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1 EINLEITUNG

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Zellen des angeborenen Immunsystems.
Neben ihrer direkten zytotoxischen Wirkung auf durch Pathogene verédnderte
Kdrperzellen oder Tumorzellen sind NK-Zellen durch ihre Zytokinproduktion auch
wichtige Bindeglieder zum adaptiven Immunsystem. Sie spielen eine zentrale
Rolle bei der Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen, sowie insbesondere
auch bei der Bekampfung von Leukamien und Lymphomen. Trotzdem konnten
bisher mit Therapieansatzen unter Verwendung autologer NK-Zellen keine
durchschlagenden Erfolge erzielt werde, so dass neue Wege in der auf NK-
Zellen basierenden Anti-Tumor-Therapie notwendig sind. Vor allem die
pharmakologische in vivo Modulation von NK-Zellen mit dem Ziel der
Verstarkung der Zytotoxizitat gegentber Tumorzellen kann hier ein Ansatz sein.
FUr immunregulatorische Chemotherapeutika wie Ciclosporin A, Lenalidomid
oder den CD20-Antikorper Rituximab wurde bereits in vitro und z.T. auch in vivo
eine Steigerung der zytotoxischen NK-Funktionen gezeigt (Wang 2007, Bhat
2007, Wu 2008). Auch Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) wie Dasatinib koénnten
einen immunmodulatorischen Effekt auf NK-Zellen haben. Dasatinib greift nicht
nur die fir Lymphome oder Leukamien essentielle Tyrosinkinasen wie z.B.
Bcr/Abl an, sondern wirkt an einer Vielzahl von Tyrosinkinasen, insbesondere
Src-Kinasen, die wesentliche Bestandteile der Signaltransduktion von
aktivierenden aber auch inhibierenden Signalwegen von NK-Zellen darstellen
(Bantscheff 2007, siehe auch Kapitel 1.2). Es wurde bereits gezeigt, dass die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen bei Kurzzeitbeobachtungen in vitro und im
Mausmodel stark gehemmt wird (Blake 2009, Salih 2010). Im Gegensatz dazu
wurde aber bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie (CML) bzw.
Philadelphia Chromosom positiver akuten Leukamie, die mit Dasatinib behandelt
wurden, eine bisher nicht genauer verstandene Expansion sowohl von NK-Zellen
als auch von CD8-positiven grol3en granuldren Lymphozyten (engl. large
granular lymphocytes, LGL) beobachtet (Mustjoki 2009, Kreutzman 2010).



1.1 Naturliche Killer-Zellen

NK-Zellen, die etwa 5-15% der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
ausmachen (Caligiuri 2008), sind Lymphozyten des unspezifischen Immun-
systems, deren Hauptaufgabe in der Erkennung und Eliminierung infizierter und
anderweitig veranderter Korperzellen besteht. Karre (Karre 2002) postulierte die
.missing-self‘-Hypothese  fir NK-Zellen, wonach gesunde Kkernhaltige
Korperzellen auf Grund der Expression von Haupthistokompatibilitatkomplex-
(,major histocompatible complex* MHC) Klasse-I-Molekulen, die wiederum
zelleigene Peptide préasentieren, als ,selbst* erkannt werden. Fehlen MHC-
Klasse-I-Molekule auf Zellen, erkennen NK-Zellen diese nicht als ,selbst* und
somit als Zielzelle. Infizierte Zellen und Tumorzellen nutzen die Abwesenheit von
MHC-Molekilen um das Immunsystem zu umgehen (Smyth 2000). NK-Zellen
nehmen somit eine Schlisselrolle in der Bekédmpfung von Pathogenen und
Tumorzellen ein (Smyth 2002). Dariber hinaus sind sie Uber &hnliche
Mechanismen ebenfalls an der Entstehung von Autoimmunkrankheiten beteiligt
(Flodstrom-Tullberg 2009). Durch die Zytokinproduktion und durch Zell-Zell-
Kontakte erhalten NK-Zellen eine zweite wichtige Funktion als regulatorische
Zellen und fungieren als Bindeglied zwischen angeborenem und adaptativen
Immunsystem. So interagieren NK-Zellen beispielsweise am Entzindungsherd
und in Lymphknoten mit Dendritischen Zellen (DZ), die wiederum T-Zellen
aktivieren (Cooper 2004, Degli-Esposti 2005, Moretta 2006).

NK-Zellen werden durch die Abwesenheit von CD3 und die Expression von CD56,
die 149 kDa Isoform des neuronalen Adhasionsmolekiils (neuronal cell adhesion
molecule NCAM) klassifiziert (Caligiuri 2008, Lanier 1989). Ein weiteres fur NK-
Zellen charakteristisches Oberflachenmolekil ist der Immunglobulin G-(IgG)
Rezeptor FcRy (CD16). Der zur Familie der ,natural cytotoxicity receptors” (NCR)
gehorende Rezeptor NKp46 scheint neueren Erkenntnissen zufolge spezies-
Ubergreifend bisher der spezifischste Rezeptor zur Identifikation von NK-Zellen
zu sein (Sivori 1997, Walzer 2007, Caligiuri 2008). Etwa 95% der peripheren NK-



Zellen weisen nur eine geringe Expression von CD56 auf und werden daher auch
als CD56%™ CD16" NK-Subpopulation bezeichnet. Diese Zellen besitzen
zahlreiche Perforin-haltige Granula und zeichnen sich daher durch eine hohe
zytotoxische Aktivitat aus. Sie sezernieren jedoch nur geringe Mengen an
Zytokinen. Im Gegensatz dazu produziert die Subpopulation der NK-Zellen,
welche CD56 in hohem Malie exprimieren, daflr aber kaum oder kein CD16, die
CD56""" CD16" Zellen, deutlich mehr Interferon(IFN)y und Tumornekrosefaktor
(TNF)a (Cooper 2001, Poli 2009, Wilk 2008). Um Zielzellen zu erkennen besitzen
NK-Zellen eine Vielzahl inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren, durch
deren Zusammenspiel die Aktivierung der NK-Zellen geregelt wird (siehe Kapitel
1.2.3).

1.2.1 Zytotoxizitat

NK-Zellen verfigen Uber verschiedene Zytotoxizitatsmechanismen. Es wird die
gerichtete Exozytose zytotoxischer Granula, welche Perforin und Granzyme als
lytische Proteine enthalten, und die Uber so genannte Todesrezeptoren
vermittelte Apoptoseinduktion unterschieden. Daneben kann die Zytotoxizitat
auch Uber Antikorper vermittelt werden, die an niedrig-affine IgG—Rezeptoren
(CD16) binden (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Zielzellen, an
welche spezifische 1gG-Antikdrpern gebunden sind, kdnnen so von NK-Zellen

erkannt und eliminiert werden (Caliguri 2008).

Als initialer Schritt der zytotoxischen Aktivitdt wird eine so genannte
immunologische Synapse (IS) zwischen NK-Zelle und Ziel-Zelle gebildet. Erst
durch diese Konjugatbildung ist die NK-Zelle in der Lage anhand des
Zusammenspiels von aktivierenden, co-aktivierenden und inhibierenden
Rezeptor-Liganden-Paaren gesunde Korperzellen von veranderten Zellen zu
unterscheiden (Orange 2008). Bei Uberwiegen der aktivierenden Signale kommt
es zu einer Stabilisierung der IS vermittelt durch Integrine wie das Lymphozyten-
Funktions-Antigen 1 (LFA-1, CD11a/CD18) und den Makrophagen-Rezeptor-1
(MAC-1, CD11b/CD18). Es erfolgt eine auf die IS gerichtet Aktin-Reorganisation,



eine Anreicherung der IS mit aktivierenden Rezeptoren und Signalmolekilen, wie
z.B. Lck, sowie eine Polarisation des Mikrotubuli-Strukturzentrums und der
lytischen Granula. Schliel3lich erfolgt die Fusion der Granula mit der Zellmembran
und die Ausschittung von Perforin und Granzymen in den intrazellularen Spalt
(Bryceson 2005, Davis 2002, Vyas 2002, Orange 2008). Mit der Degranulation
gelangen CD107a/b-Antigene auf die NK-Zelloberflache, welche als
Degranulationsmarker erfasst werden kénnen (Bryceson 2005, Uhrberg 2005).
Nach dem bisherigen Modell bilden Perforine in Anwesenheit von Ca** Polymere,
die in der Membran der Zielzelle Poren bilden, durch welche extrazellulare
Flussigkeit in die Zelle eindringt, wodurch die Integritat der Zelle verloren geht
und Granzyme in die Zelle gelangt. Ein zweites Modell favorisiert die
gemeinsame Aufnahme von Perforin und Granzym in die Zielzelle in Form von
endozytotischen  Vesikeln.  (Voskoboinik 2010). Zudem konnte eine
rezeptorabhangige Aufnahme von Granzymen Uber den Mannose-6-Phosphat-
Rezeptor nachgewiesen werden (Veugelers 2006, Motyka 2000). Die Granzyme
wiederum induzieren in der Zielzelle Gber Caspasen vermittelte Apoptose (Boivin
2009).

Ein weiterer Zytotoxizitatsmechanismus wird Uber Todesrezeptoren vermittelt:
Das zur TNF-Gruppe zadhlende Protein FasL (CD95L) bindet an den Fas-
Rezeptor, der auf Zielzellen exprimiert ist. Uber intrazytoplasmatische
Todesdomanen wird ebenfalls Uber Kaspasen die Apoptose eingeleitet. Die
Wirkung von ,TNF-related apotosis-inducing ligand“ (TRAIL), welcher vor allem
von unreifen NK-Zellen exprimiert wird, wird ebenfalls tUber Todesdomanen
vermittelt (Zamai 1998, Oshima 2001).

1.2.2 Zytokinproduktion

NK-Zellen sezernieren eine Vielzahl von Zytokinen wie z.B. IFN-y, TNF-a und -3,
Tranforming-Growth-Factor (TGF)-B, Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-
stimulieren-den Faktor (GM-CSF) und eine Vielzahl an Interleukinen (Fauriat
2010, Robertson 2002, Loza 2002). Hierdurch sind NK-Zellen ein wichtiges



Bindeglied zum adaptiven Immunsystem. Die Ausschittung von IFNy und TNFa
erfordert mindestens zwei Signale. IL-12 ist ein Hauptvermittler der IFNy
Ausschittung. Als zweites Signal kdnnen entweder die Interleukine IL-1, IL-2, IL-
15 oder IL-18 bzw. aktivierende Rezeptoren wie CD16 oder NKG2D fungieren.
(Caligiuri 2008, Brycesson 2005, Tomescu 2009). IFNy besitzt antivirale
Eigenschaften und steigert die Expression von MHC-Molekilen auf der
Zelloberflaiche (Schroder 2004). Bisher wurden CD56”9" NK-Zellen als
Hauptproduzenten von Zytokinen angesehen. Neuere Untersuchungen belegten
allerdings, dass insbesondere nach Stimulation mit Zielzellen IFNy und TNFa
auch durch die zahlenmaRig Uberlegenen CD56%™ NK-Zellen ausgeschiittet
werden (Fauriat 2010, Zhang 2010).

1.2.3 NK-Zell-Rezeptoren und Signalwege

Um gesunde Korperzellen von infizierten oder veranderten Zellen unterscheiden
zu konnen, besitzen NK-Zellen eine Vielzahl an inhibitorischen, aktivierenden und
coaktivierender Rezeptoren (Tab 1 und 2). Aktivierende Rezeptoren erkennen
vor allem Stress-Molekile und ,nicht-selbst“-Molekile wie z.B. viral kodierte
Proteine (Raulet 2007). Im Gegensatz zu T-Zellen, bei welchen ein dominanter
Rezeptor die Aktivierung bzw. Hemmung bestimmt, entscheidet bei NK-Zellen
vielmehr das komplexe Zusammenspiel der beteiligten inhibitorischen und
aktivierenden Rezeptoren und die Summe der nachfolgenden hemmenden und
aktivierenden Signalwege uber die weitere Reaktion der NK-Zelle (Brycesson
2006, Lanier 2008).



Inhibierende Rezeptoren

Liganden

CEACAM1 CEACAM1
IRp60 (CD300a) Unbekannt
KIR2DL1 (CD158a) HLA-C
KIR2DL2/3 (CD158b) HLA-C
KIR2DL5 Unbekannt

KIR3DL1 HLA- B und Bw4
KIR3DL2 HLA-A
KLRG1/MAFA E/N/P-Cadherin
NKG2A (CD94/CD159a) HLA-E
NKR-P1A (CD161) LLT1

LAIR1 Kollagen
LIR-1/IL-T2 (CD85j) HLA Klasse |
Siglec-7 (CD328) Sialinsaure
Siglec-9 (CD329) Sialinsaure

Tab. 1 Inhibierende NK-Zell- Rezeptoren und ihre Li
(nach Empson 2009)

ganden



Aktivierende Rezeptoren

Liganden

2B4 (CD244)

CDA48

BY55 (CD160)

HLA-C

CD2 LFA-3 (CD58)

CD7 SECTM1, Galectin-1
CD11c/18 ICAM-1, iC3b

CD16 (FgRIIIA) lgG

CD44 Hyaluronsaure
CD59 C8, C9

CRACC (CD319)

CRACC (CD319)

DNAM-1 (CD226)

PVR (CD155), CD112

KIR2DL4 (CD158d)

HLA-G

KIR2DS1-2 HLA-C (niedrig affin)
KIR2DS3-6 Unbekannt

KIR3DS1 Unbekannt

LFA-1 (aLp2, CD11a/18) ICAM-1-5

MAC-1 (aLB2, CD11b/18)

ICAM-1, iC3b, Fibrinogen

NKG2C (CD94/159c)

HLA-E

NKG2D (CD314)

ULBPs, MICA, MICB

NKp30 (CD337)

BAT-3

NKp44 virales Hamagglutinin
NKp46 (CD335) virales Hamagglutinin
NTBA NTBA

VLA-4 (04B1, CD49d/29)

VCAM-1, Fibronectin

VLA-5 (a5p1, CD49e/29)

Fibronectin

Tab. 2 Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren und ihre Lig  anden

(nach Empson 2009)
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Abb. 1 Signalwege von NK-Zell-Rezeptoren

Dasatinib inhibiert Src-Kinasen, die sowohl an der Vermittlung
aktivierender als auch inhibierender Signale beteiligt sind.

NKG2D

Einer der wichtigsten und am besten untersuchten aktivierenden Rezeptoren ist
der ,natural killer group 2D“- (NKG2D) Rezeptor, der neben NK-Zellen auch von
verschiedenen T-Zellen wie NKT-Zellen, cytotoxischen CD8"-T-Zellen und y&-T-
Zellen exprimiert wird (Bauer 1999). NKG2D-Rezeptoren, die zur Gruppe der ,C-
type lectin-like“-Rezeptoren gehoren (Li 2008), sind auf der Oberflache fast
samtlicher NK-Zellen vorhanden und kénnen durch verschiedene Zytokine wie IL-
12 und IL-15 heraufreguliert werden (Sutherland 2006, Zhang 2008). Bisher
bekannte NKG2D-Liganden sind die nicht-klassischen MHC-Molekile MIC
(,MHC-class-I chain-related“)-A, -B und -C sowie die UL-16-Bindungsproteine
(ULBP)1-5. Diese Liganden werden bei viraler Infektion oder maligner



Transformation als Stressmolekiile vermehrt exprimiert (Sutherland 2006, Eagle
2009, Chalupny 2003). Nach Ligandenbindung an NKG2D wird zun&chst Uber
das transmembrane Adaptormolekil DAP10 die Phosphorylierung des Proteins
Grb2 vermittelt, gefolgt von der Phosphorylierung von Vav. Die weiteren
Signalwege sind noch nicht endgiltig geklart. Neben dem Phosphoinositol-3-
Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg spielen auch der ,mitogen activated protein
kinase" (MAPK)/,extracellular-signal related" (Erk)-Signalweg, sowie die Signal-
kaskaden Uber die Phospholipase-C-y eine Rolle (Lanier 2008, Giurisato 2007,
Upshaw 2006, Abb.1). Die Bindung von Liganden an NKG2D alleine fuhrt noch
nicht zur Degranulation, sondern zunachst zu einer Aktivierung der NK-Zelle. Erst
zusammen mit weiteren aktivierenden bzw. costimulierenden Rezeptoren wie z.B.
dem Rezeptor 2B4 kommt es zur Degranulation bzw. Ausschittung von
Zytokinen (Bryceson 2006).

LFA-1

Das 3, —Integrin LFA-1, ein Dimer bestehend aus CD11a und CD18, fungiert auf
NK-Zellen als Adhéasions-Rezeptor, indem es ,intracellular adhesion
molecules* (ICAM) 1-5 als Liganden auf den Zielzellen erkennt. LFA-1 ist daher
fur frihe Signale in der Erkennung von Zielzellen und der Ausbildung der IS
verantwortlich (Barber 2004). Die LFA-1 vermittelte Adh&asion ist von Src-Kinasen
wie Fyn und Lck, welche direkte Dasatinib-Zielmolekile sind, abhangig (Barber
2003, Shibuya 1999, Abb.1). Auch die tber Vav und den MAPK/Erk-Signalweg
vermittelte Aktivierung zytolytischer Funktionen, insbesondere im Zusammenspiel
mit  anderen aktivierenden Rezeptoren  wie ~DNAX accessory
molecule® (DNAM)-1, ist fur LFA-1 beschrieben (Perez 2004, Shibuya 1999).

CD16

CD16 (Fcy Ill) ist ein niedrig-affiner Rezeptor fur das Fragment ¢ (Fc) von IgG,
der neben NK-Zellen, in besonders hohem MaRe von CD56%™ NK-Zellen, auch
von Monozyten exprimiert wird (Brycesson 2006). CD16 ist mit den
Adaptormolekilen CD3( bzw. FceRI-y assoziiert (Lanier 2009), welche drei
(CD3() bzw. ein (FceRI-y) ITAM (,immunoreceptor tyrosine activating motif*)



enthalten. Die Tyrosin-haltigen ITAMs werden durch Src-Kinasen phosphoryliert.
Daraufhin werden die Proteinkinasen Syk und ZAP-70 gebunden und eine
Vielzahl von Signalmolekiile, u.a. PLC-y, PI3K und Vav aktiviert (Lanier 2009,
Salcedo 1993, Abb.1). Im Gegensatz zu den meisten anderen aktivierenden
Rezeptoren kann CD16 ohne die Hilfe weiterer Rezeptoren bzw. Co-Rezeptoren
sowohl die ADCC-vermittelte Zytolyse als auch die Zytokinproduktion induzieren
(Bryceson 2006).

1.2 Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825; Bristol-MyersSquibb) ist ein oral verfligbarer Inhibitor
der Bcr/Abl-Kinase. Seit 2006 ist Dasatinib unter dem Handelsnamen Sprycel®
zur Behandlung der Imatinib-resistenten CML zugelassen, welche durch die
reziproke Translokation t(9;22), das Philadelphia(Ph)-Chromosom, charakterisiert
ist (Weisberg 2007). Das Ph-Chromosom kodiert das Fusionsprotein Bcr/Abl.
Dasatinib ist im Gegensatz zu Imatinib kein selektiver Bcr/Abl-Inhibitor, sondern
auch ein hochpotenter Inhibitor von Src-Kinasen wie c-Src, Lck, Fgr, Fyn, Hck,
Lyn, Frk, Yesl und Csk (Das 2006, Rix 2007). Andere bekannte Zielmolekile
sind z.B. die Tec-Kinasen Tec, Bmx, und Btk, sowie die DDR1-Kinase. Daneben
bindet Dasatinib auch an mehrere nicht-Kinase Proteine wie z.B. die Src-
homologe Inositolphosphatase 2 (SHIP-2) oder die Adapterproteine Grb2 und
c-Cbl (Rix 2007), welche auch im Signalweg von NK-Rezeptoren eine Rolle
spielen (Graham 2006). Anders als Imatinib vermag Dasatinib auch an die
aktivierte Konformation der Abl-Kinase zu binden. Die Verabreichung von
Dasatinib erfolgt je nach Studie 1-2mal taglich in Dosen von 70-100 mg.
Hierdurch wird bei einer Plasma-Halbwertszeit von 3-4 h eine maximale
Plasmakonzentration von 90 nM erreicht (Weisberg 2007). Bei der in aktuellen
Studien ublichen einmal taglichen Gabe des Medikaments missen somit bei der
Untersuchung von Dasatinib-Effekten auf Immunzellen Kurz— und Langzeiteffekte
betrachtet werden (Shah 2008).
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1.3 Zielsetzung

Der Multikinase-Inhibitor Dasatinib kénnte durch seine potentielle immun-
modulatorische Wirkung auf NK-Zellen neue Therapiestrategien zur Behandlung
von malignen Erkrankungen aber auch Autoimmunerkrankungen erdffnen. Ein
weitergehendes Verstandnis der Effekte von Dasatinib auf NK-Zellen birgt die
Chance den bereits klinisch bewahrten Einsatz von Dasatinib in der CML-
Therapie weiter zu optimieren. Bisher sind die Wirkungsmechanismen von
Dasatinib auf NK-Zellen noch unvollstdndig untersucht. Bei Patienten wurde eine
Expansion von NK-, bzw. NKT-Zellen in vivo wahrend der Dasatinib-Therapie
beobachtet, was mit einer besseren Prognose assoziiert war (Kim 2009, Mustjoki
2009). Des weitern konnten bereits inhibierende Effekte von Dasatinib auf die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen in vitro nachgewiesen werden (Blake 2008, Salih
2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Einflisse von Dasatinib auf
verschiedene Effektorfunktionen von NK-Zellen sowie die verantwortlichen
Mechanismen untersucht. Aufbauend auf der Arbeit von K. Seystahl (Seystahl
2010), die inhibitorische Kurzzeiteffekte von Dasatinib auf die zytotoxische
Funktion von polyklonalen in vitro expandierten NK-Zellen gegentber der
myeloischen Zellline K562-Zellen beobachtete, sollten diese Erkenntnisse auf die
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Daudi ausgedehnt werden. Daudi-Zellen zeigen im
Gegensatz zu K562-Zellen trotz ihrer defizienten MHC-I-Expression (siehe
Kapitel 2.1.6) eine relative Resistenz gegentber NK-Zell vermittelter Lyse (Seong
1988). Fiur die in vitro Experimente wurden Kklinisch relevante Dasatinib-
Konzentrationen von 10 nM und 50 nM verwendet, was bei der derzeit gangigen
Dosierung etwa der Talkonzentration und einer hohen durchschnittlichen
Konzentration entspricht (Wang 2008). Ein weiteres Ziel war die Evaluation von
zeitabhangigen Effekten auf die NK-Zell-Funktionen, insbesondere die Einflisse
einer 24 h Vorbehandlung der NK-Zellen mit Dasatinib als in vitro Modell fur die
therapeutische einmal tagliche Gabe des Medikaments. Zu diesem Zweck
wurden FACS-basierte Zytotoxizitats- und Zytokinversuche durchgefihrt. Im

Zuge dieser Arbeit sollten die verantwortlichen Mechanismen dieser Effekte
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beleuchtet werden. Mogliche Einflisse von Dasatinib auf die Expression
verschiedener NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D, LFA-1 und CD16 wurden mittels
FACS-Analyse untersucht. Um Einflisse auf die intrazellulare Signaltransduktion
zu eruieren, wurden Analysen der Phosphorylierung der fir NK-Zellen relevanten

Signalmolekule, insbesondere Lck, Erk, Akt, Vav und p38 mittels Western Blot

durchgefuhrt.

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien, Kits

Albumin Fraktion V, biotinfrei
Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

Beriglobin

BioRad D, Protein Assay Reagent A, B, C
Brefeldin A

CFSE (Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester)
Cell Proliferation Kit

Cytoperm/ Cytofix

Desoxycholsdure, Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetal Bovine Serum (FCS), Lot KO036280
Golgi Stop

L-Glutamin 200 nM

Luminol

Magermilchpulver
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
CSL Behring, Marburg
BioRad, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

R & D, Minneapolis, USA
Roth, Karlsruhe

Apotheke der
Universitatsklinik Wirzburg
Roth, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach
BD, San Jose, USA

PAN Biotech, Aidenbach
Roth, Karlsruhe

TSI, Zewen



MagicMark XP

Methanol
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumorthovanadat (NazVO,)

Nonidet 40

NuPage Sample Reducing Agent

NuPage LDS Sample Buffer

p-Kumarinsaure

Pancoll, Dichte 1,077 g/ml

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin 10.000 U/ml / Streptomycin 10 mg/ml
Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF)
Phorbolmyristatacetat (PMA)

PKH-26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit
Ponceau S

Rothiphorese Gel 30 (37, 5:1)

SeeBlue Plus2 Prestained Standard
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TGF-p1

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Ultra

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

Trypanblau

Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAN Biotech, Aidenbach
Roth, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma- Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
PeproTech, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel®) wurde von Dr. E. Greiner und Dr. J. Zezula
(NIH, Bethesda, MD, USA) gemald dem veroffentlichten Protokoll (Lombardo

2004) synthetisiert und hinsichtlich Reinheit und Identitdt analysiert. Als

Losemittel diente DMSO, welches auch in &quivalenter Menge als Kontrolle in

allen Versuchen verwendet wurde. Dasatinib wurde im Rahmen einer

Vereinbarung zur Weitergabe von Biomaterialien (,Material Transfer Agreement*)
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zwischen der Universitatsklinik Wirzburg und den National Institutes of Health

(NIH), Bethesda, MD, USA erhalten (Weichsel 2008).

2.1.2 Antikérper

Antikérper Isotyp Klon Hersteller

CD3 Peridinin- Maus IgG1ly SK7 BD Bioscience, Heidelberg

Chlorophyl-Protein

(PerCP)

CD3 Fluorescein- Maus IgG1y SK7 BD Bioscience, Heidelberg

Isothiocyanat (FITC)

CD3 FITC Maus IgG2a BW264/56 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

CD11a Phycoerythrin Maus IgG1 HI111 BioLegend, San Diego ,

(PE) USA

CD14 PE Maus IgG2a TUK4 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

CD16 Allophycocyanin | Maus IgM VEP-13 Miltenyi Biotec, Bergisch

(APC) Gladbach

CD16 PerCP Maus IgG1y 3G8 BioLegend, San Diego ,
USA

CD18 PE Maus IgG1 TS1/18 BioLegend, San Diego,
USA

CD56 APC Maus IgG1y N-CAM BD Bioscience, Heidelberg

CD56 APC Maus IgG1 AF12-7H3 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

CD107a FITC Maus IgG1y H4A3 BD Bioscience, Heidelberg

CD107b FITC Maus IgG1ly H4A4 BD Bioscience, Heidelberg

CD314 (NKG2D) PE Maus IgG1 BAT221 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

INFy PE Maus IgG1ly B27 BD Bioscience, Heidelberg

Mouse IgG1 PE Maus IgG1 MOPC-21 BioLegend, San Diego,
USA

Mouse IgG1 PE Maus IgG1 IS5-21F5 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

TNFa PE Maus IgG1ly MAb11 BD Bioscience, Heidelberg

Tab. 3 Verwendete FACS-Antikorper
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Antikorper Isotyp Hersteller
Akt Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
Beta-Actin Maus IgG Cell Signaling, Danvers, USA
Erk Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
Lck Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
P38 MAPK Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
pAkt Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
pErk Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
pLck Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
pp38 MAPK Maus IgG Cell Signaling, Danvers, USA
pTyr (pY99) Maus IgG Santa Cruz, Santa Cruz, USA
pTyr ( pY20) Maus IgG Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Vav Kaninchen 1gG Cell Signaling, Danvers, USA
pVav pY174 Kaninchen 1gG Abcam, Cambridge, UK
pVav pY160 Kaninchen 1gG Abcam, Cambridge, UK
HRP- (“horse radish Schaf IgG * GE Healthcare, Freiburg
peroxidase” Meerrettich-
peroxidase) Anti-Maus
HRP- Anti-Kaninchen Schaf IgG * GE Healthcare, Freiburg

Tab. 4 Verwendete Western-Blot-Antikorper
*: polyklonale Antikdrper, alle tbrigen aufgeflhrten Antikérper sind monoklonal

2.1.3 Puffer, Medien und Lésungen

PAN Biotech, Aidenbach
BD Science, Heidelberg

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
Lysis Buffer
RPMI 1640 (Hydrogencarbonat-Phosphatpuffer) PAN Biotech, Aidenbach

. R10 Medium: RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin,
1% Penicillin/Streptomycin

. Einfriermedium: FCS, 10% DMSO

. FACS- Puffer: PBS, 0,2% BSA
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. RIPA Lyse-Puffer: 50 mM Tris Ultra, 1% NP-40, 0,25 Natriumdesoxycholat,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 pg/ml Aprotinin/ Leupeptin/
Pepstatin, 1 mM Natriumorthovanadat, 1mM NaF, pH 7, 4

. Sammelgel fur 1 Gel: 0,83 ml Rotiphorese 30, 0,58 ml TRIS pH 6,8 1 M,
3,5 ml H,O, 50 pl 10% SDS, 50 ul 10% APS, 2, 5 ul TEMED

. Trenngel fur 1 Gel: 3,3 ml Rothiphorese 30, 3,8 ml TRIS pH 8,8 1 M,

2,9 ml H,0, 100 ul 10% SDS, 100 pl 10% APS, 5 ul TEMED
. MOPS Gellaufpuffer: H,0, 1,0 M MOPS, 1,0M Tris Ultra, 69,3 mM SDS,

20,5 mM EDTA

. Transferpuffer 10x: 500 ml H,O, 15,14 g TRIS, 72 g Glycin, 0,5 g SDS
. Transferpuffer 1x: H,O, 10% Transferpuffer 10x, 10% Methanol fir 1 Gel

20% Methanol fir 2 Gele

. TBST-Puffer (Tris-buffered Saline Tween-20): H,O, 20 mM Tris Ultra,
150 mM NacCl, pH 7,5, 0,05-0,1% Tween-20
. “Stripping Buffer”: H,O, 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% SDS,

62,5 mM Tris pH 6,8

. “Enhanced Chemoluminescence” (ECL) Losung: ECL A: B 9:1,

0,003% H,0, (30%)

. ECL A:200ml 0,1 M TRIS pH8, 6,5 mg Luminol

. ECL B: 10 ml DMSO, 11 mg para-Hydroxykumarinsaure

2.1.4 Gerate

Analysenwaage, d=0,0001 g
Analysenwaage, d=0,1 g

Blotting Modul XCell Blot Module
Brutschrank, Hera Cell 150
Durchflusszytometer, FACS Calibur
Filmentwickler
Gelelelektrophoresekammer

XCell SureLock Mini-Cell
Gefrier/Kuhlschrank (-20C/4<C)

Sartorius, Goéttingen
Kern&Sohn, Balingen
Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Electron, Langenselbold
BD Science, Heidelberg

Agfa, Dusseldorf

Invitrogen, Karlsruhe

Liebherr, Ochsenhau sen
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Heizblock, neoBlock 1
Heiz-/Ruhrplatte, MSH basic
Mehrkanalpipette, Research Pro 100yl
Mikroskop, inverses, 5x,10x,40x
Mikrozentrifuge, Sigma 1-14
Mikroplatten-Reader, Model 680
Neubauerzahlkammer

pH-Meter, pH 211

Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl
Pipetten 2-20 ul, 20-200 pl
Pipetierhilfe

Rontgengerat RT 200
Spannungsquelle , PowerEase 500
Sterilwerkbank, Hera safe
Stickstofftank (-160 - 180C)

Vortexer, Vortex Genie2

Wasserbad, WB/OB 7-45
Wippschuttler, MR-1

Zentrifuge, Heraeus Multifuge 3 S-R

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

6-, 24- ,96-well (Vertiefungen)-Platten
.Blue Caps” 15ml und 50ml Réhrchen
Einfrierréhrchen, CryoTube Vials
FACS-ROhrchen, Polysterol
Gelkdmme, 1,5 mm, 15 well
Gelkassetten 1,5 mm
Gelladungs-Pipettenspitzen
Mikrotiterrohrchen
Nitrocellulose-Tranfermembran, Protran
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 pl

neolLab, Heidelberg

IKA Werke, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Leica, Solms

Sigma, Taufkirchen

BioRad, Munchen

Hartenstein, Wirzburg

Hanna, Kehl am Rhein
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, USA
Hirschmann, Eberstadt

C.H.F. Muller, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Electron, Langenselbold
tec-lab, Konigsstein

Scientific Industries, Bohemia, USA
Memmert, Schwabach
Hartenstein, Wirzburg

Thermo Electron, Langenselbold

Falcon, BD, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Nunc, Langenselbold
Hartenstein, Wirzburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Hartenstein, Wirzburg
Hartenstein, Wirzburg

GE Healthcare, Freiburg

Hartenstein, Wirzburg
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ReaktionsgefalRe mit Deckel (Eppendorf), Hartenstein, Wirzburg
0,5ml,1,5 ml

Rontgenfilme, Super RX Fujifilm, Dusseldorf
Stabpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Corning-Costar, Corning, USA
Whatman paper GE Healthcare, Freiburg
Zellkulturflaschen Cellstar 25 cm?, Greiner bio-one, Frickenhausen
75 cm?, 175 cm?

Zellsiebe, 70um, Nylon Falcon, BD, Heidelberg

2.1.6 Zelllinen

Die fur die NK-Zell-Experimente ausgewahlten Zelllinien unterscheiden sich in
der Expression von NK-Zell-Rezeptor-Liganden (Tab.5), so dass Effekte auf

verschiedene Aktivierungswege untersucht werden konnten.

Daudi/ Daudi B2m

Daudi-Zellen sind EBV-positive Burkitt-Lymphomzellen, die auf Grund der
fehlenden (2m-Mikroglobulin-Expression keine vollstandigen MHC-Klasse-I-
Rezeptoren besitzen. Trotz der fehlenden MHC-Expression sind Daudi-Zellen
gegenuber NK-Zellen weitestgehend resistent. Lediglich gegenuber aktivierten
NK-Zellen besteht Sensitivitat (Quilett 1988). In die Daudi 2m—positiven Zellline
wurde das murine B2-Mikroglobulin transferriert, so dass diese Zellen intakte
MHC-Klasse-I-Molekule exprimieren und somit Liganden fur inhibitorische KIR—
Rezeptoren besitzen (Seong 1988). An bekannten NK-Zell-Rezeptor-Liganden
sind fir Daudi-Zellen z.B. ICAM-1 als LFA-1-Ligand und ,signaling lymphocytic
activating molecule® (SLAM)-Liganden wie CD48 beschrieben. Bekannte
NKG2D-Liganden werden auf Daudi-Zellen nicht exprimiert, allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass Daudi-Zellen bisher noch unbekannte NKG2D-Liganden
besitzen (Giurisato 2006, Pende 2001). Die Daudi-Zelllinien wurden uns
freundlicherweise von Prof. Dr. P. Fisch (Universitat Freiburg) zur Verfigung

gestellt.
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K562
K562—Zellen,

Gegensatz zu Daudi-Zellen relativ sensibel gegeniber NK—Zellen. Hierzu tragt

eine erythroleukdme CML-Zelllinie (Lozzio 1975), sind im
das Fehlen von MHC-Klasse-I-Rezeptoren sowie die Expression der NKG2D-
Liganden MICA/B und ULBP-2 bei (Li 2008). K562-Zellen exprimieren zudem das
Dasatinib Zielmolektl Bcr/Abl (Lozzio 1975, Lombardo 2004). Die verwendete
K562-Zellline wurde uns freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. U. Kammerer

(Universitat Wirzburg) zur Verfiigung gestellt.

RPMI 8866

RPMI 8866 ist eine EBV-positive humane B-Zellline, die als Feeder-Zellen zur
Expansion von NK-Zellen eingesetzt wird. Sie produzieren IL-12, wodurch
selektiv NK—Zellen stimuliert werden (Valiante 1992, Perussia 1987, Torelli 2005).
Die verwendete RPMI 8866-Zelllline wurden uns freundlicherweise von Priv.-Doz.

Dr. J. Wischhusen (Universitat Wirzburg) zur Verfliigung gestellit.

Rezeptor Ligand K562 Daudi Referenz
NKG2D ULBP2 + - Li 2008
MICA/B + - Eleme 2004
LFA-1 ICAM-1-5 ICAM-1 ICAM-2,-3 | Perez 2004
Romanski 2005
KIR-Rezeptoren| HLA | - - Seong 1988,
Wang 2007
2B4 CD48 - + Parolini 2000
Endt 2007
CD69 CD69L - + North 2009
CDi161 LLT1 - + Azzoni 1998
Rosen 2008
DNAM-1 PVR + - Fuchs 2004
Nectin-2 + - Bottino 2003
TRAIL DR4, DR5 + + Tafuku 2006
Hietakangas 2003

Tab. 5 NK-Zell-Rezeptor-Liganden von Daudi- und K56 2-Zellen
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Leukozytendeple  taten

Fur die Gewinnung peripherer Lymphozyten wurde nach schriftichem
Einverstandnis das Blut gesunder Spender verwendet (Stellungnahme der
Wirzburger Ethikkommission 198/08, Genehmigung vom 24.02.2008) Als
Ausgangsmaterial dienten Leukozytendepletate aus dem Institut far
Transfusionsmedizin der Universitatsklinik Wurzburg, welche als Nebenprodukt
bei der Aufbereitung des gespendeten Blutes anfallen. Die durch
Leukozytendepletionskammern gewonnen Leukozytenkonzentrate sind in
Zusammensetzung und Eigenschaften weitestgehend mit den so genannten
.Buffy-Coats” identisch (Dietz 2006). Der Inhalt der Depletionskammern wurde
zunachst mit PBS auf 50 ml aufgefillt und vorsichtig auf 25 ml Ficoll Gradienten-
Losung in 50 ml Falconréhrchen aufgeschichtet. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation fur 30 min bei 1600 rpm ohne Bremse, wodurch sich eine
Schichtung der Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte ausbildete: In der
obersten Schicht befanden sich Thrombozyten und Blutplasma, darauf folgte die
Lymphyoztenschicht. Erythrozyten und Granulozyten setzen sich am Boden des
Rohrchens ab (English 1974). Die Leukozytenschicht wurde abgenommen und
zweimalig mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Lyse der noch
vorhandenen Erythrozyten mit BD Lysis Buffer. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit PBS wurden die mononukleédren peripheren Blutzellen
(,peripheral blood mononuclear cells*, PBMC) in R10-Medium aufgenommen. Zur
Entfernung der CD14" Monozyten wurde eine Plastikadharenz wie beschrieben
durchgefuhrt (Kelley 1987, Felzmann 2003). Hierzu wurden die PBMC mit einer
Konzentration von 3,3x10° PBMC/ml in 6-well-Platten (je 1x10’ Zellen/Vertiefung)
dberfuhrt und 75 min bei 37C/5%CO , im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen abgenommen und die Zellkulturplatten vorsichtig mit PBS
gespult. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die so gewonnenen
Lymphozyten aus peripherem Blut (,peripheral blood lymphocytes®, PBL) in R10-

Medium aufgenommen.
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2.2.2 Expansion von naturlichen Killerzellen

Zur Gewinnung polyklonaler NK-Zellen wurde der erstmalig von Perussia und
Kollegen etablierte Expansionsansatz verwendet (Perussia 1987). Hierzu wurden
RMPI 8866-Zellen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, mit
30 Gy bestrahlt und nach zweimaligem Waschen im Verhaltnis 1:4 mit PBL in 24-
well Platten fur 8-11 Tage in R10-Medium kultiviert. An Tag 6 wurde jeweils
frisches R10-Medium zugegeben. Die Reinheiten wurden erstmalig an Tag 8
bestimmt. Versuche wurden abhangig von der erzielten NK-Zell-Reinheit an Tag
8-11 der Expansion durchgefihrt. Durch dieses Verfahren wurde eine NK-
Zellreinheit am Versuchstag von 8316% (Mittelwert + Standardabweichung)
erreicht (Abb. 2).

4 Tag1:14% NK Tag 8: 78% NK Tag 9: 88% NK
3
{ o] 8
& | e
Ty
S
o
O
CD3 b

Abb. 2 Entwicklung der NK-Zell- Reinheit wahrend de  r 11-tdgigen
Expansion mit RPMI 8866- Zellen (reprasentatives Be ispiel)
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2.2.3 Durchflusszytometrie

Allgemein

Die Durchflusszytometrie am fluorescence activated cell sorter* (FACS)
ermdglicht eine Analyse der Expression bestimmter Zellmolekile Uber
Fluorochrom-gekoppelte monoklonale Antikérper. Das hier verwendete FACS
Calibur ist mit zwei Lasern ausgestattet (488 nm Argon und 633 nm He/Ne), die
bis zu 4 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe anregen konnen. Diese emittieren
nach Anregung Licht spezifischer Wellenlange, welches von Photozellen in 4
Detektionskandlen registriert wird. Dadurch kénnen die Farbe des emittierten
Lichts und damit das Vorhandensein des mit diesem Farbstoff markierten
Molekils, sowie dessen Intensitat, welche mit der Expressionsstarke des
spezifischen Molekuls auf einer einzelner Zelle korreliert, bestimmt werden. Das
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) ermdglicht zusatzlich eine Aussage
Uber die Grol3e, das Seitenstreulicht (sidescatter, SSC) Uber die Granularitat der
Zelle. Somit ist es mdglich die Zellen nach Grol3e, Granularitat und Expression
bestimmter Moleklle einzuteilen. Monoklonale Antikorper, die fur die
durchgefiihrten FACS-Analysen verwendet wurden, waren mit FITC
(Emissionsmaximum 530 nm), PE (Emissionsmaximum 585 nm), PerCP
(Emissionsmaximum 660-680 nm), oder APC (Emissionsmaximum 767 nm)
markiert. Als fluoreszierende Zellfarbstoffe kamen CFSE (Emissions-maximum

bei 517 nm) und PKH-26 red (Emissionsmaximum bei 567 nm) zum Einsatz.

Direkte FACS-Farbung

5x10° — 2x10° Zellen wurden mit FACS-Puffer in FACS-R6hrchen bei 1200 rpm
fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Eine definierte
Antikérpermenge (vorher fiir jeden Antikérper austitriert, meist 1-20 pl/10° x
Zellen) wurde zugegeben und die Zellen 15 min im Kihlschrank bei 4T inkubiert,
erneut mit FACS-Puffer gewaschen und schlief3lich mit 50 pl 4%PFA fixiert. Die
fixierten Zellen wurden bis zur Messung im Kuhlschrank aufbewahrt.

Um unspezifische Bindungen und deren mégliche Modulation durch Dasatinib zu

beurteilen, wurden Negativkontrollen mit Isotypen-Antikorpern mitgefuhrt.
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Isotypen-Antikdrper sind gegen irrelevante Antigene gerichtete monoklonale
Antikorper, welche von der gleichen Spezies stammen und der gleichen
Immunglobulin-Subklasse angehdren wie der spezifische Antikorper. Die
Expression des spezifischen Molekils wurde auf die jeweilige Isotypen-

Kontrolle bezogen.

Messung und Auswertung
Die Messung erfolgte am FACS Calibur. Die Analyse der Daten wurde mit

CellQuest-Software von BD Bioscience vorgenommen.

2.2.4 Zytotoxizitatsversuche

Zur Untersuchung der NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat wurde eine modifizierte
Methode verwendet, welche urspringlich von Sheehy zur Ermittlung der
Zytotoxizitat von NKT-Zellen entwickelt wurde (Sheehy 2001, Marcusson-Stahl
2003, Gomez-Roman 2006). Grundlage dieser Experimente war die Messung
des intrazellularen Farbstoffes CFSE, welcher aus lysierten Zellen austritt. Um
Zielzellen von Effektorzellen zu unterscheiden, wurden die Zielzellen zusatzlich
mit dem Membranfarbstoff PKH-26 markiert. Zunachst wurden die Zielzellen am
Vortag des Versuches nach folgendem Protokoll mit beiden Farbstoffen markiert:
Die Zellen wurden in RPMI-1640-Medium gewaschen und mit RPMI-1640-
Medium auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt. Pro 1 ml
Zellsuspension wurden 5 pl PKH-26 (K562-Zellen) bzw. 5,5 ul PKH-26 (Daudi-
Zellen) zugegeben, gut durchmischt und 5 min im 37°C Wasserbad inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit R10-Medium wurde die Zellkonzentration mit
PBS auf 1x10° Zellen/ml fiir die anschlieBende CFSE-Farbung eingestellt. Die
folgenden Schritte wurden in lichtdichten Falconrohrchen und bei moglichst
geringer Beleuchtung durchgefuhrt, da CFSE sehr lichtempfindlich ist. Pro
1x10° Zellen wurden 150 pl einer 10 uM CFSE-Lésung zugegeben und genau
7 min bei 37C im Wasserbad inkubiert. Die Farbung wurde durch Zugabe von
1 ml FCS blockiert. Nach drei Waschschritten wurden die Zellen in R10-Medium

aufgenommen und Uber Nacht im Brutschrank ruhen gelassen. Am Versuchstag
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wurde die Zellzahl und Vitalitat der Zielzellen bestimmt und mit R10-Medium eine
Konzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt. Die expandierten Zellen wurden
geerntet, die Reinheit der NK-Zellen bestimmt und die Zellen auf eine Zellzahl
von 2x10° NK-Zellen/ml eingestellt. Effektor- und Zielzellen wurden in den
Verhdltnissen 40:1, 10:1, 2,5:1 und 0,6:1 in 96-well-Zellkulturplatten pipettiert und
das Gesamtvolumen der Ansatze auf jeweils 200 ul eingestellt. Zielzellen ohne
Effektorzellen dienten als Negativkontrolle. Dasatinib bzw. DMSO wurde ja nach
Versuchsanordung zu verschiedenen Zeitpunkten zugegeben. Bei der 24 h
Vorbehandlungen der Zellen erfolgten vor Verwendung im Versuch zwei
Waschschritte mit PBS. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgeftihrt, aus
denen spater ein arithmetisches Mittel errechnet wurde. Die Anséatze wurden bei
37°C/5 % CO ,fur 4 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die 96-well-
Platte nach Zugabe von PBS bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert und der Uberstand
abgeschuttet. Die Zellen wurden in 50 pl 1% PFA resuspendiert und zur
Messung in Mikrotiterréhrchen Gbertragen. Die Messung der Zellen erfolgte

unmittelbar anschlieRend.

Auswertung: Da Ziel der Auswertung die Erfassung aller lysierten Zellen war,
wurde abweichend vom urspringlich publizierten Vorgehen (Sheehy 2001) auf
eine Eingrenzung auf lebende Zellen verzichtet, da nur so auch bereits tote
Zellen miteinbezogen wurden. Zunachst wurden die PKH-26 positiven Zellen
(=Zielzellen) abgegrenzt. Innerhalb dieser Zellpopulation wurde die CFSE-
Verteilung betrachtet. Um den Prozentsatz der durch NK-Zellen lysierten
Zielzellen bestimmen zu kdnnen, musste berlcksichtigt werden, dass ein
gewisser Anteil der Zellen auch spontan lysiert und damit ebenfalls den CFSE-
Farbstoff verliert. Die Spontanlyse wurde durch Analyse der CFSE-Histogramme
der Negativkontrolle (nur Zielzellen) festgelegt (<14% fir alle Experimente). Die
so festgelegte Schwelle fur die NK-vermittelte Lyse wurde auf alle CFSE-
Histogrammen Ubertragen. Die spezifische Lyse wurde nun nach folgender

Formel bestimmt werden (Karre 2002, Marcusson-Stahl 2003):
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CFSE-Verlust (x) [%] — mittlerer spontaner CFSE-Verlust [%]

Spezifische Lyse [%] =
100 % — mittlerer spontaner CFSE-Verlust [%]

Die Berechung der spezifischen Lyse erfolgte nach Ubertragung der Rohdaten

aus CellQuest in Microsoft Excel und Anwendung dieser Formel.
2.2.5 Zytokin- und Degranulationsversuche

Die Zytokinproduktion und Degranulation der NK-Zellen wurden unter
Verwendung einer publizierten FACS-basierten Methode untersucht (Alter 2004).
Die Zytokine TNFa und IFNy wurden mittels intrazellularer Farbung erfasst. Als
Degranulationsmarker dienten CD107a/b, welche nach der Degranulation auf der
Zelloberflache exprimiert werden. 1,5x10° NK-Zellen wurden zunachst mit
CD107a/b FITC gefarbt. Die Stimulation erfolgte mit 2x10* Zielzellen (K562- oder
Daudi-Zellen) im Verhéltnis NK-Zellen zu Zielzellen 7,5:1. Als Positivkontrolle
erfolgte die Stimulation mit 1 nM PMA und 0,1 pg/ml Ca®*-lonophor. Zur
Blockierung des Proteintransports vom Golgi-Apparat in das endoplasmatische
Retikulum wurden pro Ansatz 0,25 ul des Antibiotikums Brefeldin A und 0,2 pl
Golgi Stop zugegeben, so dass eine intrazellulare Anreicherung und bessere
Detektierbarkeit der Zytokine ermdglicht wurde (Mendes 2000). Die Ansatze
wurden fur 6 h bei 37C im Brutschrank inkubiert und anschlie@end mit CD3
PerCP und CD16/CD56 APC gefarbt. Bei diesem Vorgehen waren bei
Verwendung eines 4-Farben FACS-Gerates bereits 3 von 4 Kanélen besetzt, so
dass fur die Zytokin-Farbung IFNy-PE- und TNFa-PE-Antikorper simultan
eingesetzt wurden. Fur die intrazellulare Zytokin-Farbung wurden die Zellen
zunachst unter Zuhilfenahme des Cytofix/Cytoperm-Kits nach Herstellerangaben
permeabilisiert. Daraufhin erfolgte die intrazellulare Farbung mit IFNy PE und
TNFa PE fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Je nach
Versuchsanordung wurde Dasatinib oder DMSO in aquimolarer Mengen zu

verschiedenen Zeitpunkten den Ansatzen zugegeben. Zur Auswertung wurde mit
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der Software CellQuest der Prozentanteil der CD107a/b- bzw. der TNFa /IFNy-

positiven NK-Zellen ermittelt.

2.2.6 Rezeptorexpressionsversuche

Die Expression von NK-Rezeptoren wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. Um
unspezifische Effekte auszuschliel3en, wurde zu jeder Kondition jeweils auch
eine Isotypenkontrolle mitgefihrt. Bei Verwendung des NKG2D-Antikorpers
wurden zusatzlich vor der FACS-Farbung die FcR-Bindungsstellen durch
Inkubation mit 5 pg/ml Beriglobin abgesattigt. Um die NK-Zellpopulation
eingrenzen zu kénnen, wurden die Zellen mit CD3-, CD16- und CD56- Antikorper
gefarbt. Die Rezeptorexpression wurde fiir die CD3", CD16" und/oder CD56"-
Population ermittelt. Bei Versuchen zur Rezeptorexpression nach Stimulation mit
K562- oder Daudi-Zellen wurden Zielzellen zusammen mit NK-Zellen im
Verhéltnis 1:7,5 (analog zu Zytokinversuchen) inkubiert. Zur Auswertung wurden
die spezifischen Fluoreszenzintensitats- (SFI) Werte bestimmt, indem die
Fluoreszenzintensitat der mit spezifischen Antikdrper gefarbten Zellen durch die
Fluoreszenzintensitat der mit unspezifischen Antikbrper markierten Zellen

dividiert wurde (Krockenberger 2008).

2.2.7 Western Blot, SDS-Page

Um die Mechanismen der durch Dasatinib modulierten Zytotoxizitatsreaktion und
Zytokinausschuttung aufzuklaren wurden Western Blots eingesetzt. Hierfir
verwendete Proteinextrakte wurden nur von NK-Zellkulturen mit einer Reinheit
von mindestens 85% gewonnen, um mogliche Beimengungen durch andere
Zellen, insbesondere T-Zellen, zu minimieren. Alle Schritte wurden, soweit nicht
anders aufgefuhrt, auf Eis durchgefihrt um das Phosphorylierungsmuster nicht
zu beeinflussen und um Proteindegradation vorzubeugen. Pro Ansatz wurden
5x10° Zellen verwendet. Die Zellen wurden je nach Versuchsanordnung fiir
festgelegte Zeiten mit Dasatinib oder DMSO bei 37C im Wasserbad inkubiert.
Bei Versuchen mit Stimulation durch Zielzellen wurden K562- oder Daudi-Zellen
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fur 30 min mit 4% PFA fixiert, dreimalig mit PBS gewaschen, in R10-Medium
aufgenommen und ebenfalls auf Eis gestellt. Die fixierten Zellen sind in der Lage
die NK-Zellen zu stimulieren, allerdings werden sie durch RIPA-Puffer nicht mehr
lysiert, so dass die Proteine der fixierten Zellen das Zelllysat nicht verunreinigen
konnen (Jiang 2002). In eigenen Versuchen konnte bestatigt werden, dass nach
Behandlung der fixierten Zellen mit RIPA-Puffer nur minimale Proteinspuren im
Bereich der unteren Nachweisgrenze des BioRad D.—Proteindetektorsysytems
nachzuweisen waren. Die Stimulation erfolgte wie beschrieben im Verhaltnis 1:1
fur NK-Zellen und Zielzellen (Jiang 2002). Vor Beginn der eigentlichen
Stimulation im 37<C Wasserbad wurden die Zellen, na chdem sie gut durchmischt
wurden, zunachst fir 5 min auf Eis gestellt um eine Synchronisation aller Zellen
sicherzustellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen zum
Abstoppen der Reaktion sofort wieder auf Eis Uberfuhrt und eiskaltes PBS
zugegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 13.500 rpm fiur 2 min wurde
der Uberstand komplett abgenommen und die Zellen mit 125 pl frisch
hergestelltem RIPA-Puffer unter mehrmaligem Auf- und Abpipettieren innerhalb
1 h lysiert. Durch die anschlielBende Zentrifugation bei 2.500 rpm fur 5 min
erfolgte die Sedimentation der Nuklei. Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde
das BioRad D.-Proteindetektorsystem nach Herstellerangaben verwendet. Die
Proteinkonzentrate wurden bis zur Verwendung bei -20C aufbewahrt. Fir die
SDS-Page wurden jeweils 10-20 pg Protein pro Probe verwendet. Fiur die
Herstellung der Proben wurde 4xSDS Sample Buffer (Invitrogen) und 10x
Reducing Agent (Invitrogen) verwendet. Die Proben wurden 10 min bei 70C
erhitzt und anschlieend wieder auf Raumtemperatur abgekihlt. Fir die
Elektrophorese wurden selbstgegossene 10%ige Bis-Tris Gele verwendet. Der
Gellauf wurde fir 35 min bei 200 V und 120 mA durchgefuhrt. Anschlie3end
wurden die Proteine bei 25 V und 200 mA innerhalb von 75 min auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Zur Tansferkontrolle wurde die Membran kurz
in Ponceau S—-L6sung geschwenkt, durch welche alle Proteine unspezifisch und
reversibel rot gefarbt werden. Nach Entfarben mit PBS wurde die Membran mit
Blockierungslésung, einem TBST-Puffer mit je nach verwendetem Antikdrper

unterschiedlichen Milch- bzw. BSA-Anteilen, fir 1 h inkubiert, um unspezifische
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Bindungen der Antikdrper zu vermeiden. Die Inkubation mit in
Blockierungslésung verdinntem Primarantikorper erfolgte Giber Nacht bei 4T im
Kihlschrank auf der Schittelplatte. Nach Waschen der Membran mit TBST
wurde diese mit einem HRP-konjugierten sekundaren Antikdrper fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert, erneut mit TBST gewaschen, kurz mit destilliertem
Wasser abgespult und fur 1 min mit ECL-L6sung tberschichtet und Réntgenfilme
fur 30 sec bis 2 h belichtet. Um die Membranen fur eine Detektion mit einem
weiteren Antikdrper verwenden zu konnen, wurden diese zur Ablésung der
vorherigen Antikérper fur 30 min bei 50T in Stripping Buffer gelegt und
anschlieBend grof3ziigig mit TBST gewaschen. Die Membranen wurden trocken
in Alufolie eingeschlagen bei -20C gelagert. Mit Hilfe des gemeinfreien
Bildanalyseprogramms ImageJ (Version 1.44p) wurden die Intensitaten der
Banden der eingescannten Blots bestimmt. Um die Banden phosphorylierter
Proteine zu vergleichen, wurde die relative Intensitat als Quotient aus der
Intensitat der Bande des phosphospezifischen Blots und —unspezifischen Blots

bestimmt.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism
(Version 5.0, GraphPad Software), welches auch zur Erstellung der zugehdorigen
Graphen angewendet wurde. Soweit nicht anders angegeben erfolgte die
Darstellung des arithmetischen Mittels aus n (Anzahl) Experimenten und des
Standardfehlers des Mittelwertes (SfM). Der zweiseitige, gepaarte t-Test nach
Student, welcher paarweise die Unterschiede in Mittelwerten vergleicht, wurde fur
Versuche mit einer veranderlichen Variable (z.B. Konzentrationen) angewandt.

Fur Experimente, welche zwei veranderliche Variablen beinhalteten wie z.B. das
Zielzell:NK-Zell-Verhaltnis und die Wirkstoffkonzentration wurde eine zweiseitige
Analyse der Varianz, der ,two-way ANOVA®“ (analysis of variance) Test
durchgefuihrt. Hiermit kann neben der Signifikanz der einzelnen Faktoren auch
die gegenseitige Interaktion getestet werden. Das statistische Signifikanzniveau

wurde fir alle Tests auf p<0,05 festgelegt, so dass die Wahrscheinlichkeit
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falschlicherweise ein zufalliges Ergebnis als signifikant zu bewerten geringer als
5% sein sollte. Das Signifikanzniveau p<0,05 ist in allen Graphen mit *, p<0,01
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% mit ** und das hoch signifikante
Niveau p<0,001 mit einer 0,1%igen Wahrscheinlichkeit fir ein falschlicherweise

signifikant gewertetes Ergebnis mit *** gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Effekte von Dasatinib auf die Zytotoxizitat

In der Arbeit von Katharina Seystahl wurde bereits gezeigt, dass die Zytotoxizitat
von NK-Zellen gegentber K562-Zellen in Gegenwart von Dasatinib dosis-
abhangig inhibiert wird (Seystahl 2010). Da K562-Zellen insbesondere Uber
NKG2D-Rezeptoren von NK-Zellen erkannt und lysiert werden, sollte im
Vergleich dazu die gegentber NK-Zellen resistentere B-Zell-Lymphomzelllinie
Daudi untersucht werden, welche keine bekannten NKG2D-Liganden exprimiert
und ein defektes MHC-Klasse-I-Molekll aufweist. Zum Vergleich der NK-

Rezeptor-Liganden—Expression auf K562- und Daudi-Zellen siehe Tab. 2.

3.1.1 Inhibition der Zytotoxizitdt gegentber Daudi  -Zellen in Anwesenheit

von Dasatinib

Zur Quantifizierung der Zytotoxizitat wurde ein FACS-basierter Ansatz verwendet
(siehe 2.2.4). NK-Zellen mit einer Reinheit von 86+6% (Mittelwert+ Standard-
abweichung) wurden an Tag 8-11 in unterschiedlichen Effektor:Zielzellen-
(,effector:target”, E:T) Verhdltnissen (40:1, 10:1, 2,5:1 und 0,6:1) mit den CFSE
und PKH-26 gefarbten Zielzellen fur 4 h inkubiert. Zur Beurteilung kurzfristiger
Effekte wurde Dasatinib bzw. als Losungsmittelkontrolle DMSO in
unterschiedlichen Konzentrationen unmittelbar vor Zugabe der Zielzellen zu den
NK-Zellen pipettiert. Flr eine Dasatinib-Konzentration von 50 nM ergab sich fur
Daudi-Zellen bei einem Verhaltnis von 40:1 und 10:1 analog zu den
vorhergehenden Ergebnissen mit K562-Zellen eine signifikanten Reduktion der
NK-Zell-vermittelten Lyse (n=3, p<0,001 fur E:T=40:1, p<0,05 fur E:T=10:1). Bei
einem E:T-Verhaltnis von 40:1 reduzierte sich die spezifische Zytolyse in
Gegenwart von Dasatinib 50 nM um 74% von 25,3+5,5% auf 6,4+3,1%, bei 20
nM Dasatinib um 66% auf 8,7+3,3% und selbst bei der niedrigsten Konzentration
10 nM noch um 52% auf 12,1+2,5%. Eine ahnlich starke Inhibition wurde auch fir
das Verhaltnis 10:1 mit einer Reduktion der Zytolyse um 77% von 10,3%1,1% auf
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2,4%1,4% fur 50 nM, um 70% auf 3,1+1,0% fir 20 nM bzw. um 64% auf 3,7+0,9%
fur 10 nM beobachtet. Fur die Verhaltnisse 2,5:1 und 0,6:1 zeigte sich eine
komplette Inhibition der Zytotoxizitat. Die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Dasatinib-Konzentrationen erwiesen sich als statistisch nicht

signifikant. Ein Losungsmitteleffekt durch DMSO konnte ausgeschlossen werden.
(Abb. 3).
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40:1 10:1 251 0.6:1
NK : 32m" Daudi

Abb. 3 Zytotoxizitat gegenuber Daudi-Zellen in Gegenwart v on Dasatinib
Die Zytotoxizitat gegeniber Daudi-Zellen ist bei verschiedenen NK-Zellen:
Daudi-Zellen-Verhéaltnissen in Gegenwart von verschiedenen Dasatinib-
Konzentrationen (10, 20 und 50 nM) bzw. DMSO dargestellt
(Mittelwert£SfM) (***: p < 0,001; **: p <0,01; *: p< 0,05).
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3.1.2 Steigerung der Zytotoxizitdt gegenuber B2m’/-Daudi-Zellen durch
Vorbehandlung mit Dasatinib

Im nachsten Schritt wurden Effekte auf die zytotoxische Funktion der NK-Zellen
nach einer Vorbehandlung mit Dasatinib untersucht. Als Vorbehandlungszeit
wurden 24 h gewahlt, da Dasatinib in der aktuellen klinischen Anwendung einmal
taglich verabreicht wird (Shah 2008). In eigenen Vorversuchen zeigte sich bereits,
dass sich die Effekte bei einer Vorbehandlung mit 10 nM nicht signifikant von
einer Vorbehandlung mit 50 nM unterscheiden, so dass die folgenden
Zytotoxizitatsversuche nur mit 50 nM Dasatinib durchgefuhrt wurden. Die
expandierten NK-Zellen wurden zwischen Tag 8 und 10 der Expansion fur 24 h
mit 50 nM Dasatinib bzw. der &aquivalenten Menge DMSO inkubiert. Nach
2maligem Auswaschen mit PBS erfolgte sofort der Ansatz fur einen 4 h
Zytotoxizitatsversuch. Wurden K562-Zellen als Zielzellen verwendet wurde kein

Einfluss von Dasatinib auf die Zytotoxizitat beobachtet (n=3, Abb. 4).

40-
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spezifische Lyse [%]
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Abb. 4 Zytotoxizitdt gegentber K562 nach Vorbehandl  ung der NK—Zellen
Dargestellt ist die spezifische Lyse von K562-Zellen (n=3; Mittelwert *
SfM), nachdem die NK-Zellen 24 h mit Dasatinib (schwarzes Quadrat) bzw.
mit DMSO (weil3es Dreieck) behandelt wurden oder unbehandelt

geblieben sind (weilRer Kreis).
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Im Gegensatz dazu zeigte sich aber gegentber Daudi-Zellen eine deutliche
Zunahme der Zytotoxizitat (n=11, p<0,01 fur E:T=10:1, p<0,05 fur E:T= 2,5:1
Abb. 5A) Die Lyserate wurde durch die Dasatinib-Vorbehandlung fur das
Effektor-Zielzell-Verhaltnis 40:1 um 33% von 24,8+3,4% auf 32,8+4,2%
gesteigert. Fur das Verhaltnis 10:1 zeigte sich sogar ein Zunahme der
Zytotoxizitdt um 88% von 12,9+1,8% auf 24,3+3,8%. Unabhangig von den
individuell sehr unterschiedlichen Ausgangsniveaus der Lyserate (13,0-48,3%)
wurde eine ahnlich hohe absolute Steigerung der Zytotoxizitat bei allen Spendern
beobachtet. Daudi-Zellen sind auf Grund eines defekten 32m-Molekils nicht in
der Lage komplette MHC-Molekille auf ihrer Oberflache zu exprimieren. Daher
wurden die Zytotoxizitdtsversuche mit [(2m-transfizierten und somit MHC--
positiven Daudi-Zellen wiederholt um die Effekte einer wiederhergestellten MHC-
Expression zu untersuchen. Auch gegeniber diesen 2m—positiven Daudi-Zellen
bestatigte sich die erhthte Zytotoxizitat nach Vorbehandlung der NK-Zellen mit
Dasatinib (n=3, p<0,001 fur E:T=40:1, p<0,01 fur E:T=10:1, Abb. 5B). Die
Zytotoxizitat lag mit einem Ausgangswert von 14,4+1,3% deutlich niedriger als
bei den B2m-negativen Daudi-Zellen. Die relative Steigerung der spezifischen
Lyse um 36% bei einem Verhéltnis von 40:1 bzw. die annédhernde Verdopplung
der Zytolyse bei 10:1 stimmt mit den Ergebnissen flr f2m-negative Daudi-Zellen

gut Uberein.
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Abb. 5 Zytotoxizitat gegentber Daudi  2mz -Zellen nach Dasatinib-
Behandlung der NK-Zellen

Dargestellt ist die spezifische Lyse (Mittelwert+SfM) 2m-negativer Daudi-

Zellen (A) (n=11) und MHC-positiven 32m-positiven Daudi-Zellen (B) (n=3)
nach 24 h Vorbehandlung der NK-Zellen mit 50 nM Dasatinib (schwarzes
Quadrat), DMSO (weil3es Dreieck) bzw. ohne Behandlung (weil3er Kreis).
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3.1.3 Reversibilitat der Zytotoxizitatssteigerung n ach erneuter Dasatinib-

Exposition

Um die Reversibilitat des verstarkenden Effekts zu prifen, wurde nach der
Vorbehandlung der NK-Zellen Dasatinib wieder wahrend des Versuches zum
Ansatz zugegeben. Expandierte polyklonale NK-Zellen wurden fir 24 h mit
50 nM Dasatinib oder als Kontrolle mit der aqguimolaren Menge DMSO inkubiert.
Nach dem Auswaschen wurde ummittelbar vor Zugabe der Zielzellen nochmals
die gleiche Menge Dasatinib bzw. DMSO wie fir die Vorbehandlung zu den NK-
Zellen pipettiert. Diese Behandlung fuihrte sowohl gegeniber 2m-positiven als
auch 2m-negativen Daudi-Zellen wiederum zu einer signifikanten Inhibition der
Zytotoxizitat (n=3 fur beide Zelllinien). Nach der erneuten Zugabe von Dasatinib
zeigte sich eine anndhernd identische Zytotoxizitatsrate beider Zielzellen. Diese
stimmte mit den Ergebnissen der Versuche, bei welchen Dasatinib lediglich im
Zytotoxizitdtsansatz gegenwartig war, Gberein. So reduzierte sich die spezifische
Lyse von [32m-negativen Daudi-Zellen nach der erneuten Zugabe von 50 nM
Dasatinib um 83% von 34,045,3% auf 5,7+1,2% bei einem E:T-Verhdltnis von
40:1 (p<0,001) auf ahnlich niedrige Werte wie in den Versuchen, in denen
Dasatinib lediglich im Zytotoxizitatsansatz vorhanden war (6,4+3,1%). Fiur das
Verhéltnis 10:1 zeigte sich ebenfalls eine deutliche Inhibition der Zytolyse um
90% von 16,3+4,2% auf 1,1+0,4% (p<0,001 fir 10 nM, Zytolyserate ohne
Vorbehandlung: 2,4£1,4%). Ebenfalls analog zu den Versuchen mit Dasatinib
lediglich im Zytotoxizitatsversuch zeigte sich eine komplette Inhibition der
Zytotoxizitdt bei den Verhaltnissen 2,5:1 und 0,6:1 (Abb. 6A). Auch die
Zytotoxizitat gegeniber 2m-positiven Daudi-Zellen wurde deutlich inhibiert. Bei
50 nM Dasatinib reduzierte sich die Zytolyse um 77% von 30+5,0% auf 6,7+1,0%
bei einem E:T-Verhaltnis von 40:1 (p<0,001) bzw. um 79% von 14,3+£3,6% auf
3,0+0,3% fur das Verhaltnis 10:1 (p<0,01). Fur 2,5:1 und 0,6:1 wurde wiederum
eine fast vollstandige Inhibition beobachtet (Abb. 6B ).
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Abb.6 Zytotoxizitdt gegenuber Daudi B2mz+-Zellen nach Dasatinib-

Behandlung der NK-Zellen und erneuter Gegenwart von Dasatinib im
Versuch

NK-Zellen wurden 24 h mit Dasatinib (schwarzes Quadrat) inkubiert. Nach
Herauswaschen des Wirkstoffes wurde dieser wieder im Versuch
zugesetzt. Dargestellt ist die Zytolyse von 32m-negativen Daudi-Zellen (A)
und B2m-positiven Daudi-Zellen (B). Als Kontrolle dienten unbehandelte

(weil3er Kreis) bzw. mit DMSO behandelte (weil3es Dreieck) NK-Zellen.
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3.1.4 Effekte der Dasatinib-Vorbehandlung der Daudi -Zellen auf die NK-
vermittelte Zytotoxizitat

Neben dem Einfluss von Dasatinib auf die Funktion der Effektorzellen sind bei
der Zytotoxizitdt von NK-Zellen auch potentielle Effekte auf die Zielzellen von
Bedeutung. Es wurde bereits gezeigt, dass Dasatinib die Oberflachenexpression
der NKG2D-Liganden MICA/B auf Tumorzellen herabsetzen kann (Salih 2010).
Dies konnten wir bestatigen (Daten nicht gezeigt). In der Vorarbeit von K.
Seystahl wurde eine signifikante Inhibition der Zytotoxizitdt gegenuber mit
Dasatinib vorbehandelten K562-Zellen beobachtet. Hier wurden nun [(2m-
negative Daudi-Zellen, nachdem sie mit den Farbstoffen PKH-26 bzw. CFSE
markiert wurden und Uber Nacht im Brutschrank ruhten, mit Dasatinib bzw.
DMSO fur 24 h vorbehandelt. Das Auswaschen des Wirkstoffs erfolgte durch
zweimaliges Waschen mit PBS unmittelbar vor dem Zytotoxizitdtsansatz.
Gegeniber unbehandelten Daudi-Zellen wurde bei Vorbehandlung mit 50 nM
Dasatinib eine geringfigige aber fir das E:T-Verhéltnis 40:1 statistisch
signifikante Inhibition mit einer Reduktion der spezifischen Lyse um 17% von
19,840,9 auf 16,5+0,7% beobachtet (n=3, Abb. 7). Im Vergleich zu den
beobachteten Effekten bei K562-Zellen, welche im Gegensatz zu Daudi-Zellen
das direkte Dasatinib-Zielmolektl Bcr/Abl exprimieren (Lozzio 1975, Lombardo
2004), ist die nachgewiesene Hemmung der Lyse von mit Dasatinib behandelten

Daudi-Zellen aber wesentlich schwéacher.
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Abb. 7 Spezifische Lyse gegeniber 24 h vorbehandel ter Daudi-Zellen
Dargestellt ist die spezifische Lyse (MittelwertxtSfM) von Daudi-Zellen die
24 h mit Dasatinib 50 nM (schwarzes Symbol) oder DMSO (weil3es
Dreieck) vorbehandelt wurden oder nicht behandelt wurden (weil3er Kreis).
Dasatinib und DMSO wurden mit PBS ausgewaschen und waren im

Zytotoxizitatsversuch nicht anwesend.
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3.2 Steigerung der Degranulation und Zytokinprodukt ion der NK-Zellen
durch Dasatinib-Vorbehandlung

Als essentieller Bestandteil der Granzym/Perforin-vermittelten Zytotoxizitat
wurde die Degranulation der NK-Zellen durch Bestimmung der Oberflachen-
marker CD107a und CD107b ermittelt. Wenn die Granula, welche Perforin und
Granzym enthalten, mit der Zellmembran wahrend der Exozytose verschmolzen
sind, ist CD107a/b auf der NK-Zelloberflache nachweisbar (Yu 2008). Mit diesem
Ansatz werden neben der Perforin/Granzym-vermittelten Zytotoxizitat auch die
ineffektive Degranulation und Vorstufen der Zytotoxizitat erfasst. Parallel kann
mittels intrazellularer Farbung die Produktion von TNFa und IFNy detektiert
werden. K. Seystahl wies bereits nach, dass in Anwesenheit von Dasatinib die
Degranulation und Zytokinproduktion inhibiert wurde (Seystahl 2010). In
Analogie zu den vorausgegangenen Zytotoxizitdtsversuchen wurden die NK-
Zellen fur 24 h vorbehandelt und nach Auswaschen des Wirkstoffs im Verhaltnis
7,5:1 mit K562- bzw. Daudi-Zellen stimuliert. Bei der Stimulation durch K562-
Zellen wurde nach der Dasatinib-Vorbehandlung der NK-Zellen eine Steigerung
sowohl der Degranulation (n=8, p<0,05 fur 50 nM Dasatinib gegentber DMSO,
p<0,01 fir 10 nM Dasatinib gegeniber DMSO) als auch der TNFa/IFNy-
Produktion erreicht (n=8, p<0,01 fir 50 nM Dasatinib gegentiber DMSO, p<0,05
fur 10 nM Dasatinib gegeniber DMSO) (Abb. 8A). Wurde Dasatinib im
Versuchsansatz wieder zugegeben, wurde dieser Effekt wieder aufgehoben und
es resultierte eine Inhibition der Degranulation und Zytokinproduktion (CD107a/b:
n=3, p<0,01 fur 50 nM Dasatinib gegentiber DMSO) (Abb. 8B ). Nach Stimulation
mit Daudi-Zellen wurde durch die 24 h Vorbehandlung ein Trend zur Steigerung
der CD107a/b—Expression und Zytokinproduktion beobachtet, insbesondere bei
der Vorbehandlung mit 50 nM Dasatinib (n=3) (Abb. 9A). Bei erneuter Zugabe
von Dasatinib zum Versuchsansatz zeigte sich nur eine geringe Abnahme
sowohl der CD107a/b-Expression als auch der Zytokinproduktion, aber im
Gegensatz zur Stimulation mit K562-Zellen keine Inhibition unter das
Ausgangsniveau (Abb. 9B). Fir 2m-positive Daudi-Zellen wurden die gleichen

Veranderungen beobachtete (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8 TNF a/ IFNy -Produktion und Degranulation nach Stimulation der
NK-Zellen mit K562-Zellen

Nach 24 h Vorbehandlung der NK-Zellen mit 10 nM oder 50 nM Dasatinib
(A) bzw. nach 24 h Vorbehandlung und erneuter Zugabe von Dasatinib

wéahrend des Versuches (B) wurden die NK-Zellen mit K562-Zellen fir 6 h
stimuliert. Dargestellt ist der Anteil der C107a/b-positiven (Diagramme
rechts), bzw. der nach simultaner intrazytoplasmatischer FACS-Féarbung
TNFa/IFNy—positiven (Diagramme links) NK-Zellen nach Vorbehandlung
mit 50 nM (schwarzer Balken) und 10 nM Dasatinib (dunkelgraue Balken).
Als Kontrolle dienten unbehandelte (weil3e Balken) bzw. mit DMSO

behandelte NK-Zellen (hellgraue Balken), jeweils n=3.
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Abb. 9 TNFa/ IFNy -Produktion und Degranulation nach Stimulation der
NK- Zellen mit Daudi-Zellen

Nach 24 h Vorbehandlung der NK-Zellen mit 10 nM oder 50 nM Dasatinib
(A) bzw. nach 24 h Vorbehandlung und erneuter Zugabe von Dasatinib
wahrend des Versuches (B) wurden die NK-Zellen mit 2m-negativen
Daudi-Zellen fur 6 h stimuliert. Dargestellt ist der Anteil CD107a/b-positiver
(Diagramme rechts) bzw. der nach simultaner intrazytoplasmatischer
FACS-Farbung TNFa/IFNy- positiven NK-Zellen (Diagramme links) nach
Vorbehandlung mit 50 nM (schwarzer Balken) bzw. 10 nM Dasatinib
(dunkelgrauer Balken). Als Kontrolle dienten unbehandelte (weil3e Balken)
bzw. mit DMSO behandelte NK-Zellen (hellgraue Balken), jeweils n=3.
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3.3 Effekte von Dasatinib auf die Regulation von NK  -Zell-Rezeptoren

Da verstarkende Effekte insbesondere bei der 24 h Vorbehandlung beobachtet
wurden, kommt eine Modulation der Rezeptorexpression, welche innerhalb
weniger Minuten bis mehrerer Stunden stattfindet, als moéglicher Mechanismus in
Betracht.

3.3.1 Expression von NKG2D und LFA-1 nach Dasatini b-Behandlung

unverandert

Der LFA-1-Rezeptor, welcher sich als Heterodimer aus den CD1la und CD18
Untereinheiten zusammensetzt, ist an der priméaren Adharenz der NK-Zellen an
den Zielzellen sowie an der Ausbildung der immunologischen Synapse beteiligt
(Barber 2004). NKG2D ist einer der am besten untersuchten aktivierenden
Rezeptoren, dessen Liganden von K562- aber nicht von Daudi-Zellen exprimiert
werden (Lanier 2008, Giurisato 2007, Upshaw 2006, Bryceson 2006). Um eine
mogliche Modulation dieser Rezeptoren durch Dasatinib zu testen, wurden
polyklonale expandierte NK-Zellen fur 0-72 h mit 10 nM und 50 nM Dasatinib bzw.
mit DMSO behandelt und zu den Zeitpunkten 0 h, 6 h, 24 h, 48 h und 72 h die
Expression der Oberflachenmolekiille CD11a, CD18 und NKG2D mittels FACS-
Analyse ermittelt. Zunachst wurden CD3" lebende Lymphozyten und im nachsten
Schritt CD16" und/oder CD56" Zellen eingegrenzt. Die NKG2D- bzw. LFA-1-
Expression dieser NK-Zell-Population wurde ermittelt. Zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte wurde eine signifikante durch Dasatinib verursachte
Modulation der Expression beobachtet (n=3 unabhangige Versuche). Auch bei
24 h Vorbehandlung und anschliel3ender Stimulation mit K562- oder Daudi-Zellen
im Verhaltnis 7,5:1 (analog zu den Zytokinversuchen) wurde weder zum
Zeitpunkt 5 min noch nach 6 h ein Dasatinib-Einfluss auf die CD11a/CD18
Regulation beobachtet (n=3 unabhangige Versuche). Bei analogen
Stimulationsversuchen zu NKG2D, wobei Staurosporin und TGFB als

Positivkontrollen dienten (Kruckenberg 2009, Kopp 2009), wurde kein
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reproduzierbarer in vitro Dasatinib-Effekt nachgewiesen (n=3 unabhangige

Versuche).

3.3.2 Modulation der CD16-Regulation nach Dasatini  b-Vorbehandlung

Um Einflisse der Dasatinib-Vorbehandlung auf die Regulation des CD16-
Rezeptors zu evaluieren, wurden expandierte NK-Zellen an Tag 8-10 mit
Dasatinib vorbehandelt und nach 24 h mit K562- bzw. Daudi-Zellen im Verhaltnis
NK-Zellen:Zielzellen 7,5:1 stimuliert. FACS-Farbungen erfolgten bei Stunde 0
(entspricht Zeitpunkt nach 24 h-Vorbehandlung), sowie 5 min bzw. 6 h nach
Stimulation. Als NK-Zellen wurden wiederum CD3" Zellen, welche CD56 und/oder
CD16 exprimieren, definiert. Nach der Vorbehandlung mit 10 nM und 50 nM
Dasatinib wurde kein Einfluss auf die Expression von CD16 beobachtet. Wurden
aber die vorbehandelten NK-Zellen mit den Zielzellen inkubiert, so zeigte sich
sowohl bei Stimulation mit K562- als auch mit Daudi-Zellen nach 5 min eine
vorubergehende leichte Erh6hung der Oberflachenexpression von CD16. Nach
dem 6 h Intervall konnte fur die mit Dasatinib vorbehandelten NK-Zellen eine
signifikant héhere Abnahme der CD16-Oberflachenexpression als bei den mit
DMSO behandelten Zellen sowohl in Gegenwart von Daudi-Zellen (Abb.10A,
n=6, p<0,05 fur Dasatinib 50 nM, p<0,01 fur Dasatinib 10 nM) als auch von K562-
Zellen nachgewiesen werden (Abb.10B n=6, p<0,05 fir Dasatinib 50 nM).
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Abb. 10 CD16 Expression Dasatinib-vorbehandelter NK  -Zellen nach
Stimulation mit Daudi- und K562-Zellen

Dargestellt ist die CD16-Expression von NK-Zellen nach 24 h
Vorbehandlung (entspricht Zeitpunkt O h), sowie nach 5 min und 6 h
Stimulation mit K562-Zellen (A) bzw. 2m-negativen Daudi-Zellen (B). Die
NK-Zellen wurden mit 50 nM Dasatinib (schwarzer Balken) oder 10 nM
Dasatinib (grauer Balken) bzw. mit DMSO (weil3er Balken) vorbehandelt.
Die  dargestellten = SFI-Werte  wurden  durch Division  der
Fluoreszenzintensitat der mit CD16-Antikorper gefarbten Zellen durch die
Fluoreszenzintensitat der mit einem unspezifischen Kontrollantikbrper

gefarbten Zellen bestimmit.
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3.4 Einflisse von Dasatinib auf Signalwege der NK-Zelle n

Aufgrund seiner Eigenschaft als Multikinase-Inhibitor ist Dasatinib in der Lage die
Phosphorylierung einer Vielzahl von Signalmolekilen auf unterschiedlichen
Stufen der Signaltransduktion zu beeinflussen. Neben dem direkten Dasatinib-
Zielmolekdl Lck wurden die Signalmolekile Erk, Akt, p38 und Vav untersucht.
Diese spielen in den Signalwegen von NK-Zellen eine entscheidende Rolle. Auch
wird deren Phosphorylierung von Src-Kinasen, welche den genannten Molektlen

in der Signaltransduktionskette vorangehen, maf3geblich beeinflusst.

3.4.1 Inhibition der Phosphorylierung von Tyrosinki nasen durch Dasatinib

Um die Signalwege zu analysieren, wurden Western Blots unter verschiedenen
Bedingungen durchgefuihrt. Da eine Vielzahl an Tyrosinkinasen wie die Src-
Kinasen Lck, Fyn oder Lyn (Bantscheff 2007) sowohl eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion von NK-Zellrezeptoren spielen, als auch Zielmolekile von
Dasatinib sind, wurden zunachst die Einflisse von Dasatinib auf die
Phosphorylierung von Tyrosinresten mit Hilfe eines Pan-Phosphotyrosin-Blots
untersucht. Nach 15 min bzw. 1 h Inkubation der expandierten polyklonalen NK-
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Dasatinib zeigte sich eine
ausgepragte konzentrationsabhangige Senkung des Phosphorylierungsniveaus
der Tyrosinreste. In eigenen Vorversuchen zur Zeitkinetik mit Dasatinib-
Behandlungszeiten zwischen 5 min und 4 h wurde zuvor nachgewiesen, dass
nach 1 h eine maximale Inhibition erreicht wurde. Eine Inhibition wurde
insbesondere auch fir Lck, welches fiur die ersten Schritte der
Signaltransduktionskette wie z.B. der Phosphorylierung von NK-Zell-Rezeptoren
von Bedeutung ist, beobachtet (Abb. 11, reprasentatives Beispiel fur n=3

unabhangige Versuche).
Im nachsten Schritt wurden die NK-Zellen nach 1 h Vorbehandlung mit Dasatinib

mit PFA (4%)-fixierten und somit durch RIPA-Puffer nicht lysierbaren K562—

Zellen bei 37T stimuliert, nachdem sie mit diesen auf Eis synchronisiert worden
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sind. Es resultierte, wie aus den vorausgegangenen funktionellen zellularen
Versuchen zu erwarten war, eine ebenfalls dosisabhangige Inhibierung des
Stimulationseffekts. Das Phosphorylierungsniveau der  Tyrosinreste,
insbesondere von Lck, blieb auch nach Stimulation noch deutlich unter dem
Ausgangsniveau der unbehandelten unstimulierten NK-Zellen (Abb. 12,
reprasentatives Beispiel fir n=4 unabhéngige Versuche). Das Maximum der
Stimulation lag sowohl bei unbehandelten als auch bei behandelten Zellen bei
5 min.

15 min 1h
Blot: [ |
pTyr
120—
100——
80 —

60 —
50 —

40—

30—

Lck

DMSO } + } e 4 ) }
Dasatinib (nM) _ . 50 100 . 50 100

Abb. 11 Phosphorylierung von Tyrosinresten in Gegen  wart von Dasatinib
Expandierte NK-Zellen wurden 15 min oder 1 h mit 50 nM oder 100 nM
Dasatinib bzw. der Kontrolle DMSO inkubiert, anschliel3end sofort lysiert
und bezlglich der Phosphorylierung von Tyrosinresten bzw. der
Expression von Lck (56kDa) analysiert (reprasentativer Blot fir n=3

unabhangige Versuche). Molekilgrol3enangeben links des Blots in kDa.
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Abb. 12 Phosphorylierung von Tyrosinresten stimulie rter NK- Zellen in

Gegenwart von Dasatinib

Expandierte NK-Zellen wurden 1 h mit 10 nM bzw. 50 nM Dasatinib
inkubiert und anschlie3end fur 5 bzw. 30 min mit PFA (4%)-fixierten K562-
Zellen stimuliert, lysiert und bezlglich der Expression von Lck bzw.
phosphorylierten Tyrosinresten analysiert (reprasentativer Blot fur n=4
unabhangige Versuche). Die Molekulgré3en links des Blots sind in kDa

angegeben.
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3.4.2 Vav, Erk, p38 und Akt-Phosphorylierung nach V  orbehandlung mit

Dasatinib

Um die molekularen Mechanismen der verstarkenden Effekte der 24 h Dasatinib-
Vorbehandlung zu erfassen, wurde die Phosphorylierung wichtiger Signal-
molektle, die in der Signalkaskade den als Dasatinib-Zielmolekile bekannten
Src-Kinasen folgen, analysiert. Vav steht in der Signalkette noch relativ am
Anfang, integriert aber bereits aktivierende und inhibierende Signale. Akt ist
essentiell fur den Phosphoinositol-3-Kinase-Signalweg, wahrend die MAP-
Kinasen Erk und p38 nédher am Endpunkt ihrer jeweiligen Signalwege stehen
(siehe auch Abb. 1).

Polyklonale expandierte NK-Zellen mit einer Reinheit von min. 85% wurden
analog zu den vorangegangenen funktionellen Versuchen 24 h mit Dasatinib bzw.
DMSO vorbehandelt und der Wirkstoff durch zweimaliges Waschen der NK-
Zellen entfernt. Nachdem die NK-Zellen zusammen mit den PFA (4%)-fixierten
K562- oder Daudi-Zellen auf Eis synchronisiert wurden, wurden sie fur 5 bzw.
15 min bei 37T stimuliert. Dabei zeigte sich, dass es durch die Stimulierung mit
Daudi-Zellen zu einer Reduktion der Autophosphorylierung von Erk kommt,
wahrend nach Stimulation mit K562-Zellen sowohl nach 5 als auch nach 15 min
eine deutliche Steigerung der Erk-Phosphorylierung beobachtet wurde. Die
Vorbehandlung der NK-Zellen hatte auf dieses Aktivierungsmuster keinen
Einfluss. Ein umgekehrtes Muster zeigte sich fur Akt. Hier fihrte die Stimulation
mit Daudi-Zellen zu einer vermehrten Phosphorylierung und mit K562-Zellen zu
einer Dephosphorylierung. Zumindest die Vorbehandlung mit Dasatinib 50 nM
fuhrte, obwohl das Medikament sich nicht mehr im Versuchsansatz befand, zu
einer reduzierten Autophosphorylierung von Akt. Die Stimulation mit Daudi-Zellen
fuhrte trotzdem sowohl bei unbehandelten als auch bei vorbehandelten NK-
Zellen zu einer fast gleich starken Phosphorylierung, wobei insbesondere bei der
Vorbehandlung mit 10 nM Dasatinib eine tendenziell starkere Phosphorylierung
von Akt beobachtet wurde. Durch beide Zelllinien, starker aber durch Daudi-
Zellen, kam es zu einer vermehrten p38-Phosphorylierung mit einem Maximum

nach 5 min. Wahrend bei K562-Stimulation das Phosphorylierungsniveau der mit
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10 nM und 50 nM Dasatinib vorbehandelten NK-Zellen nach 15 min unter das
Niveau der unbehandelten Zellen absank, konnten bei Stimulation mit Daudi-
Zellen auch zu diesem Zeitpunkt zwischen den verschiedenen Behandlungen nur
graduelle Unterschiede festgestellt werden (Abb. 13A/B).

Die Vorbehandlung mit Dasatinib 50 nM hatte eine deutliche Reduktion der
Grundphosphorylierung von Vav (pY160 und pY174) zur Folge. Auch nach
Stimulation mit beiden Zelllinien blieb die Phosphorylierung noch deutlich inhibiert.
Im Gegensatz dazu wurde die Grundphosphorylierung durch 10 nM Dasatinib
nicht wesentlich beeinflusst. Tendenziell wurde fur die Stimulation mit K562 nach
15 min eine vermehrte Vav-Phosphorylierung beobachtet (Abb. 14 A/B) .

Da die funktionellen Versuche jeweils einen Zeitraum von 4-6 h berlcksichtigten,
wurde untersucht, ob der Zeitpunkt der Stimulation einen Einfluss auf den
Stimulationserfolg hat. Die mit 50 nM Dasatinib vorbehandelten Zellen wurden
dazu, nachdem das Medikament ausgewaschen wurde, vor der Stimulation fur
1 h oder 4 h bei 37C ruhen gelassen oder sofort ve rwendet. Weder fur Erk, Akt
noch fur p38 wurde ein Unterschied fur die verschiedenen Zeitpunkte festgestellt..
Fur Vav zeigte sich unmittelbar nach Herauswaschen des Medikaments eine
weitgehend persistierende Inhibition der Phosphorylierung nach Stimulation mit
Zielzellen. 1 h nach Herauswaschen von Dasatinib wurde eine deutliche
Zunahme der Phosphorylierung des Vav-Serin-Rest pY160 beobachtet. Fir den
Vav-Serin-Rest pY174 war zu diesem Zeitpunkt kein nennenswerten Unterschied
im Phosphorylierungsniveau behandelter und unbehandelter NK-Zellen mehr
nachzuweisen. Nach 4 h zeigte sich tendenziell eine geringfiigig héhere Vav-
Phosphorylierung der Dasatinib vorbehandelten Zellen sowohl bei Stimulation mit
K562- als auch mit Daudi-Zellen (Abb. 14C).
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Abb. 13 Erk-, p38- und Akt- Phosphorylierung stimul ierter NK-Zellen nach
24 h Dasatinib-Vorbehandlung

NK-Zellen wurden 24 h mit Dasatinib bzw. DMSO vorbehandelt und nach
dem Herauswaschen des Wirkstoffes fur 5 bzw. 15 min mit PFA (4%)-
fixierten K562-(A) bzw. Daudi-Zellen(B) im Verhéaltnis 1:1 stimuliert und
anschlieRend lysiert. Die Lysate wurden jeweils auf die Gegenwart von Erk,
p38 und Akt und ihrer phosphorylierten Form (pErk, pp28, pAkt) hin
analysiert (reprasentatives Beispiel fir n=2 Versuche). Zusatzlich sind
jeweils die relativen Intensitaten (Auswertung mit ImageJ) der Banden
dargestellt.
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Abb. 14 Vav-Phosphorylierung stimulierter NK—Zellen nach 24 h Vorbe-

handlung mit Dasatinib
Polyklonale expandierte NK-Zellen wurden 24 h mit Dasatinib oder DMSO
behandelt bzw. unbehandelt gelassen. Nach Herauswaschen des
Wirkstoffs wurden die NK-Zellen im Verhéaltnis 1:1 mit PFA (4%)-fixierten
K562- (A) oder Daudi-Zellen (B) stimuliert, lysiert und Western Blots mit
Antikdrper gegen Vav bzw. gegen den phosphorylierten Serin-Rest 174
(pY174Vav) durchgefihrt. Fir den in (C) gezeigten Blot ruhten die NK-
Zellen, nachdem Dasatinib entfernt wurde, 0-4h bei 37C im Brutschrank
und wurden zum angegebenen Zeitpunkt stimuliert, lysiert und Western
Blots mit Antikorper gegen Vav bzw. gegen die phosphorylierten Serin-
Reste 174 (pY174Vav) bzw. 160 (pY160 Vav) getestet, jeweils
reprasentativer Blot fir n=2. Zusatzlich sind jeweils die relativen

Intensitaten (Auswertung mit ImageJ) der Banden als dargestellt.
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4 DISKUSSION

4.1 Inhibition von NK-Zellen in Gegenwart von Dasat  inib

NK-Zellen spielen eine herausragende Rolle in der Erkennung und Eliminierung
maligner Korperzellen. Allerdings fuhrten NK-Zell-basierte Therapieansatze bei
Tumorerkrankungen bisher nicht zu den erhofften Ergebnissen. Daher stellt die
Erprobung von Adjuvantien wie TKIs zur Verbesserung von Immuntherapien eine
medizinische Notwendigkeit dar. Fur T-Zellen wurden bereits umfassende
immunmodulatorische Effekte durch Dasatinib beobachtet (Schade 2008,
Weichsel 2008). In klinischen Studien wurden ebenfalls immunmodulatorische
Effekte von Dasatinib auf NK-Zellen belegt (Mustjoki 2009, Kim 2009, Kreutzman
2010).

K. Seystahl zeigte in ihrer Vorabeit bereits, dass in der Gegenwart von Dasatinib
sowohl die Zytotoxizitdt gegeniiber K562-Zellen als auch die Degranulation und
Zytokinausschuttung in vitro dosisabhangig inhibiert wurde (Seystahl 2010). Dies
wurde nun fur die Burkitt-Lymphomzelline Daudi, die im Vergleich zu der
myeloischen Zellline K562 resistenter gegeniber der NK-Zell vermittelten
Zytotoxizitat ist, bestatigt. Im Gegensatz zu K562-Zellen wird aber die
Zytotoxizitdt gegenudber Daudi-Zellen auch schon bei niedrigeren Dasatinib-
Konzentrationen fast komplett inhibiert (Abb. 3). Diese unterschiedlich starke
Inhibition ist am ehesten durch differente Stimulationswege durch die
verschiedenen Zielzellen erklarbar. Wahrend die NKG2D-vermittelte Zytolyse bei
den K562-Zellen eine entscheidende Rolle spielt, besitzen Daudi-Zellen keine
bekannten NKG2D-Liganden. Vielmehr fihren hier z.B. SLAM-Rezeptoren wie
2B4 Uber verschiedene Signalwege vermittelt zur Zytolyse (vgl. Tab. 2). Auf
Proteinebene wurde gezeigt, dass Dasatinib dosisabhéngig zu einer
ausgepragten Inhibtion der Phosphorylierung von Tyrosinresten fihrt.
Insbesondere die Src-Kinase Lck, ein bekanntes Zielmolekil von Dasatinib,
welches insbesondere in den frihen Abschnitten der Signalkaskaden der NK-

Zellen eine entscheidende Rolle spielt, wird durch Dasatinib inhibiert. Aus der
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Inhibition dieser frihen Signale resultiert die Hemmung der Phosphorylierung von
Signalmolekuilen, die in der Signalkaskade den Src-Kinasen folgen. Durch die
Stimulation mit K562-Zellen l&sst sich die durch Dasatinib verursachte Inhibition
nicht aufheben. Diese beobachteten kurzfristigen Effekte bestatigen die
zwischenzeitlich vero6ffentlichten Berichte Uber die inhibitorische Wirkung von
Dasatinib auf NK-Zellen (Blake 2008, Fraser 2008, Salih 2010).

4.2 Verstarkung der NK-Zell-Funktionen durch Vorbe handlung mit
Dasatinib

Neben den bekannten inhibierenden Effekten konnten wir zum ersten Mal in vitro
unter Verwendung von Zellen von gesunden Spendern auch eine stimulierende
Wirkung von Dasatinib auf NK-Zellen beobachten. Wurden expandierte NK-
Zellen 24 h mit Dasatinib vorbehandelt und Dasatinib unmittelbar vor Beginn der
Versuche ausgewaschen, zeigte sich sowohl eine verstarkte Zytokinproduktion
und Degranulation als auch eine Verstarkung der Zytolyse von Daudi-
Lymphomzellen. Diese 24 h Vorbehandlung wurde gewéhlt, da in aktuellen
Therapieprotokollen nur noch einmal taglich 100 mg statt wie bisher zweimal
taglich 70 mg Dasatinib verabreicht werden. Da Dasatinib im Korper eine
Halbwertszeit von lediglich 3-4 h aufweist, wurde - um vergleichbare in vitro-
Bedingungen zu schaffen - Dasatinib nach der 24 h Vorbehandlung
ausgewaschen (Shah 2008). Wahrend die Verstarkung der Zytokinproduktion als
auch die Steigerung der Degranulation bei Stimulation mit K562- und Daudi-
Zellen nachgewiesen wurde, wurde die Zytolyse von K562-Zellen im Gegensatz
zu Daudi-Zellen nicht gesteigert. Diese Diskrepanz ist mdglicherweise durch die
unterschiedliche Sensitivitat der verwendeten Versuchssysteme zu erklaren.
Neben der effektiven Degranulation von Perforin/Granzym-haltigen Granula
erfasst die Messung der Expression von CD107a/b auch die ineffektive
Degranulation und Vorstufen der Degranulation (Jacobi 2009). K562-Zellen sind
im Vergleich zu Daudi-Zellen sehr empfindlich gegentber NK-Zellen. Méglicher-
weise ist die Zytolyse gegeniber K562 schon ohne Vorbehandlung maximal und

kann auch durch die Vorbehandlung der NK-Zellen nicht weiter gesteigert werden.

-B53 -



Denkbar ist auch eine unterschiedliche Sensitivitat von K562- und Daudi-Zellen
gegeniber Zytokinen. Im Gegensatz zu K562-Zellen wurde fir Daudi-Zellen eine
Korrelation der Zytokinausschiittung mit der Zytolyse beobachtet (Ozdemir 2005).
Zudem ist ebenfalls bekannt, dass von NK-Zellen produzierte Zytokine wie TNFa
auf Daudi-Zellen zytotoxisch wirken (Di Pietro 1997). Sicherlich spielen auch die
unterschiedlich auf Daudi- bzw. K562-Zellen exprimierten NK-Zell-Rezeptor-

Liganden eine entscheidende Rolle fur diese differenten Effekte.

Die unterschiedliche Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen auf Zielzellen
beeinflusst diese verstarkenden Effekte nicht. Daudi-Zellen exprimieren auf
Grund eines defekten p2m-Molekills keine intakten MHC-Klasse-I-Molekile.
Auch Kb562-Zellen prasentieren keine MHC-Molekiule auf ihrer Oberflache.
Zwischen [(2m-negativen und mit 2m-tranfizierten Daudi—Zellen wurde kein
Unterschied beziglich der Steigerung der Zytolyseraten als auch der Zytokin-
produktion und Degranulation nach Dasatinib-Vorbehandlung festgestellt. 32m-
positive Daudi-Zellen zeigten gegeniber den nicht-transfizierten Daudi-Zellen
eine etwas geringere Zytolyse, da auf Grund der nun exprimierten MHC-Molekile
inhibierende KIR-Rezeptoren auf NK-Zellen stimuliert werden und somit die
Zytotoxizitdt partiell blockiert wird. Die Ausstattung von NK-Zellen mit
verschiedenen KIR-Rezeptoren variiert erheblich zwischen verschiedenen
Individuen. Die Beobachtung, dass bezuglich der stimulierenden Wirkung von
Dasatinib nur geringe interindividuelle Unterschiede zwischen den verschiedenen
Spendern vorlagen, macht es sehr unwahrscheinlich, dass eine Inhibition von
KIR-Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielt. Daher wurde auf die

Untersuchung dieser Rezeptoren verzichtet.

Mechanistisch kommen als Erklarung fur die beobachteten aktivierenden Effekte
mehrere Ursachen in Frage. Eine gednderte Regulation von NK-Zell-Rezeptoren
wie eine erhohte Expression von aktivierenden bzw. eine geringere Expression
von inhibierenden Rezeptoren kdnnte diese Effekte erklaren. Einerseits wird die
Oberflachenexpression vieler NK-Zell-Rezeptoren im Zeitbereich weniger

Minuten bis weniger Tagen reguliert, andererseits spielen Dasatinib-Zielmolekile

-54 -



wie Src-Kinasen bei der Internalisierung wie auch der Degradation von
Oberflachenrezeptoren eine Rolle (Paolini 1999). Die Expression von NKG2D auf
expandierten NK-Zellen aber auch von aus PBMC isolierten NK-Zellen (Daten
nicht gezeigt) wurde durch die Dasatinib-Behandlung nicht signifikant beeinflusst.
Einzelne Spender zeigten zwar eine leichte Herabregulierung von NKG2D durch
Dasatinib, allerdings wurde in der Zusammenschau aller Spender kein
signifikanter Effekt beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte im Vorfeld aber schon
gezeigt werden (Salih 2010) und in unserem Labor bestétigt werden (Daten nicht
gezeigt), dass die von K562-Zellen exprimierten NKG2D-Liganden MICA/B durch

Dasatinib herunterreguliert werden.

Fur LFA-1, ein Oberflachenrezeptor, der einerseits an der initialen Adhasion der
NK-Zellen an Zielzellen, andererseits aber ebenfalls an der Aktivierung der
Zytolyse insbesondere auch von Daudi-Zellen beteiligt ist, wurde ebenso kein
Dasatinib-Effekt nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden bei der Expression
von CD16 mehrere Effekte beobachtet. Durch die 24 h Dasatinib—Vorbehandlung
von NK Zellen alleine wurde kein signifikanter Einfluss auf die CD16-Expression
erzielt. Hingegen zeigte sich nach 5 min Stimulation mit Zielzellen im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen eine leichte Heraufregulierung von CD16. Nach 6 h
Stimulation der vorbehandelten NK-Zellen mit K562- und Daudi-Zellen war eine
verstarkte Herabregulierung der CD16-Expression nachweisbar. Primar vermittelt
der CD16-Rezeptor als FcR-Rezeptor die ADCC. Allerdings wurde bereits
gezeigt, dass CD16 auch direkt ohne die Beteiligung von Antikorpern die
Zytolyse von NK-Zielzellen auslésen kann (Mandelboim 1999). In mehreren
Arbeiten wurde beschrieben, dass CD16 nach Zellkontakt bzw. nach Aktivierung
der NK-Zellen entweder mit Hilfe von Metalloproteinasen von der Oberflache
abgespalten wird oder alternativ die CD16-Rezeptoren internalisiert werden
(Grzywacz 2007). Bisher wurde nur fir Melanomzellen in vitro eine
Herabregulierung von  Metalloproteinasen  durch  Dasatinib-Behandlung
nachgewiesen (Buettner 2009). Bei der Internalisierung und Degradation von
CD16-Rezeptoren wurde die Beteiligung des Dasatinib-Zielmolekuls Lck belegt

(Paolini 2001). Denkbar ist in diesem Zusammenhang eine Blockierung der
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CD16-Umsetzung wahrend der 24 h Vorbehandlung. Nach dem Herauswaschen
von Dasatinib kénnte dann als Rebound-Effekt die Internalisierung bzw. die

Abspaltung der CD16-Rezeptoren verstarkt werden.

Die nach der Vorbehandlung beobachteten stimulierenden Dasatinib-Effekte in
den funktionellen Versuchen waren durch erneute Zugabe von Dasatinib
wahrend der Versuche innerhalb kirzester Zeit komplett reversibel, so dass
wiederum eine Inhibition der NK-Zellen resultierte, die sich nicht von der
Inhibition ohne Vorbehandlung unterschied. Auch diese Beobachtung spricht fur
ein Rebound-Phanomen als mégliche Erklarung der verstarkenden Effekte.

Die Resultate der Proteinanalyse stiitzen ebenfalls diese Hypothese. Zunéchst
fuhrte Dasatinib innerhalb 1 h zu einer maximalen Inhibition der Phosphorylierung
von Tyrosinresten einer Vielzahl von Signalmolekilen (Abb. 12). Nach 24 h
Vorbehandlung und anschlieBendem Auswaschen von Dasatinib ist die
Grundphosphorylierung der untersuchten Signalmolekile p38, Akt, Erk und Vav
reduziert, wohingegen sich nach Stimulation zu diesem Zeitpunkt die
Phosphorylierungsniveaus der unbehandelten und der vorbehandelten NK-Zellen
kaum unterschieden. Bei Vorbehandlung der NK-Zellen mit 10 nM Dasatinib
wurde fur Akt nach Stimulation mit Daudi-Zellen, bzw. Vav nach Stimulation mit
K562-Zellen tendenziell ein gegenuber den unbehandelten Zellen erhéhtes
Phosphorylierungsniveau beobachtet (Abb. 13). Dies kdnnte zumindest teilweise
fur die erhdhte Aktivierung der NK-Zell-Funktionen verantwortlich sein. Da sich
die Versuche zur Betrachtung der funktionellen Eigenschaften aber tber einen
Zeitraum von 4 h bei den Zytotoxizitats- bzw. 6 h bei den Zytokinversuchen
erstreckten, wurde auch untersucht, ob der Abstand zwischen dem Ende der
Dasatinib-Behandlung und dem Zeitpunkt der Stimulation der NK-Zellen einen
Einfluss auf die Aktivierung der Signalkaskaden hat. Fur Akt, p38 und Erk konnte
dies ausgeschlossen werden. Zumindest fur Vav, welches Signale verschiedener
Rezeptoren integriert (siehe Abb. 1), wurde erst nach 1 h eine Normalisierung
bzw. fur nach 4 h eine geringe Erh6hung der Phosphorylierung beobachtet, wenn
die Zellen mit 50 nM Dasatinib behandelt wurden (Abb. 14). Dies impliziert, dass
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die Restitution bzw. die beobachtete Erh6hung der Zytotoxizitat nicht unmittelbar
nach Auswaschen des Medikaments erfolgt. Es liegt nahe, dass Dasatinib eine
reversible Hemmung sowohl aktivierender als auch inhibierender Signalwege
bewirkt. Moglicherweise ergibt sich nach Auswaschen von Dasatinib ein
Zeitfenster, in dem aktivierende Rezeptoren bzw. deren Signalwege bereits
wieder stimuliert werden kénnen, wahrend inhibierende Rezeptoren noch nicht
ansprechbar sind, womit sich insgesamt eine voribergehende erhéhte

Aktivierung der vorbehandelten NK-Zellen ergeben wiirde.

4 .3Klinische Relevanz und Ausblick

Die hier dargestellten in vitro Beobachtung legen nahe, dass bei Behandlung mit
Dasatinib sowohl die Dosierung als auch die Zeitintervalle zwischen den
einzelnen Dosen mdgliche positive immuntherapeutische Effekte beeinflussen. In
klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass eine einmal tagliche Gabe die
Rate unerwinschter Wirkungen senken kann, ohne die Effektivitdt der Therapie
zu vermindern (Shah 2008, Condorelli 2010). Nebenwirkungen wie die unter
Dasatinib auftretenden Pleuraergtsse, fur die eine immunologische Genese
diskutiert wird, treten bei der Hochdosispulstherapie seltener auf (De Lavallade
2008, Shah 2008). Mdglicherweise konnen Patienten durch ein optimal
angepasstes zeitliches Regime und die damit verbundene NK-Zell-Modulation
profitieren. Die Tatsache, dass sowohl die NK-vermittelte Zytolyse als auch die
Zytokinproduktion nicht nur wiederherstellbar sind, sondern auch gesteigert
werden kdénnen, legen nahe, dass die immunologische Tumorabwehr abhéngig

vom gewahlten Dosisregime verbessert werden kdnnte.

Zytokine beeinflussen wesentlich das Mikromileu einer Infektion. Neben der
antiviralen Eigenschaft von IFNy aktiviert dieses auch T-Zellen, TNFa wiederum
vermag Dendritische Zellen zu stimulieren (Agaugue 2008). Bei
immunkomprimierten Patienten koénnte ein optimiertes Therapieregime somit
gunstig auf die Verhinderung von Virusinfektionen wirken. Allerdings birgt die
Steigerung der Zytokinausschuttung auch das Risiko des Auftretens von
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Autoimmunerkrankungen durch die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen. Bisher
existieren jedoch nur Einzelfallberichte Uber das Auftreten eines systemischen
Lupus bzw. von autoimmunen interstitiellen Lungenerkrankungen unter
Dasatinib-Therapie (Bergeron 2007, Rea 2008).

Denkbar ware auch der Einsatz von Dasatinib in der autologen NK-Zell-Therapie

von Leukamien um die anti-leukdmische Funktion von NK-Zellen zu steigern.

Zur Uberprufung dieser Hypothesen sind weiterfihrende Studien im in vitro
System wie auch in vivo z.B. am Mausmodell und letztendlich am Patienten nétig.
Im in vitro System kann das Zusammenspiel von NK-Zellen mit anderen
Korperzellen unter Dasatinib-Behandlung weitergehend untersucht werden. In
diesem Zusammenhang stellt sich z.B. die Frage, ob und wie die Interaktion
zwischen NK-Zellen und dentritischen Zellen, welche die Proliferation und
Aktivierung von NK-Zellen wesentlich beeinflussen, durch Dasatinib moduliert
wird. Zudem ist auch zu klaren, in wie weit Dasatinib die Sensitivitdt von
Tumorzellen gegenliber NK-Zellen beeinflusst, indem z.B. die Expression von
NK-Zell-Rezeptor-Liganden moduliert wird. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
zumindest fir die Daudi-Zellen gezeigt werden, dass die Effektivitat der NK-
Zytolyse auch nach Behandlung der Daudi-Zellen mit Dasatinib nur minimal
reduziert wurde (Abb. 7).

Neben den funktionellen Zytotoxizitats- und Zytokinversuchen geben die
durchgefiihrten Western Blot- und Rezeptorversuche erste Hinweise auf den
molekularen Mechanismen der gesteigerten NK-Zell-Aktivierung durch Dasatinib.
Auf Grund der Komplexitat der Interaktion zwischen NK-Zellen und Tumorzellen
einerseits und der Vielzahl der méglichen Dasatinib-Zielmoleklle andererseits, ist
der genaue molekulare Mechanismus, der die Verstarkung der NK-Zellfunktion
erklaren kann nur schwer voraussagbar. Auch kommen flr diese Interaktion eine
Vielzahl bekannter, aber zum Teil auch noch unbekannter Rezeptor-Liganden-
Paare in Betracht. Insbesondere, da die Steigerung der Zytotoxizitat gegenuber

unterschiedlichen Zielzellen differiert, kdnnten Stimulationsversuche mit Anti-
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koérpern gegen bestimmte NK-Zell-Rezeptoren Aufschluss Uber die beteiligten
Rezeptor-Liganden-Paare geben. Rezeptoren, wie z.B SLAM-Rezeptoren, deren
Liganden im Gegensatz zu K562-Zellen insbesondere von Daudi-Zellen
exprimiert werden, sollten in diesem Zusammenhang noch naher betrachtet
werden. Neben der Modulation von Rezeptoren sind auch Einflisse von
Dasatinib auf die initiale Kontaktaufnahme und Immunsynapsenbildung zwischen
NK-Zellen und Zielzellen denkbar. Diese kénnten beispielsweise mit Hilfe von
Konjugationsexperimenten untersucht werden. Auf Proteinebene konnten, wie
z.B. fur SLAM-Rezeptoren wie 2B4, beschrieben alternative Signalwege bei der
Verstarkung der NK-Funktion beteiligt sein (Eissmann 2005). Neben den schon
untersuchten Signalmolekilen spielen bei einigen bereits bekannten
antileukamischen Dasatinib—Effekten auch Transskriptionsfaktoren wie STAT 3
und 5 eine wichtige Rolle (Johnson 2007, Nam 2007). Insbesondere um die
Rebound-Hypothese zu Uberprufen ist die Quantifizierung des Granzym- und
Perforingehalts von mit Dasatinib behandelten NK-Zellen vor und nach
Stimulation mit Zielzellen sinnvoll, da mdglicherweise wahrend des 24 h-
Behandlungsintervalls eine in Gegenwart der RPMI 8866-Zellen stattfindende
Spontandegranulation verhindert wird und so der Gehalt an intrazellularem

Granzym bzw. Perforin ansteigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Eliminierung von
virusinfizierten Zellen aber vor allem auch von Tumorzellen. Neue
Therapieformen wie die autologe NK-Zell-Therapie versuchen sich diese
Eigenschaften der NK-Zellen zu Nutze zu machen. Allerdings zeigten diese
Methoden bisher nur maRige Erfolge. Als weitere Strategie ware die direkte
Modulation der NK-Zellen denkbar. Dasatinib ist ein potenter Inhibitor einer
Vielzahl von Kinasen, welche mal3geblich an der Vermittlung und Regulation von
NK-Zell-Effektorfunktionen beteiligt sind. Bisher ist einerseits eine unmittelbare
Inhibition der NK-Zell-Funktionen in Gegenwart von Dasatinib beschrieben,
andererseits finden sich aber in klinischen Studien Hinweise auf eine Erh6hung
der anti-leukdmischen NK-Zell-Aktivitat bei mit Dasatinib behandelten Patienten.
Um ein besseres Verstandnis dieser differenten Effekte zu erlangen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit neben der Zytotoxizitdt, Degranulation und
Zytokinproduktion auch die moglichen Dasatinib-Einflisse auf NK-Zell-
Rezeptoren sowie auf molekularer Ebene die Einflisse auf Signalmolekile
untersucht. Wahrend in Gegenwart von Dasatinib eine Inhibition der NK-Zell-
Effektorfunktionen gezeigt werden konnte, wurde nach 24 h Vorbehandlung eine
signifikante Steigerung der Zytotoxizitdt gegenuber Daudi-Lymphomzellen als
auch eine Zunahme der Zytokinproduktion und NK-Zell-Degranulation beobachtet.
Diese aktivierenden Effekte waren unabhangig von der MHC-Klasse-I-Expression
der Zielzellen nachweisbar. Wahrend die Expression der NK-Rezeptoren NKG2D
und LFA-1 durch Dasatinib nicht beeinflusst wurde, wurde CD16 nach der
Stimulation mit K562- oder Daudi-Zellen auf Dasatinib- vorbehandelten NK-Zellen
schneller herunterreguliert. Auf Proteinebene wurde die Phosphorylierung von
Tyrosinresten, insbesondere auch von Lck, welches in der frihen
Signaltransduktion von NK-Zellen eine wichtige Rolle spielt, in Gegenwart von
Dasatinib inhibiert, wahrend sich nach 24 h Vorbehandlung und nach Stimulation
mit Zielzellen kaum Unterschiede im Phosphorylierungsniveau von p38, Akt und

Erk zwischen unbehandelten und Dasatinb-behandelten NK-Zellen finden liel3en.
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Zum Teil fuhrte die Vorbehandlung sogar zu einer leichten Erh6hung der
Phosphorylierung der Signalmolekile Akt und Vav. Insgesamt scheint die
Erhéhung der NK-Zell-Aktivitdt in erster Linie ein Reboud-Effekt zu sein. Die
Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen verdeutlichen die Wichtigkeit des
Zeitpunktes der Dasatinib-Gabe um sich die immunmodulatorischen Effekte
dieses Medikaments in der Lymphom bzw. Leukamietherapie zu Nutze zu

machen.
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