeloischen Leukamie dann zur Anwendung, wenn eine Resistenz gegen
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Imatinib vorliegt sowie zur Behandlung einer Philadelphia-Chromosom-positiven
(=bcr-abl positiven) ALL.

Die Therapie mit Dasatinib zeigt Nebenwirkungen, weil auch gesunde Zellen
inhibiert werden. Eine Myelosuppression mit entsprechenden Symptomen oder
Pleuraerglsse kann die Folge sein. (65) Aulterdem wird Dasatinib eine erhdhte

Kardiotoxizitat zugeschrieben. (66)

Dasatinib, als potenter Inhibitor der Src-Kinasen, wirkt an wichtigen
Schlusselstellen der NK-Zell-Aktivierung.

Blake et al. beschreiben eine dosis-abhangige Suppression der Zytotoxizitat von
NK-Zellen. (67) Demgegenuber stehen die Ergebnisse von Uchiyama et al., die
eine gesteigerte Zytotoxizitat unter Dasatinib dokumentieren konnten. (68)
Tanaka et al. beobachteten eine gesteigerte Expansion von NK-Zellen unter
Dasatinib. (68, 69)

Hassold et al. beobachteten in vitro in der Gegenwart von Dasatinib eine
Inhibition der NK-Zell-Effektorfunktionen. Allerdings zeigten sie nach 24h
Vorbehandlung mit Dasatinib eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitat
(gegenlber Daudi-Lymphomzellen) sowie der Zytokinproduktion und NK-Zell-
Degranulation. (70) Zusammenfassend ist aufgrund der unterschiedlichen
Ergebnisse zu vermuten, dass es auf die Dauer der Dasatinib-Inkubation bzw.
die direkte Wirkung von Dasatinib im Assay ankommit.

1.4.2 Src-kinase-inhibitor-I

Ein weiterer Inhibitor der Src-Kinase-Familie ist der Src-kinase-inhibitor-1 und gilt
als ,Gold-Standard”“ der src-Inhibition.

Src-kinase-inhibitor-I reduziert das Uberleben von Zellen und inhibiert die Wnt-
Aktivitat via c-src-Inhibition. (71) Der Wnt-Signalweg ist oftmals bei Tumorzellen
aktiviert, 3-Catenin liegt dann kontinuierlich anstatt stimulusabhangig vor. Dieses
intrazellulare Protein wirkt proliferationsfordernd und ist ein wichtiges
Schlusselprotein im Zellzyklus. Dies erklart, warum eine erhdhte Aktivitat dieser

Substanz entscheidend zur Entstehung von Neoplasien beitragt.
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1.4.3 Bosutinib

Bosutinib ist ebenfalls ein Tyrosinkinaseinhibitor und genau wie Dasatinib als
second-line Therapeutikum bei Imatinibresistenz bei CML zugelassen. Im
Vergleich mit Imatinib fihrt Bosutinib zu einer 100-fach starkeren Inhibition der
ber-abl-Tyrosinkinase und hemmt auch Kinasen der src-Familie. Im Unterschied
zu Dasatinib hemmt Bosutinib aber nicht die Rezeptoren wie c-KIT und PDGFR.
(72) Bosutinib besitzt genauso wie Dasatinib die Fahigkeit bcr-abl sowohl in der

aktiven als auch inaktive Konfirmation zu binden.

1.5 Interleukin 32

Neben TKls kdnnen u.a. auch korpereigene Zytokine zu einer erhdhten Sekretion
von proinflammatorischen Zytokinen fihren und damit das Tumormikromilieu und
dessen Zellen beeinflussen. In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde die
Wirkung von IL-32y auf TAM sowie NK-Zellen untersucht.

Das Zytokin Interleukin 32 wurde 1992 erstmals beschrieben und auch als
.natural Killer cell transkript 4“ (NK4) benannt. (73) 2005 beschrieben Kim et al,
dass NK4 ein inflammatorisches Zytokin ist und nannten es in Interleukin-32 um.
IL-32 wird hauptsachlich von T-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und Epithelzellen
unter Einfluss von IL-2, IL-18 oder IFN-y produziert.

IL-32 wiederum induziert die Synthese in Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen u.a.
von TNF-a, CXCL8, CXCL2 und IL-8 durch die Aktivierung von NF-kB und p38-
mitogen-aktivierte-Protein (MAP)-Kinasen. (74)

Man kann IL-32 in sechs verschiedene Isotypen IL-32q, IL-328, IL-32y, IL-325,
IL-32¢ und IL-32( einteilen. Die verschiedenen IL-32-Isotypen entstehen durch
alternatives Splicing beispielsweise in aktivierten T-Zellen oder NK-Zellen. (75)
Es stellte sich heraus, dass das ursprunglich bekannte NK4-Transkript dem IL-
32y Varianten entspricht. (74) IL-32y weist sowohl in vitro als auch in vivo die
hoéchste Zytokinproduktion auf. (76) IL-32a befindet sich intrazellular, IL-323 wird

extrazellular und am meisten aller Isoformen sezerniert. (77)
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In aktivierten T-Zellen ist IL-32[3 die dominante Splicevariante und spielt dort eine
wichtige Rolle bei der Apoptose von T-Zellen.

Die genauen funktionellen Unterschiede der verschiedenen Isotypen sind noch
nicht im Detail erforscht, ebenso der IL-32-Rezeptor.

1.5.1 Funktion des IL-32y

IL-32y zeigt von den vier Subtypen des Interleukins-32 die hochste biologische
Aktivitat und ist die langste Isoform. (76) IL-2 induziert eine hohe IL-32y
Expression in NK- und T-Zellen. (78) IL-32y wiederum induziert die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-qa, II-6, IL-1R und IL-1a. (79) Des
Weiteren ist IL-32y ein starker Induktor der Prostaglandin E2 Synthese in Maus-
Makrophagen und menschlichen Blutmonozyten. (80) Diese Eigenschaft

unterstreicht das proinflammatorische Wirkprofil von IL-32y.

1.5.2 Interaktion mit Makrophagen

Zellen, die unter IL-32y differenzieren, exprimieren den DC-Marker CD83,
entsprechen aber in ihrem funktionellen Phanotyp mehr den Makrophagen-
ahnliche Zellen als den dendritischen Zellen. (81, 82)

IL-32y-differenzierte Zellen zeigen eine weiter charakteristische Eigenschaft von

Makrophagen: sie phagozytieren. (83)

Osman et al. untersuchten unter anderem den Einfluss von IL-32y auf
Makrophagen. (84) Sie fanden heraus, dass M-CSF und IL-32y einen additiven
Effekt auf das Uberleben der Makrophagen haben.

Unter Einfluss von M-CSF entstehen M2-artige Makrophagen. (85) Bei IL-32y
ging man davon aus, dass es als proinflammatorisches Zytokin die ebenfalls
proinflammatorischen M1-Makrophagen stimuliert. (74) Humane Makrophagen
unter Zusatz von |L-32y produzieren mehr IL-6, IL-8 und CD80 als M-CSF
behandelte Makrophagen. Diese IL-32y behandelten Makrophagen weisen
jedoch eine geringere Expression von CD86, einem M1-Marker, als M-CSF
behandelte Makrophagen auf. Erstaunlicherweise exprimieren IL-32y behandelte
Makrophagen mehr CD14 und CD163 als die M-CSF Makrophagen. Unter
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Zusatz von IL-32y entstehen demnach Makrophagen mit einem gemischten M1
und M2 Phéanotyp. (84)
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1.6 Fragestellung dieser Arbeit

Neben den bisher gangigen Therapieoptionen in der Onkologie sind in den
letzten Jahrzehnten vermehrt die Moglichkeiten der Tumorimmunologie in den
Vordergrund und Fokus der Forschung geruckt. Eine vielversprechende
Moglichkeit ist die Immunantwort des Korpers gegen Tumorzellen zu stimulieren,
indem man z.B. Makrophagen mittels TKIls in eine proinflammatorische Richtung
moduliert.  Tyrosinkinaseinhibitoren, welche vor allem durch den
bahnbrechenden Erfolg in der CML-Behandlung bekannt sind, modulieren TAM

in ihrer Funktionalitat und ihrem Phanotyp.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob durch Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-l oder
Bosutinib eine Modulation von M2-Makrophagen in M1-Makrophagen maoglich ist.
Neben dem Phanotyp wurden auch funktionelle Unterschiede analysiert.

So konnte in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe eine gesteigerte [|L-12-
Produktion von Makrophagen unter Einfluss von Dasatinib gezeigt werden. Wir
haben die IL-10 und IL-12 Produktion der modifizierten Makrophagen weiter
analysiert mit der Frage, ob es sich um einen off-target Effekt von Dasatinib

handelt oder ob es sich prinzipiell auf weitere TKls Ubertragen lasst.

Als weiteren funktionellen Assay haben wir die Beeinflussung von NK-Zellen
durch modifizierte Makrophagen gewahlt. Wir gingen der Hypothese nach, dass
die verstarkte IL-12 Sekretion der Makrophagen eine verbesserte Aktivierung und
Zytotoxizitat von NK-Zellen in Ko-Kultur zur Folge hat.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit sollten nicht nur TKIls, sondern auch die Rolle
neuere Zytokine insbesondere IL-32y bei der Modifikation von Makrophagen
untersucht werden. IL-32y ist einerseits proinflammatorisch und potenziert die
Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine. (86)

Wir Dbeschaftigten uns deshalb mit dem Einfluss von [L-32y auf die
Phanotypisierung der verschiedenen Makrophagensubtypen. Auch hier mit
besonderem Augenmerk auf den Vergleich zwischen M1 und M2-Makrophagen.
AulBerdem haben wir uns gefragt, ob die IL10-Produktion durch IL-32y beeinflusst
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wird. Auch hier wurde die NK-Zell Ko-Kultur mit Makrophagen als komplexes,

funktionelles Read-out-System genutzt.
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2 Methoden und Material

2.1 Material

Methoden und Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerate
Automatischer Zellzahler (,Countess*)
Durchflusszytometer FACS Canto Il
MACS Multi Stander

NALGENE™ Cryo1°Freezing Container

Pipette 12-Kanal 20-200 acura 855
Pipetten  0,1-2,1-10p,10-100,20-20044,100-
1000u

Pipettierhilfe Multipipette plus

QuadroMACS TM -Separator

Zahlkammer, Neubauer improved

Zentrifuge Rotanta 460 RS

Zentrifuge, Microzentrifuge

Verbrauchsmaterial

Countess ™ Cell counting chamber slides
Deckglaser
Dispenser 5ml 1=100ul

Einfrierréhrchen, Nunc CyroTube Vials

Pipette Cellstar, 10ml

Pipette Cellstar, 25ml
Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl
Polyethylen Réhrchen
Reagenzrohrchen, (FACS-
Roéhrchen)

ReaktionsgefalRe mit Decker (Eppendorf)
Safe seal Gefal 1,5 ml

Saulen fir MACS-Separation, LS

Stabpipette Cellstar 5ml

Polysterol
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Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
BD (New Yersey, USA)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc (Massachusetts,
USA)

Socorex (Ecublens, Schweiz)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf AG

Miltenyi Biotec

Marienfeld (Lauda-Koénigshofen,
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Zellkulturflasche Cellstar Greiner Bio-one
Zellkulturplatte 12-well, Flachboden Greiner Bio-one
Zellkulturplatte 6-well, Flachboden Greiner Bio-one
Zellkulturplatte 96-well, Flachboden Greiner Bio-one
Zellkulturplatte 96-well, U-Boden steril Thermo Fisher Scientific Inc
Zellkulturplatte 96-well, U-Boden unsteril Thermo Fisher Scientific Inc
Zentrifugenréhrchen 15ml Greiner Bio-one
Zentrifugenréhrchen 50ml Greiner Bio-one

2.1.2 Chemikalien und Substanzen

Chemikalien
Accutase PAA (Pasching, Osterreich)
Albumin Fraktion V, biotinfrei Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Aqua ad iniectabilia CD Sigma Aldrich (St.Louis, USA)
CD 14 MicroBeads, human 2ml Miltenyi Biotec
CD 56 MicroBeads, human 2ml Miltenyi Biotec
CellGro DC Medium Cell Genix (Freiburg, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
DMEM Medium Gibco by Life Technologies
(4,5g/L Glukose, +L-Glutamin, Pyruvat) (Kalifornien, USA)
Ethanol 70% FISCHAR GmbH&Co. KG

(Saarbricken, Deutschland)

Fixation Buffer Biolegend (San Diego, USA)
Phosphat-gepufferte Salzldsung (PBS) Gibco by Life Technologies
no Calcium, no Magnesium, no Phenolred (Kalifornien, USA)
Schwefelsdure 1M (H2S04) Carl Roth GmbH
Trypanblaulésung Gibco by Life Technologies
Tween 20 Carl Roth GmbH

Substanzen

Bicoll Separation Solution, isotonisch, Dichte Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)
1.077 g/ml

Fetales Kalberserum (FCS) Gibco by life technologies™
rHu GM-CSF Gentaur (Kampenhout, Belgien)
Human IL-10 PeproTech (New Jersey, USA)
Human IL-15 PeproTech

Human IL-2 PeproTech

Human IL-4 PeproTech

IFN-y PeproTech
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LPS Sigma

(Lipopolysaccaride aus Escherichia coli)

055:B5

Human M-CSF PeproTech (New Jersey, USA)
Penicillin/Streptomycin PAA

2.1.3 Loésungen, Medien und Zellen:

Dasatinib: Selleckchem (Houston, USA), Stockldsung (DMSO): 10 uM,

Arbeitskonzentration: 50 nM.

Src-kinase-Inhibitor-I: Selleckchem (Houston, USA), Stockldsung (DMSO): 12,5
nM, Arbeitskonzentration: 100nM.

Bosutinib: Selleckchem (Houston, USA), Stockldsung (DMSO): 10mM,
Arbeitskonzentration 50nM.

IL-32y: R&D Systems (Minneapolis, USA), Stocklésung (PBS/1%HS)
Arbeitskonzentration 100ng/ul =2pl/ml.

K562-Zellen:

Die Zellen wurden freundlicherweise von Frau PD DR. U. Kammerer
(Universitatsfrauenklinik Wirzburg) zur Verfigung gestellt.

Diese Zelllinien wurden bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie
wahrend einer Blastenkrise generiert. K662 exprimieren keine MHC-I-Molekule
und stellen deshalb ein gutes NK-Zell-Target dar. (87, 88).

K562 wurde in DMEM unter Zusatz von 10% FCS und 1% P/S bei 5% CO2-
Atmosphare und 95% Luftfeuchtigkeit und 37° kultiviert. Alle 2-4 Tage wurden die
Kulturen gesplittet.

Zellzahlbestimmung:

FiUr die Bestimmung der Zellzahlen wurde eine Neubauer-Zahlkammer benutzt
und folgende Formel verwendet:

Zelldichte (Zellen/ml) = [Zellzahl (aus 4 GroRquadraten) / (4 (GroRquadrate) x

0,1ul (=ausgezahltes Volumen))] x 1000 x Verdinnungsfaktor
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Der Verdunnungsfaktor entspricht der Verdinnung der Zellsuspension mit
Trypanblau: 10pl der Zellprobe mit 90ul Trypanblau (1:10 mit Verdinnung).

Es wurde jeweils die Anzahl vitaler und toter Zellen in den vier Gro3quadraten
(=16 Kleinquadranten) der Neubauer Zahlkammer gezahlt. Tote Zellen farben
sich dunkelblau, da ihre Zellmembran permeabel ist. Durch das gleichzeitige
Zahlen der lebenden und toten Zellen konnte eine Aussage zur Vitalitat der Zellen

getroffen werden.

Zahlgerét:
Bei Versuchen mit NK-Zellen und K562 wurde der automatische Zahlzahler
,countess® von Invitrogen GmbH Karlsruhe, Deutschland verwendet. Mit Hilfe

der Trypanblaufarbung ist eine Lebend/Tot-Diskrimination der Zellen mdglich.

2.1.4 Reagenzien und Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Reagenzien
Annexin V Binding Buffer Thermo Fisher Scientific Inc
Brefeldin A Solution Biolegend (San Diego, USA)
OneComp eBeads Thermo Fisher Scientific Inc
Perm/Wash Buffer Biolegend
Antigene
Alle hier verwendeten Antikdrper waren ausschlie3lich anti-human Antikorper.
Fluorochrom Klone Hersteller
CD107a anti-human (FITC) eBioH4A3 Thermo Fisher Scientific Inc
CD14 anti-human (APC) 61D3 Biolegend / Thermo Fisher Scientific
Inc
CD16 anti-human (PerCP/Cy5.5) 3G8 Biolegend
CD161 anti-human (FITC) HP-3G10 Biolegend
CD163 anti-human (PE) GHI/61 Biolegend
CD206 anti-human (FITC) 15-2 Biolegend
CD25 anti-human (PE) BC96 Thermo Fisher Scientific Inc
CD3 anti-human (eFlour450) OKT3 Thermo Fisher Scientific Inc
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CD56 anti-human (APC) CMSSB Biolegend /

Thermo Fisher Scientific Inc
CD56 anti-human (PE) HCD56 Biolegend
CD69 anti-human (FITC) FN50 Thermo Fisher Scientific Inc
CD80 anti-human (FITC) 2D10 Biolegend
CD83 anti-human (PE) HB15e Biolegend
CD86 anti-human (APC) IT2.2 Biolegend
CD96 (TACTILE) anti-human (PE) NK92.39  Biolegend /

Thermo Fisher Scientific Inc
HLA-DR anti-human (PerCP/Cy5.5) L243 Biolegend
IL12 anti-human (FITC) C8.6 Biolegend /

Thermo Fisher Scientific Inc
7-AAD Viability Staining Solution (eflour450) Biolegend

2.1.5 Reaktionssets

CD 14 MicroBeads, human 2ml Miltenyi Biotec
CD 56 MicroBeads, human 2ml Miltenyi Biotec
Human IL-10 ELISA Ready-SET-Go!® Thermo Fisher Scientific Inc
Human IL-12 p70 ELISA Ready-SET-Go!® Thermo Fisher Scientific Inc
NK-Cell-Isolation-Kit, human Miltenyi Biotec

2.1.6 Computerprogramme

FlowJo® 5.6.2 Tress Star (Ashland, OR, USA)
GraphPad Prism ® 7 GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
Magella™ Tecan (Crailsheim, Deutschland)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellisolation durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Die Zellen wurden mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus

venosem Blut isoliert.

Das Institut  fur  Transfusionsmedizin und Hamotherapie des
Universitatsklinikums Wurzburg stellte freundlicherweise Leukozytendepletate zu
Verfugung. (Stellungnahme der Wirzburger Ethikkommission 04/09,
Genehmigung vom 19.01.2009)

Diese Leukozytendepletate sind ein Nebenprodukt, welche bei der
Thrombozytenspende im Rahmen der Leukozytendepletion mit LRSC
(Leukoreduction system chambers) anfallen.

Nachdem man die Leukozytendepletate gleichmaRig in verschiedene 50ml
Zentrifugenréhrchen (jeweils ca. mit 5ml befallt) aufteilt, gibt man 10ml
PBS/1%HS dazu. AnschlieRend unterschichtet man den Inhalt des
Zentrifugenrohrchens vorsichtig mit 12ml raumtemperiertem Ficoll.

Es folgt eine 15-minutige Zentrifugation bei 1400 RPM (330g), 20° und einer
deutlichen reduzierten Beschleunigung und Abbremsung.

Durch die Zentrifugation kommt es zu einer Aufschichtung der Blutbestandteile:
Erythrozyten und Granuloyzten setzen sich auf Grund ihrer hdheren Dichte am
Boden ab, es folgt die Ficollschicht, Uber welcher sich ein weiller Ring von
Leukozyten ansammelt. Die Oberschicht bilden die Thrombozyten und das
Blutplasma, da sie bei der gewahlten Geschwindigkeit nicht abzentrifugiert

werden.

Der weil3e Ring von Leukozyten wird vorsichtig abgenommen und zweimal mit
PBS/1%HS bei 1600 RPM (430g) 10 Minuten bei 4° gewaschen.

Nachdem das Leukozytenpellet in 40ml PBS/1%HS resuspendiert wird, bestimmt
man die Zellzahl der aufgereinigten Leukozyten.

Nach einem weiteren Waschschritt werden die aufgereinigten mononuklearen
peripheren Blutzellen (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) in dem
gewunschten Volumen in 40% ,CellGro“ -Medium, 40% Humanserum und 10%
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DMSO zunachst bei -80°C kontrolliert abgekuhlt und dann bei -153°C

eingefroren.

2.2.2 Magnetische Zellseparation

Mit Hilfe der magnetischen Zellsortierung ist es moglich, eine gewunschte
Zellpopulation mit bestimmten Oberflachenstrukturen aus einem Zellgemisch zu
isolieren.

Das Prinzip der magnetischen Separation kann -gemal der Herstellerprotokolle-
wie folgt zusammengefasst werden: die gewunschten Zellen werden mit einem
dafur typischen MicroBead inkubiert. Ein MicroBead ist ein Partikel, der mit einem
Antikoérper gegen spezifische Oberflachenstrukturen der Zellen gekoppelt ist.
Diese Partikel sind eisenhaltig und werden in einem starken Magnetfeld
zuruckgehalten.

Fur die Separation der Monozyten werden CD14 MicroBeads verwendet, fur die
Separation der NK-Zellen CD 56 MicroBeads bzw. ein NK-Isolation Kit. FUr die
magnetische Separation wird eine LS-Saule in den Magneten QuadroMACS™
eingespannt und mit 2 x 3ml PBS/1%HS vorgespllt. Eine Saule enthalt
ferromagnetisches Material, welches die magnetische Wirkung des
Magnetfeldes um ein Vielfaches verstarkt. MicroBead-gekoppelte Zellen werden
in der Saule zuruckgehalten, wohingegen nicht gekoppelte Zellen die Saule

passieren.

CD14*/CD56*-Isolation:

Die Ausgangszellen werden in einem 50ml Falcon-Rohrchen abzentrifugiert und
anschliellend mit CD14-MicroBeads bzw. CD56-MicroBeads inkubiert. Dazu
werden pro 107 Zellen je 40ul kaltes PBS/1%HS und 20ul Antikérper-Cocktail
zugegeben und die Zellen gut resuspendiert. Nach einer 20-minuatigen
Inkubationszeit auf Eis sind die Antikorper mit ihren spezifischen Bindungsstellen
gekoppelt.

Vor dem Auftragen der Zellen auf die LS Saule werden diese mit 3ml PBS/1%HS
gespult. Durch das DurchflieBen der Saulen, die sich in einem Magnetfeld
befinden, werden die mit MicroBeads gekoppelten Zellen zuruckgehalten. Es
folgte ein zweifaches Nachspulen der Saulen mit 2 x jeweils 3 ml PBS/1%HS.
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Im Anschluss daran werden die Saulen von dem Magnetfeld entfernt und die
gesuchten Zellen mit Hilfe eines Kolbens aus der S&ule herausgespult (2 x
jeweils 3ml PBS/1%HS). Diese Separationsstrategie nennt man positive
Selektion.

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mittels Neubauer-Zahlkammer.

Magnetische Kennzeichnung Magnetische Separation Elution der markierten Zellen

0 o

Abbildung 3: Prinzip der Isolation von CD14" bzw. CD56"Zellen. Die an Antikorper gekoppelten Zellen verbleiben in der

Saule und werden erst beim Spiilen dieser mit Hilfe eines Kolbens frei. Modifiziert nach Miltenyii biotec.

NK-Isolation-Kit:

Die Ausgangszellen werden in einem 50ml Falcon-Roéhrchen abzentrifugiert und
dann mit dem NK-Zell-Biotin-Antikérper-Cocktail inkubiert. Dazu werden pro 107
Zellen je 40yl kaltes PBS/1%HS und 10ul NK-Zell-Biotin-Antikdrper-Cocktail
zugegeben und die Zellen gut resuspendiert. Es folgt eine 5-minutige
Inkubationszeit auf Eis. AnschlieBend werden pro 107 Zellen je 30ul kaltes
PBS/1%HS und 20ul NK-Zell MicroBead-Cocktail zur Suspension gegeben. Die
hinzugegebenen Beads sind Streptavidin markiert und binden an die im ersten
Schritt hinzugefugten biotinylierten Antikorper. Es folgt eine 10-minutige
Inkubationszeit auf Eis.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Falcon-Rohrchen bis auf ca. 10 ml
Gesamtvolumen mit PBS/1%HS aufgeflllt.

Ebenso wie bei der CD14*-Isolation werden auch hier die LS S&ule mit 3ml
PBS/1%HS gespllt und anschlielRend die Zellsuspension auf die Saulen
pipettiert. Danach werden die Saulen abermals mit 3ml PBS/1%HS gespililt. Der
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Antikorper-Cocktail enthalt Linien-spezifische Antikorper, die alle Zellarten auler
den NK-Zellen markieren. Die durchgelaufenen, nicht gekoppelten Zellen, sind
die NK-Zellen.

Dieses Verfahren nennt ,untouched isolation®. Die Zellzahlbestimmung erfolgte
mittels Neubauer-Zahlkammer.

Magnetische Kennzeichnung Magnetische Separation

Q
N

O

Abbildung 4: Prinzip der ,untouched Isolation“. Nur Zellen, die nicht an einen Antikdrper gekoppelt sind, durchlaufen die

> &
,lt/

Saule und finden sich in der Suspension wieder. Modifiziert nach Miltenyii biotec.

Fir die ersten 3 Versuche mit NK-Zellen wurde eine CD56*-Isolation
vorgenommen, in den folgenden Versuchen die untouched Isolation mit Hilfe des
NK-Isolation-Kits verwendet.

2.2.3 Methoden zu Makrophagendifferenzierung, Aktivierung und

Expansion

Das verwendete Protokoll wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe angepasst und
erweitert. (6)

Am Tag 0 (dO) wurde eine CD14-Isolation mit Hilfe der magnetischen
Zellseparation durchgefuhrt (siehe 2.2.2.). Nach Bestimmung der Zellzahl,
wurden die Zellen auf 1 Mio. Zellen/ml ,CellGro“-Medium eingestellt. Je nach
gewunschtem Makrophagensubtyp wurden unterschiedlichen Zusatzen zum
Medium ,CellGro“ hinzugegeben:

M1: 1Mio. Zellen/ml Medium + GM-CSF (8001U/ml)
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M2a: 1Mio. Zellen/ml Medium + M-CSF (10ng/ml) + IL-4 (10ng/ml)
M2c: 1Mio. Zellen/ml Medium + M-CSF (10ng/ml) + IL-10 (40ng/ml)

Die Zellen wurden auf einer 6-well-Platte a 10%/ml ausgesét. Pro well waren das
zwischen 3,5-4,5 x 10° Zellen in 3,5-4,5 ml.
Nach drei Tagen der Kultivierung bei 37°C wurde das Medium ausgetauscht,
indem der Uberstand in ein 50ml Falcon-Réhrchen abpippettiert und
abzentrifugiert wurde. Ein mogliches Pellet wurde in dem neu hergestellten
Medium resuspendiert und anschliefend auf die mit Makrophagen behafteten
wells pipettiert. Zusatzlich zum Medium wurden dieselben Stimulanzien wie an
Tag 0 hinzugegeben, aulier bei M1 wurde noch 1 yl/ml IFN-y hinzugefugt.
Die 6-well-Platten kamen erneut fur weitere drei Tage bei 37° zur Inkubation in
den Brutschrank.
Am Tag 6 (d6) wurde der Uberstand in 50ml Falcon-Réhrchen abgenommen und
die Makrophagen von den well-Platten mit Hilfe von 500ul Accutase/well geldst.
Accutase ist ein Gemisch aus proteolytischen und kollagenolytischen Enzymen
und dient der Adhasiolyse von Zellen. Die mit Accutase beschichteten Platten
wurden fur mehrere Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde 1ml
PBS/1% HS /well hinzugefigt und durch Suspendieren die Zellen geldst.
Nachdem man die Zellen gel6st und abzentrifugiert hat, wurde die Zellzahl
bestimmt. Besonders relevant war die Adharenz bei M2c-Makrophagen, wodurch
die Versuchsgrole teilweise limitiert war.
Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die Zellen auf 108 Zellen/ml ,CellGro*
-Medium eingestellt. Im Anschluss wurden pro experimentelle Gruppe
unterschiedliche Substanzen zum Medium entsprechend dem Versuchsaufbau
hinzugefugt:

1.) ,CellGro* -Medium - stellt die Standardgruppe in allen Versuchen dar.

2.) LPS (10ng/ml) + IFN-y (100 1U/ml)

3.) Dasatinib (50ng/ml) + LPS (10ng/ml) + IFN-y (100 1U/ml)

4.) Scr-kinase-inhibitor —I (100 ng/ml) + LPS (10ng/ml) + IFN-y (100 1U/ml)

5.) Bosutinib (50ng/ml) + LPS (10ng/ml) + IFN-y (100 1U/ml)

6.) IL-32y (100ng/pl) + IFN-y (100 1U/ml)

Es wurden je 500ul Zellsuspension auf sterile 48-well-Platten pipettiert.
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Falls eine intrazellulare Farbung am Versuchstag 7 durchgefuhrt wurde, wurden
noch 10ul Brefeldin A/well (50 mg/ml) hinzugefugt. Im Falle einer
Phanotypisierung am Tag 7 wurde kein Brefeldin A hinzugegeben.

Die Platten kamen zur Inkubation in Brutschranke bei 37°C.

An Versuchstag 7 wurde fur einen spateren ELISA die Uberstéande der
Phanotypisierungsansatze in 15ml Falcons abpipettiert und abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, in Eppendorfer GefaRen a ca. 200ul gefiillt und
bei -25°C eingefroren.

Phanotypisierung:

Mit Hilfe einer Enzym-basierten Losung -Accutase- wurden die Zellen gelost und
abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit 150 pl /well Accutase fur drei Minuten bei
37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen wurden in 300 ul PBS/1%HS
aufgenommen und auf eine 96-well-Platte a 100pl pipettiert. Nachdem die Zellen
abzentrifugiert wurden, wurden sie in 50ul /well Antikérperlésung aufgenommen.
Die Antikorperlosung setzte sich fur jedes Panel wie folgt zusammen: Anzahl der
einzelnen Gruppen (= Anzahl well) x 1ul je Antikbrper + Anzahl der einzelnen
Gruppen x 50yl Viability Dye-Farbung (im Verhaltnis 1:50 PBS zu Viability Dye).
Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur,
folgten mehrere Zentrifugationsschritte, die Zellen wurden in 180ul /well
PBS/1%HS aufgenommen und in FACS-Rdhrchen Ubertragen.

U
U
U

d0= CD14-Isolation und
Makrophagendifferenzierung

d3=Mediumwechsel

d6=Aktivierung der Makrophagen durch Zugabe
verschiedener Substanzen

d7=Gewinnung von Uberstanden fiir ELISA und
Phanotypisierung der Makrophagensubtypen mit
Hilfe der FACS-Analyse

Abbildung 5: Veranschaulichung des Versuchsablaufs ,Phanotypisierung von TAM*
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2.2.4 Methoden der NK-Zell-Versuchsreihe

In einer weiteren Versuchsreihe wurden NK-Zellen in Ko-Kultur mit bereits
differenzierten Makrophagen gebracht. Es wurden mogliche Veranderungen der
Expression von Aktivierungsmarkern und der Zytotoxizitat mit Hilfe eines
Degranulationsassays von NK-Zellen in Ko-Kultur mit Makrophagen und unter
gleichzeitiger Dasatinib-Inkubation gemessen.

Des Weiteren wurden am 7. Versuchstag des Degranulationsassays fur 4h K562
hinzugefugt. K562 exprimieren kein MHC-| und sind deshalb ein klassisches NK-

Zell-Target. In den Versuchen stellen sie die Zielzelle der NK-Zellen darf.

An Tag Swurde eine NK-Zell-Isolation mit Hilfe des NK-Cell-Isolation Kits
durchgefiihrt. Nach der Bestimmung der Zellzahl, wurden die Zellen auf 2x108
Zellen/ml ,CellGro* + 5% HS (beim CD107a Assay: zusatzlich + 0,5ul/ml IL-2)
eingestellt. Je 5 ml/well wurden auf eine 6-well-Platte verteilt.
Vor Inkubation erfolgte eine Kontrolle der NK-Zell-Aufreinigung aus einem
entsprechenden Aliquot (2 x 10° Zellen).
An Tag 6 wurden die Makrophagen wie in 2.2.3. beschrieben gel0st,
abzentrifugiert und auf 10° Zellen/ml eingestellt. Die NK-Zellen wurden ebenfalls
durch Accutase geldst und abzentrifugiert. Die Zellen werden auf 108 Zellen/ml
,CellGro“ eingestellt. Im Anschluss wurden Makrophagen und NK-Zellen im
Verhaltnis 1:1 in 10% Makrophagen/ml ,CellGro“ aufgenommen.
Die Zellsuspension wurde anschliefend pro Makrophagenpopulation in je 4
Gruppen a 1ml in 15ml Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und jeweils folgendes
hinzugefugt:

1.) ,CellGro“-Medium - Standardgruppe

2.) LPS (10ng/ml) + IFN-y (1001U/ml)

3.) Dasatinib (50ng/ml) + LPS (10ng/ml) + IFN-y (1001U/ml)

4.) IL-32y (100ng/ul) + IFN-y (1001U/ml)
AnschlieRend wurde fur jede Gruppe ein Milliliter der aktivierten Zellen auf eine
12-well-Platte pipettiert und diese zur Inkubation bei 37°C in den Brutschrank

gegeben.
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An Tag 7 wurde der Uberstand abpipettiert und vorsichtig suspendiert, um nur
die NK-Zellen abzunehmen und die sehr adharenten Makrophagen auf der well-
Platte zu belassen. Nach der Zentrifugation der Zellen und zweimaligem
Waschen, wurden sie in 500ul PBS/1%HS aufgenommen und gezahit.
AnschlieBend wurden die Zellen auf 108 Zellen/ml ,CellGro“ + 5%HS eingestellt
und im Verhaltnis 1:1 mit K862 fur 4 h bei 37°C auf einer 96-well-Platte inkubiert.

Fir das CD107a-Assay wurden zu jedem well Brefeldin A (5mg/ml) hinzugefugt.
Der Degranulationsmarker CD107a wird auf der Zelloberflache von NK-Zellen
wahrend der Exozytose von Perforinen und Granzymen nachweisbar. Durch die
Zugabe von Brefeldin A werden erneute Endozytoseprozesse gestoppt, frisch
exprimierte Proteine akkumulieren und beispielsweise CD107a wird in seiner

Ganze messbar.

Im Anschluss wurden die Zellen abzentrifugiert und je nach Panel eine
Antikorperlosung hinzugefugt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Antikdrperldsung setzte sich aus 1ul/well des jeweiligen Antikérpers und 50l
PBS/1%HS bzw. Viability-Dye-Farbung (im Verhéltnis 1:50) zusammen.
Nachdem 100ul/well PBS/1%HS hinzugegeben wurden, wurden die Zellen
abzentrifugiert. Nun wurden sie in 180ul /well PBS/1%HS aufgenommen und in
FACS-RoOhrchen ubertragen.

d0 = CD14-Isolation und Makrophagendifferenzierung

v
U
U

U

Abbildung 6: Darstellung des Versuchsablaufs zur Messung der Aktivitatsmarker und Zytotoxizitat von NK-Zellen.

d3= Mediumwechsel

d5=NK-Zell-Isolation

d6= Aktivierung der Makrophagen und
Zusammenfihrung Makrophagen & NK-Zellen

d7= Inkubation der NK-Zellen mit K562, Messen der
Aktivitatsmarker und der Zytotoxizitat der NK-Zellen
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2.2.5 Durchflusszytometrie

2.2.5.1 Hintergrund

Die Durchflusszytometrie, Synonym FACS (fluorescence activated cell sorting),
ist eine Methode, die es moglich macht, Aussagen Uber die einzelnen Zellen
sowie deren physikalischer und biochemischer Eigenschaften zu machen. Mit
Hilfe der hydrodynamischen Fokussierung passiert jede Zelle einzeln die
Analysekammer und wird einzeln durch den Laser gemessen. Es wird ermoglicht
jede Zelle separat zu analysieren. Je nach Eigenschaft der Zellen wird eine
bestimmte Streuung des Laserlichtstrahls hervorgerufen.

Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward light scatter) ist ein Mal} fur die ZellgréRe
und das Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) dient als Mal} fur die Granularitat
und Struktur einer Zelle.

Diese Eigenschaften werden unabhangig von einer Fluorochromanfarbung
erfasst. Mit Hilfe dieser beiden Parameter ist es unter anderem moglich
verschiedenen Zellgruppen des Blutes zu differenzieren.

Neben GroéRe und Granularitdt kann vor allem die Oberflachenexpression von
Proteinen durch fluorochrommarkierte Antikorper bestimmt werden. Spezifische
Detektoren fur verschiedene fluoreszierende Farbstoffe konvertieren die
gemessene Intensitat des Fluoreszenslichtes, welches durch einen Spiegel und
Filter aufgetrennt werden, in ein elektrisches Signal um.

Bei der Kombination verschiedener Fluorochrome sollten die Emissionsspektren
beachtet und moglichst weit auseinanderliegende Spektren gewahlt werden. Um
trotzdem mégliche Uberlappungen zwischen verschiedenen Fluorochromen zu
minimieren, wird eine sogenannte Kompensation durchgefuhrt.

Voreinstellungen wurden anhand Einzelfarbungen nachjustiert. Es wurden
sowohl Kompensationsbeads als auch ungefarbte Zellpopulationen fur die

Kontrolle verwendet.

Das hier verwendete Gerat FACS Canto Il (BD) ist mit insgesamt drei Lasern
ausgestattet. Ein Laser emittiert violettes Licht mit einer Wellenlange von 405 nm.
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Dieser Laser regt u.a. die Fluorochrome Pacific Blue oder Brilliant Violet an. Die
Fluorochrome FITC, PE, PerCP/Cy 5.5 oder PE/Cy7 werden —neben anderen-
von einem Laser fur blaues Licht mit einer Wellenlange von 488nm angeregt. Der
dritte, rote Laser regt mit seiner Wellenlange von 633 nm die Fluorochrome
beispielsweise APC und APC/Cy7 an.

2.2.5.2 Farben und Auswertung von Oberflachenmarkern

Um die Zellen mit den gewunschten Antikorpern zu farben, wurden die Zellen in
100yl PBS/1%HS pro well auf einer 96-well-Platte aufgenommen und
abzentrifugiert. Es wurde je nach Fragestellung und Ausgangsmaterial zwischen
1x10° und 2x10° Zellen verwendet.

Anschliefiend wurden die Zellen in 1pl/well des jeweiligen Antikdrpers und 50yl
PBS/1%HS bzw. Viability-Dye-Farbung (Verhaltnis 1:50) fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In einem darauffolgenden Waschschritt wurden alle
nicht gebundenen Antikorper entfernt und die Zellen zum Messen am FACS
Canto Il in 180ul PBS/1%HS in FACs-Rdhrchen aufgenommen.

Die Auswertung der Daten erfolgten mit Hilfe der FACS DIVA Il Software (BD)
und anschlieBend mit dem PC-Programm FlowJo® 5.6.2. Die Messstrategie
inklusive des Gatings wird im Folgenden weiter erlautert.

2.2.6 Gating und Reinheit der Zellen

Die Bestimmung der Expression diverser Oberflachenmarker erfolgt mit Hilfe
durchflusszytometrischer Analysen.

Um die zu untersuchende Population genauer festzulegen, wurde ein ,Gating"
vorgenommen. Unter dem Begriff Gating versteht man eine Abgrenzung einer
bestimmten Population mit Hilfe der Auswertungssoftware.

Vor Messung der Oberflachenmarker wurde zudem die Vitalitat der Makrophagen
gemessen. Beispielhaft zeigt Abbildung 7, dass nur lebende Zellen innerhalb des
Monozyten/Makrophagengates  ausgewahlt und in den folgenden

Expressionsanalysen verwendet wurden.
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Abbildung 7: FACS-Analyse fir Makrophagen: Gating-Strategie anhand eines Beispiels. Unterhalb der ausgewahlten
Gruppe sind vermutlich Zelldetritus, undifferenzierte Monozyten und andere verbliebene Lymphozytenpopulationen.
Setzung des Gates bei der ungefarbten Gruppe und Ubertragung auf alle anderen Proben. AnschlieRend Messung der
Vitalitdt durch Farbung mit ,Viability Dye®. Der Anteil der Ziel-Population betragt in diesem Beispiel ca. 45%. Die Vitalitat
dieser Population liegt bei >90%.

Bei Experimenten mit NK-Zellen wurde nach der Isolation mittels eines NK-Zell-
Isolation-Kits (siehe Kapitel 2.2.2) stets eine Messung der Reinheit durchgefihrt.
Als NK-Zellen wurden CD56%-Zellen definiert, die gleichzeitig kein CD3
exprimieren (37) (Beispielhaft Vgl. Abbildung 8.)

Die NK-Zellzahlen sowie deren Vitalitat wurden am siebten Versuchstag vor der
Inkubation mit K562 mit Hilfe eines Zellzahlers bestimmt. Die Vitalitat der NK-

Zellen lag in allen Versuchen >80 %, im Mittel bei 93%.
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Abbildung 8: Gatingbeispiel von a.) PBMC und b.) den daraus isolierten NK-Zellen im Vergleich. Darstellung der FACs-
Analyse am Tag der Isolierung von NK-Zellen aus PBMCs. a.) die PBMC zeigen in der ausgewahlten Population sowohl
CD56*- als auch CD3"-Zellen. Links unterhalb der ausgewahlten Population befinden sich andere Lymphozyten-
Populationen. Ganz unten befindet sich Zelldetritus. b.) Nach Isolierung der NK-Zellen durch das NK-Cell-Isolation-Kit
(vgl. Kap 2.2.2) ist die CD3*-Population depletiert.

Bei Degranulationsmessungen wurde aul3erdem eine bekannte Unterteilung in
CD56"19" ynd CD56%™ vorgenommen. Hierbei nimmt, wie auch schon in vielen
Publikationen beschrieben, CD56%™ mit ca. 60% die deutlich groRere
Subpopulation ein. CD569" definiert eine deutlich kleinere Subpopulation
(Mittelwert ca. 5%). (43)
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Abbildung 9: Gating-Beispiel von NK-Zellen nach Aktivierung mit M2c und Inkubation mit K562. 1.) oberen beiden
Grafiken: Auswahl der Population in der ungefarbten Probe. Die NK-Zellen befinden auf der ersten Grafik rechts unten
im markierten Bereich. Links unten befinden sich Detritus, andere undifferenzierte Makrophagen und Lymphozyten. 2.)
unteren beiden Grafiken: Ubertragung dieser Gating-Strategie auf die gefarbten Proben und Unterteilung in CD569™ und
CD56bright
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2.2.7 Auswertung

Ein Mal} fur die Menge gebundener Fluoreszenzfarbstoffen/Partikel ist die
mittlere Fluoreszenzintensitat MFI.

Durch die Bearbeitung der Messergebnisse durch das Programm FlowJo®
konnten die MFIs (mean fluorescence intensity) der einzelnen Messwerte
berechnet werden.

Mit Hilfe des Programms GraphPad Prism wurden die Daten statistisch
ausgewertet und die Grafiken erstellt.

Die Grafiken von CD107a reprasentieren das arithmetische Mittel der
Einzelwerte + Standardabweichung (Standard Deviation, SD).

Da sich bei FACS-Untersuchungen die MFI logarithmisch darstellt und die
Intensitat zum Teil auch von der Helligkeit des einzelnen Farbstoffs darstellt, ist
ein Vergleich der Absolutwerte weniger aussagekraftig als eine Wertung in
Relation zu einer Kontrollgruppe. Deshalb wurde die unbehandelte
Kontrollgruppe (Standardgruppe ,Medium®), die fir jeden Versuch mitgeflhrt
wurde, als Referenz gesetzt und ein Anstieg oder Abfall in Prozent dieses
Referenzwertes ausgedrickt (Normalisierung). Dies gilt fur die Grafiken von
CD80/CD86/CD206 und HLA-DR sowie der Aktivierungsmarker von NK-Zellen.

Die statistische Signifikanz wurde auf Basis des t-Tests (zweiseitig und gepaart)
von Student berechnet. P<0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt und in
den Graphen mit * kenntlich gemacht. Ein Signifikanzniveau von p<0,01 ist mit **
und von p<0,001 mit *** gekennzeichnet
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2.2.8 Messung der Zytokinsekretion durch ELISA

2.2.8.1 Prinzip eines ELISAs

Ein ELISA (engl. enzyme-linked-immunosorbent-Assay) basiert auf dem Prinzip einer
enzymatischen Farbreaktion. In den hier gezeigten Versuchen wurde ein Sandwich
ELISA durchgefuhrt und im Folgenden genauer erklart:

Zu Beginn wird ein sogenannter Capture Antikorper an die Mikrotiterplatte gebunden.
AnschlieBend wird die das nachzuweisende Antigen enthaltende Ldsung
hinzugegeben. Das darin enthaltene zu detektierende Antigen bindet an den Capture
Antikorper und verbleibt somit an der Mikrotiterplatte und geht durch die
nachfolgenden Waschvorgange nicht verloren. Ein weiterer fur dieses Antigen
spezifischer Antikorper bindet nun an das an der Mikrotiterplatte haftende
Suchantigen. Dieser ,detection Antikorper” ist meist biotinyliert. An der Wand der
Mikrotiterplatte liegt nun der folgende Komplex vor: Capture AntikOrper — zu
quantifizierendes Antigen — ,detection Antikdrper* (biotinyliert).

Die Quantifizierung erfolgt nun mit Hilfe eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugats, das
spezifisch an Biotin bindet. Die Peroxidase wandelt das ebenfalls hinzugegeben
Tetramethylbenzidin (TMB) in einen Farbstoff um, was zu einem Farbumschlag fuhrt.
Die Reaktion wird durch Hinzugabe von Schwefelsaure abgestoppt. Die optische
Dichte wird photometrisch gemessen.

Der erfolgte Farbumschlag ist proportional zur Konzentration des zu detektierenden
Antigens in der ursprunglichen Losung. Mit Hilfe einer Standardkurve kann man die

Konzentrationen des nachgewiesenen Antigens durch Extrapolation abschatzen.
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Rohdaten
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Abbildung 10: Standardkurve aus einem IL10-ELISA. Sie ergibt sich aus bekannten Antigenkonzentrationen und dient als

Kalibrierungskurve.

2.2.8.2 Versuchsablauf

Mit Hilfe des ELISA (Enzyme-linkes Immunosorbent Assay) -Verfahrens kann man die
Zytokinsekretion der Zellen messen. In dieser Arbeit wurden ELISA-Kits von Thermo
Fisher verwendet.
Die Proben werden durch Abnahme des Kulturuberstandes 24 Stunden nach der
Stimulation mit:

- LPS + IFN-y

- Dasatinib + LPS + IFN-y

- Src-inhibitor-1 + LPS + IFN-y

- Bosutinib + LPS + IFN-y

- IL-32y + IFN-y
gewonnen und eingefroren. Fur den ELISA werden die Proben je nach Versuch im
Verhaltnis 1:4 /1:5 /1:10 verdunnt. Diese Verdinnungen werden vorgenommen, damit
moglichst alle Ergebnisse im Nachweisbereich liegen. Ziel ist die Messung der IL-12-
Produktion bzw. die IL-10-Produktion.
Der ELISA wird gemal folgendem Protokoll durchgefuhrt:
Am Tag vor Ansetzen des ELISAs wird eine 96-well-ELISA-Platte mit 100ul/well der
Capture Antikérper (Fangerantikorper) in Coating Buffer beschichtet und Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am nachsten Morgen wird die ELISA-Platte mit einer Waschlosung

42



Methoden und Material

aus PBS und 0,05% Tween20 gewaschen. Anschliefend gibt man 200ul/well Assay
Diluent-Lésung (10ml 5xAssay Diluent +40ml DI Wasser) hinzu und inkubiert es fur
eine Stunde bei Raumtemperatur. Assay Diluent ist ein Blockpuffer und verhindert
unspezifische Bindungen. Nach Ablauf der Inkubationszeit folgt ein weiterer
Waschschritt. Im Anschluss werden 100ul/well Standard bzw. 100ul/well der
verdunnten Probe auf die 96-well-Platte pipettiert. Die Proben inkubieren fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten Waschschritt, werden 100pul/well
detection antibody (1:250 verdinnt (48ul Antikérper + 12ml Assay Diluent)
hinzugefugt. Nachdem die einstundige Inkubationszeit abgelaufen ist, findet ein
Waschschritt statt und es werden 100ul/well Avidin-HRP (1:250 verdiinnt (48ul Enzym
+ 12 ml Assay Diluent)) hinzu pipettiert. Fir diesen Schritt ist eine Inkubationszeit von
30 Minuten vorgesehen. Nach zweimaligem Waschen, werden 100ul/well TMB
(Tetramethylbenzidine)-Substrat Solution fir 15 Minuten hinzugefiugt. Es kommt zu
einem Farbumschlag. Nun wird die Reaktion mit 50ul /well 2N Schwefelsaure gestoppt
und die Proben an einem ELISA-Reader gemessen. Die Werte werden bei 450 nm
mit Hilfe des Standards und der zum ELISA-Reader zugehorigen Software

ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-l und Bosutinib

3.1.1 Modulation der Expression von Oberflaichenmarkern

Es wurde untersucht, wie der Anteil an CD163*/CD14*/CD16*-Makrophagen unter
Einfluss von Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-l und Bosutinib variiert. AulRerdem wurden
die Oberflachenmarker CD80/CD86 und HLA-DR in Abhangigkeit ihrer CD83-
Expression sowie unter Inkubation der drei verwendeten Tyrosinkinaseinhibitoren
untersucht. Nachdem sich drei verschiedene Makrophagensubtypen durch Zugabe
verschiedener Stimuli differenzierten, wurde sie am 6. Versuchstag mit dem jeweiligen
Tyrosinkinaseinhibitor inkubiert. Am 7. Versuchstag folgte eine
durchflusszytometrische Messung der zuvor gefarbten Oberflachenmarker.

Die ausschliel3lich mit ,Medium® behandelten Proben stellen die Standard-Gruppe in
allen Versuchsreihen da. Eine Aktivierung der polarisierten Zellen wurde mit LPS +
IFN-y durchgefuhrt.

Im Folgenden werden die Vergleiche immer zwischen ausschlie8lich mit ,Medium®
und den mit LPS + IFN-y aktivierten bzw. zwischen aktivierten und mit Dasatinib /Src-
kinase-inhibitor-1/Bosutinib behandelten Zellen vollzogen. Der Ubersicht halber wird
im weiteren Verlauf des Textes eine Inkubation mit LPS + IFN-y und dem jeweiligen
TKI, nur mit dem TKI benannt (beispielsweise Dasatinib meint die Inkubation mit LPS
+ |IFN-y und Dasatinib). Eine alleinige Inkubation mit einem TKI hat in den hier
gezeigten Versuchen nie stattgefunden.

Des Weiteren werden Makrophagen, welche wahrend der Differenzierung den
Kulturbedingungen von M1-Makrophagen durch GM-CSF Stimulation ausgesetzt
wurden, nachfolgend als M1 dargestellt. Makrophagen, die in einem M2a-Milieu mit
M-CSF und IL-4 inkubiert wurden, werden als M2a abgekurzt. M2c prasentiert die
Zellen, welche mit M-CSF und IL-10 inkubiert wurden.
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3.1.1.1 Modulation der Expression durch Dasatinib

3.1.1.1.1 Differenzierungsmarker

CD163, CD14 und CD16 gehodren zu den Oberflachenmarkern anhand derer sich die
verschiedenen Makrophagensubtypen differenzieren lassen. Die Expression des
Scavanger-Rezeptor -CD163- auf Makrophagen fuhrt beispielsweise zu einer
vermehrten Sekretion von IL-10 und wird vor allem als Marker fur M2c-Markophagen
angesehen. (Vergleiche Kapitel 1.2.1.1) (89, 90) Der Oberflachenmarker CD14
induziert nach Bindung von LPS an den Rezeptor-Komplex die Sekretion von u.a. IL-
12 und IFN-y. Eine hohe Dichte an CD14 auf der Zelloberflache wird M1-Makrophagen
zugeschrieben. (17) In Abbildung 11 ist ein Gatingbeispiel dargestellt. Der
Opsonierungsrezeptor CD16 wird hingegen verstarkt von M2-Makrophagen
exprimiert. (Vergleiche 1.2.1.1)

Der Anteil an positiven Zellen der jeweiligen Differenzierungsmarker CD163, CD14

und CD16 wurden prozentual bestimmt.

_Medium * ,LPS + IFN-y* ,Dasatinb + LPS + IFN-y“

<
cD14- CD14+ @ cp1e- CD14+
@] 559% 44,1%

% T LR T 3 ™, o T 1 T T 3 ™, % ™ T T ™,
10 10 10° 10 10 10 10 107 10 10 10 10 10° 10 10
APC-A: CD14 APC-A APC-A CD14 APC-A APC-A: CD14 APC-A

Abbildung 11: Anteil an CD14*-M2a-Makrophagen. Der erste Plot stellt nur mit ,Medium“ behandelte Makrophagen dar, wovon

15,4% der M2a-Makrophagen CD14" sind. Bei Makrophagen, welche mit LPS + IFN-y stimuliert wurden, waren 44,1% CD14",
unter LPS + IFN-y und Dasatinib-Einfluss 43,5%.
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Abbildung 12: Regulation von CD163 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD163*-Zellen in Prozent aus M1 und M2a n=7, M2c n=5 Versuchen.

Der Oberflachenmarker CD163 wird, wie auch in der Literatur beschrieben, vermehrt
auf M2-Makrophagen exprimiert. Der Anteil an CD163*-mit Medium behandelten-
Makrophagen betragt bei Makrophagen im M1-Milieu 1,3%, im M2a-Milieu 41% und
bei M2c-polarisierten Makrophagen 70,8%. Bei M1-polarisierten Makrophagen
induziert die Aktivierung mit LPS + IFN-y die Expression von CD163. Dieser Effekt
geht unter Zugabe von Dasatinib verloren.

MZ2c-polarisierte Makrophagen erfahren durch die Aktivierung eine geringe CD163-
Expression. Diese Reduktion wird durch die Inkubation mit Dasatinib aufgehoben.
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Abbildung 13: Regulation von CD14 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.

Abgebildet ist der Anteil an CD14%-Zellen in Prozent aus M1; M2a n=7und M2c n=6 Versuchen.

Aus der Abbildung 13 wird ersichtlich, dass M2c-Makrophagen im Vergleich zu M2a
und M1-Makrophagen den grofdten Anteil an CD14*-Zellen exprimieren.
(Durchschnittlich ,Medium®: M1: 35,5%, M2a: 46,2%, M2c: 98,3%). Durch die
Aktivierung mit LPS + IFN-y und auch Dasatinib kommt es bei allen drei
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Makrophagenpopulationen zu keinen bemerkenswerten Veranderungen des

prozentualen Anteils der Expression des untersuchten Differenzierungsmarkers.
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Abbildung 14: Regulation von CD16 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD16%-Zellen in Prozent aus M1, M2a n=7 und M2c n=5 Versuchen.

M2-Makrophagen - M2a mit 45,6% und M2c mit 78,6% CD16*-Zellen- exprimieren im
Vergleich mit M1-Makrophagen (MW 14,4%) einen hoheren Anteil an CD16. Durch
die Aktivierung mit LPS + IFN-y exprimieren alle drei untersuchten Subtypen weniger
CD16 als nicht-aktivierte. Durch zusatzliche Inkubation mit Dasatinib geht dieser
Effekt bei M1 und M2c-polarisierten Makrophagen weitgehend verloren.

3.1.1.1.2 CD83 und Aktivierungsmarker CD80/CD86/HLA-DR

Der Oberflachenmarker CD83 wird typischerweise von DCs exprimiert. (91) Anhand
einer Differenzierung in CD83" und CD83"-Zellen, wurde in Makrophagen oder DC-
ahnliche Zellen unterteilt. So konnte deutlich unterschieden werden, ob eine
Veranderung der Oberflachenmarker bei Makrophagen stattfindet oder bei DC-
ahnlichen Zellen.

Im nachsten Schritt wurden anhand des durchgefuhrten Gatings die drei weiteren
Oberflachenmarker CD80, CD86 und HLA-DR untersucht. Die unbehandelte
Kontrollgruppe (Standardgruppe ,Medium®) wurde als Referenz gesetzt und ein
Anstieg oder Abfall in Prozent dieses Referenzwertes ausgedriickt (Normalisierung).
(Vergleiche Kapitel 2.2.7)
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Die Hohe der Expression der drei genannten Differenzierungsmarker wurde jeweils
fur die CD83  und CD83*-Population gemessen. Zellen, welche auf ihrer
Zelloberflache CD80, CD86 und HLA-DR tragen, prasentieren Antigene und sind u.a.

Marker fur eine Immunstimulation.

,Medium “ LLPS + IFN-y* ,Dasatinb + LPS + IFN-y“
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Abbildung 15: Anteil an CD83- und CD83*-Zellen von M2a Makrophagen im Standard ,Medium®, unter Inkubation mit LPS +
IFN-y sowie Dasatinib + LPS + IFN-y. Der Anteil an CD83"-Zellen betragt in der Standardgruppe 2,04%, mit LPS + IFN-y 4,19%
und mit Dasatinib + LPS + IFN-y 3,26%.
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Abbildung 16: Anteil der unterschiedlich polarisierten Makrophagen in Abhangigkeit der aktivierenden Stimuli an CD83" und
CD83*-Zellen in Prozent. Der schwarze Balken stellt jeweils die CD83-Population, der graue Balken jeweils die CD83*-Population
dar. M1, M2a und M2c n=6 Versuchen.

Bei allen drei Makrophagenpopulationen ist der Anteil an CD83*-Zellen sehr gering
(M1 8,1%, M2a 3,6%, M2c 3,9%). Unter LPS + IFN-y -Stimulation nimmt der Anteil
der CD83* Population vor allem bei M1-Makrophagen etwas zu: von 8,1 % auf 22%.
Durch die Inkubation mit Dasatinib wird die Expression von CD83 nicht wesentlich

beeinflusst.
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Abbildung 17: Regulation von CD80 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Hier werden die normalisierten MFI's der CD80 Expression von jeweils CD83- und CD83"-
Makrophagen unter Inkubation mit LPS + IFN-y (unausgefiilite Kreise) und Dasatinib + LPS + IFN-y (ausgefiillte Rechtecke) in
Prozent gezeigt. n=6 Versuche.

Wie aus der Literatur zu erwarten, prasentieren alle drei Makrophagensubtypen -M1,
M2a und M2c- eine Steigerung der Expression des Oberflachenmarkers CD80 durch
die Aktivierung mit LPS + IFN-y im Vergleich zur den nicht-aktivierten Makrophagen.
Dieser Effekt geht in der CD83*-Population bei den M2a und M2c-polarisierten
Makrophagen unter Dasatinib-Inkubation verloren.

Eine zusatzliche Inkubation mit Dasatinib fuhrt bei den CD83-Populationen im
Vergleich zu den aktivierten Makrophagen zu keiner Veranderung der CD80-
Expression bei den untersuchten Makrophagensubtypen auf.
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Abbildung 18: Regulation von CD86 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Abgebildet sind die normalisierten MFls in Prozent aus n=6 Versuchen. Unausgefiillte Kreise: LPS
+ IFN-y; ausgefiillte Rechtecke: Dasatinib + LPS + IFN-y.

M1-polarisierte Makrophagen exprimieren nach Aktivierung durch LPS + IFN-y mehr
CD86 als nicht-aktivierte. Dieser Effekt wird durch die Inkubation mit Dasatinib in der
CD83" Population abgeschwacht und in der CD83*-Population verstarkt.

Bei den M2a-polarisierten Makrophagen kommt es weder durch die Aktivierung noch
unter Dasatinib-Einfluss zu einer deutlichen Anderung der CD86-Expression.

Durch eine Inkubation mit Dasatinib wird CD86 im Vergleich zur aktivierten Gruppe
bei der CD83*-Population der M2c-Makrophagen verstarkt exprimiert.
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Gemessen an der Standardabweichung ist nur bei der CD83*-Population der M2c-

Makrophagen ein eindeutig signifikanter Unterschied mit p=0,02 zu sehen.
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Abbildung 19: Regulation von HLA-DR in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Es wurde in CD83 und CD83"-Zellen unterteilt. N=6. Unausgefiillte Kreise: LPS + IFN-y;
ausgefillte Rechtecke: Dasatinib + LPS + IFN-y.

Nur bei C83" - M1-polarisierten Makrophagen kommt es durch die Aktivierung mit LPS
+ IFN-y zu einer vermehrten HLA-DR-Expression. Dieser Effekt geht unter Zugabe

von Dasatinib weitgehend verloren.

3.1.1.1.3 CD206

Die Hohe der Expression des Mannose-Rezeptor CD206 wurde anhand der gesamten
Makrophagenpopulation bestimmt und normalisiert. Anhand der Abbildungen ist durch
die durchgefuhrte Normalisierung ein Vergleich innerhalb des jeweiligen
Makrophagentypes zwischen Medium und mit LPS + |FN-y aktivierten, sowie

zwischen aktivierten und zusatzlich mit Dasatinib inkubierten Zellen moglich.
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Abbildung 20: Regulation von CD206 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus

Abgebildet sind die prozentualen Werte der normalisierten MFls aus M1, M2a, M2c n=7 Versuchen.
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Eine Aktivierung LPS + IFN-y mit fuhrt bei allen drei Subpopulationen zu einer
geringeren CD206-Expression. Durch Dasatinib-Inkubation kann diese verringerte
Expression weitestgehend aufgehoben und bei M1-Makropahgen gesteigert werden.

3.1.1.2 Modulation der Expression durch Src-kinase-inhibitor |

Der Src-kinase-inhibitor-l ~ zeigt Ahnlichkeiten in der Modulation der
Oberflachenmarkern wie Dasatinib oder Bosutinib. Auf eine Erlauterung des
Vergleiches zwischen ,Medium“ und ,LPS + IFN-y* wird im Folgenden verzichtet, da
dieser bereits in Kapitel 3.2.2. mit Dasatinib vorgenommen wurde.

3.1.1.2.1 Differenzierungsmarker
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Abbildung 21: Regulation von CD163 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD163*-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a n=5 und M2c n=4 Versuchen.

Unter Einfluss des Src-kinase-inhibitor-l nehmen bei M1 die Anteile an CD163*-Zellen
im Vergleich zu den mit LPS + IFN-y aktivierten Populationen zu. Hingegen hat eine
Inkubation mit Dasatinib bei M1 im Vergleich mit der aktivierten Gruppe zu einer
geringeren Expression des Differenzierungsmarkers gefuhrt. Bei M2a und MZ2c-
Makrophagen zeigt eine zusatzliche Inkubation mit Src-kinase-inhibitor-I keine

Veranderung der CD163-Expression.
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Abbildung 22: Regulation von CD14 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.

Abgebildet ist der Anteil an CD14%-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a und M2c n=5 Versuchen.

Der Anteil an CD14*-Zellen nimmt unter Inkubation mit dem Src-kinase-inhibitor-I bei

MZ2a Makrophagen im Vergleich mit LPS + IFN-y geringfugig ab.
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Abbildung 23: Regulation von CD16 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.

Abgebildet ist der Anteil an CD16%-Zellen in Prozent aus M1 n=6, M2a n=5 und M2c¢ n=4 Versuchen.

Der Anteil an CD16"-Makrophagen verandert sich unter Einfluss von Src-kinase-
inhibitor-I im Vergleich mit LPS + IFN-y-Behandlung nicht wesentlich. Diese
Beobachtung von CD16*-Zellen gleicht der unter Dasatinib-Einfluss fir M2a-

Makrophagen.
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3.1.1.2.2 CD83 und die Aktivierungsmarker CD80/CD86/HLA-DR
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Abbildung 24: Anteil der unterschiedlich polarisierten Makrophagen in Abhangigkeit der aktivierenden Stimuli an CD83" und
CD83*-Zellen. Der schwarze Balken stellt jeweils die CD83-Population, der graue Balken jeweils die CD83" -Population dar.
Abgebildet sind die Anteile CD83 und CD83" -Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a und M2c n=5 Versuchen. Der schwarze Balken
stellt jeweils die CD83" -Population, der graue Balken jeweils die CD83" -Population dar.

Unter Einfluss von Src-kinase-inhibitor-I wird der Anteil an CD83/CD83*-Zellen im
Vergleich nach Aktivierung mit LPS + IFN-y bei M1 und MZ2-polarisierten nicht
wesentlich geandert.
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Abbildung 25: Regulation von CD80 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Hier werden die normalisierten MFI's der CD80 Expression von jeweils CD83- und CD83"-
Makrophagen unter Inkubation mit LPS + IFN-y (unausgefiilite Kreise) und Dasatinib + LPS + IFN-y (ausgefiillte Rechtecke) in
Prozent gezeigt. M1 n=6; M2a und M2c n=5 Versuche.

Die Veranderungen von CD80 unter dem Einfluss von Src-kinase-inhibitor-I Iasst sich
wie folgt beschreiben: Die gesteigerte Expression von CD80 bei der CD83*-Population
der M2c-polarisierten Makrophagen nach Aktivierung mit LPS + IFN-y geht unter Src-
kinase-inhibitor-I weitgehend verloren. Diese Modulation stimmt fur alle drei
Makrophagensubtypen mit der unter Dasatinib Uberein.
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Die Inkubation mit Src-kinase-inhibitor-I —wie auch bei Inkubation mit Dasatinib— hat
keinen Einfluss auf die Expression von CD80 in der CD83-Population im Vergleich
mit der Aktivierung durch LPS + IFN-y.
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Abbildung 26: Regulation von CD86 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Abgebildet sind die normalisierten MFls in Prozent aus M1 n=6; M2a und M2c n=5 Versuchen.

Unausgefiillite Kreise: LPS + IFN-y; ausgefiilite Rechtecke: Dasatinib + LPS + IFN-y.

Die gesteigerte CD86-Expression der CD83*-M2a-polarisierten Makrophagen durch
die Aktivierung mit der LPS + IFN-y wird durch Inkubation mit Src-kinase-Inhibitor-I
weitgehend aufgehoben. Diese Veranderung kann man auch unter Dasatinib-Einfluss
beobachten. M1 und M2c Makrophagen zeigen keine wesentlichen Anderungen der
CD86-Expression.
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Abbildung 27: Regulation von HLA-DR in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Es wurde in CD83  und CD83"-Zellen unterteilt. M1 n=6; M2a und M2c n= 5 Versuche.
Unausgefiillite Kreise: LPS + IFN-y; ausgefiilite Rechtecke: Dasatinib + LPS + IFN-y.

Unter dem Einfluss von Src-kinase-inhibitor-I kommt es in der CD83*-und CD83"
Population zu einer Abnahme der HLA-DR-Expression bei der M1-Population im
Vergleich zur LPS + IFN-y —Inkubation. Die verminderte Expression von HLA-DR der
CD83-Population von M1- Makrophagen sind unter Src-kinase-inhibitor-lI und
Dasatinib-Inkubation gleich.

Die MZ2a-Makrophagen lassen — wie auch unter Dasatinib- keine deutlichen
Expressionsveranderung erkennen. M2c-Makrophagen zeigen eine geringe Zunahme
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in der CD83*-und CD83 Population durch Src-kinase-inhibitor-1 Einfluss versus LPS
+ IFN-y.

3.1.1.2.3 CD206

M1 M2a M2c

Abbildung 28: Regulation von CD206 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus

Abgebildet sind die prozentualen Werte der normalisierten MFls aus M1:n=6/5; M2a: n=6; M2c: n= 6 Versuchen.

Unter Src-kinase-inhibitor-I wird der hemmende Effekt durch LPS + IFN-y auf die
CD206-Expression bei M2c-Mkrophagen aufgehoben.

Dasatinib hat zu einer Steigerung der CD206-Expression in allen Subpopulationen
gefuhrt.
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3.1.1.3 Modulation der Expression durch Bosutinib

Um einen off-target Effekt von Dasatinib auszuschliellien wurde erganzend als dritter

Tyrosinkinaseinhibitor Bosutinib verwendet.

3.1.1.3.1 Differenzierungsmarker
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Abbildung 29: Regulation von CD163 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD163*-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a n=5; M2c n=1 Versuchen.

Unter Bosutinib-Inkubation kann die gesteigerte CD163-Expression nach Aktivierung
mit LPS + IFN-y bei M1- polarisierten Makrophagen verstarkt werden.

Bei M2c-polarisierten Makrophagen wird der verringernde Effekt durch LPS + IFN-y
nahezu vollstandig aufgehoben.

Damit gleicht die Modulation an CD163"-M2a und MZ2c-Makrophagen der unter
Einfluss von Dasatinib. Durch Inkubation mit Src-kinase-inhibitor-l kann ebenfalls ein
verstarkter Anteil an CD163*-M1-Makrophagen beobachtet werden.
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Abbildung 30: Regulation von CD14 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD14%-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a n=5; M2c n=1 Versuchen.

56



Ergebnisse

Unter Bosutinib-Inkubation wird bei M1-Makrophagen keine wesentliche Modulation
des CD14*-Anteils gemessen. Die vermehrte CD14-Expression durch die Aktivierung
mit LPS + IFN-y wird unter zusatzlicher Bosutinib-Inkubation bei M2-polarisierten
Makrophagen weitestgehend aufgehoben. Derselbe Effekt ist unter Src-kinase-
inhibitor-1 auch zu beobachten.
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Abbildung 31: Regulation von CD16 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD16*-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a n=5; M2c n=1 Versuchen.

M1-Makrophagen zeigen unter Bosutinib-Inkubation ebenso wie unter Src-kinase-
inhibitor-l Einfluss keine Veranderung des Anteils an CD16*-Zellen. Eine Abnahme
des Anteils an CD16"-Zellen ist bei der M2a-Subpopulation unter Bosutinib-Inkubation
im Vergleich mit LPS + IFN-y-aktivierten Zellen festzustellen.

Die Aktivierung mit LPS + IFN-y fihrt bei M2c zu einem verringertem Anteil CD16*-
Zellen. Dieser Effekt geht unter Zugabe von Bosutinib fast ganzlich verloren.
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3.1.1.3.2 CD83 und die Aktivierungsmarker CD80/CD86/HLA-DR
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Abbildung 32: Anteil der unterschiedlich polarisierten Makrophagen in Abhangigkeit der aktivierenden Stimuli an CD83" und
CD83* -Zellen. Der schwarze Balken stellt jeweils die CD83" -Population, der graue Balken jeweils die CD83" -Population dar.
Abgebildet sind die Anteile CD83 und CD83" -Zellen in Prozent aus M1 n=5; M2a n=4; M2c: n= 2 Versuchen.

Wie auch unter Dasatinib und Src-kinase-Inhibitor-1-Einfluss ist auch unter Bosutinib-
Inkubation im Vergleich zur Aktivierung mit LPS + IFN-y die Veranderung des Anteils
an CD83"-Makrophagen in allen drei Makrophagensubtypen sehr gering.
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Abbildung 33: Regulation von CD80 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Hier werden die normalisierten MFI's der CD80 Expression von jeweils CD83- und CD83"-
Makrophagen unter Inkubation mit LPS + IFN-y (unausgefiilite Kreise) und Dasatinib + LPS + IFN-y (ausgefiillte Rechtecke) in
Prozent gezeigt. M1 n=5; M2a n=4; M2c: n= 2 Versuche.

Bosutinib fuhrt in den CD83*-Populationen der M1 und M2a-polarisierten
Makrophagen zu einer Abschwachung der gesteigerten CD80-Expression durch die
Aktivierung mit LPS + IFN-y. Die andern beiden untersuchten Tyrosinkinaseinhibitoren
— Dasatinib und Src-kinase-inhibitor-1- zeigen in allen drei Makrophagensubtypen eine
Abnahme der CD80-Expression.
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Die vermehrte CD80-Expression durch die Aktivierung mit LPS + IFN-y wird in der
CD83-Population der M2a-Makrophagen durch Bosutinib verringert, dagegen bei
M2c-Makrophagen verstarkt.

Die anderen beiden untersuchten Tyrosinkinasen haben bei allen
Makrophagensubtypen keine bemerkenswerte Veranderung in der Expression von
CD80 bei der CD83-Population gezeigt.
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Abbildung 34: Regulation von CD86 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Abgebildet sind die normalisierten MFls in Prozent aus M1 n=5; M2a n=4; M2c: n= 2 Versuchen

Unausgefiillite Kreise: LPS + IFN-y; ausgefiilite Rechtecke: Dasatinib + LPS + IFN-y.

M1-Makrophagen zeigen bei zusatzlicher Inkubation mit Bosutinib keine Veranderung
der CD86-Expression.

Eine Inkubation mit Bosutinib fuhrt bei aktivierten M2a-Makrophagen, welche kein
CD83 exprimieren, zu einer gesteigerten CD86-Expression. Diese Modulation ist
gegensatzlich zu der unter Dasatinib und Src-kinase-inhibitor-I.

MZ2c-polarisierte Makrophagen, welche durch LPS + IFN-y aktiviert wurde und CD83
exprimieren, zeigen unter Bosutinib-Inkubation eine verstarkte CD86-Expression.

Diese Beobachtung gleicht den Ergebnissen unter Dasatinib-Inkubation.
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Abbildung 35: Regulation von HLA-DR in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus
sowie ihrer CD83-Expression. Es wurde in CD83  und CD83*-Zellen unterteilt. M1 n=5; M2a n=4; M2c: n= 2 Versuche.
Unausgefiillite Kreise: LPS + IFN-y; ausgefiilite Rechtecke: Bosutinib + LPS + IFN-y.
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Bosutinib fihrt —wie auch die andere beiden Tyrosinkinaseinhibitoren- bei M1 zu einer
Suppression der HLA-DR-Prasentation bei den CD83-Zellen. MZ2c-polarisierte
Makrophagen, welche durch LPS + IFN-y aktiviert wurde und CD83 exprimieren,
zeigen unter Bosutinib-Inkubation eine verstarkte HLA-DR-Expression.

Diese Veranderung des HLA-DR-Expression ist Bosutinib und Dasatinib gemeinsam.

3.1.1.3.3 CD206
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Abbildung 36: Regulation von CD206 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus

Abgebildet sind die prozentualen Werte der normalisierten MFls aus M1:n=5; M2a: n=4; M2c: n= 2 Versuche

Der Mannoserezeptor wird unter Bosutinib-Inkubation bei M1-Makrophagen
geringfugig vermehrt exprimiert. M2a und M2c zeigen keine Expressionsanderung von
CD206 unter Bosutinib im Vergleich mit LPS + IFN-y aktivierten Makrophagen.
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3.2 Einfluss von Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-l und Bosutinib auf die
Zytokinproduktion (IL-10 und IL-12) von TAM

3.2.1 IL12-Produktion unter Einfluss von Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-l und

Bosutinib (ELISA)
3.2.1.1 Dasatinib

Interleukin-12 wird hauptsachlich von Monozyten, Makrophagen und DCs sezerniert.
Dieses Zytokin ist ein klassischer Marker der M1-Population.

IL-12 besitzt die Fahigkeit sowohl das angeborene —durch NK-Zellen -, als auch das
erworbene —durch T-Zellen- Immunsystem zu aktivieren.

Eine der wichtigsten Funktionen des Interleukins liegt in der Zerstorung von
Tumorzellen durch Aktivierung von T-Killerzellen. (92)

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten eine IL-12 Steigerung durch Dasatinib sowohl

in DCs als auch in TAM zeigen (= Vergleiche Einleitung 1.4.1.).
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Abbildung 37: Die Grafiken zeigen die Ergebnisse des IL-12-ELISAs. Die Einheit der IL-12-Produktion ist in ng/ml angegeben.
Die Materialen fiir die ELISAs wurden aus den Uberstéanden der Medien von Phénotypsisierungs-Versuchen gewonnen und
eingefroren. Die M1-Makrophagen zeigen eine Steigerung der IL-12-Produktion unter Dasatinib-Inkubation mit einem p-Wert
p=0,096 (paired t-test). Die Steigerung bei M2a ist mit p=0,036 signifikant. M2c verzeichnet ebenfalls eine Steigerung, hier ist
p=0,077. Anzahl der Duplikate M1: n=6 und M2a; M2c n=7

61



Ergebnisse

Der durchgefihrte IL-12-ELISA zeigt in allen drei Populationen, d.h. M1, M2a sowie
M2c-Makrophagen, einen Anstieg der IL-12-Produktion von Dasatinib behandelten
Zellen im Vergleich zu Zellen, die ausschliefdlich mit LPS + IFN-y behandelt wurden.
M1-Makrophagen produzierten unter LPS + IFN-y Kultivierung im Durchschnitt 1,8
ng/ml IL-12, mit Dasatinib-Zugabe 2,6 ng/ml IL-12. Diese Erhéhung ist mit einen p-
Wert von 0,096 nicht signifikant.

M2a verzeichnen eine signifikante Zunahme (p=0,036) der IL-12 Produktion unter
Dasatinib: von durchschnittlich 0,372 ng/ml auf 0,980 ng/ml.

Bei der letzten untersuchten Population, den M2c-Makrophagen, kann man auch eine
Steigerung (p=0,077) der IL-12 -Produktion erkennen: der Mittelwert unter LPS+ IFN-
y betragt 0,162 ng/ml, wohingegen unter LPS + IFN-y und Dasatinib im Durchschnitt
0,764 ng/ml IL-12 produziert werden.

3.2.1.2 Src-kinase-inhibitor-l und Bosutinib

Src-kinase-inhibitor-I:
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Abbildung 38: Die Grafiken zeigen die Ergebnisse des IL-12-ELISAS unter Src-kinase-inhibitor-I-Kultivierung. Die Einheit der IL-
12-Produktion ist in ng/ml angegeben. Die Grafiken zeigen eine Tendenz zur vermehrten IL-12-Produktion unter Src-kinase-
inhibitor-I-Inkubation. Anzahl der Duplikate M1; M2a: n=3 und M2c: n=1.

Die Daten der Kultivierung mit dem Src-kinase-inhibitor-I weisen ebenfalls eine
Tendenz zur verstarkten IL-12-Produktion auf.

62



Ergebnisse

Bei M1 nimmt die IL-12-Produktion von 1,18 ng/ml (Mean) unter LPS + IFN-y auf 1,38
ng/ml (Mean) unter Src-kinase-inhibitor-I-Inkubation zu.

M2a-Markrophagen verzeichnen eine Zunahme von 0,5 ng/ml unter LPS + IFN-y auf
1,04 ng/ml mit Src-kinase-inhibitor-I.

M2c hat in einem Versuch einen Anstieg von 0,08 ng/ml unter LPS + IFN-y auf 0,5
ng/ml unter dem Src-kinase-inhibitor-l gezeigt.

Da das Hauptaugenmerk der Arbeit auf den Einfluss von Dasatinib lag, wurden mit
dem Src-kinase-inhibitor-1 nur eine begrenzte Anzahl an Versuchen durchgefuhrt. Die
Versuche weisen daraufhin, dass die Erhohung der IL-12 Produktion tatsachlich tber
eine Inhibition einer Src-Kinase zustande kommt und nicht durch einen off-target
Effekt des Dasatinibs.

Bosutinib:
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Abbildung 39: Der IL-12-ELISA unter Bosutinib-Kultivierung zeigt bei M1 und M2a eine Tendenz zur Steigerung der IL-12-
Produktion. Die IL-12-Menge ist in ng/ml angegeben. Anzahl der Duplikate n=3.

Die Ergebnisse der IL-12-Produktion deuten eine Steigerung der IL-12-Produktion
unter Bosutinib an. Bei M1 kann man eine durchschnittliche Steigerung von IL-12 von
1,18 ng/ml Mean durch LPS + IFN-y auf 1,47 ng/ml Mean durch Bosutinib feststellen.
In den drei durchgefiihrten Versuchen zeigt M2a eine Zunahme von 0,5 ng/ml unter
LPS + IFN-y auf 0,8 ng/ml unter Bosutinib. Der Effekt war aber allenfalls mild und bei
der begrenzten Zahl der Experimente nicht signifikant.
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3.2.2 IL-10-Produktion unter Einfluss von Dasatinib und Src-kinase-inhibitor-I

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin und wird hauptsachlich von Monozyten
sezerniert. Die Antigenprasentation wird herabgesetzt, wohingegen Makrophagen
unter IL-10 Einfluss vermehrt phagozytieren.

Hier wurde untersucht, ob durch Dasatinib, Src-kinase-inhibitor-I und Bosutinib die IL-
10-Produktion beeinflusst wird.
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Abbildung 40: IL-10-ELISA aus Uberstanden der Versuchsreihe zur Phénotypisierung von Makrophagen. Diese Grafik
verdeutlicht die erhéhte IL-10-Produktion der beiden M2-Makrophagen im Vergleich mit M1-Makrophagen. Unter LPS + IFN-y-

Kultivierung produzieren M1 durchschnittlich 0,57 ng/ml, M2a 2,95 ng/ml und M2c 1,95 ng/ml IL-10. Anzahl der Duplikate: M1:
n=3, M2a: n=4, M2c: n=5.

Die Menge an sezerniertem antiinflammatorischem Zytokin IL-10 wurde durch einen
ELISA gemessen. Wie aus der Literatur zu erwarten, produzieren M2a und M2c-
Makrophagen deutlich mehr IL-10 als M1-Makrophagen (LPS+ IFN-y M2a: MW 2,95
ng/ml bzw. M2c: 1,95 ng/ml versus M1: 0,57 ng/ml IL-10.)
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Abbildung 41: ELISA zur Messung der IL-10-Produktion. Dieser zeigt eine konstante Abnahme der IL-10-Produktion in allen drei
Gruppen sowie eine von Grund auf hdhere Menge an IL-10 bei den M2-Makrophagen. Anzahl der Duplikate: M1: n=3, M2a: n=4,
M2c: n=5

Die gezeigten Daten lassen eine Abnahme an IL-10 bei Inkubation mit Dasatinib- im
Vergleich zu alleinigem LPS + IFN-y-Zusatz beobachtet.

Durch die Anwesenheit von Dasatinib wahrend der LPS-Inkubation fallen die oben
genannten Werte in allen drei Populationen: M1: von 0,57 ng/ml auf 0,23 ng/ml,
M2a:2,95 ng/ml - 2,33 ng/ml bzw. M2c. 1,95 ng/ml &> 1,15 ng/ml IL-10.
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M2c

Abbildung 42: IL-10-ELISA aus Uberstanden der Versuchsreihe zur Phanotypisierung von Makrophagen (Kapitel 3.2.1) Die zwei

durchgefiihrten IL-10-Messungen unter Src-kinase-inhibitor-I-Inkubation deuten eine verringerte IL-10-Produktion an. M1 n=2,
M2a n=3 und M2c n=2.

Unter dem Src-kinase-inhibitor-I ist eine Tendenz zur verringerten IL-10-Produktion

bei M1 und M2a- Makrophagen erkennbar.
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3.3 NK-Zellen

3.3.1 Aktivierung von NK-Zellen in Ko-Kultur mit Makrophagen unter Dasatinib-
Einfluss

Eine Inkubation von Dasatinib mit NK-Zellen im Makrophagen-Milieu kann sowohl eine
Veranderung der Aktivierung von NK-Zellen durch den direkten Dasatinib-Einfluss, als
auch die durch Dasatinib-veranderten Makrophagen bewirken. Auf der einen Seite
kann die gesteigerte IL-12-Produktion/ bzw. das veranderte Milieu der Makrophagen
unter Dasatinib-Inkubation die NK-Zell-Aktivierung beeinflussen. Auf der anderen
Seite wirkt Dasatinib auch direkt auf NK-Zellen und kann dadurch Veranderungen
hervorrufen.

Nachdem die Makrophagen mit ihren verschiedenen Stimulanzien (z.B. IL-4/IL-10,
vergleiche Kapitel 2.2.3) funf Tage gemeinsam in Kultur waren, wurden am sechsten
Tag NK-Zellen im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben. Zum gleichen Zeitpunkt wurden die
NK-Zellen im unterschiedlichen Makrophagen-Milieu zusatzlich mit dem TKI Dasatinib
inkubiert. Am Tag der Farbung und Messung wurden die isolierten NK-Zellen fur 4
Stunden mit K562 im Verhaltnis 1:1 inkubiert. (siehe Kapitel 2.2.4) Die Zellpopulation
K562, welche kein MHC-I exprimieren und ein klassisches NK-Zell-Target ist, stellt in
den Versuchen die Zielzelle der NK-Zellen dar. (88)

Als Marker fur die Aktivitat von NK-Zellen wurde in dieser Versuchsreihe CD25, CD69
und CD96 verwendet. Die genauen Funktionen dieser Oberflachenmolekile sind in
Kapitel 1.3.3. beschrieben.

Es wurde eine Normalisierung zur besseren Vergleichbarkeit durchgefiihrt. (siehe
Kapitel 2.2.7.)

Es werden die LPS + IFN-y aktivierten Zellen mit der Standardgruppe ,Medium®
verglichen ebenso wie LPS + IFN-y mit Dasatinib-inkubierten- und Makrophagen
kokultivierten NK-Zellen.
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Abbildung 43: Regulation der Aktivierungsmarker von NK-Zellen in Ko-Kultur mit unterschiedlich polarisierten Populationen in
Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus. Es gibt drei Subtypen: NK-Zellen im M1-Makrophagen-Milieu; NK-Zellen im M2a-
Makrophagen-Milieu und NK-Zellen im M2c-Makrophagen-Milieu. Die Abbildungen zeigen die normalisierten MFls in Bezug auf

die Standardgruppe ,Medium*. Alle Subtypen n=5 Versuche.
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Durch eine Aktivierung mit LPS + IFN-y kommt es in allen Subpopulationen zu einer
vermehrten Expression der untersuchten Oberflachenmarker CD25, CD69 und CD96.
Dieser Effekt geht durch die zusatzliche Inkubation mit Dasatinib mehr oder weniger
stark verloren.

Im M2c- Milieu wird die CD25-Expression durch zusatzliche Dasatinib-Inkubation
statistisch signifikant mit p=0,0085 verringert.

Die gesteigerte CD69-Expression von aktivierten NK-Zellen im M2-Milieu wird durch
zusatzliche Dasatinib-Inkubation mit p=0,043 signifikant verringert.

CD69 ist ein Oberflachenmolekul, welches kurz nach ihrer Aktivierung auf NK-Zellen
exprimiert wird (93) und damit ihr zytotoxisches und immunregulatorisches Potential
vervielfacht. (94)

Ebenfalls exprimieren NK-Zellen im M1-Mileu, welche zusatzliche mit Dasatinib
inkubiert wurden, weniger CD96 als die aktivierte Vergleichsgruppe. Diese
Suppression ist mit einem p-Wert von p=0,026 signifikant.

Dasatinib hebt somit -teilweise sogar fast vollstandig- den positiven Effekt auf die
verstarkte Expression der Oberflachenmarker durch die Aktivierung mit LPS + IFN-y

auf.

3.3.2 Zytotoxizitit von NK-Zellen in Ko-Kultur mit Makrophagen unter
Dasatinib-Einfluss

Die Aktivierung der zytotoxischen Effektormechanismen wird durch die Bestimmung
des Degranulationsmarkers -CD107a- gemessen. CD107a wird bei der Exozytose von
Perforinen und Granzymen auf die Zelloberflache der NK-Zellen transportiert. Die
Messung von CD107a wurde mit Hilfe des durchflusszytometrischen
Degranulationstestes durchgefuhrt. (35) (36) Die NK-Zellen wurden in dieser
Versuchsreihe vier Stunden mit K562 inkubiert. K562 werden von NK-Zellen erkannt
und lysiert. (88)

Um die in der Literatur mehrmals beschriebene erhohte Zytotoxizitat von CD569™
nachzuweisen, wurde in dieser Versuchsreihe eine Unterscheidung in CD56"9"t und
CD569™ vorgenommen. Im Folgenden wurde auf eine Normalisierung verzichtet, da
alle Versuchsreihen mit der gleichen Gerateeinstellung gemessen wurden. Des
Weiteren kann man so, die unterschiedliche Hohe der MFI-Werte von CD107a auf der
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Zelloberflache der verschiedenen Makrophagensubtypen ablesen.
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Abbildung 44: Degranulationsmessung von NK-Zellen nach K562-Kultivierung und in Ko-Kultur mit M1-Makrophagen, M2a und

M2c-Makrophagen. Gezeigt sind die MFI-Werte, n=3 in allen Gruppen.

In den hier abgebildeten Grafiken wird eine Erhohung von CD107a in allen

Subpopulationen unter LPS + IFN-y im Vergleich zur Standardgruppe ,Medium®

ersichtlich.
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Die hier gezeigten MFI-Werte von CD107a zeigen in allen drei Gruppen eine
insgesamt deutlich héhere Zytotoxizitat von den CD569™ -NK-Zellen (MFI-Werte bis
max. 57) im Vergleich zu den CD569"-NK-Zellen (MFI-Werte bis max. 22,7 mit
Dasatinib).

Innerhalb der NK-Zellen in ihren unterschiedlichen Makrophagenkokulturen sowie
Untergruppen deutet sich lediglich eine Tendenz zur vermehrten Degranulation an.
Wenn man jedoch alle NK-Zellen sowie CD56%™ und CD56"9M"-Unterteilungen
zusammenfasst, ist eine Signifikanz mit p= 0,0103 zwischen der mit LPS + IFN-y
aktivierten und der mit Dasatinib + LPS + IFN-y inkubieren Untergruppe zu
verzeichnen.
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Abbildung 45: Regulation der CD107a-Expression von allen NK-Zellen in Ko-Kultur mit den jeweilig polarisierten Populationen
unabhéangig der CD56-Expression. Die verstarkte Degranulation unter LPS + IFN-y + Dasatinib- Einfluss ist mit p=0,01 signifikant.
N=18 Versuche.
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3.4 IL-32y

Interleukin-32 ist ein erst kirzlich intensiver erforschtes Interleukin. Interleukin-32y
weist unter den verschiedenen Subtypen des IL-32 die hochste Zytokinproduktion auf.
Dieses Interleukin induziert die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.
(Vergleiche Kapitel 1.5)

In den hier durchgefuhrten Versuchen sollte die Modulation von Oberflachenmarkern
auf den Makrophagensubtypen durch IL-32y untersucht werden.

Eine weitere Fragestellung lautete, ob IL-32y die Makrophagen zu einer verstarkten
IL-12-Produktion anregt bzw. die IL-10-Produktion hemmt.

AuRerdem haben wir den Einfluss auf die Aktivierung und Degranulation von mit
Makrophagen kokultivierten NK-Zellen durch IL-32y betrachtet.

Bei einer Versuchsreihe wurden die Makrophagen mit IL-32y stimuliert. Die
Ergebnisse werden im Vergleich zur Zellreihe ohne zusatzliche Stimulatoren

(Standardgruppe ,Medium®) gewertet.

Es wurde eine Normalisierung der MFI-Werte bei CD80/CD86 und HLA-DR in
Abhangigkeit von CD83/CD83* sowie bei CD206 vorgenommen, um mdgliche
Storfaktoren durch z.B. unterschiedliche Kompensierungen auszuschlieRen. Die
unbehandelte Kontrollgruppe (,Medium®) wurde als Referenz gesetzt und ein Abfall
bzw. Anstieg in Prozent dieses Referenzwertes ausgedruckt.
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3.4.1 Modulation der Expression vom Oberflaichenmarker durch IL-32y

3.4.1.1 Differenzierungsmarker
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Abbildung 46: Regulation von CD163 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet ist der Anteil an CD163*-Zellen in Prozent aus M1 n=6; M2a n=6; M2c n=5 Versuchen.

M1- Makrophagen weisen im Vergleich mit M2-Makropahgen eine sehr geringe
CD163-Expression auf (1,3 % M1 vs. 58% M2a bzw. 82% M2c).

M1-Makrophagen, welche mit IL-32y stimuliert wurden, exprimieren mehr CD163.

In beiden M2-polarisierten Makrophagen fuhrt die Stimulation mit IL-32y zu einer

verringerten CD163-Expression.
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Abbildung 47: Regulation von CD14 und CD16 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden
Stimulus. Abgebildet ist der Anteil an CD14*- bzw. CD16*-Zellen in Prozent aus Versuchsanzahl M1 n=6; M2a n=6; M2c n=5/3.

Im Vergleich mit der Standardgruppe fuhrt eine Inkubation mit IL-32y zu einem
geringeren Anteil CD14* sowie CD16*-Makrophagen bei allen drei untersuchten

Makrophagensubtypen.

3.4.1.2 CD83 und die Aktivierungsmarker CD80/CD86/HLA-DR
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Abbildung 48: Anteil der unterschiedlich polarisierten Makrophagen in Abhangigkeit der aktivierenden Stimuli an CD83" und
CD83* -Zellen in Prozent. Der schwarze Balken stellt jeweils die CD83" -Population, der graue Balken jeweils die CD83" -

Population dar. M1 n=5; M2a n=6; M2c: n=5 Versuche.
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Der Anteil an CD83*-Zellen ist bei allen drei Makrophagensubtypen sehr gering und
nimmt unter Stimulation mit IL-32y gering zu. Die Abbildung 49 veranschaulicht dies
anhand eines Beispiels der FACs-Auswertung.
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Abbildung 49 : Anteil an CD83*-Zellen der Standardgruppe sowie unter IL-32y + IFN-y-Einfluss.
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Abbildung 50: Regulation von CD80/CD86/HLA-DR in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom
aktivierenden Stimulus sowie ihrer CD83-Expression. Abgebildet sind die normalisierten MFls in Prozent. Die obere Reihe zeigt
die Ergebnisse flr die CD83-Population. Die untere Reihe fiir die CD83*-Population. M1 n=5; M2a n=6; M2c: n=5 Versuche.

IL-32y fuhrt sowohl bei der CD83-, als auch CD83*-Population, bei allen drei
Makrophagensubtypen zu einer verstarkten Expression des Oberflachenmarkers
CD80 im Vergleich zur Standardgruppe. Bei M2a-Makrophagen nimmt der Anteil an

CD80-Expression unter IL-32y versus Medium am Starksten zu.
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Die CD83*-Zellen zeigen im Vergleich zu den CD 83~-Zellen eine deutlich hdhere
CD86-Expression (siehe Versuche mit Dasatinib Kapitel 3.1.1.1.2.). Der
Aktivierungsmarker CD86 wird ebenfalls unter IL-32y -Einfluss versus Medium
vermehrt von M1, M2a und M2c-Makrophagen exprimiert. Dies gilt fur beide CD83-
Populationen.

M1-Makrophagen zeigen bei der CD83-Populationen eine Zunahme, bei der CD83*-
Population eine Abnahme der Expression von HLA-DR. Die beiden M2-Makrophagen
zeigen fur beide CD83-Populationen eine Abnahme der HLA-DR-Expression.

3.4.1.3 CD206
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Abbildung 51: Regulation von CD206 in unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus.
Abgebildet sind die prozentualen Werte der normalisierten MFI-Werte mit einer Versuchsanzahl von M1 n=5; M2a und M2c n=6

Versuchen.

Die MFI-Werte der CD206-Expression unter IL-32y wurden anhand der MFI-Werte der
Standardgruppe normalisiert. Die Werte der unterschiedlichen Subtypen sind deshalb
nicht vergleichbar, sondern nur jede Gruppe einzeln fur sich zu bewerten.

IL-32y fuhrt bei M1 und M2a-Makrophagen zu einer verringerten CD206-Expression.
M2c-Makrophagen weisen keine wesentliche Veranderung der CD206 Expression
unter IL-32y versus ,Medium*“ auf.
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3.4.2 IL-10 Produktion unter Einfluss von IL-32y
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Abbildung 52: IL10-ELISA im Vergleich ,Medium* versus IL-32y +IFN-y Kultivierung. Es deutet sich eine Tendenz zur Steigerung
der IL-10-Produktion an. Die IL-10-Produktion der M1-Makrophagen ist in pg/ml, die von M2a und M2c in ng/ml angegeben. M1
n=4; M2a n=5 und M2c: n=3 Versuche.

Der durchgefuhrte ELISA zeigt eine Tendenz zur gesteigerten Produktion von IL-10
unter IL-32y-Stimulation. M1-Makrophagen produzieren im Vergleich zu den M2-
Makrophagen deutlich weniger IL-10. Deshalb sind in den Graphen unterschiedlichen
Einheiten gewahlt —pg/ml versus ng/ml-. M2c-Makrophagen weisen in den
durchgefuhrten Versuchen die hochste IL-10-Produktion unter IL-32y-Stimulation auf.
Die IL-10-Zunahme der M2a-Makrophagen weist eine statistische Signifikanz von
p=0,001 auf, im Mittel ist die IL-10-Produktion von 0,06 £ 0,02 ng/ml auf 0,58 0,24
ng/ml gestiegen. IL-32y fuhrt demnach bei allen drei Makrophagensubtypen zu einer
vermehrten IL-10-Produktion.
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3.4.3 NK-Zellen

3.4.3.1 Expression von Aktivierungsmarkern von NK-Zellen in Ko-Kultur mit
Makrophagen und IL-32y

400 500 160
[ ]
. A 400 L "
300 = 140
< 00 ° < ° -
| |
0 o ©
Q200 - 3, 8120 . . _E_
) & 3 . ) ) :
100 o 100 ole 100
T T T T T T oV T T T
o o o N o
,vz\\e & 19\"” ,@‘“ 28 2 ,uz\\e & ,19\@
{@ + <@ (\0 *. (& *. b@ {@e*. <@ {@ *. (&0 4.
g 2 @ L 2 @ R\ R4 @
0 Q S o S R 0 $ S
&S S SS
o o o
e o ) e © ) S ) o
N N % N
S “a? & S \gl? @:15' S RS &

Abbildung 53: Regulation der Aktivierungsmarker von NK-Zellen in Ko-Kultur mit unterschiedlich polarisierten Populationen in
Abhangigkeit vom aktivierenden Stimulus. Es gibt drei Subtypen: NK-Zellen im M1-Makrophagen-Milieu; NK-Zellen im M2a-
Makrophagen-Milieu und NK-Zellen im M2c-Makrophagen-Milieu. Die Abbildungen zeigen die normalisierten MFls in Bezug auf

die Standardgruppe ,Medium*. Alle Subtypen n=5 Versuche.

NK-Zell exprimieren mehr CD25, CD 69 und CD96 bei gleichzeitiger Ko-Kultivierung
mit Makrophagen und IL-32y.

Bei NK-Zellen im M2-Milieu ist die Steigerung der CD25-Expression unter IL-32y-
Inkubation mit p=0,044 signifikant.

CD69 wird vor allem bei IL-32y-behandelten NK-Zellen im M2-Makrophagen-Milieu
vermehrt exprimiert. Die statistische Auswertung ergibt fur M2a p=0,067 und M2c
p=0,054. Bei NK-Zellen im M1-Milieu ist die vermehrte Expression von CD96 mit
p=0,002 und bei M2a mit p=0,012 statistisch signifikant.

IL-32y unterstitzt demnach deutlich die Aktivierung von NK-Zellen.
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3.4.3.2 Zytotoxizitdt von NK-Zellen in Ko-Kultur mit Makrophagen und IL-32y

Wie bereits beschrieben (Vgl. Kapitel 1.3.2.), wurde eine bekannte Unterteilung der
NK-Zellen nach CD56""t und CD569™ vorgenommen.

In einer Versuchsreihe wurde die CD107a-Expression gemessen, wodurch eine
Quantifizierung der Degranulation von NK-Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie

maoglich ist.
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Abbildung 54: Degranulationsassay von NK-Zellen in Ko-Kultur mit unterschiedlich polarisierten Populationen in Abhangigkeit
vom aktivierenden Stimulus anhand des Markers CD107a. Gezeigt sind die MFI-Werte, n=3 in allen Gruppen.

IL-32y fuhrt bei allen untersuchten Untergruppen zu einer vermehrten Degranulation
im Vergleich zur unbehandelten Standardgruppe.

Die oben dargestellten Grafiken mit MFI-Werten zeigen hohere Werte bei der
CD56%™-Population im Vergleich zu CD56Pr9M,
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Bei NK-Zellen im M1-Milieu steigt die CD107a-Expression auf der Zelloberflache von
8,14 (,Medium“) auf 11,3 unter IL-32y. Bei den CD56°9" gegateten NK-Zellen von 5
auf 8,43, hingegen bei CD56™ von 10,6 auf 25,3.

Demnach kommt es bei CD56%™ NK-Zellen, unabhangig mit welchem
Makrophagensubtyp eine Ko-Kultivierung stattgefunden hat, zur vermehrten
Degranulation durch IL-32y im Vergleich zur unbehandelten Gruppe.

Vergleicht man allerdings die mit LPS +IFN-y aktivierte Gruppe mit der IL-32y
stimulierten Gruppe, zeigt sich - auer bei M2a CD56"9"t — keine vermehrte CD107a-
Expression. Die Degranulation von NK-Zellen ist demnach unter IL-32y zwar verstarkt,
aber dem Effekt von einer Aktivierung mit LPS + IFN-y grof3tenteils unterlegen.
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4 Diskussion

4.1 Die Bedeutung von Tumor-assoziierten Makrophagen

Die Bedeutung von Tumor-assoziierten Makrophagen bei Tumorerkrankungen lasst
sich in drei groRe Gruppen unterteilen: TAM als diagnostischer Marker, TAM als
prognostischer Marker und als Drittes TAM als therapeutischer Angriffspunkt.

Makrophagen nehmen einen grof3en Anteil der Zellen des Tumorstromas ein, wo sie
uberwiegend antiinflammatorische Eigenschaften und Funktionen besitzen. Im
Mikromilieu des Tumors finden sich hohe Konzentrationen an IL-10 und IL-4, was dazu
fuhrt, dass die TAM ein M2-ahnliches Profil annehmen. TAM fordern beispielsweise
durch ihre sezernierten Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren die
Tumorprogression durch Induktion der Angiogenese, Wundheilung und Forderung
von Metastasen. (Vergleiche Kapitel 1.2.2.) (95)

Im Folgenden wird die Bedeutung der TAM als Target fir neue Therapieansatze mit

dem Ziel einer Beeinflussung des Tumor-Mikromilieus genauer erlautert.

Auf der einen Seite kann therapeutisch die Monozyten-Rekrutierung bzw. die
Makrophagenanzahl vermindert bzw. verhindert werden. Beispielsweise fuhrt das
Chemotherapeutikum Trabectedin zur Apoptose von Makrophagen und dadurch zu
einer verringerten Anzahl an TAM in der Tumorumgebung. (96)

AuBerdem kann die Aktivierung der Makrophagen beeinflusst werden, indem zum
Beispiel der CSF1/CSF-Rezeptor-Komplex gehemmt wird. (97, 98) Ein Inhibitor des
Rezeptors stellt u.a. Dasatinib dar. (99)

Eine weitere Therapiestrategie ist die ,Reprogrammierung” von TAM zu antitumoralen
Makrophagen, Uber die Yang et al. eine ausfiihrliche Ubersicht gibt. (97)
Beispielhaft werden einige der dort vorgestellten Optionen hier aufgefuhrt:
- Anti-CD40 fuhrt zu einer gesteigerten Expression von Aktivierungsmarker
(HLA-DR, CD86) auf Makrophagen, die wiederum eine Reaktion des adaptiven

Immunsystems hervorrufen. (100)
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- Vor allem NF-kB und die STAT-Signalkaskaden sind fur die Regulation der
Transkription von TH1-Zytokinen verantwortlich. (101, 102) Die Aktivierung des
NF-kB-Signalweges kann zu einem Wechsel von protumoralen Makrophagen
in antitumorale Phanotypen fihren. (103) Hier setzen ebenfalls TKis an.

- STAT1 wird durch IFN-y aktiviert und reguliert die Produktion von IL-12. Durch

eine Aktivierung der STAT1-Signalkaskade wird eine M1-Polarisation
geférdert. (104) (105)
Durch Inhibition von STAT3 (WP1066) kommt es zu einer verstarkten
Produktion  proinflammatorischer ~ Zytokine und  Expression  von
antigenprasentierender Oberflachenmolekilen. (100, 106) Es wird demnach
eine Modulation von TAM in Richtung M1-Makrophagen bewirkt.

- DMSO und DMXAA (5,6- Dimethylxanthenone-4-acetic acid) inhibieren das
Tumorwachstum, indem sie TAM in Richtung M1-Makrophagen modulieren.
(101, 107)

4.1.1 Modulation der Oberflachenmarker durch Dasatinib/ Src-kinase-inhibitor-
I/ Bosutinib

Die Frage, ob durch die Inkubation mit den drei verwendeten TKIls eine
Repolarisierung von M2-Makrophagen in einen M1-ahnlichen-
proinflammatorischen/anti-tumor-Makrophagentyp maéglich ist, kann mit den hier
durchgefuhrten Versuchen nicht eindeutig geklart werden.

Die phanotypischen Veranderungen der Makrophagen unter Inkubation mit einem der
drei verwendeten TKIs war in den hier durchgefuhrten Experimenten nicht so stabil
und ausgepragt, als dass von einer andauernden Modulation des Phanotyps durch
einen einzelnen TKI ausgegangen werden konnte.

Eine wichtige Schlusselstelle der Modulation von TAM nehmen der CSF1-Rezeptor
und die dadurch ablaufende Signalkasakade ein. CSF1 - auch M-CSF genannt -
reguliert die Differenzierung und Funktion von Makrophagen. (108) Durch Inhibition
des CSF1-Rezeptors konnten Pyonteck et al, Zhu et. al und Rebelo et al (109-111)
eine verminderte Expression von CD163 und CD206 auf TAM zeigen und
interpretierten dies als Repolarisierung in Richtung M1-ahnliche-Makrophagen.
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AulRerdem zeigte Zhu et al. eine gesteigerte MHC-II-Expression auf den untersuchten
Makrophagen nach einer Inkubation mit einem CSF1-Rezeptor-Inhibitor - in diesem
Fall PLX3397 - ein dualer cFMS und c-kit-rezeptor-tyrosin-kinase-inhibitor. (110) Der
hier verwendete TKI Dasatinib inhibiert den CSF1-Rezeptor ebenfalls. (99)
Vergleichbar mit Pyonteck, Zhu und Rebelo konnten wir bei M2a- Makrophagen einen
erniedrigter Anteil an CD163"-Makrophagen durch alle drei TKiIs feststellen. (109-111)
Fir den Mannose-Rezeptor CD206 zeigten wir im Gegensatz zu Zhu und Pyonteck
eine erhdhte Expression durch Inkubation mit den TKIs auf M2c-Makrophagen. (109-
111) Die unterschiedlichen Ergebnisse kdénnen an unterschiedlichen
Versuchsablaufen und -bedingungen wie z.B. murine vs. humane Zellen sowie den
verschiedenen Inhibitoren — BLZ945/PLX3397 versus Dasatinib/Src-kinase-Inhibitor-
I/Bosutinib liegen.

Zhu et al beschrieben aulerdem eine gesteigerte MHCII-Expression durch Inhibition
von CSF1. (110) Dies kénnen wir hier fur HLA-DR nur bei M2c-Makrophagen, welche
mit dem Src-kinase-inhibitor-l inkubiert wurden, und MZ2a-Makrophagen unter
Bosutinib-Einfluss beobachten. Eine geringe HLA-DR-Expression wurde in
verschiedenen Tumoren mit einer Immunsuppression assoziiert. (112) Es wird zudem
diskutiert, ob IL-10 zu einer verringerten HLA-DR-Expression im Tumormikromilieu
fuhrt. (112)

Neben den oben genannten Oberflachenmarker wurden in den hier durchgefuhrten
Versuchen noch Weitere untersucht.

Bei CD86 konnten wir bei M2a-Makrophagen eine verstarkte Expression durch
Inkubation mit den TKis feststellten.

Buhtoiarov et al. beschreiben eine positive Korrelation zwischen einer erhdhten
Expression von CD86 auf TAM und einer rackldufigen Tendenz des Tumorwachstums
durch verstarkte IL-12-Produktion. (113) Demnach koénnte diese Modulation in
Richtung proinflammatorische/tumorbekampfende = M1-Makrophagen gewertet

werden.

Makrophagen, welche hohe Mengen CD16 exprimieren, werden je nach Nomenklatur
als alternative Makrophagen bezeichnet. (114) CD16 ist ein wichtiger Bestandteil der
ADCC und fur einige Tumore konnte eine positive Korrelation zwischen Prognose und
Anteil an CD16*-Monozyten hergestellt werden. (115) In den hier gezeigten
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Versuchen konnte eine Zunahme an CD16"-Makrophagen M1 und M2c-Makrophagen

unter Dasatinib gemessen werden.

Dasatinib und Src-kinase-inhibitor-1 fuhren bei M2c-Makrophagen zu einem erhéhten
Anteil an CD14%-Zellen. CD14*-Makrophagen wird eine proinflammatorische
Eigenschaft zugesprochen, sodass eine vermehrte CD14-Expression unter den TKils
eine Tendenz in Richtung M1-like-Makrophagen anzeigen konnte.

In der aktuellen Literatur lassen sich nur Ergebnisse Uber das Verhalten anderer
Zellen unter Dasatinib oder von Makrophagen in Inkubation mit anderen Inhibitoren
finden. Es ist anzumerken, dass die Makrophagenmodulation durch TKIs noch nicht
endgultig verstanden wurde und aktuell noch weitergehend untersucht wird. Weitere
in vivo Versuche sind notwendig.

Obgleich die Daten zu den Versuchen mit Aszites von Ovarial-Carcinom-Patientinnen
hier nicht gezeigt werden, sollen sie nicht ganzlich unerwahnt bleiben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche mit TAM durchgefuhrt, welche aus Aszites
von Ovarial-Carcinom-Patientinnen isoliert wurden. Der Aszites von Ovarial-
Carcinomen eignet sich dafur sehr gut aufgrund der hohen Mengen an TAM. (116)
Die Daten wurden hier nicht gezeigt, da diese Versuchsreihen noch genauere
technische Ausreifungen bendétigen. Die Anzahl der isolierten Zellen war wegen der
vielseitigen Zusammensetzung des Aszites sehr unterschiedlich. Es ergaben sich
grolRe Differenzen in der Vitalitat, welche die Aussagekraft stark einschrankten.

Des Weiteren konnen trotz unverandertem Phanotyp Zellen unter Dasatinib-Einfluss
eine veranderte Funktionalitat aufweisen, wie es WOlfl et al. fur DC zeigten: CD80,
CD83, CD86 und HLA-DR wiesen unter Dasatinib-Behandlung keine Veranderung der
Expression auf, aber es kam zu einer vermehrten IL-12 Produktion der Dasatinib-
inkubierten DCs. (64)

Als Konsequenz wurde deshalb auch fur die Makrophagen die IL-12-Produktion unter
TKls gemessen, mit der Frage, ob ebenfalls eine Anderung der Funktionalitat bei
gleichbleibendem Phanotyp festgestellt werden kann.
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4.1.2 IL-12 in der Tumortherapie

Als ein proinflammatorisches Schlisselzytokin des Immunsystems spielt IL-12 in
Tumoren eine wichtige Rolle. Bereits 1994 beschrieben Brunda et al. anhand von
diversen murinen Tumormodellen die potentielle Rolle von IL-12 in der Krebstherapie.
(117)

Yue et al. zeigten in vivo am Beispiel vom murinen Lewis Lungencarcinom eine
Hemmung des Tumorwachstums durch IL-12. (118)

Lasek et al. unterteilt die Therapie mit IL-12 in drei Gruppen: IL-12 als aktive nicht-
spezifische Immuntherapie, IL-12 als Impfstoff und das Zytokin in der Gentherapie.
(92)

Ursachlich fur die teilweise eindrucklichen klinischen Erfolge von IL-12 ist u.a. die
Hemmung der Angiogenese. IL-12 flhrt bei aktivierten NK-Zellen zu einer vermehrten
Sekretion von IFN-y, welches u.a. die Angiogenese hemmt. (118) AuRerdem werden
durch IL-12 das Wachstum und die Zytotoxizitat von NK-Zellen stimuliert, die ADCC
gegen Tumorzellen verstarkt, sowie eine Differenzierung zu CD4*-THs-Zellen
gefoérdert und vermehrt IgG von B-Zellen produziert. (92)

In mehreren Tumorentitaten zeigte sich eine Regression des Tumors unter der
Behandlung mit IL-12, beispielsweise fassten Lasek et al. die Erfolge bei
Lymphompatienten zusammen. (92)

Vor allem bei Patienten mit einer verringerten oder defekten IL-12-Produktion erhofft
man sich grof3e Erfolge.

Leider konnten die praklinischen Erfolge der antitumoralen Wirkung von IL-12 noch
nicht ganzlich auf die klinische Behandlung am Patienten Ubertragen werden.
Patienten, welche mit IL-12 behandelt wurden, litten unter starken Nebenwirkungen,

die im weiteren Sinne als ein Zytokin-Release Syndrom verstanden werden kdnnen.

Makrophagen und DC werden durch IL-12 zu einer antitumoralen Funktion angeregt
und sorgen dadurch fir eine Tumorregression. (119)

Eine mogliche Erklarung hierfur konnten die Ergebnisse von Walkins et al. sein. Sie
zeigten in vitro und in vivo, dass sich TAM durch IL-12-Gabe in M1-Richtung
verandern. Sie produzierten vermehrt proinflammatorische Zytokine wie
beispielsweise IL-15, IL-18, und weniger antiinflammatorische Zytokine wie
beispielsweise IL-10, TGF-B. (32) Um die Nebenwirkungen durch eine Therapie mit
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exogenem |L-12 zu verringern, ware stattdessen die Anregung der endogenen |L12-
Produktion im Tumormikromilieu eine Option. Eine Moglichkeit, dies zu erreichen,
ware die Stimulation der IL12 Produktion von TAM durch die Gabe von TKI. Hierdurch
kame es zu einer autologen Stimulation der Makrophagen im Tumormikromilieu durch
das produzierte IL12 hin zu einem proinflammatorischen Phanotyp. In den hier
durchgefuhrten Versuchen wurde die Veranderung der IL-12-Produktion unter TKI-

Inkubation untersucht.

4.1.2.1 Zytokinproduktion von Makrophagen unter Einfluss von TKis

IL12

Die Expression des proinflammatorischen Interleukins 12 wird sowohl durch den LPS-
TLR-4-Komplex als auch direkten Zell-Zell-Kontakt mit anderen Immunzellen (z.B.
CD40L-CD40) induziert. (92) Eine Erhdohung der TLR-4 vermittelten IL-12-Produktion
durch Dasatinib bestatigte sich in den hier durchgefuhrten Versuchen fur
Makrophagen. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten dies bereits fur DC. (64) Wie
von Wolfl et al. beschrieben, setzt Dasatinib bzw. die SFK wahrscheinlich an negativen
Kontrollpunkten des NF-kB-Signalweges an. Die Signalkaskade wird dadurch
verstarkt aktiviert und es kommt zu einer gesteigerten IL-12-Produktion. (64)

Die anderen beiden untersuchten Tyrosinkinaseinhibitoren Src-kinase-inhibitor-l und
Bosutinib fuhrten im Vergleich zur nur mit LPS +IFN-y-stimulierten Gruppe ebenso zu
einer Verstarkung der IL-12- Ausschuttung. Man kann demnach von einem
Klasseneffekt und keinem Monosubstanzeffekt sprechen.

Edwards et al. sowie Sprinzl et al. zeigten eine vermehrte |L-12-Produktion von
Makrophagen durch die Behandlung mit dem TKI Sorafenib. (120) (121)

Sorafenib, ein Multi-Tyrosinkinaserezeptor-Inhibitor, aktiviert den NF-kB-Signalweg,
welcher die Zytokin-Produktion fordert und dadurch TAM in Richtung M1-
Makrophagen polarisiert. Sorafenib inhibiert neben diverse Tyrosinkinasen wie
beispielsweise VEGFR auch die Raf-Signalkaskade und den STAT3-Signalweg. Das
Wirkungsspektrum unterscheidet sich teilweise von den hier untersuchten TKis.
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Die Behandlung mit Dasatinib bzw. anderen TKIs, die zu einer durch Makrophagen
erhohten IL-12-Produktion fuhrt, kann demnach eine Modulation der TAM bewirken.
Da IL-12 sowohl NK-Zellen als auch T-Zellen aktiviert, fuhrt im Umkehrschluss eine
erhohte IL-12-Produktion von Makrophagen zu einer vermehrten Aktivierung der
beiden Zelltypen. (122) In den hier durchgefihrten Experimenten konnte eine
vermehrte Aktivierung nicht im Sinne einer vermehrten Expression von bestimmten
Aktivierungsmarkern, sondern nur im Rahmen einer vermehrten Zytotoxizitat gezeigt

werden. (Vergleiche 4.1.4)

IL-10

IL-10, ein antiinflammatorisches Zytokin, hemmt hingegen eine antitumorale
Immunantwort. Passend hierzu inhibiert IL-10 die Expression von IL-12 sowohl in DCs
als auch Makrophagen und reduziert dadurch die Aktivierung von Immunzellen wie
z.B. CD8* T-Zellen. (123) In den durchgefiihrten Versuchen lie3 sich eine erhdhte
Produktion von IL-10 seitens der TAM bestatigen.

Durch Dasatinib-Inkubation konnte — neben der gesteigerten IL12 Produktion- auch
eine verminderte IL-10-Produktion beobachtet werden. Ein wichtiges Ergebnis, da
hierdurch  die IL-12/IL-10-Ratio nochmals  zusatzlich  zugunsten einer
proinflammatorischen Antwort verschoben wird.

Durch Wegfallen dieser negativen Beeinflussung durch IL-10 wird eine antitumorale
Immunreaktion moglich und gefordert.

Bei den anderen beiden TKls lagen letztlich zu wenige Versuche um eine genaue
Aussage treffen zu kdnnen, obwohl der Src-kinase-inhibitor ebenfalls eine Tendenz
zur verringerten |L-10-Produktion zeigt.

Eine verringerte IL-10-Produktion durch eine Anti-IL-10 AntikOrper-Therapie in
Kombination mit Chemotherapie erhoht das Ansprechen auf die Chemotherapie
erheblich. (123) Ruffel et al. zeigten dies in vivo bei murinen Mammacarcinomen.

Hu et al. zeigten in murinen Markophagen und DC, dass die TLR-induzierte IL-10-
Produktion von src- und akt-Signalwegen abhangig ist und durch deren z.B. durch
Dasatinib die IL-10-Produktion gehemmt wird. (124) Ebenso lie} sich eine verringerte
IL-10-Produktion durch den TKI Sorafenib nachweisen. (120) Im Gegensatz dazu
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beschreiben Ozanne et al. eine dosisabhangig erhohte IL-10-Produktion und
verringerte |L-12-Produktion von murinen Makrophagen durch Dasatinib und
Bosutinib. (125) Ozanne et al. zeigten diesen Effekt anhand von Makrophagen aus
dem Knochenmark von Mausen und bestimmten die Zytokin-Produktion.

Ebenso zeigte Fraser et al. eine Zunahme der IL-10-Produktion im Serum in vivo in
Mausen durch Dasatinib-Behandlung. (126)

Van Dogen et al. konnte in vitro eine erhdhte IL-10-Produktion von humanen M1-
Makrophagen durch Imatinib und Sunitinib-Behandlung zeigen. (127) Die hohe IL-12-
Produktion der M1-Makrophagen blieb davon unberahrt.

Diese widerspruchlichen Ergebnisse konnten auf die unterschiedlichen
Abstammungen der Zellen -human versus murin- sowie unterschiedlicher Stimuli
beruhen. Des Weiteren stellt die hohe Plastizitat von Makrophagen eine Schwierigkeit
beim Vergleich verschiedener Studien dar. (128)

Aufgrund der zahlreichen Src-Kinasen ist unklar, wie sich Verteilung und
Bindungsverhalten zwischen den Spezies unterscheiden.

Dasatinib inhibiert neben den Src-Kinasen noch viele weitere Kinasen, welchen
wichtige Rollen in komplexen Zellvorgangen zukommen.

Im Falle der Ergebnisse von Ozanne et al. wird die antiinflammatorische Wirkung der
beiden TKIls durch die Hemmung von salt-induced-Kinasen gezeigt. Es handelt sich
demnach um eine andere Wirkung von Dasatinib und Bosutinib durch unterschiedliche
Angriffspunkte. (125)

Diese gegensatzlichen Daten unterstreichen die Vielfalt der TKls in deren
immunmodulatorischer Wirkung. Die Komplexitat der diversen Angriffspunkte von
TKls mit ihren Wirkungen und Nebenwirkungen stellt die Ubertragung der Erfolge auf

die klinische Therapie vor grof3e Aufgaben.
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4.1.3 Aktivierung und Zytotoxizitiat von NK-Zellen im Makrophagen-Milieu und
Dasatinib-Inkubation

Die verschiedenen Zellen des Immunsystems interagieren stark miteinander und so
beeinflussen TAM auch die Aktivitat und Zytotoxizitat von NK-Zellen. TAM, in ihren
den M2-Makrophagen ahnlichen Funktionen, haben vor allem einen
immunsupprimierenden Effekt auf NK-Zellen. Krneta et al. zeigten, dass M2-
Makrophagen sowie TAM die NK-Zell-Aktivierung und Zytotoxizitat vor allem durch
das von ihnen sezernierte TGF-B inhibieren. (129) AulRerdem wird durch die Ko-
Kultivierung mit M2/TAM der Phanotyp der NK-Zellen veradndert. Das
Tumormikromilieu, vor allem TAM, moduliert demnach die NK-Zellfunktion. Die
Interaktion zwischen NK-Zellen und Makrophagen eroffnet neue therapeutische
Maoglichkeiten.

Aktivierungsmarker von NK-Zellen unter Ko-Kultivierung mit Dasatinib-behandelten
Makrophagen

Erwartungsgemaly fuhrte eine Ko-Kultivierung in unseren Versuchen von
Makrophagen und LPS + IFN-y-Stimulation zu einer verstarkten Aktivierung der NK-
Zellen. (130)

Durch Ko-Kultivierung der NK-Zellen mit Makrophagen und Dasatinib im Vergleich mit
LPS + IFN-y konnte keine signifikant verstarkte Aktivierung der NK-Zellen festgestellt
werden.

Im Gegenteil: tendenziell war der Aktivierungsgrad der NK-Zellen unter Dasatinib
geringer. Diese geringere Aktivierung kann durch die Anwesenheit von Dasatinib
wahrend der Inkubation erklart werden, da Dasatinib die Aktivierung von NK-Zellen
inhibiert. In den hier durchgefuhrten Experimenten wurden Makrophagen und NK-
Zellen in Ko-Kultur gebracht und gemeinsam mit Dasatinib inkubiert.

Eine Inhibition der NK-Zell-Funktion konnte ebenfalls von Hassold et al. beobachtet
werden, wenn Dasatinib wahrend der Messung gegenwartig war. (70) Erst durch die
fehlende Prasenz von Dasatinib wahrend der Messungen konnten stimulierende
Effekte des TKls gezeigt werden.
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Eine weitere Erklarung fur die nicht-verstarkte Expression der Aktivierungsmarker
unter Dasatinib konnte sein, dass die CD25 und CD69-Regulation nicht von IL-12-
abhangig ist. (130) Bereits 1992 beschrieben Miller et al., dass vor allem der direkte
Zell-Zell-Kontakt von Makrophagen und NK-Zellen zu einer Aktivierung der NK-Zellen
fuhrt. (131) In den hier gezeigten Versuchen lag ein direkter Zell-Zell-Kontakt fur nur

20 Stunden vor, im Gegensatz zu einer 18-tagigen Ko-Kultur von Miller. (131)

Bei NK-Zellen, die mit M1-Makrophagen ko-kultiviert wurden, fuhrte Dasatinib zu einer
Abnahme der CD96-Expression.

CD96 ist in seiner Funktion noch nicht ganzlich verstanden, aktiviert aber in humanen
Modellen die NK-Zellen und foérdert Zell-Zell-Kontakte. (132)

Chan et al. beobachteten bei Mausen, die kein CD96-exprimieren eine
hyperinflammatorische Reaktion auf LPS, sowie eine Resistenz gegen Tumoren und
Metastasen. (50) Blake et al. zeigten ebenfalls, dass Mause, die weniger bis kein
CD96 exprimieren, resistent gegen Lungenmetastasen sind. (133) Diese beiden
Feststellungen sowie die hier gemessen erniedrigen CD96-Werte kdnnten ein Hinweis
darauf sein, dass NK-Zellen mit einer geringeren CD96-Expression gegebenenfalls

antitumorale Funktionen besitzen.

Zytotoxizitat unter Inkubation mit Dasatinib von NK-Zellen im Makrophagen-Milieu

Gottschalk et al. zeigten anhand eines CD107a-Assays, dass die Ko-Kultivierung von
Makrophagen mit NK-Zellen zu einer erhdhten Zytotoxizitat fihren. (134) Diese
Ergebnisse waren die Grundlage der vorgenommenen Modulation mit TKIs.

In den hier gezeigten Versuchen zeigen NK-Zellen in Kultur mit Makrophagen und
unter Dasatinib+ LPS + IFN-y -Einfluss im Vergleich zur alleinigen LPS + IFN-y-
Stimulation nochmals eine verstarkte Degranulation von zytotoxisch wirksamen
Substanzen (beispielsweise Granzyme).

Die Ko-Kultur von NK-Zellen und Makrophagen wurde in den durchgefuhrten
Versuchen fur 24 Stunden mit Dasatinib+ LPS + IFN-y inkubiert. Eine gemeinsame
Ko-Kultur und gleichzeitige Inkubation wurden gewéahlt um das jeweilige
Makrophagen-Milieu optimal vorliegen zu haben. Dasatinib konnte somit sowohl! auf
die NK-Zellen direkt als auch auf die Makrophagen und dadurch indirekt auf NK-Zellen

wirken.
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Die in der Literatur beschriebene erhéhte Zytotoxizitat von CD569™-NK-Zellen konnte
hier bestatigt werden. (43, 44)

Es ist bekannt, dass IL-12 bei NK-Zellen zu einer erhdhten Zytotoxizitat fuhrt. (122)
Trinchieri fasste bereits 1994 den positiven Einfluss von IL-12 auf die Zytotoxizitat von
NK-Zellen zusammen. (135)

AuRerdem werden NK-Zellen durch hohe Mengen IL-12 zur Sekretion von IFN-y
stimuliert, welches wiederum sowohl das angeborene als auch erworbene
Immunsystem aktiviert.

Nicht nur das durch Makrophagen sezernierte |IL-12 stimuliert NK-Zellen, sondern
auch Dasatinib selbst kann die Zytotoxizitat der NK-Zellen beeinflussen.
Beispielsweise beschrieben Hassold et al. den Zusammenhang der Prasenz von
Dasatinib im Assay und dessen Wirkung auf die NK-Zellen. Sie konnten eine
Steigerung der NK-Zell-Degranulation nach Dasatinib -Vorbehandlung zeigen. (70)
Diese Ergebnisse decken sich mit dem hier Gezeigten, da in beiden Assays Dasatinib
vor der Messung ausgewaschen wurde.

Die Steigerung der Zytotoxizitat durch Dasatinib wurde durch Mustjoki et al. in einem
in vivo Experiment bestatigt. (136) Die hier gezeigte Steigerung der Zytotoxizitat wird
demnach am ehesten als Effekt von Dasatinib gewertet.

Im gleichen Experiment fanden Mustjoki et al. heraus, dass Dasatinib zu einer
Lymphozytenmobilisierung fuhrt, welche u.a. eine Erklarung fur Nebenwirkungen wie
beispielsweise Pleuragusse sein konnten. Auch in den hier durchgefuhrten Versuchen
wurde eine (signifikante) Steigerung der NK-Zellzahl unter Dasatinib-Inkubation
registriert (Ergebnisse nicht gezeigt). Eine erhdhte NK-Zellzahl wiesen auch
Uchiyama et al. auf, welche mit einer besseren Prognose durch gesteigerte
Zytotoxizitat einhergeht. (68) Uchiyama et al. fasste die bereits publizierten Daten bei
unterschiedlichen Zellidentitaten, sowie verschiedene Versuchsaufbauten inklusive
ihrer gegensatzlichen Ergebnisse zusammen. (68) Blake et al. beschrieben eine
Hemmung durch Dasatinib der Proliferation, Zytokinproduktion von T-Zellen, sowie
ihrer Aktivierung in vitro (137), was Schadeet et al. bei einem in vivo Versuch
bestatigen konnte. (138) Blake et al. zeigten eine dosisabhangige und reversible
Reduktion der Zytotoxizitat von NK-Zellen durch Dasatinib. (67) Im Gegensatz dazu
berichteten Kim et al. eine erhdohte Zytotoxizitat bei Patienten mit Dasatinib-bedingter
Leukozytose. (139) Die Ergebnisse von Kreutzman et al. beschreiben eine erhéhte
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Aktivitat und Zytotoxizitat von NK-Zellen durch Dasatinib sowohl im Rahmen einer
verstarkten Immunantwort als auch durch eine direkte Inhibition von bcr-abl. (140)

Diese teils unterschiedlichen Ergebnisse erklarten Uchiayama et al. mit
verschiedenen experimentellen Bedingungen, angefangen bei unterschiedlichen
Ausgangszellen in vitro vs. in vivo, gesunder vs. kranker Spender und

Konzentrationen und Expositionsdauer der verwendeten TKils.

4.2 IL-32y

IL-32y ist ein seit 2005 bekanntes Zytokin, dem eine proinflammatorische Eigenschaft
zugeschrieben wird. (Vergleiche 1.5.1)

Die bisher bekannten Wirkungen des Zytokins sind vielfaltig:

IL-32 hat Einfluss auf die Zelldifferenzierung sowie Apoptose und stimuliert die
Sekretion vor allem von proinflammatorischen Zytokinen. (86)
Wir haben uns mit den Auswirkungen durch Stimulation mit IL-32y auf die Modulation
der verschiedenen Makrophagensubtypen beschaftigt. AulRerdem haben wir die
Zytokinproduktion von IL-10 unter IL-32y-Einfluss sowie die NK-Zell-Aktivierung und
Zytotoxizitat untersucht.

4.2.1 Phanotyp von TAM unter IL-32y-Einfluss

Ohmatsu et al. zeigen, dass sich aus CD14" Monozyten unter IL-32y-Stimulation
CD68* CD163*-Makrophagen entwickeln. (141) In unseren Versuchen konnte eine
Zunahme der CD163*-Makrophagen nur fur die M1-Subpopulation durch IL-32y
versus der Standardgruppe beobachtet werden. Die beiden M2-
Makrophagensubpopulationen zeigen unter [L-32y-Einfluss im Vergleich mit der
Standardgruppe einen geringeren Anteil CD163"-Zellen auf. Da CD163 als Marker fir
M2-Makrophagen beschrieben wird, kann eine Reduktion der Expression dieses
Markers als eine Modulation in Richtung M1-Makrophagen bzw. eine geringere
Aktivierung der M2-Makrophagen gedeutet werden.

Osman et al. und Netea et al. (83, 142) beschreiben eine gesteigerte CD14-

Expression durch IL-32y. Bei unseren durchgefuhrten Versuchen lasst sich keine
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gesteigerte Expression, sondern eine Abnahme des LPS-Co-Rezeptors bei allen drei
Makrophagenpopulationen feststellen.

Die Aktivierungsmarker (CD80 und CD86) wurden unter IL-32y-Stimulation im
Vergleich zur Standardgruppe bei beiden CD83-Populationen vermehrt exprimiert.
Osman et al. zeigten ebenso eine erhéhte Expression von CD80 unter IL-32y Einfluss
bei M-CSF-Makrophagen. (84) Bei CD86 sind die Ergebnisse gegensatzlich zu
Osman et al., welcher eine geringere Expression dieses Oberflachenmolekils auf
Makrophagen unter IL-32y vermerkte.

Die insgesamt erhohte Prasentation der Aktivierungsmarker sprechen allesamt dafur,
dass IL-32y bei den Makrophagen zu einer effektiveren Antigenprasentation fuhrt.
Anhand der Betrachtung des Einflusses von IL-32y auf die untersuchten
Oberflachenmarker der Makrophagen lasst sich noch keine eindeutige Tendenz
feststellen. Es lasst sich jedoch erkennen, dass IL-32y im Vergleich zur
Standardgruppe zu einer effektiveren Antigenprasentation durch Hochregulation der
untersuchten Aktivierungsmarker - CD80 und CD86 - fuhrt. Die verringerte Expression

von CD16 unter |IL-32y konnte mit einer geringeren Phagozytoserate einhergehen.

4.2.2 IL-10-Produktion unter IL-32y

Im Vergleich zur Standardgruppe fuhrte die Inkubation mit IL-32y zu einer vermehrten
IL-10-Produktion bei allen drei Populationen M1, M2a und M2c. Bei M2a zeigte sich
ein signifikanter Anstieg mit p=0,01.

Ohmatsu et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen erhdhter IL-10-Produktion in
Tumorzellen (mykosis fungoides) und IL-32B sowie IL32y. IL-32 stellt einen
potentiellen Regulator der IL-10-Produktion dar. Die vermehrte IL-10-Produktion
konnte Ausdruck einer Homoostase zwischen pro-und antiinflammatorischen
Zytokinen sein. (143)

Ein weiterer Punkt fur die gesteigerte IL-10-Produktion konnte die Modulation von IL-
32y zu CD163"-Makrophagen sein. CD163 wird vor allem auf M2a-Markophagen
exprimiert, welche wiederrum erhdhte IL-10-Produktion verzeichnen. (142)

Bislang liegen keine Daten Uber die Interaktion von IL-32y und IL-10 vor. Nur bei IL-
323 konnte eine verringerte IL-10-Produktion gezeigt werden. (144, 145)
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4.2.3 Aktivierung und Zytotoxizitat von NK-Zellen in Makrophagen-Ko-Kultur
und IL-32y

Unabhangig mit welchem Makrophagensubtyp alle NK-Zellen aktiviert wurden, zeigen
sie eine erhohte Expression der untersuchten Aktivierungsmarker CD25, CD69 und
CD96 bei gleichzeitiger Inkubation mit IL-32y. Einerseits konnte IL-32y die NK-Zellen
direkt aktivieren. Andererseits werden Makrophagen durch [L-32y-Stimulation
vermehrt aktiviert und sezernieren daraufhin vermehrt Zytokine, die NK-Zellen
aktivieren. AuRerdem inhibiert IL-10 das Zytokin TGF-B, welches NK-Zellen hemmt.
(146) Die prozentual veranderte Expression der gemessenen Aktivitdtsmarker gleicht
unter |IL-32y-Stimulation der Selbigen unter LPS + IFN-y-Zugabe.

NK-Zellen in Ko-Kultur Makrophagen zeigten unter |IL-32y-Inkubation durchgehend
eine erhdhte Prasentation des Degranulationsmarkers CD107a auf der Oberflache der
NK-Zellen.

Park et al. zeigten, dass IL-32y die Zytotoxizitat von NK-Zellen erhoht; allerdings nicht
aufgrund erhohter Degranulation, sondern durch Aktivierung des Caspase-3-Weges
und des Death receptor/Ligand Signalweges. (147)

Eine Erklarung fur die vermehrte Zytotoxizitat in unserem Versuch konnte eine
verstarkte Aktivierung der Makrophagen durch IL-32y-Stimulation sein. Die
Makrophagen wiederum sezernieren daraufhin vermehrte Zytokine (beispielsweise IL-
2, IL-12, IL-18 etc.), welche NK-Zellen aktivieren und zur vermehrte Degranulation
anregen.

Es liegen jedoch auch Daten vor, die beschreiben, dass IL-10 NK-Zellen zu einer
vermehrten Zytotoxizitat anregt. Einerseits besitzen NK-Zellen einen eigenen IL-10-
Rezeptor (146, 148), andererseits werden durch IL-10 MHC-I-Molekulle auf Zellen
herunterreguliert, wodurch NK-Zellen vermehrt aktiviert werden und diese Zellen
lysieren. (148)

Einschrankend muss allerdings auch diskutiert werden, inwieweit die beobachteten
Effekte Wirkung des IL-32y-Signalings sind, oder ob zusatzliche Effekte durch
Unreinheiten in der Proteinpraparation des Herstellers erklart werden konnen.

Der Endotoxingehalt in der IL-32y-Praparation wird laut Hersteller mit <1,0 EU per 1

ug Protein nach der LAL (Limulus-Amdbozyten-Lysat) -Methode angegeben und ware
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somit an sich unbedenklich. Allerdings weisen vorlaufige Ergebnisse der
Arbeitsgruppe darauf hin, dass zumindest fur dendritische Zellen moglicherweise eine
Koaktivierung durch kontaminierendes Endotoxin/LPS denkbar ist.
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5 Zusammenfassung

Die Tumormikroumgebung spielt wichtige Rollen in Bezug auf das Ansprechen von

Therapien, Tumorwachstum und die Bildung von Metastasen.

In den letzten Jahren konnte belegt werden, dass TKIs Einfluss auf Zellen des TME
haben und man vor allem die dort vorherrschenden Zellen TAM durch die TKls
moduliert werden koénnen. Sie entsprechen meist dem M2-Phanotyp, sezernieren
antiinflammatorische Zytokine und sind protumoral, indem sie u.a. die Metastasierung
und das Tumorwachstum unterstutzen.

Zentrale Targets fur die Reprogrammierung von Makrophagen stellen sowohl der NF-
KB als auch die Inhibition des CSF1-Rezeptors dar. An diesen beiden Schllsselstellen
wirken u.a. TKls.

In den durchgefiihrten Versuchen wurden drei TKls verwendet Dasatinib/Src-Kinase-
Inhibitor-1/Bosutinib, um die Ergebnisse von Vorarbeiten zu verifizieren und um zu
untersuchen, ob ein Klasseneffekt vorliegen konnte.

Ein wichtiger Ansatzpunkt in der Bekampfung von Tumoren, ist die Aktivierung von
Immunzellen gegen Tumorzellen, in unserem Fall eine Modulation von TAM in
Richtung M1-Makrophagen. Eine signifikante Anderung des Phénotypes konnte nicht
festgestellt werden. Allerdings wurde eine gesteigerte IL-12-Produktion aller
Makrophagensubtypen durch die Inkubation mit Dasatinib- bzw. Src-kinase-inhibitor-
I/Bosutinib gezeigt.

IL-12 ist ein wichtiges proinflammatorisches Schllsselzytokin des Immunsystems,
indem es u.a. NK-Zellen und T-Zellen aktiviert. Die funktionellen Auswirkungen der
verstarkten IL-12-Produktion in Hinblick auf NK-Zellen haben wir untersucht. Eine
deutlich verstarkte Aktivierung anhand Aktvierungsmarker von NK-Zellen konnten wir
nicht beweisen. Allerdings wurde eine erhohte Zytotoxizitat durch Ko-Kultivierung der
NK-Zellen mit den unterschiedlichen Makrophagensubtypen und gleichzeitiger
Inkubation mit Dasatinib demonstriert. Der Einfluss von Dasatinib auf die Zytotoxizitat
ist vielseitig und teils auch kontrar beschrieben. Es hat sich gezeigt, dass die
Anwesenheit von Dasatinib sowie dessen Konzentration und Inkubationszeit auf die

Funktionalitat groRe Auswirkungen hat.
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Die erhohte IL-12-Produktion von APCs sowie verringerte IL-10-Produktion und der
Einfluss auf andere Immunzellen hier am Beispiel der NK-Zellen zeigen u.a. das
therapeutische Potential der Tyrosinkinaseinhibitoren als antineoplastisch wirksames
Zytostatikum.

Als alleinige Therapie ist deren Wirkungsbereich nach den hier vorliegenden
Ergebnissen jedoch noch zu gering. In Kombination mit anderen Therapieoptionen
stellen die TKls allerdings ein mogliches Therapieregime dar. Der genaue
Wirkmechanismus und die dadurch entstehenden Veranderungen sind noch genauer
zu untersuchen. Ein weiteres Ziel ist in vitro etablierte Ergebnisse auch in die klinische
Anwendung einflieRen zu lassen. Ein Beispiel hierfur ist die klinische Anwendung von
Dasatinib in einem multimodalem Therapiekonzept stellt das RIST-Protokoll von Prof.
Dr. med. Corbacioglu (Universitatsklinikum Regensburg), das bei Pineoblastom oder
Neuroblastom zur Anwendung kommt. Darin wird Rapamune (Sirolimus), Irinotecan,
Sprycel (Dasatinib) und Temodal (Temozolamid) metronomisch im Wechsel
verabreicht.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit einem proinflammatorischen Zytokin IL-
32y und dessen Wirkung auf Makrophagen. Wie bereits auch bei den TKls wurde der
Einfluss des Interleukins auf das Tumormikromilieu und dessen Auswirkungen
untersucht.

Es gibt Studien, die eine Hemmung des Krebswachstums unter IL-32y durch Inhibition
der NF-kB und STAT3-Signalwege beschreiben. (149) Auf der anderen Seite
demonstrieren Wang et al. einen starkeren Wachstum von Brustkrebszellen und
Metastasierung vom Colorektalen Karzinom durch IL-32y. (150) (151) Yan et al.
fassten die unterschiedlichen [L-32-Expressionen und deren Prognosen in
verschiedenen Tumoridentitdten zusammen. (152) Hierbei wurde teilweise nicht in die
diversen Isoformen von |L-32 differenziert. Neben der Onkologie ruckt IL-32 auch in
den Bereichen der Autoimmunerkrankungen, Viruserkrankungen und Allergologie in
den Fokus des Interesses der Forschung. (153-155)

IL-32y wirkt nicht nur selbst als proinflammatorischen Zytokin, sondern reguliert eine
Vielzahl an weiteren Zytokinen. Der Einfluss von IL-32 auf das Tumormikromilieu und
dessen Zellen stellt einen der zentralen Interessenspunkte dar. In unseren Versuchen
konnte unter IL-32y eine effektivere Antigenprasentation der Makrophagen -
gemessen an einer verstarkten Expression von CD80 und CD86- gezeigt werden. Auf
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der anderen Seite wurde das antiinflammatorische Zytokin, IL-10, von [L-32y-
stimulierten Makrophagen ebenfalls verstarkt sezerniert.

Eine Ko-Kultivierung von Makrophagen und NK-Zellen und gleichzeitige Inkubation
mit [L-32y fuhrte bei NK-Zellen zu einer verstarkten Aktivierung sowie zu einer
erhohten Zytotoxizitat. Die Auswirkungen auf NK-Zellen deuten eine antitumorale
Wirkung von IL-32y an.

Die bereits kontrovers beschriebenen Wirkungen von IL-32 kdnnen einerseits auf die
verschiedenen Isoformen, andererseits auf die verschiedenen Tumoridentitaten
zuruckzufuhren sein. Das breite Wirkspektrum des Interleukins ist vielversprechend
und konnte neue Therapiestrategien eroffnen, wofur allerdings weitere Versuche
sowohl in vitro als auch in vivo notwendig sind, um das Interleukin und seine

Wirkungen genauestens zu verstehen.
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Abkiirzungen

ADCC= antibody-depedent cellular cytotoxitiy
ALL= akute lymphatische Leukamie

APC= antigenprasentierenden Zellen

BTK= brutin tyrosin-kinase

CD= Cluster of Differentiation

CG= CellGro

CML= chronisch myeloische Leukamie

CyTOF= Cytometry by time-of-flight

DC= dendritische Zellen

EGFR= Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA= enzyme-linked-immunosorbent-Assay
FACS= Fluorescence Activated Cell Sorting
FSC= forward light scatter

GM-CSF= granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Her2/neu= human epidermal growth factor receptor2
HIF= Hypoxie-induzierter-Faktor

HLA-DR= Human Leukocyte Antigen - antigen D Related
IFN-y= Interferon-y

IL= Interleukin

LAMP= lysosomen-assoziiertes Membranprotein
LPS= Lipopolysaccariden

LRSC= Leukoreduction system chambers
M-CSF= monozyten colony-stimulating Faktor
MAP= mitogen-aktivierte-Protein

MDP= muramyl Dipeptide

MDS= myelodysplastisches Syndrom

MD2= myeloid differentiation protein 2

MFI= mean flourescence intinsity

MHC= major histocompatability complex

MPS= mononuklearen-phagozytaren Systems
NCAM-=neutral cell adhesion molecule

NF-kB= nuclear factor kappa B
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NK-Zellen= naturliche killer Zellen

NK4= natural killer cell transkript 4

NLR= NOD-like-Rezeptor

NO= Stickstoffmonoxid

NOD= nucleotide oligomerization doman
LPB= LPS-bindendes Protein

PAMP= Pathogen-associated molecular patterns
PBMC-= peripheral Blood mononuclear cell
PDGF= Platelet-derived growth factor
PGE>= Prostaglandine

PRR= Pattern-recognition receptors
ROS= reaktiven Sauerstoffradikalen

SD= Standard Deviation

SFK= src-family-kinase

SSC= Side scatter

TACTILE=t cell-activated increased late expression
TAM= tumor-assoziierte Makrophagen
TCR= T-Cell-Receptor

TGF= Tumor-growth-Factor

TH-Zellen= T-Helfer-Zellen

TK= Tyrosinkinase

TKI= Tyrosinkinaseinhibitor

TLR= toll-like-Rezeptor

TMB= Tetramethylbenzidine

TNF-a= Tumor-nekrose-Faktor-a

VEGF= vascular endothelial growth factor
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