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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kinasen der SRC-Familie (SFKs) sind sowohl in Wachstum und Metastasierung von Tumor- und
Leukdamiezellen als auch an prominenter Stelle in vielgestaltige Signalwege aller Immunzellen involviert.
Eine Hemmung von SFKs ist damit ein vielversprechendes Mittel zur Therapie maligner Erkrankungen,
kann aber dariiber hinaus auch sehr effektiv zur Immunmodulation genutzt werden. Fir den zur
Therapie von CML und AML zugelassenen Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) Dasatinib (Handelsname Sprycel®),
flir den unter anderem SFKs die Hauptziele darstellen, wurden, neben der antitumoralen Wirkung,
sowohl immunsuppressive als auch immunstimulierende Effekte beschrieben. Aus diesem Grund kénnte
Dasatinib ein fiir die Modulation von Immunantworten sehr interessantes Hilfsmittel darstellen. In der
vorliegenden Arbeit werden die hemmenden und férdernden Einfliisse von Dasatinib auf zwei Typen von
Immunzellen genauer untersucht, um so die Auswirkungen einer Dasatinib-Behandlung auf Zellen des
Immunsystems besser zu verstehen und sich das immunmodulatorische Potenzial von Dasatinib besser
nutzbar machen zu kénnen.

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung moglicher kombinatorischer Effekte
zwischen Dasatinib und dem Glucocorticoid Dexamethason auf verschiedene Subsets von T-Zellen vor
dem Hintergrund eines potentiellen Einsatzes der Kombination bei der allogenen Hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (HSCT) zur Separation von Graft-versus-Leukemia (GvL)-Effekten und der
Graft-versus-host Disease (GvHD). Wahrend keine kombinatorischen Effekte bei der Aktivierung von T-
Zellen auftraten, ergaben sich bei der Untersuchung des Einflusses auf die Proliferation besonders in
CD8" T-Zellen additive Effekte durch die Kombination. Die Proliferation naiver T-Zell-Subsets wurde
bereits durch die beiden Einzelsubstanzen alleine stark gehemmt. Dagegen waren Memory T-Zell-
Subsets deutlich unempfindlicher, allerdings konnte durch eine Kombination von Dexamethason und
Dasatinib auch die Proliferation dieser Memory Subsets effektiv gehemmt werden. Hierbei zeigten sich
bei CD8" Memory Subsets die deutlichsten synergistischen Effekte. Da eine Kombination in stirkerem
MaRe auch CD8" gegeniiber CD4* Memory Subsets hemmt und diese Subsets unterschiedliche Rollen in
der Induktion von GvL-Effekten und der Auslosung einer GvHD zu spielen scheinen, ist eine Steigerung
der GvL-Effektivitat durch die Medikamenten-Kombination bei gleichzeitiger Minimierung eines GvHD-
Risikos in Zusammenhang mit anderen publizierten Ergebnissen durchaus denkbar. Weil eine starke
Hemmung von virus-spezifischen T-Zellen nur bei sehr hohen Konzentrationen auftrat, ist zudem das
Risiko einer Virus-Reaktivierung, die ein groRes Problem bei einer HSCT darstellt, eher als gering
einzuschatzen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Dasatinib auf aus Monozyten generierte
Dendritische Zellen (moDCs) mit einem Fokus auf der Beeinflussung ihrer Migration. Wahrend eine

Behandlung mit Dasatinib nur sehr geringe Auswirkungen auf die Ausreifung der moDCs und die
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Zusammenfassung

Expression von kostimulatorischen Molekilen hatte, flihrte eine Dasatinib-Behandlung zu einer Zeit- und
Dosis-abhangigen Verringerung der Zytokinsekretion (IL-10 und IL-12). Im Gegensatz dazu hatte
Dasatinib keinen Einfluss auf die phagozytotische Aktivitdit der moDCs und auf ihre Fahigkeit, Virus-
spezifische T-Zell-Antworten auszuldsen. Dasatinib zeigte dagegen einen deutlich steigernden Einfluss
auf die Migration von moDCs gegen einen CCL19-Gradienten im Transwell-Assay, ohne die Expression
des CCL19-Rezeptors CCR7 zu beeinflussen. Da dhnliche Migrations-steigernde Effekte auch bei einer
Behandlung mit dem spezifischen SFK-Inhibitor SKI-1 auftraten, eine Behandlung mit Nilotinib, einem TKI
der nicht auf SFKs wirkt, im Gegensatz dazu aber zu einer Hemmung der Migration fiihrte, liegt es nahe
dass die Migrations-steigernde Wirkung von Dasatinib iber SFKs vermittelt wird. Dasatinib fiihrte zu
einer deutlichen Inhibierung der Phosphorylierung der inhibitorischen Immunrezeptoren Siglec-9 und
Siglec-3 (CD33) ohne ihre Expressionslevel zu beeinflussen. Eine mit spezifischen Antikérpern
durchgefiihrte Blockierung dieser Immunrezeptoren, deren ITIM-Domanen mutmallich von SFKs
phosphoryliert werden, hatte eine deutliche Steigerung der Migration und eine verringerte
Phosphorylierung von Siglec-9, Siglec-3 und SHP-2 zur Folge. Letztere ist eine Phosphatase, die nach
Bindung an phosphorylierte ITIM-Domanen von Rezeptoren wie den Siglecs verschiedene Zielmolekiile
dephosphoryliert. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Migrations-steigernde Wirkung von
Dasatinib (iber eine Hemmung von SFKs und daraus resultierend auf dem Wegfall eines inhibitorischen
Signalwegs erfolgt. Diese Steigerung der Migration kdnnte in der Tumor-Therapie von groRem Nutzen
sein, da bei einer Vakzinierung mit autologen DCs, die mit Tumor-assoziierten Antigenen stimuliert
wurden, die schlechte Einwanderung in die Lymphknoten eines der Hauptprobleme darstellt. Zur
Uberwindung dieses Problems kdnnte Dasatinib ein sehr effektives Hilfsmittel darstellen und die
Therapie-Effizienz deutlich verbessern. Da Dasatinib aber auch eine ganze Reihe weiterer, sehr
vielfdltiger Einflisse auf alle Arten von Immunzellen ausiibt, scheint eine Verwendung spezifischer
blockierender a-Siglec-Antikérper auf Grund geringerer Nebenwirkungen im Vergleich zu Dasatinib
moglicherweise sogar noch deutlich besser geeignet zu sein, das Migrationsverhaltens Dendritischer
Zellen positiv zu beeinflussen. Die Verwendung gegen Siglec-Rezeptoren gerichteter Antikorper als
Adjuvantien kdnnte somit zu einem erfolgreicheren Einsatz der Vakzination mit Dendritischen Zellen in

der Tumor-Therapie flihren.



Summary

Summary

SRC-family kinases (SFKs) are involved in growth and metastasis of tumor and leukemic cells as well as in
manifold signaling pathways at prominent position in all types of immune cells. Inhibition of SFKs thereby
represents a promising tool for the therapy of malignant diseases but can also be used quite effectively
for immunomodulation. Besides its antitumoral activity, immune-suppressive as well as immune-
stimulatory effects have been described for the tyrosine kinase inhibitor (TKI) dasatinib (trademark
Sprycel®) which is approved for the treatment of CML and AML. Therefore the use of dasatinib could be
a very interesting method for the modulation of immune responses. The present paper aimes to
scrutinize the inhibitory and promoting effects of dasatinib on two types of immune cells to gain a better
insight into the consequences of a dasatinib treatment in immune cells and to take advantage of the
immunomodulatory potential of dasatinib.

The first part of the paper deals with the investigation of potential combinatory effects between
dasatinib and the glucocorticoid dexamethasone on various T cell subsets in the context of a potential
use of the combination in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) to dissect Graft-
versus-leukemia (GvL) effects and Graft-versus-host Disease. While no combinatory effects regarding T
cell activation occurred, the investigation of the influence on T cell proliferation revealed significant
additive effects of the combination especially in CD8" T cells. The proliferation of naive T cell subsets was
inhibited already by use of the single agents. In contrast, memory T cell subsets proved to be much more
insensitive, but their proliferation was effectively hampered by a combination of dasatinib and
dexamethasone whereas the most pronounced synergistic effects occurred in CD8" memory subsets.
Since the combination more potently inhibits also CD8" in comparison to CD4" Memory subsets and since
these subsets seem to fulfill diverging roles in mediation of GvL effects and induction of GvHD, an
increase in GvL efficacy by the drug combination while concurrently reducing the risk of a GvHD is
conceivable, especially when including other published results. Moreover, as a potent inhibition of virus-
specific T cells only occurred at very high concentrations, the risk of viral reactivations, which represent a
major problem with HSCT, could be considered as rather marginal.

The second part of the paper addresses the influence of dasatinib on monocyte-derived dendritic cells
(moDCs) with a special focus on its influence on their migration. While dasatinib treatment exhibited
only negligible effects on moDCs’ maturation and expression of costimulatory molecules, dasatinib led to
a time- and dose-dependent reduction in cytokine secretion (IL-10 and IL-12). In contrast, dasatinib had
no influence on phagocytotic activity of moDCs and on their ability to induce virus-specific T cell
responses. Notably Dasatinib had a pronounced beneficial effect on migration of moDCs towards a CCL-
19 gradient in a transwell assay without altering the expression of the CCL19 receptor CCR7. Since
comparable migration-enhancing effects also occurred in presence of the specific SFK-inhibitor SKI-1

while the use of nilotinib, a TKI not inhibiting SFKs, in contrast led to an inhibition of migration, it can be
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assumed that dasatinib mediates its migration-enhancing effects via an inhibition of SFKs. Dasatinib
treatment led to a dramatic decrease in phosphorylation of the inhibitory immunoreceptors Siglec-9 and
Siglec-3 (CD33) without altering their expression levels. The use of specific antibodies for blocking of
these immunoreceptors, whose ITIM domains are thought to be phosphorylated by SFKs, led to a
powerful increase in migration and diminished phosphorylation of Siglec-9, Siglec-3 and SHP-2. The latter
is a phosphatase which dephosphorylates target molecules after binding phosphorylated ITIM domains
of receptors like the Siglecs. This paper’s results suggest that dasatinib mediates its migration-enhancing
effects via inhibition of SFKs resulting in omission of an inhibitory signaling pathway. This enhancement
of migratory capacity could be very useful in anti-tumor therapy as limited migration to the lymph nodes
is one of the major problems when vaccinating with autologous dendritic cells that were stimulated with
tumor-associated antigens. Dasatinib could be a potent mediator to overcome this problem and could
lead to an improvement in the efficacy of therapy. Since dasatinib in addition also affects a broad range
of processes in all immune cells, the use of specific a-Siglec blocking antibodies seems to be the more
appropriate attempt to positively influence the migratory behavior of dendritic cells due to fewer side
effects in comparison to dasatinib. Utilization of antibodies that target siglec receptors as adjuvants

could lead to a more successful use of a vaccination with dendritic cells in tumor therapy.



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Tyrosinkinasen

Proteinkinasen sind per definitionem Enzyme, die die Ubertragung einer Phosphatgruppe von einem
Nukleosidtriphosphat, normalerweise ATP, auf die Hydroxy-Seitenkette einer Aminosaure katalysieren
[1]. Neben Kinasen, die die Hydroxy-Gruppen von Serin und Threonin (Serin/Threonin-Kinasen) oder
Histidin (Histidin-Kinasen) [1, 2] phosphorylieren und den sogenannten Bispezifischen Kinasen wie MEK1
und MEK2, die neben Serin und Threonin auch Tyrosinreste phosphorylieren kénnen [3], existiert im
humanen Genom die Klasse der Tyrosinkinasen mit mehr als 90 Mitgliedern [4]. Tyrosinkinasen werden
fir gewohnlich nach ihrer Lokalisation in der Zelle in membranstandige Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs),
wie EGFR und c-KIT, und in zytoplasmatische Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (nRTKs) ohne
Transmembrandomane unterteilt [4]. Zu den bislang 32 identifizierten nRTKs gehdren unter anderem

ABL1, ACK1, CSK, FAK, FES, FRK, JAK2, SYK, ZAP70, TEC und BTK und die Kinasen der SRC-Familie [4-6].

1.1.1. Kinasen der SRC-Familie (SFKs)

Die Familie der SRC-Kinasen (,,src family kinases“, SFKs) besteht neben dem namensgebenden SRC im
humanen System aus den neun weiteren Mitgliedern BLK, FYN, HCK, LCK, LYN, YES, FGR, FRK und SRMS,
die alle ein Molekulargewicht von etwa 60 kDa aufweisen [4, 7]. SRC (c-SRC, zellulares SRC) wurde 1976
von einer Gruppe um J. Michael Bishop und Harald E. Varmus als Ursprung des (retro)viralen v-SRC
(,SRC” ist ein Kurzwort von ,sarcoma” im Namen des v-SRC kodierenden Rous-Sarkom-Virus/Rous
sarcoma virus) erkannt [8]; fir diese erste Entdeckung eines zelluldren Proto-Onkogens wurden beide
1989 mit dem ,Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin“ ausgezeichnet [9]. Die Expressionsmuster der
unterschiedlichen SFKs unterscheiden sich in den verschiedenen Blutzellen teilweise sehr deutlich; so
Uberwiegen in NK-Zellen FYN, LCK und LYN, in B-Zellen FYN, LYN und BLK und in T-Zellen LCK und FYN,
wohingegen in Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen eine Expression von HCK, FGR und
LYN vorherrscht. Allen Mitgliedern der SFKs ist eine dhnliche Struktur gemeinsam, die auch in Abbildung
1 dargestellt ist. N-terminal befindet sich eine fiir die jeweilige SFK charakteristische Doméane (U, unique)
gefolgt von den weit verbreiteten SRC-Homologie-Domanen SH3 und SH2. In der darauf folgenden
katalytisch aktiven Kinase-Doméane befindet sich ein phosphorylierbarer Tyrosinrest, dessen zumeist
autokatalytische Phosphorylierung fiir eine vollstandige Aktivierung der SRC-Kinase erforderlich ist. Nach
dieser Kinase-Domane befindet sich C-terminal eine kurze regulatorische Region, die einen weiteren
phosphorylierbaren Tyrosinrest enthalt [10]. Bei den kirzeren SRC-Kinasen FGR, FRK und SRMS fehlt
dieser regulatorische Tyrosinrest [6, 11, 12]. Wird dieser zweite Tyrosinrest phosphoryliert (vornehmlich

durch die Tyrosinkinase CSK), so kommt es zu einer Konformationsanderung, die zu einer Maskierung des
10
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sich in der Kinasedomane befindlichen aktivierenden Tyrosinrests fiihrt, so dass die SFK in einen

inaktiven Zustand Ubergeht [10].

- U SH3 SH2 Kinase-Domane
| l

Y419 Y527
— U SH3 SH2 inaktiv
6TVA
I
auewog-aseuny
aktiv
- U SH3 SH2 Kinase-Domane —|—
6 Y527

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer prototypischen SFK am Beispiel SRC. SRC weist wie alle SFKs N-
terminal eine einzigartige (U, unique) Domane auf, gefolgt von den SRC-Homologie-Domanen SH3 und SH2 und der
funktionellen Kinase-Domane. SRC besitzt zwei phosphorylierbare Tyrosinreste. Wird der inhibitorische Tyrosinrest
Y527 phosphoryliert, kommt es zu einer Konformationsdanderung die den aktivierenden Tyrosinrest Y419 maskiert.
Wird dagegen Y419 phosphoryliert, kommt es zu einer vollstandigen Aktivierung von SRC. Abbildung nach Lowell
[10] (verdndert).

SFKs sind in den verschiedenen Immunzellen an nahezu allen zelluldaren Vorgiangen entscheidend
beteiligt, so sind SFKs unter anderem, aber nicht ausschlieBlich, in das Signaling von Zellen des
angeborenen Immunsystems (z.B. Uber Toll-like-Rezeptoren), das B- und T-Zell-Signaling, die
Zytokinantwort und die Reaktion auf Wachstumsfaktoren, die Regulation von Apoptose und
Phagozytose, das Integrin-Signaling, die Kontrolle Uber K'/Ca**-lonenkanile, Adhasion und
Antigenstimulation involviert [10]. Auf die Rollen von SFKs in den in dieser Arbeit behandelten T-Zellen

und Dendritischen Zellen wird unter 1.5.3 respektive 1.6.3 eingegangen.
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1.2. Geschichte der Tyrosinkinaseinhibitoren

Schon frilh wurde erkannt, dass eine libermaRige Tyrosinkinase-Aktivitat zur Entwicklung von Tumoren
beitragen kann [13-15]. Daher bestand stets ein groBes Interesse an Substanzen, die in der Lage waren,
Tyrosinkinasen zu hemmen. Zunachst handelte es sich bei den eingesetzten Stoffen um natiirlich
vorkommende Substanzen wie die aus Pflanzen oder Pilzen isolierten Quercetin [16], Erbstatin [17, 18],
Genistein [19], Herbimycin [20] oder Lavendustin A [21], die alle ein breites Wirkungsspektrum
aufweisen [22]. Basierend auf dem natirlichen Erbstatin wurden 1988 die ersten kiinstlich
synthetisierten Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) zur Hemmung von EGFR préasentiert [23]. Schon kurze Zeit
spater konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, relativ spezifische Inhibitoren herzustellen, die etwa
selektiv EGFR, nicht aber das nahe verwandte ErbB-2 inhibieren und vice versa [24, 25]. Die Entdeckung
des BCR-ABL-Fusionsproteins und dessen Rolle bei der Chronischen myeloischen Leukamie (CML) durch
eine erhohte Tyrosinkinase-Aktivitat [26-29] flUhrte zu einer ausgedehnten Suche nach geeigneten
pharmakologischen Inhibitoren [22, 30, 31], die schlieflich 1996 in der Entdeckung von Imatinib
miindete [32, 33], einem 2-phenylaminopyrimidin-Derivat. Diese Substanzklasse wurde urspringlich zur
Inhibierung der Proteinkinase C (PKC) entwickelt [34, 35]. Nachdem Imatinib 1998 zum ersten Mal an
Menschen getestet worden war, erfolgte schon 2001 die erstmalige Zulassung des unter den
Handelsnamen Gleevec® (in den USA) bzw. Glivec® (in Europa) von Novartis vertriebenen Medikaments
zur CML-Therapie [36, 37]. Im Kielwasser dieses Erfolgs wurden weitere Tyrosinkinase-Inhibitoren
beschrieben und schlieRlich zugelassen, so unter anderem die TKls Erlotinib [38], Gefitinib [39], Lapatinib
[40], Sorafenib [41], Sunitinib [42] und Pazopanib [43], die BCR-ABL-Inhibitoren der zweiten Generation
Dasatinib [44-46], Nilotinib [47] und Bosutinib [48], der Inhibitor der dritten Generation Ponatinib [49],
und zuletzt Vandetanib [50], Tofacitinib [51], Ruxolitinib [52], Crizotinib [53], lbrutinib [54] und
Regorafenib [55]. Die Wirkungsweisen der meisten Tyrosinkinaseinhibitoren einschlielllich Imatinib,
Dasatinib, Nilotinib und Ponatinib beruhen auf einer kompetitiven Blockierung der ATP-Bindestelle der
Tyrosinkinase [56], es existieren aber auch andere Formen wie eine sterische Hemmung durch

Konformationsanderungen, oder eine Kompetition mit den Substraten der Kinasen [56-59].
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1.3. Dasatinib

1.3.1. Struktur und Entwicklung
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Abbildung 2: Strukturformel von Dasatinib. Dasatinib mit der Summenformel C,,H,5CIN;O,S und dem IUPAC-
Namen N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-2-methyl-4-pyrimidinyl]Jamino]-5-
thiazol carboxamid monohydrat ist ein Aminothiazol und besitzt ein Molekulargewicht von 488,01 g/mol [60].
Abbildungsquelle: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Dasatinib.svg (Aufgerufen am 10.04.2014).

Dasatinib wurde unter der Projektbezeichnung BMS-354825 von Bristol-Myers Squibb entwickelt und
2004 erstmals vorgestellt [44]. Der Freiname des Medikaments, das unter dem Handelsnamen Sprycel®
vertrieben wird, leitet sich nicht, wie bisweilen angenommen, vom Sanskrit-Wort Dasa (fiir Feind),
sondern vom Namen des an der Synthese beteiligten Chemikers Jagabandhu Das ab [44, 61].

Dasatinib, dessen Strukturformel in Abbildung 2 dargestellt ist, wurde von Bristol-Myers Squibb
zusammen mit einer Reihe anderer substituierter 2-(aminopyridyl)- und 2-(aminopyrimidinyl)-thiazol-5-
Carboxamide als dualer BCR-ABL/SRC-Inhibitor entwickelt und zeigte eine starke Proliferationshemmung

in verschiedenen Tumorzelllinien [44].

1.3.2. Klinische Einsatzgebiete

In einer Phase I-Wirksamkeits-Studie konnte gezeigt werden, dass Dasatinib in Patienten mit chronischer
CML, bei denen eine Unvertraglichkeit oder Resistenz gegen Imatinib vorlag, in 37 von 40 Fallen zu einer
kompletten hdmatologischen Remission flihrte [62]. Dasatinib wurde 2005 (Europa) bzw. 2006 (USA) als
Second-Line-Therapie flir CML- und Philadelphia-Chromosom-positive ALL-Patienten zugelassen, die
unter einer Imatinib-Resistenz oder —unvertraglichkeit leiden [63]. Nach weiteren vielversprechenden
Phase-II- [64-68] und Phase-lll-Studien [69, 70] erfolgte 2010 die Zulassung auch zur First-Line-Therapie
bei Neudiagnosen von CML und AML. Dariliber hinaus wurden eine ganze Reihe weiterer klinischer

Studien zum Einsatz von Dasatinib unter anderem gegen solide Tumore [71, 72], Prostatakarzinome [73,
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74], das kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC) [75, 76], Chronische lymphatische Leukamie (CLL) [77],
Plattenepithelkarzinome [78], Brustkrebs [79, 80], Mesotheliome [81], Ovarial- und Bauchfellkarzinome

[82], Pankreaskarzinome [83] oder das Hochrisiko-Myelodysplastische Syndrom [84] durchgefiihrt.

1.3.3. Wirkung auf Immunzellen

Neben den erwiinschten hemmenden Effekten auf entartete Tumorzellen und leukdmische Zellen lbt
Dasatinib durch seine Eigenschaft als Tyrosinkinase-Inhibitor auch Effekte auf jede Art von Immunzellen
aus. Da neben BCR-ABL, ABL und allen SFKs auch BTK, CSK, MAP3K4, GAK, TEC, EPHB6 und eine Vielzahl
weiterer Kinasen zu den Targets von Dasatinib zahlen [85], riickten Untersuchungen zur Wirkung von
Dasatinib auf Immunzellen sehr schnell in den Fokus der Forschung. Neben einer ganzen Reihe von
Publikationen, die den Einfluss von Dasatinib auf verschiedene Zelllinien untersuchten, zeigten Hantschel
et al. 2007, dass Dasatinib hemmend auf die IL-6-Sekretion in murinen Mastzellen und die Histamin-
Freisetzung durch humane basophile Granulozyten wirkt [86]. Im Hinblick auf die Histamin-Freisetzung
durch basophile Granulozyten wurde allerdings inzwischen auch gezeigt, dass Dasatinib in geringen
Konzentrationen im humanen System eine Freisetzung fordern kann [87, 88]. Im Laufe der Zeit wurden
eine ganze Reihe von Arbeiten veroffentlicht, die aufzeigten, dass Dasatinib einen hemmenden Einfluss
auf humane und murine T-Zellen austibt [89-95]. Auf den Inhalt dieser Arbeiten wird in der Diskussion
(4.A.) eingegangen. Beim klinischen Einsatz von Dasatinib zur CML-Therapie wurden dagegen bei einem
betrachtlichen Teil der Patienten eine klonale Expansion von T-Zellen und NK-Zellen [96-102] sowie
deren verstarkte Mobilisierung [103] und fordernde Einflisse auf y&-T-Zellen [104] beobachtet. In mit
Dasatinib behandelten Mausen kam es zu einer Verringerung des Serumlevels von TNF-a in der Lunge,
wohingegen die Sekretion von IL-6 und die Akkumulation von Neutrophilen in der Lunge nicht beeinflusst
waren. Daruber hinaus hemmte Dasatinib die Sekretion von TNF-a und IL-6 nach TLR-Stimulation von aus
murinem Knochenmark generierten Makrophagen (BMDM) [105]. Mehrfach wurde eine hemmende
Wirkung von Dasatinib auf Osteoklasten [106-109] und Tumor-assoziierte Makrophagen [108], sowie auf
Neutrophile [110]. Fir den Einfluss auf Dendritische Zellen gibt es Berichte sowohl (ber hemmende
(unter anderem auf die Zytokinproduktion) als auch férdernde Effekte wie etwa eine verstarkte
Induktion von T-Zell-Antworten [111-113]. Auf diese Arbeiten wird wiederum in der Diskussion (4.B.)
eingegangen. Bendall et al. berichteten von sehr unterschiedlichen Effekten von Dasatinib je nach Art der
Stimulation und des untersuchten Zelltyps. So fiihrte Dasatinib zum Beispiel zu einer kompletten
Dephosphorylierung der Natriumorthovanadat-induzierten Phosphorylierung von STAT5 in T-Zellen und
B-Zellen, nicht aber in Plasmazytoiden Dendritischen Zellen [114]. Neben dieser Gruppe berichteten auch
weitere Publikationen von einer Hemmung des B-Zell-Signalings [115, 116] und daraus resultierend einer
verringerten Proliferation [117] und einer verminderten humoralen Immunantwort [118]. Wahrend die

ersten Publikationen zum Einfluss von Dasatinib auf NK-Zellen eine verringerte Zytotoxizitat [91, 119,
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120] und Zytokin-Produktion [120] feststellten, wurde in neueren Vero6ffentlichungen von einer
gesteigerten Expansion [121, 122], Zytotoxizitat [122, 123], Zytokokinproduktion und Expression von
Degranulationsmarkern [123] berichtet. In Méausen filihrte Dasatinib zu einer verringerten Zahl an
Thrombozyten durch eine gestérte Migration und Differenzierung von Megakaryozyten [124]. Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass Dasatinib durch die hemmende Wirkung auf die CD4*-T-Zell-Proliferation

einen deutlich blockierenden Einfluss auf die Virus-Produktion in HIV-1-infizierten Patienten zeigt [125].

1.4. Das Glucocorticoid Dexamethason

O

Abbildung 3: Strukturformel von Dexamethason. Dexamethason mit der Summenformel CyH,sFOs und dem
IUPAC-Namen (8S,9R,10S,11S,13S5,14S,16R,17R)-9-fluoro-11,17-dihydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13,16-trimethyl-
6,7,8,11,12,14,15,16-octahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-on ist ein synthetisches Glucocorticoid und besitzt ein
Molekulargewicht von 392,46 g/mol [126].

Abbildungsquelle:  http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Dexamethasone_structure.svg  (Aufgerufen am
10.04.2014).

Natiirliche Glucocorticoide sind Corticosteroide aus der Nebennierenrinde wie Cortisol und
Corticosteron, die neben sehr vielfdltigen anderen physiologischen Auswirkungen auch eine
entziindungshemmende und immunsuppressive Wirkung vermitteln [127, 128]. Aus diesem Grunde
werden Glucocorticoide seit den 1930er Jahren und bis heute zur Immunsuppression und
Entziindungshemmung eingesetzt. Dexamethason, ein synthetisches Glucocorticoid, wurde schon in den
1950er Jahren erstmals synthetisiert und zur Therapie von Psoriasis verwendet [129-131]. Die
Strukturformel von Dexamethason, das eine etwa 25-mal hohere anti-inflammatorische Wirkung als das

natlirlich vorkommende Cortisol besitzt [132], ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Lange Zeit wurde angenommen, dass Glucocorticoide ihre immunsuppressiven Effekte ausschlieBlich
genomisch Uber den Glucocorticoidrezeptor vermitteln [133]. Dieser Rezeptor liegt im inaktiven Zustand
assoziiert mit Chaperonen wie dem Hitzeschockprotein HSP90 vor. Nach Ligandenbindung dissoziieren
diese Chaperone und es kommt zu einer Translokation des aktivierten Glucocorticoidrezeptors in den
Zellkern [134-136]. Hier bindet der Glucocorticoidrezeptor an spezifische Motive der DNA, sogenannte
Glucocorticoid-responsive elements (GRE) oder an Transkriptionsfaktoren wie AP-1 oder NFkB und
reguliert auf diese Weise die Expression einer Vielzahl von Genen [136-138]. Erst in jlingerer Zeit wurde
ein weiterer, weitaus schneller ablaufender Mechanismus vorgestellt [133, 139-143], bei dem
angenommen wird, dass der inaktive Glucocorticoidrezeptor in Multiproteinkomplexen gebunden
vorliegt. Diese Multiproteinkomplexe beinhalten neben Rezeptoren wie zum Beispiel dem T-Zell-
Rezeptor-Komplex unter anderem auch Hitzeschockproteine und Tyrosinkinasen. Nach Bindung des
Glucocorticoids an seinen Rezeptor kommt es zur Dissoziation der Multiproteinkomplexe und damit zu
keiner Signalweiterleitung tber die Tyrosinkinasen [133]. Somit wird angenommen dass Glucocorticoide,
wenn auch indirekt, die Aktivitdit von SFKs hemmen koénnen [133, 144]. Glucocorticoide wie
Dexamethason wurden und werden alleine oder unterstiitzend zur Behandlung einer Vielzahl von
unterschiedlichen Erkrankungen wie unter anderem verschiedenen Autoimmunerkrankungen [145-148],
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) [149, 150] oder in der Tumor- [151, 152] und Leukamietherapie [153],

aber auch zur Vorbeugung der Hohenkrankheit [154] und bei zahnarztlichen Eingriffen [155] eingesetzt.

1.5. T-Zellen

1.5.1. Definition

T-Zellen oder T-Lymphozyten bilden gemeinsam mit den B-Zellen und den Natirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) die Gruppe der Lymphozyten, die sich (zusammen mit einem Teil der Dendritischen Zellen) aus
gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzellen entwickeln. Wahrend die NK-Zellen Teil der angeborenen
Immunantwort darstellen, bilden T-Zellen und B-Zellen gemeinsam den entscheidenden Teil der
adaptiven Immunantwort. Beide Typen von Lymphozyten weisen als charakteristisches Merkmal
hochspezifische Antigenrezeptoren auf, die sich im Laufe der T-Zell- und B-Zell-Entwicklung mittels V(D)J-
Rekombination aus einem schier unerschopflichen Repertoire bilden. Die Bezeichnung ,T-Zellen” leitet
sich vom Thymus, dem Ort der T-Zell-Reifung ab, einem zweilappigen Organ des lymphatischen Systems,

das sich im oberen Brustbereich (iber dem Herzen befindet [156, 157].
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1.5.2. Subsets und Funktionen

Allen T-Zellen ist ein Rezeptorkomplex, der sogenannte T-Zell-Rezeptor-Komplex (TCR-Komplex) gemein.
Dieser besteht aus dem heterodimeren T-Zell-Rezeptor, dem fir T-Zellen charakteristischen CD3-Co-
Rezepto (einem Heteromer aus 4 Untereinheiten) und zwei CD247- (CD3{-Kette)-Monomeren [158].
Prinzipiell lassen sich T-Zellen zunachst an Hand der beiden Ketten des auf ihnen vorliegenden T-Zell-
Rezeptors in die aB- und die wesentlich seltener vorkommenden y&-T-Zellen unterteilen, die nur etwa
zwei Prozent der Gesamtzahl an T-Zellen ausmachen. Letztere unterscheiden sich sehr deutlich von
ersteren und sind auf Grund ihrer distinkten Funktionsweise und der im Vergleich stark limitierten
Spezifitdt ihres Antigenrezeptors dem angeborenen Immunsystem zuzurechnen, wo sie sowohl
zytotoxische als auch unterstitzende Funktionen erfiillen [156, 159].

Innerhalb der ap-T-Lymphozyten gibt es eine Reihe von stark unterschiedlichen Sub-Gruppen mit sehr
divergenten Funktionen. Anhand des assoziiert mit dem TCR-Komplex vorliegenden Co-Rezeptors lassen
sich die aB-T-Zellen in CD4" und CD8" T-Zellen unterteilen, wobei die CD4" T-Zellen klassischerweise als T-
Helferzellen bezeichnet werden und eine MHC-Klasse-lI-Restriktion aufweisen. Die Aktivierung der CD8"
T-Zellen, die als Zytotoxische T-Lymphozyten oder (veraltet) T-Killerzellen bezeichnet werden, ist
dagegen MHC-Klasse-I-restringiert. Diese Definition ist durch die Entdeckung von weiteren,
spezialisierten T-Zell-Subsets inzwischen als zumindest zu stark verallgemeinernd anzusehen [156, 159].
Zundchst ist hier die Gruppe der NKT-Zellen zu nennen, ein T-Zell-Subset, das neben dem TCR-Komplex
auch Merkmale natirlicher Killerzellen wie etwa eine Expression von CD16 oder CD56 aufweist. Im
Hinblick auf die Expression der Co-Rezeptoren kénnen NKT-Zellen sowohl CD4" als auch CD8" sein. NKT-
Zellen sind im Gegensatz zu den tbrigen aB-T-Zellen nicht MHC-restringiert und erkennen keine durch
Antigen-prasentierende Zellen (APCs) prasentierte Peptide. Stattdessen exprimieren sie einen T-Zell-
Rezeptor der eine CD1-Restriktion aufweist und somit mittels CD1d prasentierte Lipide erkennen kann
[159, 160].

Neben diesem ,Sonderfall“ existiert eine heterogene Klasse von CD4" T-Zellen, die im Gegensatz zu allen
Ubrigen T-Zellen keine immunférdernde Funktion aufweisen, sondern zu einer Hemmung oder
Abmilderung von Immunantworten beitragen. Der Hauptteil dieser regulatorischen T-Zellen (Tgegs), die
friiher auch als T-Suppressorzellen bezeichnet wurden, weist neben der Expression von CD4 auch eine
Expression von CD25 und eine hohe Dichte an CD62L sowie eine Expression des Transkriptionsfaktors
FoxP3 auf. Dieser ist neben der Induktion FoxP3-abhangiger Gene auch fiir eine verringerte Produktion
von IL-2 verantwortlich, da er die Interaktion von AP-1 und NFAT am IL-2-Promotor stort. Regulatorische
T-Zellen tUben ihre hemmende Funktion sowohl durch Zell-Zell-Kontakt, als auch tiber eine Sekretion von
IL-10 und TGF-B aus [161, 162]. Da regulatorische T-Zellen in dieser Arbeit nicht behandelt werden, wird

auf ungewdhnlichere und seltenere Formen dieser T-Zell-Klasse hier nicht weiter eingegangen.
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Naive, also nicht-aktivierte CD4" oder CD8" T-Zellen, zirkulieren stindig tber Blut- und Lymphsystem
durch den Kérper und passieren dabei auch die Lymphknoten. Kommt es hierbei zu einer Interaktion mit
einem von einer APC prasentierten Peptid das passend zum T-Zell-Rezeptor der naiven T-Zelle ist, erfolgt
deren Aktivierung. Hierdurch kommt es, hauptsichlich iiber die Sekretion von IL-2 (vor allem durch CD4"
T-Zellen) zu einer klonalen Expansion und einer Differenzierung in Effektor- und Gedachtniszellen [163].

T-Effektorzellen sind in der Lage, Antigene sowohl in lymphatischen Organen als auch in der Peripherie
zu erkennen, sodass eine Aktivierung nicht auf die lymphatischen Organe beschrankt ist, sondern in
jedem infizierten Gewebe erfolgen kann. Unter anderem anhand des Profils ihrer Zytokinsekretion lassen
sich verschiedene Subsets von CD4" Effektorzellen wie T,1, Th2 und T,17 charakterisieren, auf die aber
hier nicht weiter eingegangen werden soll. Wihrend CD4" Effektorzellen durch die Sekretion von
Zytokinen ihrem Namen (Helfer-T-Zelllen) entsprechend unter anderem Makrophagen und B-Zellen
aktivieren und ,zu Hilfe holen”, vermitteln CD8" Effektorzellen, die typischen CTLs (Zytotoxische T-
Lymphozyten), neben der Aktivierung von Makrophagen die direkte Zerstorung infizierter Target-Zellen

[162, 163].

1.5.3. Src-Kinasen in T-Zellen

Wahrend die Expression der ubiquitar exprimierten SFKs SRC und YES in T-Zellen sehr gering ist, stellen
LYN und vor allem auch LCK die vorherrschenden Mitglieder der SRC-Kinasen in T-Lymphozyten dar [164,
165]. LCK und FYN weisen ein Molekulargewicht von 56 respektive 59 KDa auf, besitzen den typischen
Aufbaue einer SRC-Kinase (vgl. 1.1.1.) und liegen an zellulire Membranen assoziiert vor. Wahrend LCK
haufiger an der Plasmamembran zu finden ist, liegt FYN vermehrt in zentrosomalen und mitochondrialen
Strukturen vor [164, 165]. Die Unique-Domane von LCK vermittelt dessen Interaktionen mit den CD4-
und CD8-Korezeptoren, was entscheidend zur Teilnahme von LCK am proximalen T-Zell-Signaling beitragt
[164]. LCK liegt normalerweise in einem , primed state" vor, was bedeutet, dass weder der aktivierende
noch der inhibitorische Tyrosinrest phosphoryliert sind. Eine komplette Inaktivierung von LCK erfolgt
durch eine Phosphorylierung des inhibitorischen Tyrosinrests Y505 durch CSK, welche vor allem durch
CD45 aufgehoben werden kann [164-166]. Kommt es zu einer Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit MHC-
Molekilen, wird LCK Uber seine Interaktion mit CD4 oder CD8 zum T-Zellrezeptor-Komplex rekrutiert, wo
es, vermutlich autokatalytisch, zu einer Phosphorylierung des aktivierenden Tyrosinrests Y394 kommt
[164]. Nachdem es sowohl am T-Zell-Rezeptor, als auch bei einem der Korezeptoren zu einer
Ligandenbindung gekommen ist, befindet sich LCK in enger raumlicher Ndhe zu ITAM-Domanen der CD3-
und CD247- (T-) Ketten und ist in der Lage, diese zu phosphorylieren [158, 164]. Durch die
Phosphorylierung kann eine Kinase der SYK-Familie, ZAP70 (Z-associated protein of 70 kD), an diese
ITAM-Domanen andocken. Nach der Bindung erfolgt die Phosphorylierung von ZAP70 durch LCK. Die

hierdurch erfolgende Aktivierung von ZAP70 fiihrt wiederum zur Rekrutierung und Phosphorylierung von
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weiteren Adaptor-Proteinen wie LAT und SLP76 und schliefSlich lber die Aktivierung der Phospholipase C
(PLCy1) zur Aktivierung des Calcium- und PKC- (Proteinkinase C)-Signalings und Uber die Rekrutierung
von Grb2 und SOS an LAT zur Aktivierung des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs [158]. Es wird angenommen,
dass auf adhnliche Weise auch FYN am proximalen T-Zell-Signaling beteiligt ist, allerdings in einem
deutlich geringeren Ausmal als LCK [165]. Neben dieser ganz entscheidenden und sehr weit upstream
gelegenen Position im T-Zell-Signaling und in der Aktivierung von T-Zellen und somit der Beeinflussung
von vielen entscheidenden Prozessen wie zum Beispiel Proliferation, Zytokinproduktion oder
Degranulation, sind LCK und FYN auch in groRem Ausmal an der T-Zell-Entwicklung beteiligt [164, 165].
Hierzu zdhlen eine entscheidende Involvierung in das Pre-TCR-Signaling und in die Differenzierung von T-
Zellen, sowohl beim Ubergang vom doppelt-negativen (CD4°CD8’) zum doppelt-positiven (CD4°CD8"), als
auch vom doppelt-positiven zum einfach-positiven (CD4°CD8 oder CD4°CD8") Zustand [164, 165]. So
konnte gezeigt werden, dass eine starke Aktivitdt von LCK zu einer bevorzugten Ausbildung von CD4" T-

Zellen gegeniiber CD8" fiihrt [167-171].

1.6. Dendritische Zellen

1.6.1. Definition

Dendritische Zellen (DCs) sind zumeist dem Knochenmark entstammende Zellen des angeborenen
Immunsystems, die in epithelialen und lymphoiden Geweben vorliegen und morphologisch durch diinne,
zytoplasmatische Fortsatze, die sogenannten Dendriten, charakterisiert sind. Da es sich um eine sehr
heterogene Gruppe mit unterschiedlichen Funktionen handelt, und sich verschiedene Typen von
Dendritischen Zellen sowohl aus lymphoiden (CLP) als auch aus myeloischen Vorlauferzellen (CMP)
entwickeln kénnen oder sogar mesenchymalen Ursprungs sind, ist es unmoglich auf Grund der
Expression von einzelnen Antigenen einen einzigen, charakteristischen ,,DC-Marker” zu benennen, und
auch die Abgrenzung gegen andere Zelltypen wie Monozyten und Makrophagen ist teilweise schwierig.
Gemein ist allen Dendritischen Zellen, mit Ausnahme der follikularen DCs (fDCs), eine Expression von
MHC-Klasse-lI-Molekiilen und die Aufnahme, Prozessierung und Prasentation von Antigenen
(hauptsachlich an T-Zellen) als Hauptaufgaben. Verbunden damit ist die Zuordnung zu den
»professionellen” Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), zu denen neben den Dendritischen Zellen noch

Makrophagen und B-Zellen gerechnet werden [172-176].
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1.6.2. Arten von Dendritischen Zellen

Noch immer ist eine verbindliche Einteilung der verschiedenen Arten von Dendritischen Zellen, die
wirklich alle Aspekte abdeckt, nicht verfiigbar. Am einfachsten lassen sich Dendritische Zellen im Hinblick
auf ihre Lokalisation in den verschiedenen Geweben und ihrer Funktion grob unterteilen wie in der Folge
beschrieben. Neben den Dendritischen Zellen im menschlichen Blut, auf die gleich noch detaillierter
eingegangen wird, sind hier (ohne Anspruch auf Vollstdndigkeit) die Langerhans-Zellen (LCs) der Haut,
interstitielle, interdigitierende, inflammatorische, und follikuldre Dendritische Zellen zu nennen [177,
178].

Die Entdeckung der Langerhans-Zellen durch Paul Langerhans 1868 stellte die erste Beschreibung und
Abbildung eines dendritischen Zelltyps dar. Langerhans-Zellen sind myeloiden Ursprungs und sind
hauptsachlich in der Epidermis der Haut und im Schleimhaut-Epithel zu finden, kommen allerdings auch
im Gastrointestinaltrakt vor. Als charakteristisches Merkmal weisen die Langerhans-Zellen
Tennisschlager-formige Organellen, die so genannten Birbeck-Granula auf, die unter anderem den
charakteristischen LC-Marker Langerin (CD207) enthalten. Die noch unreifen LCs migrieren nach
Antigenkontakt zur Antigenprasentation in die Lymphknoten [177, 179].

Erst gut 100 Jahre spater, 1973, erfolgte die Wiederentdeckung von Zellen mit einem dendritischen
Phanotyp durch Ralph M. Steinman, der auch den Begriff ,,Dendritische Zellen” pragte [176]. Fir diese
Entdeckung und seine lebenslange Forschungsarbeit zu den Dendritischen Zellen wurde ihm 2011 der
»Nobelpreis flr Physiologie oder Medizin“ verliehen, als erstem Forscher posthum [180].

Interstitielle DCs (auch als Dermal DCs oder Insterstitial/Dermal DCs bezeichnet) liegen im Gegensatz zu
den LCs in der Dermis oder der Lamina propria der Schleimhaute vor, weisen keine Birbeck-Granula auf
und sind vor allem durch die Expression von DC-SIGN (CD209) charakterisiert. Ebenso wie die
Langerhans-Zellen wandern die unreifen interstitiellen DCs, die myeloiden Ursprungs sind und viele ihrer
Eigenschaften mit den Makrophagen teilen, nach Antigenaufnahme in die Lymphknoten ein [177, 181-
183].

Interdigitierende Dendritische Zellen, die ebenso wie die interstitiellen DCs bisweilen als ,iDCs”
bezeichnet werden, liegen vor allem in den T-Zell-Zonen der Lymphknoten vor, weisen eine Expression
von DC-LAMP, CD54 und CD83 und den kostimulatorischen Molekiilen CD40, CD80 und CD86 auf und
interagieren daher dort sehr eng mit T-Zellen und sind starke T-Zell-Aktivatoren [184-187].
Inflammatorische Dendritische Zellen (infDCs) stellen, wie der Name nahelegt ein DC-Subset dar, das
wahrend Entzindungsreaktionen auftritt. infDCs exprimieren HLA-DR, CD11c, BDCA1, CD1la, FceRl,
CD206, CD172a, CD14, CD11b, M-CSFR und ZBTB46 und entwickeln sich aus Monozyten, die an den Ort
der Entziindung rekrutiert wurden [178, 188, 189].

Follikuldre Dendritische Zellen (fDCs) stammen im Gegensatz zu allen anderen DCs nicht von

Stammzellen des Knochenmarks ab, sondern sind mesenchymalen Ursprungs. Wie bereits erwahnt
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weisen sie keine Expression von Klasse-II-MHC-Molekilen auf und sind nicht in der Lage, Antigene
aufzunehmen. Diese in den Follikeln sekundarer lymphatischer Organe vorkommenden Dendritischen
Zellen spielen eine wichtige unterstiitzende Rolle in der B-Zell-Antigenerkennung [175, 177, 190].

Wie fir alle Dendritischen Zellen ist es auch bei den im Blut vorkommenden Formen schwierig, eine
allgemeingiiltige Abgrenzung und Einteilung zu schaffen. Der oft dafiir herangezogenen Marker CD11c ist
daflir nicht (alleine) geeignet, da auch anndhernd alle menschlichen Monozyten CD11c exprimieren.
Ziegler-Heitbrock et al. nahmen 2010 unter der Schirmherrschaft von IUIS (International Union of
Immunological Societies) und WHO (World Health Organisation) auf Basis von Transkriptomanalysen
folgende Definition vor: Dendritische Zellen im menschlichen Blut sind MHC-Klasse-lI-positiv und
Lineage-Marker-negativ, also ohne Expression des T-Zellmarkers CD3, des Monozytenmarkers CD14, des
Granulozytenmarkers CD15, der B-Zell-Marker CD19 und CD20 und des NK-Zellmarkers CD56. Dariiber
hinaus unterteilen die Autoren die humanen Dendritischen Zellen des Blutes in drei Subgruppen. Dies
sind die plasmazytoiden, CD303" DCs, die myeloiden CD1c* DCs und die myeloiden CD141" DCs [173,
191].

Plasmazytoide Dendritische Zellen (pDCs), die sich sowohl aus lymphoiden, als auch aus myeloiden
Vorlauferzellen entwickeln kénnen, spielen eine entscheidende Rolle in der Immunantwort gegen virale
Erreger, sind in der Lage, groRe Mengen an IFN-a zu produzieren und exprimieren die Toll-like-
Rezeptoren TLR7 und TLR9 [173, 192, 193].

Die beiden Formen von myeloiden DCs, die auch als convential DCs (cDCs) oder mDCs (myeloid DCs)
bezeichnet werden, unterscheiden sich durch das Muster ihrer TLR-Rezeptor-Expression und ihrer
Zytokinsekretion als Antwort auf Pathogene. Wiahrend die CD1c" myeloiden DCs TLR2 und, in geringerem
AusmaR, TLR4 exprimieren und vornehmlich IL-10 sekretieren, zeigen die CD141" myeloiden DCs keine
Expression von TLR2 oder TLR4, sind durch eine Expression von TLR-3 gekennzeichnet und in der Lage,
groRe Mengen an IL-12 und IFN-B zu produzieren [191, 194-196].

Der GroRteil der in vitro-Arbeiten Uber Dendritischen Zellen beruht auf Untersuchungen von aus
Monozyten generierten Dendritischen Zellen (monocyte-derived dendritic cells, moDCs). Diese werden,
wie der Name schon sagt, durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 aus aus humanem Blut isolierten CD14"
Monozyten generiert wobei es unter anderem zu einer Herunterregulation von CD14 und einer
Hochregulation von CD1la kommt. Mittels bakterieller Antigene ausgereifte moDCs weisen neben CD1la
eine Expression von CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7 und Klasse-lI-MHC-Molekilen auf. Hinsichtlich der
Vergleichbarkeit mit in vivo vorkommenden DC-Subsets gab und gibt es stets divergierende Meinungen.
So unterscheiden sich moDCs teilweise sehr deutlich hinsichtlich der Expression von TLR-Molekiilen und
der Zytokinproduktion von den DC-Subsets des Blutes. Vielmehr dhneln moDCs in vielen Bereichen den
interstitiellen Dendritischen Zellen der Haut. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass kein exaktes

Homolog der in vitro generierten moDCs im menschlichen Korper existiert, sich aber die Funktionen der
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in vivo vorkommenden Subsets auf Grund der einfachen Handhabbarkeit und der verhaltnismaRig

groRen verfligbaren Zellmengen sehr gut untersuchen lassen [111, 191, 197, 198].

1.6.3. Src-Kinasen in Dendritischen Zellen

Im Gegensatz zu dem relativ gut erforschten und klar definierten Einfluss der SFKs LCK und LYN auf das T-
Zell-Signaling (vgl. 1.5.3.) ist die Situation in Zellen des angeborenen Immunsystems im Allgemeinen und
in Dendritischen Zellen im Speziellen weitaus weniger klar. Dies liegt natirlich zum einen in der groRen
Heterogenitat der Dendritischen Zellen (vgl. 1.6.2.) begriindet, ist zum anderen aber auch darauf
zurlickzufiihren, dass in Zellen des angeborenen Immunsystems mehrere, oft redundante SFKs
vorkommen, die ihre Funktionen gegenseitig ibernehmen kdénnen [199]. Wie auch in den meisten
anderen Zellen des angeborenen Immunsystems werden in Dendritischen Zellen vor allem die SFKs HCK,
FGR, LYN und, in geringerem Umfang, SRC exprimiert [10]. Die Hypothese, dass SRC-Kinasen in Zellen des
angeborenen Immunsystems vor allem tber die Toll-like-Rezeptoren aktiviert werden, konnte durch die
Beobachtung widerlegt werden, das HCK-, FGR- und LYN-defiziente Makrophagen eine unverdnderte
oder sogar starkere Antwort auf eine LPS-Behandlung zeigen und sogar die TLR-Aktivierung eher negativ
regulieren [200-202].

Der am besten erforschte Signalweg, in dem SFKs eine entscheidende Rolle spielen, ist der klassische
Immunrezeptor-aktivierende Pathway lber ITAMs, der von einer grofen Menge an Immunrezeptoren
wie Fc-Rezeptoren, aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren oder Molekiilen zur Pathogenerkennung wie den
Mitgliedern der TREM-Familie verwendet wird. Hierbei werden die ITAM-Domanen der Rezeptoren
durch SFKs phosphoryliert, was die Bindung der Kinase SYK ermoglicht. Diese kann nun wiederum
ihrerseits eine ganze Reihe von Substraten phosphorylieren, zu denen unter anderem SLP76 oder LAT
gehoren. AnschlieBend sind diese in der Lage, weitere Proteine zu rekrutieren, was letztendlich zur
Aktivierung der MAP-Kinase-, NF-kB- und Ca”*-Signalwege und damit zur Steigerung der Proliferation,
Zytokinsekretion und Transkription NFAT-abhangiger Gene fiihrt [199]. Neben diesem klassischen ITAM-
Weg existiert eine weitere Form, bei der Rezeptoren wie die Familie der Integrine nach erfolgter
Aktivierung ITAM-haltige Adaptorproteine rekrutieren. Nach der Phosphorylierung der ITAMs durch SRC-
Kinasen kommt es zu einer Rekrutierung von SYK, was unter anderem zur Aktivierung der PI3- und TEC-
Kinasen fiuihrt. Dartuber hinaus tragen SFKs und SYK auch zur Aktivierung der FAK/PYK2-Kinasen und
damit des Rho/WASp-Signalwegs bei, was vor allem zu fiir Adhédsion, Migration und Degranulation
notwendigen Verdanderungen des Zytoskeletts fiihrt [199].

SFKs spielen aber nicht nur in der Regulation von aktivierenden Signalwegen eine Rolle, sondern sind
durch die Phosphorylierung der ITIM-Domanen inhibitorischer Immunrezeptoren wie den ILTs oder
Rezeptoren der Siglec-Familie auch an der Hemmung von Immunantworten beteiligt. Nach

Phosphorylierung der ITIM-Doméanen dieser hemmenden Immunrezeptoren kdnnen Phosphatasen wie
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SHP-1, SHP-2 oder SHIP1 an die ITIM-Domanen binden (siehe auch 4.B.) und sind durch diese Aktivierung
in der Lage eine ganze Reihe von Substraten zu dephosphorylieren. Zu diesen Substraten gehéren unter
anderem die ITAMs von aktivierenden Immunrezeptoren selbst, aber auch viele Molekile der eben
angesprochenen aktivierenden Signalwege. Auf diese Weise tragen SFKs sowohl zur Steigerung als auch
zur Hemmung von Immunantworten bei [199].

Darliber hinaus gibt es eine Reihe von Studien, die eine Involvierung von SFKs in die Regulation der
Zytokinantwort iber JAK-Kinasen [203, 204], das TRAF-Signaling [205] oder der direkten Interaktion mit
dem IL-6-Rezeptor [206] beschreiben. Auch an der Regulation des Chemokinsignalings, das liber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt wird [207-209] (und damit auch an der Migration, siehe
1.6.4.), und an einer schier endlosen Reihe weiterer zelluldrer Funktionen sind SFKs direkt oder auch
indirekt beteiligt, was eine erschdpfende Aufziahlung nahezu unmaéglich macht [199].

Fir die in dieser Arbeit behandelten moDCs wurde die Beteiligung von Kinasen der SRC-Familie vor allem
auf die Zytokinproduktion beschrieben, wohingegen der Einfluss auf die Ausreifung, vor allem auf die

Expression von kostimulatorischen Molekiilen, eher begrenzt ist [111, 209, 210],

1.6.4. CCR7-abhidngige Migration von Dendritischen Zellen

Eine wichtige Folge der Ausreifung von Dendritischen Zellen durch Antigenaufnahme ist eine
Hochregulation des Chemokinrezeptors CCR7. Hierdurch wird es den Zellen ermdglicht, zum Beispiel aus
der Haut, in Richtung eines CCL19- oder CCL21-Gradienten Uber afferente LymphgefilRe in die
Lymphknoten einzuwandern, wo in den T-Zell-Zonen oder B-Zell-Follikeln die Prasentation der
aufgenommen und prozessierten Antigene erfolgt und somit eine T- oder B-Zellantwort in Gang gesetzt
wird [211-218]. Nach der Bindung des Liganden an CCR7 erfolgen die Aktivierung verschiedener an CCR7
gekoppelter G-Proteine und die Initiierung verschiedener Signalkaskaden. So fiihrt eine Aktivierung von
Gay, zur Aktivierung von Rho, PYK2 und schlieRlich des Aktin-bindenden Proteins Cofilin was die
Migrationsgeschwindigkeit der Dendritischen Zellen erhoht. Eine Stimulation von Ga; flihrt zur
Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade tiber p38, Erk1/2 und JNK und der Aktivierung von PI3K-, PKC- und
AKT/NF-kB-Signalwegen, die zusammen mit der Induktion des Ca**-Signalings tiber PLCB2 und IP; fir eine
Regulation der Chemotaxis sorgen. SFKs sind durch ihre Phosphorylierungsaktivitdt in der Lage, auf diese
Prozesse fordernd einzuwirken. Dariiber hinaus ist eine dritte Form von G-Proteinen, Ga, an der
Induktion des Calcium-Signalings Uber PLC1,3 und IP3 beteiligt [215, 219-222]. Je nach Zelltyp
unterscheidet sich die Bedeutung der einzelnen Signalkaskaden, so wurde etwa in moDCs gezeigt, dass
die Migration gegen CCL19 und CCL21 zwar von der Aktivierung von Rho, einer Involvierung der PLC und
einem Calcium-Flux abhangig ist, die PI3K allerdings nicht benétigt wird [223]. Neben diesen
grundsatzlichen, CCR7-abhdngigen zelluliren Vorgdngen tragen eine ganze Reihe verschiedenster

Molekile zur Migration von Dendritischen Zellen bei, darunter Transmembran-Transportproteine wie
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MDR1 oder MRP1 [224], Integrine (vor allem LFA-1, VLA-4 und Mac-1) [225, 226], Selectine wie L-
Selectin [226] oder Sialomucine wie PSGL-1 [226, 227], von denen viele mit SFKs assoziiert vorliegen oder

von SFKs beeinflusst werden [227].

1.7. Zielsetzung der Arbeit

Immunmodulation, also die Beeinflussung von Zellen des Immunsystems durch physikalische Reize oder
pharmakologische Wirkstoffe, spielt eine ganz entscheidende Rolle in der Behandlung einer Vielzahl von
Krankheiten, wobei Immunmodulatoren einerseits immunstimulatorisch, andererseits immunsuppressiv
wirken kénnen. Wahrend fiir die Therapie von malignen Tumorerkrankungen eher eine stimulierende
Wirkung auf Immunzellen benétigt wird, ist in anderen Fallen, etwa als Voraussetzung fiir eine
erfolgreiche Transplantation, eine Hemmung von Immunantworten unabdingbar.

Kinasen der SRC-Familie (SFKs) spielen sowohl beim malignen Wachstum [228], als auch in vielfaltigen
Signalwegen in Immunzellen sehr entscheidende Rollen (vgl. 1.5.3. und 1.6.3.). Daher ist die Inhibierung
von SFKs ein wirksames Mittel zur Behandlung von entarteten Zellen, bietet daneben aber auch eine
effektive Moglichkeit zur Immunmodulation. Da fiir den Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib neben den
anvisierten direkten antitumoralen Effekten sowohl immunsuppressive als auch immunstimulierende
Wirkungen beschrieben wurden (siehe 1.3.3.), stellt dieses Medikament ein sehr interessantes Mittel zur
Beeinflussung von Immunantworten dar. Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die hemmenden und
fordernden Einflisse von Dasatinib auf zwei Typen von Immunzellen genauer zu untersuchen um die
Auswirkungen von Dasatinib auf Zellen des Immunsystems besser zu verstehen und so das
immunmodulatorische Potenzial von Dasatinib besser nutzbar zu machen.

Graft-versus-host Disease (GvHD) und infektiose Komplikationen durch die Immunsuppression von T-
Zellen sind auch weiterhin die Hauptursachen fiir Morbiditat und Mortalitat nach erfolgter allogener
Hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) [229-232]. Glucocorticoide stellen noch immer die
verwendete Standardbehandlung dar, unterdriicken aber neben der bezweckten Hemmung der GvHD-
Effekte leider auch die wiinschenswerten Graft-versus-leukemia (GvL)-Effekte und beglinstigen durch
ihre stark immunsuppressive Wirkung Folgeinfektionen. Durch die Unterschiede zwischen GvL- und
GvHD-vermittelnden T-Zellen hinsichtlich ihrer Expansionsraten und den Bedingungen fiir ihre
Aktivierung [233-235], ist es denkbar, dass die immunomodulatorische Wirkung von
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Dasatinio GvHD-Effekte minimieren kann, ohne GvlL-Effekte zu
beeintrachtigen. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch klinische Beobachtungen einer GvHD-
Hemmung durch die Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Dasatinib [236-238] und einer Nicht-
Beeinflussung von GvL-Reaktionen durch Dasatinib [239]. Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit ist
daher die Untersuchung moglicher synergistischer Effekte einer Kombination aus dem Tyrosinkinase-

Inhibitor Dasatinib und dem Glucocorticoid Dexamethason auf T-Zellen und T-Zell-Subsets vor dem
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Hintergrund der moglichen Verringerung von Nebenwirkungen in der Klinik durch die Verwendung
geringerer Dosen der Einzelsubstanzen in der Kombination.

Als professionelle Antigen-prasentierende Zellen sind Dendritische Zellen (DCs) unabdingbare
Regulatoren spezifischer T-Zell-Reaktionen gegen Pathogene und Krankheiten. Die Erzeugung von
schitzenden Anti-Tumor-Antworten beruht auf der Prasentation tumoraler Antigene durch die DCs.
Daher ist die Vakzinierung mit autologen Dendritischen Zellen, die mit Tumor-assoziierten Antigenen
stimuliert werden, zu einer der Standardbehandlungen in der klinischen Krebstherapie geworden [240].
Allerdings wird der Erfolg einer solchen Therapie durch eine verminderte Ausreifung und schlechte
Migration der ex vivo expandierten DCs vom Ort der Injektion zu den Lymphknoten vermindert [241,
242]. Da die Migration somit eine entscheidende Grundvoraussetzung fiir die Induktion von T-
Zellantworten darstellt, ware es wiinschenswert ein besseres Verstandnis der Migration Dendritischer
Zellen zu gewinnen und ihre Migration pharmakologisch zu steigern. Da fiir Dasatinib hemmende, aber
auch fordernde Effekte auf Immunzellen beschrieben wurden [90, 91, 111-113, 119-123], beschaftigt
sich der zweite Teil dieser Arbeit mit dem Einfluss von Dasatinib auf die Reifung und Funktionalitat von in
vitro aus Monozyten generierten Dendritischen Zellen (moDCs), wobei der Haupt-Fokus auf dem Einfluss
von Dasatinib auf die Migration liegt und die molekularen Ursachen fiir die Beeinflussung der

Migrationskapazitat genauer untersucht werden.
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2.1. Material

2.1.1. Gerdte und Zubehor

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

Autoklav

Durchflusszytometer, 4-Farb-basiert
Einfrierhilfe ,,Mr Frosty™“

Eismaschine, Scotsman®
Filmentwicklermaschine
Gefrier-/Kuhlschrank (-20 °C/4 °C)
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)
Gelelektrophoresekammer und Blot-
Modul, ,, XCell SureLock® Mini-Cell and
XCell 1™ Blot Module”
GrolBraum-Gefrierbehalter fir fllssigen
Stickstoff

Heizblock, ,neoBlock 1“

Inkubator (37 °C, 5% CO,)

Kahlschrank (4 °C)

MACS-Zellseparator
Magnetriihrer/Warmplatte “Yellowline”
Microplate Reader

Microplate Reader

Mikroskop

Mikroskop, ,eclipse”

pH-Meter

Pipettierhilfe

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

AEJ 120-4M
440-33N
V75
FACS-Calibur™
5100-0001
AF80
CP1000
CP4023
GP1466
MDF-U73
EI0002

10K

2-2503

Hera Cell 150
KTP 1740
QuadroMACS™
MSH basic
Model 680
Genios basic
Axio Imager Z1
TS 100

Ph211
SWIFT-PET"
Reference

Pipet Man
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Kern&Sohn, Balingen

Kern&Sohn, Balingen

Systec, Wettenberg

BD Biosciences, Heidelberg

Fisher Scientific, Schwerte

Hubbard Ice Systems, Otley, Suffolk, UK
Agfa, Disseldorf

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Panasonic Healthcare, Wood Dale, IL, USA

Life Technologies, Darmstadt

Taylor-Wharton (tec-lab, Taunusstein)

neolab, Heidelberg

Fisher Scientific, Schwerte
Liebherr, Ochsenhausen
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IKA-Werke, Staufen
BioRad, Miinchen

Tecan, Crailsheim

Carl Zeiss Microscopy, Jena
Nikon, Dusseldorf

Hanna, Kehl am Rhein
Hirschmann, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Gilson International, Limburg
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Pipette, 12-Kanal, 20-200 pl

Pipetten 0,1-2 pl, 0,5-10 pl, 2-20 ul, 10-
100 pl, 20-200 pl, 100-1000

Pipetten 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl
Rontgenfilmkassetten 13x18 cm
Rontgenfilmverstarkerfolien

Rotator

Spannungsquelle, Power ease 500
Sterilwerkbank, Herasafe™
Stickstofftank

Trockenschrank, Heratherm™
Vortexmischer ,UZUSIO"
Vortexmischer ,VortexGenie2™"
Wasserbad

Wippschuttler, Minirocker
Zahlkammer, Neubauer improved
Zentrifuge

Zentrifuge, Microzentrifuge

Zentrifuge, ROTIXA/P

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Alufolie
Autoklavier-Klebeband

Becherglaser

Blotting paper, thickness: ca. 1,3 mm, 550 g/m?,

extra high absorbency

Deckglaser

Einfrierréhrchen, Nunc® CryoTube Vials
Gelkdmme, mini, 1 mm, 15 Taschen

Gelkassetten mini, 1,5 mm, Novex

Gewebekulturschalen 35x10 mm, Nunclon™

Discovery
Comfort
Discovery
Comfort

peqPETTE

13x18

Special Rapid 200

RS-24
PS0091
HS12
XL240
IMH60
VTX3000L
G560E
WB/OB 7-45
MR-1
0640030
ZR66
Sigma 1-14
4201

AF30
STKD
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Hirschmann, Eberstadt

Hirschmann, Eberstadt

PEQLAB, Erlangen

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Biosan, Riga, Lettland

Life Technologies, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte
Taylor-Wharton (tec-lab, Taunusstein)
Fisher Scientific, Schwerte

LMS Group, Tokyo, Japan

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Memmert, Schwabach

Lab4you, Berlin

Paul Marienfeld, Lauda-Koénigshofen
Hermle Labortechnik, Wehingen
Sigma Laborzentrifugen, Osterode

Andreas Hettich, Tuttlingen

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

verschiedene

GB40

DK26
368632
NC3015
NC2015
12-565-91

VITLAB, GroRostheim

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg
Fisher Scientific, Schwerte
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte
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Delta Surface

Laborflaschen Duran®

Nitrozellulosemembran, Protran® BA85, 0,45 um

Parafilm®

Pasteur-Pipette aus Glas

Pipettenspitzen 10 ul, 200 pl, 1000 pl

Pipettenspitzen, Gel-Loading
Reagenzréhrchen, Polysterol (FACS-Réhrchen)
ReaktionsgefdaRe mit Deckel

(Eppendorf), 0,5 ml

ReaktionsgefalRe mit Deckel

(Eppendorf), 1,5 ml

Rontgenfilme, Super RX

Saulen fir MACS-Separation, LS

Serologische Pipetten Cellstar® (10 ml)
Serologische Pipetten Cellstar® (25 ml)
Serologische Pipetten Cellstar® (5 ml)
Serologische Pipetten Cellstar® (50 ml)
Transwell®-24-Well-Platten und Inserts (5 um),
costar®

Zellkulturflaschen Cellstar 175 cm®
Zellkulturflaschen Cellstar 25 cm®
Zellkulturflaschen Cellstar 75 cm®
Zellkulturplatte 6-Well, Flachboden
Zellkulturplatte 24-Well, Flachboden
Zellkulturplatte 48-Well, Flachboden

Zellkulturplatte 48-Well, Nunclon™ Delta Surface

Zellkulturplatte 96-Well, Flachboden
Zellkulturplatte 96-Well, Flachboden, Falcon™
Microtest for ELISA

Zellkulturplatte 96-Well, U-Boden
Zentrifugenréhrchen, konisch (“Falcon”),

Cellstar® 15 ml

verschiedene
10401196
H951.1
SAP10104985

PSK, PSM2,
PSG, PSB
GS21

REO1
72699

72690.011

47410 19230
130-042-401
607180
760180
606180,
768180

3241

660175
690175
658175
353046
353047
353078
150687
353072
353279

650180
188261

2. Material und Methoden

Duran, Wertheim am Main
GE Healthcare, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe
Zentrallager Universitatsklinik
Wirzburg, Wiirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg
Hartenstein, Wirzburg

Sarstedt, Niirnbrecht

Sarstedt, Niirnbrecht

Fujifilm, Dusseldorf

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Greiner bio-One, Frickenhausen
Greiner bio-One, Frickenhausen
Greiner bio-One, Frickenhausen
Greiner bio-One, Frickenhausen

Corning, Corning, NY, USA

Greiner bio-One, Frickenhausen
Greiner bio-One, Frickenhausen
Greiner bio-One, Frickenhausen
Corning, Corning, NY, USA
Corning, Corning, NY, USA
Corning, Corning, NY, USA
Fisher Scientific, Schwerte
Corning, Corning, NY, USA

BD Biosciences, Heidelberg

Greiner bio-One, Frickenhausen

Greiner bio-One, Frickenhausen
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Zentrifugenréhrchen, konisch (“Falcon”),

Cellstar® 50 ml

2.1.3. Computerprogramme

Canvas®

CellQuest™

FlowJo®

GraphPad Prism®
Imagel

Magellan™
Microplate Manager™
Microsoft Office™

Zeiss AxioVision®

2.1.4. Aligemeine Chemikalien

Albumin Fraktion V, biotinfrei (Bovines
Serumalbumin, BSA)

Aqua ad iniectabilia (Aqua dest.)

BD Pharm Lyse™ Lysepuffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Entwicklerkonzentrat Vision GV 60, Part 1

Entwicklerkonzentrat Vision GV 60, Part 2

Ethanol 70%, vergallt

Ficoll-Hypaque, Pancoll
Fixiererkonzentrat Vision GV 60
Formaldehydlésung 36 %
Incidin® perfekt

Isopropanol, 2-propanol
Methanol

Natriumazid

227261

2. Material und Methoden

Greiner bio-One, Frickenhausen

ACD Systems, Victoria, BC, Kanada

BD Biosciences, Heidelberg

TreeStar, Ashland, OR, USA

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Wayne Rasband, NIH, Bethesda, MD, USA

Tecan, Crailsheim

BioRad, Miinchen

Microsoft, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

0163.2

2138613
555899
SAP707891

23036
000222
SAP708078

P04-60500
23037
47608
3011290
9866.5
8388.4
K305.1

Carl Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

BD Biosciences, Heidelberg
Klinikapotheke der Universitats-
klinik Wirzburg, Wirzburg
rontgen bender, Baden-Baden
rontgen bender, Baden-Baden
Klinikapotheke der Universitats-
klinik Wiirzburg, Wirzburg

PAN Biotech, Aidenbach
rontgen bender, Baden-Baden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ecolab, Disseldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)
Natriumorthovanadat (NasVO,)
Paraformaldehyd (PFA)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Salzsdure 1 M (HCl)

Schwefelsdure 1 M (H,S0.)

Trypanblaulsung (0,4 %)

3957.1
P756.1
A2196
0335.2
P04-36500
K025.1
A2699
93595

Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat) A1389

Wasserstoffperoxid (H,0,)

2.1.5. Medikamente

Dasatinib (Dasa) D-3307
Dexamethason (DEXA) D1756
Nilotinib (Nilo), Tasigna®
Src-Inhibitor 1 (SKI-1) S2075

Material Transfer Agreement

P95302

2. Material und Methoden

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

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

LC Laboratories, Woburn, MA, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Novartis Pharma, Niirnberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Alle Medikamente wurden in DMSO gelost und als Stocklosungen (SKI-1: 5 mM, Dasatinib 10 mM,

Nilotinib: 10 mM, Dexamethason: 10 mM) bei -20 °C gelagert.

2.1.6. Zellkulturmedien und Zusatze

RPMI 1640

Fetales Kalberserum (fetal calve serum, FCS),

Stdamerika, Chargen-Nr. P11040
L-Glutamin 200 mM

Penicillin 10.000 U/ml /
Streptomycin 10 mg/ml

GM-CSF, Leukine®

IL-4, human

OKT3®, Orthoclone (a-CD3)
a-CD28 (L293)

a-CD49d (L25)

P04-17500
3302-P110403

P04-80100
P06-07100

NDL58468-0181-2
130-094-117
PZN-0704706
340975

340976

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach

Bayer Healthcare, Leverkusen
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Janssen-Cilag, Neuss

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
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LPS (Lipopolysaccharide aus Escherichia coli

055:B5)

CMV'Peptld pp65495_503 (NLVPMVATV)
EBV-Peptid BMLFlys0.267 (GLCTLVAML)

L2880

custom

custom

FCS wurde fur 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert.

R10-Medium

2. Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

JPT Peptide Technologies
JPT Peptide Technologies

RPMI-1640 wurde mit 10% FCS, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt.

2.1.7. Reaktionssets (Kits)

BioRad DC Protein Assay Il

IL-2 ELISA, OptEIA™ Human IL-2 Set

IL-10ELISA, OptEIA™ Human IL-10 Set

IL-12 ELISA, OptEIA™ Human IL-12 (IL-12p70) Set
dazu: OptEIA™ Assay Diluent
dazu: OptEIA™ Substrate Reagent A

dazu: OptEIA™ Substrate Reagent B

Phospho-Immunoreceptor Array Kit, Proteome Profiler™

2.1.8. Antikorper und Isotypen fiir Durchflusszytometrie

a-CCR7-APC (CD197) (FR11-11E8)

a-CD1a-FITC (NA1/34)
a-CD3-APC (UCHT1)
a-CD3-FITC (UCHT1)
a-CD3-PerCP (UCTH1)
0-CD4-FITC (RPA-T4)
0-CD4-PE (M-T271)
a-CD4-PerCP (SK3)
a-CD8-FITC (RPA-T8)
a-CD8-PE (RPA-T8)
a-CD8-PerCP (SK1)

500-0112 BioRad, Miinchen
555190 BD Biosciences, Heidelberg
555157 BD Biosciences, Heidelberg
555183 BD Biosciences, Heidelberg
555213 BD Biosciences, Heidelberg
51-2606KC BD Biosciences, Heidelberg
51-2607KC BD Biosciences, Heidelberg
ARY004 R&D Systems, Wiesbaden
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

130-093-624

F7141
555335
21620033
300428
555346
555451
345770
555366
555367
345774

Dako (Biozol, Eching)

BD Biosciences, Heidelberg
Immunotools, Friesoythe
BioLegend, Fell

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
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2. Material und Methoden

o-CD14-PerCP (TUKA4) MHCD1431 Life Technologies, Darmstadt
a-CD27-PE (M-T271) 555441 BD Biosciences, Heidelberg
a-CD33-APC (Siglec-3) (WM53) 303407 BioLegend, Fell
a-CD40-APC (5C3) 555591 BD Biosciences, Heidelberg
0-CD45R0O-APC (UCHL1) 559865 BD Biosciences, Heidelberg
o-CD69-PE (FN50) 555531 BD Biosciences, Heidelberg
0-CD69-PerCP (L78) 340548 BD Biosciences, Heidelberg
o-CD80-PE (L307.4) 557227 BD Biosciences, Heidelberg
o-CD83-APC (HB15E) 551073 BD Biosciences, Heidelberg
a-CD85a-PE (MKT5.1) 337704 BioLegend, Fell
o-CD86-FITC (2231 (FUN-1)) 555657 BD Biosciences, Heidelberg
a-CD107a-FITC (H4A3) 555800 BD Biosciences, Heidelberg
a-CD107b-FITC (H4B4) 555804 BD Biosciences, Heidelberg
a-HLA-A,B,C-APC (W6/32) 311410 BioLegend, Fell
o-HLA-DR-PE (G46-6) 555812 BD Biosciences, Heidelberg
o-IFN-y-PE (B27) 554701 BD Biosciences, Heidelberg
a-IL-2-PE (MQ1-17H12) 500307 BioLegend, Fell
a-Siglec-3-APC (CD33) (WM53) 303407 BioLegend, Fell
a-Siglec-9-PE (K8) 351503 BioLegend, Fell

o-TNF-a-PE (MAb11) 554513 BD Biosciences, Heidelberg
Isotyp mouse 1gG1-APC (IS5-21F5) 130-092-214 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Isotyp mouse IgG1-APC (MOPC-21) 400122 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG1-FITC (MOPC-21) 400110 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG1-PE (MOPC-21) 400112 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG1-PerCP (MOPC-21) 400148 BiolLegend, Fell

Isotyp mouse 1gG2a-APC (MOPC-173) 400222 BioLegend, Fell

Isotyp mouse 1gG2a-FITC (MOPC-173) 400210 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG2a-PE (MOPC-173) 400214 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG2a-PerCP (MOPC-173) 400250 BioLegend, Fell

Isotyp rat IgG2a-PE (RTK2758) 400508 BioLegend, Fell

CMV-Tetramer-APC (HLA A*0201; refolded selbst hergestellt  siehe 2.1.11
mit CMV-Peptid pp654gs.503 (NLVPMVATV))

EBV-Tetramer-APC (HLA A*0201; refolded mit  selbst hergestellt  siehe 2.1.11
EBV-Peptid BMLFlysg 267 (GLCTLVAML))
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2. Material und Methoden

2.1.9. Antikorper fiir Western Blot

a-B-Actin (AC-74) A2228 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
a-CD85a (222821) MAB1806 R&D Systems, Wiesbaden
a-ERK1/2 (polyklonal) 9102 Cell Signaling (New England

Biolabs, Frankfurt am Main)
a-LCK (polyklonal) 2752 Cell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt am Main)
a-Phospho-ERK1/2 (T202/Y204/T185/Y187, polyklonal)  AF1018 R&D Systems, Wiesbaden
a-Phospho-LCK (Tyr 505, polyklonal) 2571 Cell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt am Main)
a-Phospho-SRC (Tyr416, polyklonal) 2110 Cell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt am Main)
a-Phospho-ZAP70 (Tyr319, 65E4) 2717 Cell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt am Main)
a-ZAP70 (C1C10E) 3165 Cell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt am Main)
Anti-mouse-HRP NXA931 GE Healthcare, Miinchen
Anti-rabbit-HRP NA9340V  GE Healthcare, Minchen

2.1.10. Sonstige Antikérper und Isotypen

a-CD28 (L293) 340975 BD Biosciences, Heidelberg
a-CD49d (L25) 340976 BD Biosciences, Heidelberg
a-HLA-A,B,C (W6/32) 311411 BioLegend, Fell

a-Siglec-3 (CD33) (6C5/2) MAB1137 R&D Systems, Wiesbaden
a-Siglec-9 (191240) MAB1139 R&D Systems, Wiesbaden
Isotyp mouse 1gG1 (MG1-45) 401403 BioLegend, Fell

Isotyp mouse IgG2a (MG2a-53) 401503 BioLegend, Fell

OKT3® (a-CD3), Orthoclone 23333A Janssen-Cilag, Neuss

2.1.11. Reagenzien und Puffer fiir Durchflusszytometrie

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) 559925 BD Biosciences, Heidelberg
Annexin V binding buffer 556454 BD Biosciences, Heidelberg
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2. Material und Methoden

Annexin V-PE 556422 BD Biosciences, Heidelberg
Biotin-gekoppelte HLA*0201 Monomere, refolded mit custom Prof. Dr. D. A. Price,
CMV-Peptid pp65495.503 (NLVPMVATV) oder EBV-Peptid Cardiff University School of
BMLFl;59.567 (GLCTLVAML) in PBS, 1 mg/ml Medicine, Cardiff, UK
Brefeldin A B6542 Sigma Aldrich, Taufkirchen
Carboxyfluorescein Diacetat C34554 Life Technologies, Darmstadt

Succinimidylester (CFSE) CellTrace™ Kit

CCL19 (Recombinant human MIP-3p) 300-29B Peprotech, Hamburg
Cytofix/Cytoperm™ 51-2090KZ  BD Biosciences, Heidelberg
Cytofix™ 554655 BD Biosciences, Heidelberg
FACS Clean 340345 BD Biosciences, Heidelberg
FACSFlow™ Sheath fluid 342003 BD Biosciences, Heidelberg
FACSRinse Solution 340346 BD Biosciences, Heidelberg
FITC-Dextran-Beads (Dextran, Fluorescein, 40,000 MW) D1845 Life Technologies, Darmstadt
GolgiStop™ 554724 BD Biosciences, Heidelberg
Perm/Wash™ 51-2091KZ  BD Biosciences, Heidelberg
Protease Inhibitor Cocktail Set | 539131 Merck, Darmstadt

Saponin 9622.1 Carl Roth, Karlsruhe
Streptavidin-APC PJ27S Prozyme, Hayward, CA, USA

FACS-Puffer
500 ml PBS wurden mit 0,2% BSA und 0,05% Natriumazid versetzt und bei 4 °C gelagert.

MACS-Puffer
500 ml PBS wurden mit 0,5% BSA (steril) und 2 mM EDTA (steril) versetzt und bei 4 °C gelagert.

Herstellung der CMV- und EBV-Tetramere

Fir die Herstellung der CMV- bzw. EBV-Tetramere wurden 100 pg der Biotin-gekoppelten HLA*0201
Monomere (refolded mit CMV-Peptid pp6549s.503 (NLVPMVATV) bzw. EBV-Peptid BMLFlys6.567
(GLCTLVAML)) (50 pl) mit 1 ul Protease Inhibitor Cocktail Set | und 3,5 pl Streptavidin-APC gemischt und
bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert. Vier Mal wurden nach jeweils 18 Minuten erneut 3,5 ul Streptavidin-
APC zugegeben. Nach den letzten 18 Minuten Inkubation wurde die Tetramer-Lésung mit PBS auf 500 pl

aufgefillt und bei 4 °C gelagert.
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2.1.12. Reagenzien und Puffer fiir Westernblot

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
p-Kumarinsaure

Luminol

Magermilchpulver
Natriumdeoxycolat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nonidet 40 (NP-40)

NuPage® Antioxidant

NuPage® LDS Sample Buffer, 4x
NuPage® Sample Reducing Agent, 10x
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

Ponceau S

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS), Pufferan

Protease Inhibitor Cocktail

Proteinmarker, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Ultra
TRIS-HCI

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

RIPA-Puffer ( fur 100 ml):

9592.3
8040.1
C9908
4203.1
Sucofin®
3484.1
A2572
A1694
NP0005
NP0007
NP0009
P5726
5938.1
6979.3
P8340
26620
3029.1
2367.1
5429.3
9090.2
A1389

2. Material und Methoden

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

TSI, Zeven

Carl Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fisher Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

50 mM TRIS-HCI (790 mg) und 150 mM NaCl (900 mg) wurden in 75 ml Aqua dest. gelost. AnschlieRend

erfolgte die Zugabe von 10 ml 10% NP-40-Lésung. 2,5 ml 10% Na-deoxycholat-Lésung und 1 ml 100 mM

EDTA-L6sung. Wenn die Lésung nach dem Rihren klar war, erfolgte ein Auffiillen auf 100 ml mit Aqua

dest. und die Lagerung bei 4 °C.

Herstellung von Trenn- und Sammelgel

Zuerst wurde das Trenngel gegossen (ca. 2/3 der Gelkassette) und fiir eine glatte Kante mit Isopropanol

Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel gegossen

(bis zur Oberkante der Kassette) und der Gelkamm eingesetzt.
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2. Material und Methoden

Tabelle 1: Herstellung von Trenn- und Sammelgel

Fir 1 Trenngel (10 ml) fir 1 Sammelgel (5 ml)
Rotiphorese Gel 30 3,3 ml 0,83 ml
1M TRIS pH 8,8 3,8ml -
1M TRIS-HCI pH 6,8 - 0,58 ml
Aqua dest. 2,9 ml 3,5 ml
10% SDS 100 pl 50 pl
10% APS 100 pl 50 ul
TEMED 5ul 2,5 ul

MOPS-Laufpuffer (5x)

250 mM MOPS (26,15 g), 250 mM TRIS (15,15 g), 14 mM SDS (2,5 g), 5 mM EDTA (0,75 g) wurden in 500
ml Aqua dest. gelost und bei Raumtemperatur gelagert. Fir den Gellauf wurde eine 5-fache Verdiinnung

verwendet.

Transfer-Puffer (10x)

250 mM TRIS (15,14 g), 2 M Glycin (72 g) und 3,4 mM SDS (0,5 g) wurden in 500 ml Aqua dest. gelost und
bei Raumtemperatur gelagert. Fiir den 1x Transferpuffer wurden 50 ml 10x Transferpuffer und 100 ml

Methanol mit 350 ml Aqua dest. verdiinnt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

TBS-T
20 mM TRIS (2,42 g) und 150 mM NaCl (8,77 g) wurden in 700 ml Aqua dest. gelost und der pH-Wert
wurde auf 7,5 eingestellt. AnschlieBend erfolgte das Auffillen mit Aqua dest. auf 1000 ml und die Zugabe

von 0,1% Tween 20 (1 ml). Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

Stripping-Puffer
200 mM Glycin (7,5 g) und 5 ml 10% SDS wurden in Aqua dest. gelost und nach dem Einstellen des pH-

Werts auf 2,2 mit HCl mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefillt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

ECL-Losung

Die ECL-L6sung ist eine Dreikomponentenldsung die stets frisch aus den Einzelbestandteilen hergestellt
wurde. Hierzu wurden 1 ml ECL-A-Lésung (200 ml 0,1 M TRIS pH 8,8 + 50 mg Luminol, 4 °C) mit 200 pl
ECL-B-Lésung (10 ml DMSO + 11 mg p-Kumarinsdure, Raumtemperatur, dunkel) und 0,3 pl 30%
Wasserstoffperoxid (H,0,, 4 °C, dunkel) gemischt.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Alle Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in R10-Medium kultiviert und behandelt und befanden
sich wahrend der Kultur bzw. bei Inkubationsschritten, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C und 5%
CO, im Inkubator. Waschschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, durch Zentrifugation

grolRvolumig in PBS fiir 5 Minuten bei 1200 rpm.

2.2.1.1. Kryo-Konservierung von Zellen

Die Zellen wurden gewaschen, in FCS + 10% DMSO resuspendiert und in Einfrierréhrchen tberfihrt.
Diese wurden anschlielRend ziigig in eine vorgekiihlte Mr. Frosty™-Einfrierhilfe gestellt und in dieser fir
24 Stunden bei -80 °C gelagert. Eine langfristige Lagerung der Einfrierréhrchen erfolgte mittels

Kryokonservierung in flissigem Stickstoff in einem GrofRraum-Gefrierbehalter.

Beim Auftauen wurden die Einfrierrohrchen kurz angetaut und die Zellen, noch gefroren, in
vorgewdrmtes R10-Medium Uberfiihrt. Nach komplettem Auftauen wurden die Zellen gewaschen, in

frischem R10-Medium aufgenommen und liber Nacht ruhen gelassen.

2.2.1.2. Zellzahlbestimmung

Zellzahlen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Nach Verdiinnung mit Trypanblau
wurden die Zellen in 16 Kleinquadraten gezahlt und hierbei gleichzeitig auf ihre Vitalitdt untersucht;
abgestorbene Zellen farben sich, da ihre Zellmembran permeabel ist, dunkelblau. Die Zelldichte einer

Suspension wurde wie folgt berechnet:
Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRquadrate) * 10* * Verdiinnungsfaktor * ml™

Gezahlt wurde die Anzahl der vitalen Zellen in 4 GroBquadraten (entspricht 16 Kleinquadraten) der
Neubauer Zidhlkammer. 10* ist deren spezifischer Kammerfaktor, der Verdiinnungsfaktor ergibt sich aus

der Verdiinnung der Zellsuspension mit Trypanblau und etwaiger Vorverdiinnungen.

2.2.1.3. Isolierung mononukledrer Zellen durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Die Gewinnung peripherer Lymphozyten gesunder Spender erfolgte nach schriftlichem Einverstdandnis
(Stellungnahme der Wirzburger Ethikkommission 170/10, Genehmigung vom 24.02.2002). Verwendet

wurden Leukozytendepletate, die im |Institut fir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
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2. Material und Methoden

Wirzburg als Nebenprodukt bei der Blutspende anfallen. Der Inhalt der Depletionskammern wurde
zunachst mit PBS auf 20 ml aufgefiillt und anschlieRend vorsichtig auf 20 ml Ficoll in einem 50 ml
Zentrifugenréhrchen aufgeschichtet. Dann erfolgte eine Zentrifugation bei 1600 rpm ohne
Beschleunigung und Bremse fir 30 min. Hierbei schichten sich die Blutbestandteile entsprechend ihrer
Dichte auf: In der obersten Schicht befinden sich Thrombozyten und Blutplasma, darunter folgt eine
Schicht aus Lymphozyten, am Boden des Réhrchens setzen sich schwere Erythrozyten und Granulozyten
ab [243]. Die Leukozytenschicht wurde abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend
erfolgte die Lyse der noch vorhandenen Erythrozyten mit Hilfe von BD Pharm Lyse™ Lysepuffer fir 7
Minuten bei Raumtemperatur. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurden die mononuklearen
peripheren Blutzellen (,,peripheral blood mononuclear cells“, PBMC) nach Bestimmung der Zelldichte in

R10-Medium aufgenommen und bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.

2.2.1.4. Gewinnung und Kultivierung priméarer T-Zellen

Die Gewinnung von primaren T-Zellen erfolgte mit Hilfe des Pan T Cell Kit II™. Bei dieser negativen
magnetischen Separation werden alle Nicht-T-Zellen mit einem Cocktail aus magnetischen MicroBeads
(gegen CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 und CD235a) gelabelt und so in der sich in einem
Magnetfeld befindenden Siule des MACS-Separators zuriickgehalten. Nur die (nichtmagnetischen) T-
Zellen kénnen die Sdule passieren und liegen anschlieBend in sehr hoher Reinheit vor. Aufgereinigte
PBMCs wurden gezahlt, gewaschen und in 40 pl MACS-Puffer je 10 Zellen resuspendiert. AnschlieRend
wurden 10 pl des Biotin-gekoppelten Antikdrper-Cocktails je 10’ Zellen zugegeben, und die Zellen fiir 10
Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Zugabe von je 30 pul MACS-Puffer und 20 ul Anti-Biotin-MicroBeads je
10’ Zellen erfolgte eine weitere Inkubation bei 4 °C fiir 15 Minuten. Nach dem Waschen wurden je 108
Zellen in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert. Fiir die magnetische Separation wurde eine LS-Saule in den
Magneten des QuadroMACS™ eingespannt und mit 3 ml MACS-Puffer vorgespiilt; der Durchfluss wurde
in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. AnschlieBend wurde die gelabelte Zellsuspension auf
die Saule aufgetragen; nachdem sie diese durchlaufen hatte, erfolgte eine Nachspilung der Sdule mit 3x
3 ml MACS-Puffer. Der Durchfluss mit den aufgereinigten T-Zellen (91%-98% CD3" T-Zellreinheit,
Bestimmung nach Antikérperfarbung im Durchflusszytometer) wurde gewaschen und die Zellen wurden
in R10 iber Nacht zur Erholung bzw. zum Aufheben einer Voraktivierung bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.
Am nachsten bzw. liberndchsten Tag erfolgte nach dem Zdhlen und Einstellen der Zelldichte auf
1x10°/ml und etwaiger Vorbehandlung (siehe 2.2.1.7) die Stimulation der T-Zellen. Fiir diese wurden am
Vortag der Stimulation Nunclon-Zellkulturplatten mit 5 pg/ml OKT3 beschichtet und liber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Vor der Stimulation wurden die Platten mit PBS gewaschen und die T-Zellen auf die Platten

Uberfihrt. Eine (optionale) Co-Stimulation der T-Zellen erfolgte durch Zugabe von je 1 pg/ml a-CD28 und
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0-CD49d. Die Zellen wurden nun bis zu 4 Tagen bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Fur die Untersuchung
von CMV- bzw. EBV-spezifischen T-Zellen (HLA-A2* CMV- bzw. EBV-IgG seropositive Spender) wurden die
Zellen statt mit OKT3 durch Zugabe von 2 uM HLA A*201-CMV pp6549s.503 bzw. HLA-A*021-EBV BMLFI,s59.

267 und je 1 pug/ml a-CD28 und a-CD49d stimuliert und fiir 6 Tage kultiviert.

2.2.1.5. Gewinnung und Kultivierung primarer Monozyten und Generierung von reifen moDCs

Die Aufreinigung von primaren Monozyten erfolgte fiir die meisten Versuche mittels Plastikadharenz.
Hierzu wurden 2,5 ml PBMCs in R10 mit einer Dichte von 3,3x10%°/ml in 6-Well Zellkulturplatten
ausplattiert und fir 75 Minuten bei 37 °C und 5% CO, inkubiert, um die Monozyten adharieren zu lassen.
AnschlieBend wurden die Kulturplatten mit PBS gewaschen, 2 ml R10 pro Well wurden zugegeben und
die Platten wurden erneut fir 45 Minuten bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte die Zugabe von 3 ml DC-Medium (R10 + 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4) um
die Differenzierung der Monozyten in moDCs anzuregen. Nach drei Tagen der Kultivierung bei 37 °C und
5% CO, wurde die Halfte des Mediums abgenommen und durch 1,5 ml R10 ersetzt und es erfolgte die
Zugabe von 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4. Nach weiteren 3 Tagen wurde die Ausreifung der
moDCs durch Zugabe von 1 pg/ml LPS fur 24 h induziert, anschlieBend erfolgten die funktionellen
Untersuchungen. Die Reinheit der reifen moDCs variierte zwischen 70% und 85% (Median: 74% CD14"

CD1a" nach Antikérperfiarbung, Bestimmung im Durchflusszytometer).

2.2.1.6. Co-Kultivierung von moDCs und T-Zellen

Bei der durchgefiihrten Co-Kultur sollen moDCs, die zuvor ein Peptid aufgenommen haben, gezielt T-
Zellen stimulieren, die eine Spezifitdt fir dieses Peptid aufweisen. Fir die Co-Kultur wurden die
Monozyten nicht mittels Plastikadhdrenz gewonnen, sondern durch einen positiven CD14-MACS-Sort
separiert um eine héhere Reinheit zu erzielen. Hierzu wurden PBMCs HLA-A2* CMV-IgG seropositiver
Spender wie unter 2.2.1.3 aufgereinigt, gezahlt und nach einem Waschschritt in 80 pl FACS-Puffer je 10’
Zellen resuspendiert. Nach der Zugabe von 20 pl CD14-MicroBeads wurden die Zellen fir 15 Minuten bei
4 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die Resuspendierung in 500 ul Puffer je 10® Zellen. Fiir
die magnetische Separation wurde eine LS-Sdule in den Magneten eingespannt und mit 3 ml MACS-
Puffer vorgesplilt, der Durchfluss wurde in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. AnschlieRend
wurde die gelabelte Zellsuspension auf die Sdule aufgetragen; nachdem sie diese durchlaufen hatte,
erfolgte eine Nachspilung der Saule mit 3x 3 ml MACS-Puffer. Da sich die gewlinschten Zellen bei diesem
Positiv-Sort im Gegensatz zum negativen T-Zell-Sort (siehe 2.2.1.4) in der Sdule befinden, wurde die

Saule aus dem Magnetfeld entfernt. Nun wurden 5 ml MACS-Puffer auf die Sdule gegeben und mittels
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des Kolbens in ein weiteres Zentrifugenréhrchen gepresst. Die jetzt in diesem Rohrchen enthaltenen
CD14" Monozyten (Median der Reinheit: 92%, Bestimmung nach Antikérperfirbung am
Durchflusszytometer) wurden nach einem Waschschritt in einer Konzentration von 1x10°/ml mit DC-
Medium (R10 + 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4) resuspendiert und a 3 ml in 6-Well-Platten bei 37
°C und 5% CO, kultiviert. Die CD14" Zellen (,,peripheral blood lymphocytes”, PBLs) aus dem Durchfluss des
MACS-Sorts wurden gewaschen und bei einer Zelldichte von 1x10’/ml eingefroren. Nach drei Tagen
wurde bei den Monozyten die Hilfte des Mediums abgenommen und durch 1,5 ml R10 ersetzt und es
erfolgte die Zugabe von 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4. Nach weiteren 3 Tagen erfolgte nach
einem Waschschritt die Ausreifung der moDCs bei einer Zelldichte von 2x10°/ml durch Zugabe von 2,5
ug/ml CMV pp6549s.503-Peptid fiir zwei Stunden in 96-Well-Platten. Schon am Vortag wurden die PBLs
aufgetaut und auf 1x10’/ml eingestellt. Diese wurden eine Stunde vor Ablauf der Stimulationszeit der
moDCs in 96-Well-Platten ausplattiert (50 pl), fiir eine Stunde inkubiert und nach einem Waschschritt in
50 pl R10 resuspendiert. Nach Ablauf der zweistlindigen Stimulationszeit wurden die moDCs gewaschen,
auf eine Zelldichte von 2x10%/ml eingestellt, und im Verhéltnis 1:10 zu PBLs gegeben (100 pl). Fiir das

weitere Protokoll der Co-Kultivierung siehe 2.2.2.3.

2.2.1.7. Applikation von pharmakologischen Inhibitoren und anderen Substanzen

In Versuchen mit T-Zellen wurden die Zellen eine oder 24 Stunden mit Dasatinib, Dexamethason oder
einer Kombination aus beiden vor der Stimulation vorbehandelt. Fiir einige Versuche wurde eine
viertagige Vorbehandlung gewahlt, bei einigen anderen erfolgte die Zugabe der beiden Medikamente
erst 6 Stunden nach der Stimulation. Die genauen Behandlungszeiten sind stets bei den jeweiligen

Versuchen angegeben.

In Versuchen mit moDCs erfolgte entweder eine Behandlung mit Dasatinib ab Beginn der Generierung
(Langzeit-Behandlung) oder mit Dasatinib, Nilotinib bzw. SKI-1 24 Stunden vor der Stimulation mit LPS
(Kurzzeit-Behandlung). In allen Fallen wurden die Medikamente vor den funktionellen Untersuchungen
ausgewaschen. Darilber hinaus erfolgte die Zugabe von Dasatinib wahrend funktioneller
Untersuchungen (Behandlung im Assay), auch nach vorhergehender Kurzzeit-Behandlung. Blockierende

Antikorper (und entsprechende Isotypen) wurden zeitgleich mit der Stimulation durch LPS zugegeben.

Bei den Versuchen zur Co-Kultivierung wurden entweder die moDCs 48 Stunden, oder die T-Zellen eine
Stunde vor Beginn der Co-Kultivierung mit Dasatinib vorbehandelt (beides mit anschlieBendem

Auswaschen), oder Dasatinib war wahrend des Assays im Medium enthalten.

Fir die Untersuchung der Signaltransduktion im Western Blot (s. 2.2.3) wurden unreife moDCs eine

Stunde lang mit Dasatinib oder SKI-1 vorbehandelt, und anschlieRend 10 Minuten mit 1 pg/ml LPS
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stimuliert. T-Zellen (5x106/ml) wurden fir 24 Stunden bzw. 10 Minuten mit Dexamethason und/oder
eine Stunde mit Dasatinib vorbehandelt, und anschlieBend fiir 5 Minuten mit OKT3 und 1 pg/ml a-CD28

stimuliert.

2.2.2. Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, Einzelzellen auf Grund von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften zu analysieren. Durch hydrodynamische Fokussierung werden Zellen aus einer
Zellsuspension vereinzelt, passieren einen Laserstrahl und erzeugen, je nach Eigenschaft der Zellen, eine
bestimmte Streuung des Lichts. Das in flachem Winkel abgelenkte Licht wird als Vorwartsstreulicht
(forward light scatter, FSC) bezeichnet und dient als MaR fir das Zellvolumen, da Zellen mit
zunehmender GroRe das Lichts starker streuen. Das rechtwinklig abgelenkte Licht, das als
Seitwartsstreulicht (sideward light scatter, SSC) bezeichnet wird, dient als MaR fir die Granularitdt und
Struktur einer Zelle. Neben der Messung des gestreuten Lichts konnen weitere Eigenschaften einer Zelle
mit Hilfe von spezifischen Antikérpern erfasst werden, an die fluoreszierende Farbstoffe (Fluorochrome)
gekoppelt sind. Diese Fluorochrome werden durch einen Laserstrahl bei einer spezifischen Wellenlange
angeregt und es erfolgt die Messung des emittierten Fluoreszenzspektrums. Das in dieser Arbeit
verwendete FACS Calibur™ (BD Biosciences) ist mit einem blauen Argon-lonen-Laser (488 nm) und einem
roten Diodenlaser (~¥635 nm) ausgestattet, mit denen bis zu 4 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe
gleichzeitig angeregt werden kénnen. Antikorper, die fir die durchgefiihrten durchflusszytometrischen
Analysen verwendet wurden, waren mit den Fluorochromen FITC (Fluoresceinisothiocyanat, Exzitations-
/Emissionsmaximum 495/519 nm, Kanal FL1), PE (Phycoerythrin, Exzitations-/Emissionsmaximum
566/575 nm, Kanal FL2), PerCP (Peridinin-Chlorophyll, Exzitations-/Emissionsmaximum 482/678 nm,
Kanal FL3), oder APC (Allophycocyanin, Exzitations-/Emissionsmaximum 650/660 nm, Kanal FL4)
gekoppelt. Als fluoreszierende Zellfarbstoffe wurden zuséatzlich 7-AAD (7-Aminoactinomycin D,
Exzitations-/Emissionsmaximum 548/648, Kanal FL3) und CFSE (6-Carboxyfluorescein-Succinimidylester,
Exzitations-/Emissionsmaximum 491/517, Kanal FL1) verwendet. Die Auswertung der gewonnenen

Daten erfolgte mit Hilfe der Softwarepakete Cell Quest™ (BD Biosciences) und FlowJo™ (TreeStar).

2.2.2.1. Férbung von Oberflaichenmarkern

Fir die Farbung von Molekiilen an der Zelloberflaiche wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und
fiir 15 Minuten bei 4 °C mit den jeweiligen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt erfolgten die Fixierung der Zellen mit 4% PFA und die Messung am

Durchflusszytometer. Im Normallfall wurde die Starke der Expression eines Oberflichenmolekils durch
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die mittlere Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence intensity, MFI) bestimmt. Fir die Berechnung der
spezifischen Fluoreszenzintensitat (specific fluorescence intensity, SFI) wurde fir jede Probe der
erhaltene MFI-Wert fiir den spezifischen Antikorper durch den MFI-Wert der korrespondierenden

Isotypenkontrolle dividiert. Alle eingesetzten Antikérper wurden vor der Verwendung stets austitriert.

2.2.2.2. Férbung intrazelluldrer Zytokine und Oberfldchenmarker in virusspezifischen T-Zellen

Aufgereinigte T-Zellen (siehe 2.2.1.4) CMV- bzw. EBV-positiver Spender (HLA-A2® CMV- bzw. EBV-IgG
seropositiv) wurden tber Nacht ruhen gelassen und nach der Zugabe von a-CD107a und a-CD107b mit 2
UM HLA A*201-CMV pp65495.503 bzw. HLA A*201-EBV BMLFlys56.6; und je 1 pg/ml a-CD28 und a-CD49d
stimuliert und anschlieBend fiir eine Stunde bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe
von 0,7 pl Golgi Stop™ und 10 pg/ml Brefeldin A um den Austransport intrazellularer Zytokine aus der
Zelle zu unterbinden und eine weitere vierstiindige Inkubation. Im Anschluss wurden die Zellen mit FACS-
Puffer gewaschen und fur 15 Minuten mit CMV-/EBV-Tetramer bei 37 °C und anschlieBend mit a-CD8 fur
15 Minuten bei 4 °C gefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen mit 250 pl BD
Cytofix/Cytoperm™ fir 20 Minuten bei 4 °C fixiert und permeabilisiert. Im Anschluss an zwei
Waschschritte mit BD Cytofix Wash™ erfolgte die intrazelluldre Farbung mit a-TNF-a und/oder a-IFN-y
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Zuletzt wurden die Zellen mit BD Cytofix Wash™ gewaschen und

am Durchflusszytometer untersucht.

2.2.2.3. Farbung intrazelluldrer Zytokine und Oberflichenmarker in der Co-Kultur

Nach den grundlegenden Vorbereitungen (siehe 2.2.1.6) wurden PBLs und moDCs im Verhaltnis 10:1 in
96-Well-Platten gegeben und mit HLA A*201-CMV pp6549s.503-Tetramer gefarbt. AnschlieRend wurden
die Zellen fiir 12 Stunden bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Danach folgten die Zugabe von 0,7 pul Golgi-
Stop™, und eine weitere vierstiindige Inkubation. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen und fiir 15
Minuten bei 4 °C mit a-CD3 und a-CD8 gefarbt. Nach einem darauffolgenden Waschschritt mit FACS-
Puffer wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit 4% PFA fixiert und anschliefend erneut gewaschen. Als
nachstes erfolgte die Inkubation der Zellen fiir 12 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln mit FACS-
Puffer + 0,5% w/v Saponin als Detergens. Dann wurden die Zellen im Kihlschrank 30 Minuten lang mit a-
TNF-a, a-IFN-y oder a-IL-2 gefarbt, nach einem abschlieBenden Waschschritt mit 4% PFA nachfixiert und

im Durchflusszytometer gemessen.

Fir die Detektion der Oberflachenmarker CD107a und CD107b wurden die Zellen vor der zwolfstiindigen
Inkubation neben der Farbung mit dem HLA A*201-CMV pp6549s.503-Tetramer auch mit a-CD107a und a-

CD107b gefarbt. Nach Ablauf der 12 Stunden wurde erneut mit a-CD107a und a-CD107b nachgefarbt
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und fiir eine weitere Stunde bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend folgten die Zugabe von 10
pug/ml Brefeldin A zur Zerstorung des Golgi-Apparats und eine weitere Inkubation von vier Stunden.
Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und fiir 15 Minuten bei 4 °C mit a-CD3 und a-CD8
gefarbt. Nach einem abschlieenden Waschschritt erfolgten die Fixierung mit 4% PFA und die Messung

im Durchflusszytometer.

2.2.2.4. Apoptosemessung mittels Annexin V\7-AAD-Farbung

Die Farbung der Zellen erfolgte nach normaler Kultivierungsdauer (T-Zellen: 4 Tage nach Stimulation;
moDCs: 24h nach Stimulation). Nach dem Ernten und Waschen (mit FACS-Puffer) wurden die Zellen mit
zellspezifischen Markern und a-Annexin-V und 7-AAD unter Zugabe von 100 ul Annexin V binding buffer
fir 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur gefarbt. Im Anschluss erfolgte die Messung der
lebenden Zellen ohne Fixierung am Durchflusszytometer innerhalb einer Stunde, wobei AnnV*/7-AAD" als

(friih-)apoptotische und AnnV*/7-AAD" als spat-apoptotische bzw. nekrotische Zellen erachtet wurden.

2.2.2.5. Messung der Proliferation mittels CFSE-Farbung

Unstimulierte aufgereinigte T-Zellen (siehe 2.2.1.4) wurden mit 0,25 puM CFSE fir 7 Minuten im
Wasserbad bei 37 °C gelabelt [244], dann erfolgte die Zugabe von 1 ml FCS. Nach drei Waschschritten mit
PBS + 5% FCS wurden die Zellen in R10-Medium aufgenommen und Uber Nacht ruhen gelassen. Am
nachsten Tag erfolgte die Stimulation mit OKT3 bzw. HLA A*201-CMV pp65495.503 oder HLA A*201-EBV
BMLFl;s9067 Und je a-CD28 und a-CD49d. Nach 4 Tagen (bzw. 6 Tagen bei der Untersuchung
virusspezifischer T-Zellen) wurden die Zellen geerntet und mit a-CD3 und a-CD8 bzw. a-CD8 und CMV-
JEBV-Tetramer gefarbt. Die Auswertung der Zahl der Zellteilungen und die Berechnung der

Proliferationsindices [93] erfolgten mit Hilfe der Software FlowJo™.

2.2.2.6. Messung der Phagozytose-Aktivitdt durch Aufnahme von FITC-Dextran-Beads

Unreife und mit LPS ausgereifte moDCs wurden fiir 90 Minuten bei 37 °C und 5% CO, bzw. bei 4 °C (als
Kontrolle) inkubiert. AnschlieRend erfolgten die Zugabe von 1 mg/ml FITC-Dextran-Beads und eine
weitere einstlindige Inkubation bei den genannten Bedingungen [245]. Nach einem Waschschritt (mit

FACS-Puffer) wurden die Zellen am Durchflusszytometer gemessen.
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2.2.2.7. Analyse des Migrationsverhaltens im Transwell-Assay

Die Migrationsassays wurden exakt nach der Beschreibung von Scandella [223, 246] durchgefiihrt. Das
verwendete Assay-System besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine zellpermeable Membran
(PorengroRe 5 um) getrennt sind. Wird ein Chemokin in das untere Kompartiment zugegeben, so bildet
sich ein Gradient aus, entlang dem ins obere Kompartiment applizierte Zellen chemotaktisch durch die
Membran ins untere Kompartiment migrieren kénnen. Die unteren Kompartimente von 24-Transwell-
Platten wurden mit 500 pl R10 + 250 pg/ml CCL19 befullt. In die oberen Kompartimente wurden 100 pl
mit LPS ausgereifter moDCs bei einer Zelldichte von 1x10°/ml zugegeben. AnschlieRend folgte eine
Inkubation fiir eine bzw. drei Stunden bei 37 °C und 5% CO,. Danach wurden 500 ul aus dem unteren
Kompartiment entnommen und es erfolgte die Zahlung der migrierten Zellen fir 120 Sekunden am
Durchflusszytometer bei niedrigster Durchflussgeschwindigkeit. Um eine ungerichtete Migration
auszuschlieRen, wurden die Versuche fiir alle Bedingungen stets auch ohne Zugabe von CCL19 zum
unteren Kompartiment durchgefiihrt. Auf Grund sehr groBer Schwankungen zwischen den einzelnen
Versuchen im Hinblick auf die absoluten Zellzahlen wurden alle Werte als Fold-Change gegen die nur mit

LPS behandelte Kontrolle (unter Zusatz von CCL19), deren Wert als ,, 1“ gesetzt wurde, dargestellt.

2.2.3. Western Blot-Analyse

Fiir Untersuchungen zum Einfluss der Medikamente auf Proteinexpression und —phosphorylierung

wurden Western Blots mit vorangegangener SDS-PAGE Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.2.3.1. Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Zellen wurden nach Ende der Behandlung bzw. Stimulation (siehe 2.2.1.7) fir 10 Minuten auf Eis
gehalten. AnschlieBend erfolgten das Ernten der Zellen, das Uberfiihren in Eppendorf-ReaktionsgefiRe
und zwei Waschschritte mit eiskaltem PBS. Als nachstes wurden die Zellen in 100 ul RIPA-Lyse-Puffer
resuspendiert, der frisch mit je 1% Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 und Protease-Inhibitor Cocktail
versetzt worden war. Es folgten eine fiinfminitige Inkubation auf Eis und die Uberfiihrung der
ReaktionsgefdaRe in flUssigen Stickstoff um die Probe schockzufrosten und die Zellen damit auch
mechanisch aufzubrechen. Nach dem Auftauen erfolgten eine zehnminitige Zentrifugation bei 8000xg
und der Transfer des Uberstandes, der die Proteine enthilt, in ein neues ReaktionsgefiR. Die Lagerung

der Proben bis zur Auftrennung mittels SDS-PAGE erfolgte bei -20 °C.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration der einzelnen Proben erfolgte mittels des BioRad DC Protein™
Assays nach Angaben des Herstellers in 96-Loch-Platten. Zunachst wurden 1 ml Reagent A mit 20 pl

Reagent S versetzt um Reagent A’ zu erhalten. AnschlieBend erfolgte die Herstellung einer BSA-
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Verdinnungsreihe von 2,9 ug/ml bis 0,09 pug/ml in 1:2 Schritten mit RIPA-Puffer. 5 pl jeder Konzentration
wurden in ein Well pipettiert, zusatzlich 5 pl RIPA alleine (als 0 pg/ml) um mit dieser Reihe spater eine
Standardkurve erstellen zu kénnen. Von jeder zu testenden Probe wurden ebenfalls 5 ul in ein Well
gegeben. AnschlieBend erfolgten die Zugabe von je 25 ul Reagent A und 200 ul Reagent B zu allen Wells
und ein vorsichtiges Durchmischen. In ein leeres Well wurden 230 ul RIPA-Puffer als Blank-Wert
pipettiert. Nach einer 15-mindtigen Inkubation erfolgte die Messung mittels eines Tecan GENios™
Microplate Readers bei 620 nm gegen 0 nm. Die Erstellung einer Standardkurve und Berechnung der

Messwerte wurde mit der Software Magellan durchgefiihrt.

2.2.3.2. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [247] eingesetzt. Hierbei erfolgt zunachst die
Aufkonzentrierung der Proteine in einem pH-neutralen Sammelgel und eine anschlieRende Auftrennung
nach deren Molekulargewicht in einem basischen Trenngel. Fiir alle untersuchten Proteine eigneten sich
10%ige Bis-Tris-Gele. Vor der Beladung wurden die Gele in die Gelelektrophoresekammer eingespannt
und mit 1x MOPS-Laufpuffer geflutet, und es erfolgte die Zugabe von 500 pl NuPage® Antioxidant. Alle zu
untersuchenden Proben wurden mit RIPA-Puffer auf die gleiche (niedrigste) Konzentration gebracht, die
im Gellauf eingesetzten Proteinmengen schwankten von 10 bis 25 pg. 16,25 ul der eingestellten Proben
wurden mit 6,25 pl NuPage® LDS Sample Buffer und 2,5 ul NuPage® Sample Reducing Agent fir 10
Minuten im Heizblock auf 70 °C erhitzt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden mit Gel-Loading-
Pipettenspitzen 20 pl Probe pro Geltasche appliziert. Bei jedem Gellauf wurde ein Proteinmarker in einer

Tasche mitgefiihrt. Der Gellauf erfolgte fir 50 Minuten bei 200 V (die Stromstarke verhielt sich variabel).

2.2.3.3. Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Die Gele wurden vorsichtig aus den Kassetten entfernt und in das Blotting-Modul transferiert (Aufbau: 3
Schwammstiicke, 3 Lagen Blotting-Paper, Gel, Nitrozellulose-Membran, 3 Lagen Blotting-Paper, 3
Schwammstiicke), wobei mit einem Reagenzréhrchen die Luftblasen ausgestrichen wurden. Das Modul
wurde nun in die Gelelektrophoresekammer eingespannt und mit 1x Transfer-Puffer geflutet. Der
Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulosemembran erfolgte fiir 90 Minuten bei 25 V und 200
mA. Im Anschluss wurde der Transfer durch Farbung mit Ponceau S, welches reversibel an positiv

geladene Aminogruppen der Proteine bindet, liberprift.
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2.2.3.4. Antigen-Detektion mittels HRP-gekoppelter Antikérper

Die im Folgenden angegebenen Inkubationszeiten variierten, ebenso wie die eingesetzten
Antikérpermengen, je nach Epitop und Antikoérper. Alle Inkubationsschritte erfolgten in Plastikschalchen
auf einem Wippschiittler. Zunachst wurde die Nitrozellulose-Membran eine Stunde bei Raumtemperatur
in Blocking-Puffer geblockt. AnschlieBend erfolgten drei Waschschritte mit TBS-T und die Inkubation mit
nichtgekoppeltem Erstantikérper in Blocking-Puffer bei 4 °C tGber Nacht. Nach drei Waschschritten mit
TBS-T wurde die Membran mit HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper in Blocking-Puffer fir eine (bei
Raumtemperatur) bis 24 (bei 4 °C) Stunden inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die
Membran mit Aqua dest. gesplilt und es wurde moglichst alle Fliissigkeit abgeklopft. AnschlieRend
erfolgten die Benetzung der Membran mit ECL-Losung und eine einminiitige Inkubation. Die Membran
wurde anschliefend abgeklopft, luftblasenfrei in Klarsichtfolie verpackt und in eine Réntgenfilmkassette
eingelegt. In der Dunkelkammer wurden nun Rontgenfilme aufgelegt und fiir 2 Sekunden bis 90 Minuten
belichtet. Die Entwicklung erfolgte mittels einer Entwicklermaschine. Flr weitere Antikorperdetektionen
wurde die Membran anschlieBend, nach einem Waschschritt mit TBS-T, fir 30 Minuten mit Stripping-
Puffer gestrippt. Danach erfolgten ein erneutes Blocken und weiteres Vorgehen wie beschrieben. Bei
mehrfachem Strippen der Membran wurde immer zuerst der Phospho-Antikérper detektiert,
anschlieBend der Nicht-Phospho-Antikérper und zuletzt die Ladungskontrolle (B-Actin). Die
Quantifizierung der Proteinexpression und -phosphorylierung erfolgte densitometrisch mit Hilfe der
Software Image J. Die erhaltenen Werte wurden stets als Fold-Change im Vergleich zur unbehandelten

(bzw. stimulierten) Kontrolle, deren Wert mit ,, 1 gesetzt wurde, dargestellt.

2.2.4. Phospho-Immunoreceptor Array

Die Phosphorylierungsstati einer Vielzahl ITAM- und ITIM-haltiger Inmunrezeptoren wurden mittels des
Proteome Profiler™ Human Phospho-Immunoreceptor Array Kits (R&D Systems) untersucht, bei dem
Antikorper gegen 59 verschiedene Immunrezeptoren jeweils in Duplikaten auf eine Membran gedruckt
sind. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Mit LPS fiir 24 Stunden ausgereifte
moDCs wurden fiir 2 Minuten bei 37 °C im Wasserbad mit 250 ng/ml CCL19 gepulst [223] und
anschlieRend mit PBS gespiilt. Die Proteinextraktion erfolgte mit Hilfe des im Kit enthaltenen Lysis Buffer
17 (versetzt mit 1% Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 und Protease-Inhibitor Cocktail) fiir 30 Minuten bei
4 °C auf einem Wippschittler. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal Gberfihrt und bei -20 °C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte wie
unter 2.2.3.1 angegeben. Die Membranen wurden fir eine Stunde mit Assay Buffer 1 auf einem
Wippschuttler geblockt. Wahrenddessen wurden die zu vergleichenden Proben mit Array Buffer 1 auf die

gleiche (niedrigste) Konzentration eingestellt und, ebenfalls mit Array Buffer 1, auf 1,5 ml verdinnt. Die
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im Array eingesetzten Proteinmengen variierten von 95 bis 300 pug. Nach Ablauf der Blockierung wurde
der Array Buffer 1 entfernt und es erfolgte die Zugabe des Zelllysates und die Inkubation auf einem
Wippschittler bei 4 °C iber Nacht. AnschlieRend wurden die Membranen dreimal fir 10 Minuten mit
Wash Buffer gewaschen. Danach erfolgte eine zweistlindige Inkubation mit HRP-gekoppeltem Anti-
Phospho-Tyrosin-Antikérper in Array Buffer 2 auf einem Wippschittler bei Raumtemperatur. Im
Anschluss wurden die Membranen dreimal fir 10 Minuten mit Wash Buffer gewaschen. Nach dem
Abtropfen folgte eine einminitige Inkubation mit Chemi Reagent Mix. Die Detektion erfolgte durch

Belichtung von Rontgenfilmen fiir 1 bis 10 Minuten und anschlieBender Entwicklung.

2.2.5. Messung der Zytokinsekretion durch ELISA
Die Messung der Zytokinsekretion im ELISA erfolgte mit Hilfe der BD OptEIA™ ELISA-Kits nach Angaben

des Herstellers. Proben wurden im Fall der moDCs durch Abnehmen des Kulturliberstandes 24 Stunden
nach der Stimulation mit LPS gewonnen. Die Uberstinde wurden unverdiinnt im Assay eingesetzt.
Uberstdnde aus T-Zell-Kulturen wurden 18 Stunden nach Stimulation mit OKT3, a-CD28 und a-CD49d
abgenommen und vor dem Assay 1:5 verdlinnt. Bereits am Tag vor dem Ansetzen des ELISAs wurde eine
96-Well-ELISA-Platte mit 100 pl einer 1:250-Verdiinnung des jeweiligen Capture-Antikoérpers in Coating
Buffer pro Well beschichtet und iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte fliinfmal
mit je 200 ul PBS + 0,05% Tween 20 gewaschen. AnschlieRend erfolgten die Blockierung der Platte mit
200 pl Assay Diluent pro Well fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und 5 weitere Waschschritte.
AnschlieBend wurde eine 1:2-Verdiinnungsreihe der rekombinanten IL-2/IL-10/1L-12-Standards (Start IL-
2: 300 pg/ml, Start IL-10: 1000 pg/ml, Start IL-12: 1000 pg/ml) in Assay Diluent hergestellt und ebenso
wie die Proben a 100 pl ausplattiert. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Platte finfmal gewaschen und pro Well wurden 100 pl des Working Detectors (Detektionsantikorper +
Streptavidin-HRP-Konjugat) zugegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Wells sieben Mal gewaschen, wobei das PBS + 0,05% Tween 20 jeweils eine Minute
einwirken gelassen wurde. Anschliefend folgten die Zugabe von 100 pl Substrate Solution (1:1 Substrate
Solution A und B) pro Well und eine dreiligminitige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach
der Zugabe von 50 pl Stop Solution (2N H,S0,) erfolgte innerhalb von 30 Minuten die Messung an einem
BioRad Model 680 Microplate Reader bei 450 nm gegen 0 nm. Die Erstellung einer Standardkurve und

Berechnung der Messwerte wurde mit der Software Microplate Manager™ durchgefiihrt.
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2.2.6. Statistische Auswertung

Die Ermittlung von Mean, Median, SEM und p-Werten erfolgten mit Hilfe der Software GraphPad Prism®.
Statistische Signifikanzen wurden mit der Software unter Verwendung eines zweiseitigen gepaarten

Studentschen T-Tests berichtet, wobei p-Werte < 0.05 als statistisch signifikant angesehen wurden.
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3. Ergebnisse

3.A. Untersuchung synergistischer Effekte von Dasatinib und Dexamethason auf T-Zellen

Basierend auf vorangegangenen Titrations-Experimenten, bei denen klinisch relevante Dosen von
Dexamethason (1-1000 nM) [248-250] und Dasatinib (0,1-100 nM) [251-253] fir die Untersuchung von T-
Zell-Aktivierung und -Proliferation eingesetzt worden waren, wurden 10 und 100 nM Dexamethason und
1-50 nM Dasatinib verwendet, um potentielle synergistische Effekte zu untersuchen. Da sowohl
langsame, Uber den Glucocorticoid-Rezeptor vermittelte genomische, als auch schnell ablaufende
nichtgenomische, durch eine Modulation der Aktivitdt von SFKs vermittelte Effekte fir Glucocorticoide
beschrieben wurden [133, 144], wurde zudem auch der Einfluss der Behandlungsdauer mit
Dexamethason und Dasatinib untersucht. Hierflir wurden T-Zellen fiir 1 versus 24 Stunden mit
Dexamethason kombiniert mit 1 versus 24 Stunden mit Dasatinib behandelt. Nachdem die Dauer der
Vorbehandlung keine Auswirkungen erkennen lieB (Daten nicht gezeigt), wurden fir weitere
Experimente eine 24-stiindige Vorbehandlung mit Dexamethason und eine einstiindige Vorbehandlung

mit Dasatinib ausgewahilt.

3.A.1. Effekte der Medikamentenkombination auf die T-Zell-Aktivierung

Um zu lberprifen, ob sich eine Kombination aus Dexamethason und Dasatinib kombinatorisch auf die
Aktivierung von T-Zellen auswirkt, wurde der Einfluss auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD69
und auf die Sekretion von IL-2 untersucht. Wahrend 10 oder 100 nM Dexamethason wie beschrieben
[254] keinen Einfluss auf die Expression von CD69 in CD3" (Abbildung 4 A), CD3"CD4" (Abbildung 4 B) oder
CD3'CD8" (Abbildung 4 C) T-Zellen hatten, konnte bestitigt werden [90], dass eine Vorbehandlung mit
Dasatinib bereits bei einer Konzentration von 10 nM die Hochregulation von CD69 nach Stimulation mit
OKT3 komplett unterbindet. 1 nM Dasatinib zeigte, zumindest in CD3°CD4" T-Zellen, ebenfalls einen
hemmenden Einfluss, diese Hemmung war allerdings statistisch nicht signifikant. Kombinatorische

Effekte von Dasatinib und Dexamethason konnten nicht beobachtet werden.
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Um zu untersuchen, ob auch eine bereits erfolgte Aktivierung der T-Zellen durch Dasatinib oder
Dexamethason unterbunden werden kann, wurden CD3" T-Zellen 6 Stunden nach Stimulation mit OKT3
mit Dasatinib und/oder Dexamethason behandelt. Weder Dasatinib noch Dexamethason noch eine
Kombination aus beiden hatte in diesem Setting einen Einfluss auf die Expression von CD69 (Abbildung

5).
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Im Hinblick auf die Sekretion von IL-2 fiihrte eine Vorbehandlung mit Dexamethason in CD3" T-Zellen zu
einer starken Hemmung selbst bei einer Konzentration von 1 nM. Eine Kombination mit Dasatinib, das
alleine ebenfalls stark hemmend wirkt [90], flihrte zu keiner weiteren Verstdarkung der Hemmung

(Abbildung 6).

20007 Abbildung 6: Einfluss der Medikamente auf die
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1500+

1000+

IL-2 [pg/ml]

500

ARInininin

0
OKT3+CS - + + + + + + + + + *: + +
DMSO - - + - - - - - - - - - -
DEXA [nM] - - - 1000 100 10 1 100 100 100 10 10 10
Dasa [nM] - - - 10 1 0.1 10 1 0.1

51



3. Ergebnisse

3.A.2. Auswirkungen auf die friihe Signaltransduktion
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Abbildung 7: Einfluss von Dexamethason und Dasatinib auf das TCR-Signaling. Aufgereinigte primare T-Zellen
wurden fiir 24 Stunden (A) oder 10 Minuten (B) mit Dexamethason und/oder mit Dasatinib (fiir eine Stunde) in den
angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Die Aktivierung erfolgte mit 5 pg/ml OKT3 und je 1 ug/ml a-CD28 und
a-CD49d fiir 5 Minuten. Die Zellen wurden auf Eis Uberfiihrt, lysiert, und die Expression von LCK, ZAP70 und ERK1/2
und deren Phosphorylierungsstati (pLCK Y394 [pSRC Y416] und Y505, pZAP70 Y319, pERK1/2
T202/Y204/T185/Y187) wurden mittels Western Blot untersucht. Gezeigt ist je ein reprasentatives Ergebnis von je
n=2 unabhdngigen Experimenten. Eine gleichméaRige Beladung wurde mit Hilfe von B-Actin kontrolliert (nicht
gezeigt). CS = costimulatorische Molekiile, Dasa = Dasatinib, DEXA = Dexamethason.

Es ist seit langem bekannt dass die SRC-Kinase LCK das Hauptangriffsziel fiir Dasatinib in T-Zellen darstellt

[255]. Dariiber hinaus wird angenommen, dass Dexamethason neben den schon lange bekannten
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genomischen Effekten auch schnell ablaufende Effekte liber eine Dephosphorylierung von LCK und FYN
[140, 256] und den MAPK/ERK Pathway vermitteln kann [257]. Naturlicherweise ist eine groRe Menge an
LCK in T-Zellen konstitutiv aktiv, und es wurde gezeigt, dass durch Aktivierung von ERK eine
Dexamethason-Resistenz geférdert werden kann [258]. Um eine mechanistische Basis fiur die
beobachteten verschiedenartigen Einflisse auf die Effektor-Funktionen von T-Zellen zu gewinnen,
wurden Menge und Phosphorylierungsstatus von LCK und dessen wichtigen downstream gelegenen
Targets ZAP70 und ERK1/2 in unterschiedlich vorbehandelten T-Zellen untersucht. Hierzu wurden die
Zellen fur 24 Stunden oder 10 Minuten mit Dexamethason, kombiniert mit einer Stunde Dasatinib
vorbehandelt, und fiir 5 Minuten mit OKT3 und Kostimulatoren stimuliert. Wahrend das Expressionslevel
von LCK bei allen Bedingungen unverandert blieb, verursachte Dasatinib eine deutliche und Dosis-
abhangige Dephosphorylierung des aktivatorischen Tyrosinrests Y394 [259]. Der inhibitorische
Tyrosinrest Y505 [259] wurde dagegen nicht durchgehend beeinflusst. 50 nM Dasatinib fiihrten stets zu
einer annahernd vollstandigen Dephosphorylierung von Y394. Eine Behandlung mit Dexamethason
fiihrte weder nicht zu einer Anderung der Phosphorylierungsstati und es traten keine kombinatorischen
Effekte mit Dasatinib auf. Im Einklang dazu flhrte nur eine Behandlung mit Dasatinib zu einer
verringerten Phosphorylierung des aktivierenden Tyrosinrests Y319 [260] bei ZAP70, welche durch die
Zugabe von Dexamethason nicht verandert wurde. Ebenso wurde der Phosphorylierungsstatus von

ERK1/2 durch Dasatinib leicht verdndert, nicht aber durch Dexamethason (Abbildung 7 A-B).

3.A.3. Dexamethason und Dasatinib storen additiv die T-Zell-Proliferation

Die Proliferation von CD3" T-Zellen wurde durch Dexamethason Dosis-abhingig behindert. 100 nM
Dexamethason reduzierten die Zahl der proliferierenden Zellen von 76% auf 33%, bei 10 nM
proliferierten 46% der T-Zellen, was im Einklang mit bereits publizierten Ergebnissen steht [257, 261].
Wie bereits beschrieben [90], reduzierten 10 nM Dasatinib die Zahl der proliferierenden Zellen auf 6%
und 1 nM immer noch auf 56%, wobei alle Unterschiede statistisch signifikant waren. Signifikante
additive Effekte waren bei einer Kombination von 100 nM Dexamethason und 1 nM Dasatinib zu
beobachten, die zu einer Reduktion auf 13% fiihrte (Abbildung 8 A). Es zeigte sich, dass CD4" T-
Helferzellen zwar insgesamt sensitiver als zytotoxische CD8" T-Zellen auf eine Kombination beider Stoffe
reagierten (4,4-fache Reduktion bei 10 nM Dexamethason und 1 nM Dasatinib in CD4" T-Zellen, 2-fache
Reduktion in CD8" T-Zellen; 7,6-fache Reduktion bei 100 nM Dexamethason und 1nM Dasatinib in CD4"
T-Zellen, 4,5-fache Reduktion in CD8" T-Zellen), dass aber auch die jeweiligen Einzelsubstanzen in CD8" T-

Zellen bereits deutlich weniger wirkungsvoll agieren konnten.
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So fuhrten selbst 100 nM Dexamethason alleine nur zu einer Reduktion von 92% auf 52%, 1 nM Dasatinib
reduzierte (nicht signifikant) auf 81%. Eine Kombination beider Stoffe flihrte zu einer Reduktion auf 21%.
In CD4" T-Zellen dagegen reduzierten bereits 100 nM Dexamethason die Zahl der proliferierten Zellen
alleine schon von 65% auf 22% und 1 nM Dasatinib (nicht signifikant) auf 37%, die Kombination fiihrte zu

einer Reduktion auf 9% (Abbildungen 8 B-C).
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3.A.4. Weder Dexamethason noch Dasatinib fiihren zu erh6hten Apoptoseraten
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Um auszuschlieBen, dass der hemmende Einfluss von Dasatinib und Dexamethason auf die Proliferation
durch eine Erhohung der Apoptoseraten bedingt ist, wurden (friihe) Apoptose und spate
Apoptose/Nekrose mittels Annexin V/7-AAD-Farbung vier Tage nach Stimulation gemessen. In allen
Fallen war der Aktivierungs-induzierte Zelltod bei mit Dexamethason oder Dasatinib behandelten CD3",
CD3'CD4" und CD3'CD8" T-Zellen signifikant niedriger als in der Kontrolle. Kombinatorische Effekte
zwischen den beiden Substanzen traten nicht auf (Abbildung 9 A-C).
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3.A.5. Naive T-Zellen reagieren sensitiver als Gedachtnis-T-Zellen auf die Medikamentenkombination

Um zu untersuchen, ob sich die Kombination von Dasatinib und Dexamethason verschiedenartig auf
unterschiedliche CD4*- und CD8*-Subsets auswirkt, wurden die CD3"CD4" und CD3*CD8" T-Zell-Subsets
durch das Hinzuziehen der Marker CD45RO und CD27 weiter in naive T-Zellen (CD45RO'CD27") und zwei
Formen von Gedichtnis T-Zellen (CD45RO*CD27" als eher central memory, CD45RO*CD27  als eher
effector memory [262, 263]) unterteilt. Wie schon fiir CD3* bzw. CD3*CD4" und CD3"CD8" (Abbildung 4)
dargestellt, hatte Dexamethason auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 keinerlei Einfluss.
Dagegen erfolgte durch Dasatinib in allen Fallen eine Dosis-abhadngige Verringerung der Expression, die in
den naiven Subsets am stdrksten ausgepragt war. Kombinatorische Effekte zwischen Dasatinib und

Dexamethason waren nicht zu beobachten (nicht gezeigt).
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3. Ergebnisse

Die Zahl der proliferierenden Zellen in naiven T-Zell-Subsets wurde durch eine Kombination von
Dexamethason und Dasatinib Dosis-abhangig insgesamt starker verringert als in Gedachtnis-Subsets, was
in Einklang mit den bereits berichteten Effekten der Einzelsubstanzen steht [90, 258]. Dasatinib
verstarkte Dosis-abhangig die Dexamethason-induzierte Reduzierung der Zahl an proliferierenden Zellen,
starke synergistische Effekte waren insbesondere in CD8* Memory-Subsets zu beobachten (Abbildung 10

A-C und Abbildung 11 A-C).
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3. Ergebnisse

So fiihrten 10 nM Dasatinib alleine nur zu einer 1,2-fachen, 100 nM Dexamethason alleine nur zu einer
1,1-fachen Reduktion der proliferierenden CD8'CD45R0O'CD27 T-Zellen, eine Kombination aus beiden
fihrte dagegen zu einer 4,7-fachen Reduktion (Abbildung 11 C). Im Gegensatz dazu erreichte die
Kombination einen nicht einmal additiven Effekt in CD4'CD45RO'CD27 T-Zellen (Kombination: 5,1-
fache, 10 nM Dasatinib: 2,3-fache, 100 nM Dexamethason: 3,9-fache Hemmung; Abbildung 10 C).

3.A.6. Eine Kombination aus Dexamethason und Dasatinib verringert die Proliferation von Virus-

spezifischen CD8" T-Zellen

Da CD8" T-Zell-vermittelte Immunreaktionen essentiell fiir die Langzeit-Kontrolle von Herpesviren nach
erfolgter allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation sind, wurden die Einfllisse beider
Substanzen auf Antigen-spezifische T-Zellantworten gegen CMV und EBV alleine und in Kombination
untersucht.

Eine Vorinkubation mit Dasatinib fiihrte Dosis-abhangig zu einer verringerten Zahl an proliferierenden
EBV- und CMV-spezifischen CD8" T-Zellen. Dexamethason alleine zeigte nur in CMV-spezifischen CD8" T-
Zellen einen leicht hemmenden Einfluss. Signifikante und synergistisch wirkende kombinatorische
Effekte traten bei 10 nM Dasatinib und 100 nM Dexamethason in CMV-spezifischen CD8* T-Zellen, und
bei 10 nM Dasatinib mit 10 oder 100 nM Dexamethason in EBV-spezifischen CD8" T-Zellen auf.
(Abbildung 12 A-C). Obwohl eine Vorbehandlung mit 10 nM Dasatinib zu einem leicht verringerten
Proliferationsindex fiihrte (3,7£0,5 gegeniiber 4,6+0,4 bei CMV-Peptid-stimulierten Zellen), wurde die
Zahl der proliferierenden Zellen dadurch nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Vorinkubation
mit Dexamethason zu signifikant geringeren Teilungsraten (in CMV-Peptid-stimulierten Zellen 2,310,1 bei
100 nM, 2,440,1 bei 10 nM). Wurden die Zellen mit 50 nM Dasatinib vorbehandelt, so verhielten sie sich
wie die unstimulierte Kontrolle. Eine Kombination aus Dexamethason und Dasatinib hatte keinen
weitergehenden Einfluss auf die Proliferationsindices. Wahrend 50 nM Dasatinib also die Proliferation in
nahezu allen Zellen unterband und im Vergleich mit 10 nM nach dem Prinzip ,ganz oder gar nicht”
agierte, flihrte Dexamethason zu einer stark verlangsamt ablaufenden Proliferation. Eine Kombination
aus Dexamethason und Dasatinib kombinierte die Effekte der beiden Einzelsubstanzen und fiihrte somit

folgerichtig zu einer synergistischen Hemmung der Proliferation.
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Abbildung 12: Einfluss von Dasatinib und Dexamethason auf die Proliferation von Virus-spezifischen CD8" T-
Zellen. Aufgereinigte primare T-Zellen CMV- bzw. EBV- positiver Spender wurden mit CFSE gelabelt und tber Nacht
ruhen gelassen. Anschliefend wurden die Zellen entweder nicht bzw. fiir 24 Stunden mit DMSO (weiBe Saulen), fir
24 Stunden mit Dexamethason (hellgrau), fir eine Stunde mit Dasatinib (dunkelgrau), oder mit einer Kombination
aus beidem (schwarz) in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die T-Zellen wurden fir 6 Tage mit 2 uM
HLA A*201-CMV pp654g5.503 bzw. HLA-A*201-EBV BMLFl559.567 Uund je 1 ug/ml a-CD28 und a-CD49d stimuliert. Die
Saulen entsprechen der mittleren (Mean) prozentualen Menge proliferierender Zellen aus n=4 unabhangigen
Experimenten in CD8'CMV-Tet" T-Zellen (A), bzw. aus n=3 unabhingigen Experimenten in CD8'EBV-Tet® T-Zellen
(B). Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung) im Vergleich zur stimulierten
Kontrolle bzw. wie angegeben. CS = costimulatorische Molekiile. (C) Reprasentatives Beispiel fur den Einfluss auf
die Proliferation CMV-spezifischer T-Zellen. Dasa = Dasatinib, DEXA = Dexamethason, DMSO = Dimethylsulfoxid.
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3.A.7. Keine kombinatorische Wirkung auf Zytokin-Produktion und Degranulation von Virus-

spezifischen CD8' T-Zellen
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Abbildung 13: Einfluss von Dasatinib und Dexamethason auf die Zytokinproduktion von Virus-spezifischen CD8"
T-Zellen. Aufgereinigte priméare T-Zellen CMV- bzw. EBV- positiver Spender wurden entweder nicht bzw. fur 24
Stunden mit DMSO (weilRe Saulen), fir 24 Stunden mit Dexamethason (hellgrau), fiir eine Stunde mit Dasatinib
(dunkelgrau), oder mit einer Kombination aus beidem (schwarz) in den angegebenen Konzentrationen behandelt
und anschliefend fiir 5 Stunden mit 2 uM HLA A*201-CMV pp65495.503 bzw. HLA-A*201-EBV BMLFl,59.567 Und je 1
pug/ml a-CD28 und a-CD49d stimuliert. Die Sdulen entsprechen der mittleren prozentualen Menge an Zytokin-
produzierenden Zellen (Mean) aus n=3 unabhingigen Experimenten in CD8'CMV-Tet" T-Zellen (A) bzw. in CD8 EBV-
Tet" T-Zellen (B). Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung) im Vergleich zur
stimulierten Kontrolle. (C) Reprasentatives Beispiel fur den Einfluss auf die Degranulation (siehe auch Abbildung 14
A) und Zytokinproduktion CMV-spezifischer T-Zellen. CMV-P = CMV-Peptid, CS = costimulatorische Molekiile, Dasa
= Dasatinib, DEXA = Dexamethason, DMSO = Dimethylsulfoxid, EBV = EBV-Peptid.

60



3. Ergebnisse

80 80

'_|
|_|

o 1

40

3
% CD107a/b* CD8*/EBV-Tet" T-Zellen

% CD107a/b* CD8*/CMV-Tet" T-Zellen
N
o

A : A0 *

CMV-P+CS = + + + + + + + + ey + EBV-P+CS - + + + + + + + + + +
DMSO - . + - - . R R R . R DMSO - z + 4 & g g ! A
DEXA [nM] - - - 100 10 - - 100 100 10 10 DEXA[nM] - - - 100 10 - - 100 100 10 10
Dasa [nM] - - - - - 50 10 50 10 50 10 Dasa [nM] - - - - - 50 10 50 10 50 10

C

stimuliert (CMV-Peptid + a-CD28/a-CD49d)

DEXA [nM] - - 100 10 - - 100 100 10 10
Dasa [nM] - - - - 50 10 50 10 50 10
%
g
>
=
o
P e \
°Q° T11,6% 76,3% 78,7%)
B |
IFN-Y

Abbildung 14: Einfluss von Dasatinib und Dexamethason auf die Degranulation von Virus-spezifischen CD8" T-
Zellen. Aufgereinigte primare T-Zellen CMV- bzw. EBV- positiver Spender wurden entweder nicht bzw. fiur 24
Stunden mit DMSO (weilRe Saulen), fir 24 Stunden mit Dexamethason (hellgrau), fiir eine Stunde mit Dasatinib
(dunkelgrau), oder mit einer Kombination aus beidem (schwarz) in den angegebenen Konzentrationen behandelt
und anschliefend fiir 5 Stunden mit 2 uM HLA A*201-CMV pp65495.503 bzw. HLA-A*201-EBV BMLFl,59.567 Und je 1
pug/ml a-CD28 und a-CD49d stimuliert. Die Saulen entsprechen der mittleren prozentualen Menge an CD107a/b
exprimierenden Zellen (Mean) aus n=3 unabhingigen Experimenten in CD8'CMV-Tet" T-Zellen (A) bzw. in CD8EBV-
Tet" T-Zellen (B). Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung) im Vergleich zur
stimulierten Kontrolle. (C) Reprasentatives Beispiel (von n=2 unabhangigen Experimenten) fir den Einfluss auf die
Degranulation und Zytokinproduktion (vgl. auch Abbildung 13) CMV-spezifischer T-Zellen bei einer auf 4 Tage
ausgedehnten Vorbehandlung mit Dexamethason und/oder Dasatinib vor Stimulation. Die Prozentzahlen geben
den Anteil des rechten Gates an der Gesamtzahl der im linken und rechten Gate enthaltenen Zellen an. CMV-P =
CMV-Peptid, CS = costimulatorische Molekiile, Dasa = Dasatinib, DEXA = Dexamethason, DMSO = Dimethylsulfoxid,
EBV = EBV-Peptid.

Eine Behandlung mit Dasatinib flhrte zu einer Dosis-abhangigen Inhibierung sowohl der

Zytokinproduktion als auch der Mobilisierung von CD107a/b als Voraussetzung fiir die Perforin- und
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Granzym-vermittelte Zelllyse. Im Gegensatz dazu ergaben sich keine messbaren Auswirkungen durch
eine Dexamethason-Behandlung, ebenso waren keine kombinatorischen Effekte feststellbar (Abbildung
13 A-C und Abbildung 14 A-B). Interessanterweise konnte keine der beiden Substanzen, weder alleine
noch in Kombination, Degranulation und Zytokinproduktion behindern, wenn die Vorbehandlungszeit

auf 4 Tage ausgedehnt wurde (Abbildung 14 C).
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3.B. Uber den Einfluss von Dasatinib auf Dendritische Zellen

3.B.1. Einfluss von Dasatinib auf die Reifung von moDCs

Zunachst wurde der Einfluss von Dasatinib auf die Reifung von moDCs untersucht. Klinisch relevante
Konzentrationen von 10 und 50 nM [251] Dasatinib wurden hierzu entweder von Beginn der DC-
Generierung an eingesetzt (Langzeit-Behandlung, insgesamt 7 Tage, Auswaschen vor Untersuchungen
bzw. funktionellen Assays), oder 24 Stunden vor Induktion der Ausreifung mittels LPS zugefligt (Kurzzeit-

Behandlung, insgesamt 48 Stunden, Auswaschen vor Untersuchungen bzw. funktionellen Assays).
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Abbildung 15: Einfluss von Dasatinib auf die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (I). Aus mittels
Plastikadhdrenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen
wurden entweder von Beginn der Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation
(Kurzzeit, gesamt 48 Stunden) mit Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen
erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pg/ml LPS flr 24 Stunden. Dargestellt sind die Expressionslevel von
CD40 (A, B) und CD80 (C, D) nach Kurzzeit- (A, C) und Langzeitbehandlung (B, D) aus je n=5 unabhangigen
Versuchen. Balken: Median. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen jeweils einen Versuch. Es traten keine
signifikanten (p <0,05 (Studentsche t-Verteilung)) Unterschiede zwischen den Bedingungen auf. Dasa = Dasatinib,
DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.

Der Einfluss von Dasatinib auf prominente kostimulatorische Molekiile bzw. Aktivierungsmarker fiel
insgesamt eher gering aus. So hatte Dasatinib weder in der Kurzzeit-, noch in der Langzeitbehandlung
einen messbaren Einfluss auf die Expressionslevel von CD40 (Abbildung 15 A,B), CD80 (Abbildung 15 C,D)

oder CD83 (Abbildung 16 A,B). Im Gegensatz dazu fiihrten beide Behandlungsmethoden zu einer Dosis-
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abhangigen und statistisch signifikanten leichten Verringerung der Expression von CD86 (Abbildung 16

GD).
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Abbildung 16: Einfluss von Dasatinib auf die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (II). Aus mittels
Plastikadhdrenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen
wurden entweder von Beginn der Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation
(Kurzzeit, gesamt 48 Stunden) mit Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen
erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pg/ml LPS flr 24 Stunden. Dargestellt sind die Expressionslevel von
CD83 (A, B) und CD86 (C, D) nach Kurzzeit- (A, C) und Langzeitbehandlung (B, D) aus je n=5 unabhangigen
Versuchen. Balken: Median. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen jeweils einen Versuch. *p <0,05 (Studentsche
t-Verteilung). Dasa = Dasatinib, DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.

Wahrend weder eine Kurzzeit- noch eine Langzeitbehandlung einen messbaren Einfluss auf die
Expression von MHC Klasse I-Molekllen (HLA-A,B,C) hatte (Abbildung 17 A,B), fihrte eine
Langzeitbehandlung mit 50 nM Dasatinib im Gegensatz zur Kurzzeitbehandlung zu einer signifikant
erhohten Expression des MHC Klasse IlI-Molekils HLA-DR (Abbildung 17 C,D). 10 nM Dasatinib flhrten
bei keiner der beiden Zeitspannen zu einer Veranderung der Expression von MHC Klasse-I- oder Klasse-II-

Molekiilen (Abbildung 17 A-D).
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Abbildung 17: Einfluss von Dasatinib auf die Expression von HLA Klasse I- und IlI-Molekiilen. Aus mittels
Plastikadh&renz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen
wurden entweder von Beginn der Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation
(Kurzzeit, gesamt 48 Stunden) mit Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen
erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pg/ml LPS fiir 24 Stunden. Dargestellt sind die Expressionslevel von
HLA-A,B,C (A, B) und HLA-DR (C, D) nach Kurzzeit- (A, C) und Langzeitbehandlung (B, D) aus je n=5 unabhéngigen
Versuchen. Balken: Median. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen jeweils einen Versuch. *p <0,05 (Studentsche
t-Verteilung). Dasa = Dasatinib, DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.

3.B.2. Dasatinib hat keinen Einfluss auf die Apoptose- oder Nekroseraten von moDCs

Bei der Untersuchung des programmierten Zelltods mittels Annexin V/7-AAD-Firbung zeigte sich
keinerlei  Einfluss von  Dasatinib auf die Zahl der (frih) apoptotischen  oder
spatapoptotischen/nekrotischen moDCs. Auch 50 nM Dasatinib flihrten weder bei der 48-stiindigen
Kurzzeitbehandlung, noch wenn die moDCs ab Beginn der Generierung mit Dasatinib behandelt worden

waren zu gesteigerten Apoptoseraten (Abbildung 18 A,B).
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Abbildung 18: Einfluss von Dasatinib auf die Apoptoserate. Aus mittels Plastikadharenz aufgereinigten Monozyten
wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen wurden entweder von Beginn der
Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation (Kurzzeit, gesamt 48 Stunden) mit
Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition
von 1 pg/ml LPS fur 24 Stunden. Die Sdulen entsprechen den mittleren prozentualen Mengen (Mean) (frih-)
apoptotischer (AnnexinV*/7AAD’) und spat-apoptotischer/nekrotischer Zellen (AnnexinV*/7AAD") nach Kurzzeit- (A)
und Langzeitbehandlung (B). Gepunktete Sdulen zeigen den Prozentsatz an AnnexinV'/7AAD’, einfarbige Sdulen an
AnnexinV'/7AAD"® Zellen an. Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. Es traten keine signifikanten (p <0,05
(Studentsche t-Verteilung)) Unterschiede zwischen den Bedingungen auf. 7-Aminoactinomycin-D, Dasa = Dasatinib,
DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.

3.B.3. Dasatinib hat keinen Einfluss auf die Aufnahme von FITC-Dextran-Beads

Um zu untersuchen, inwieweit Dasatinib die Aufnahme von Fremdkorpern durch moDCs mittels
Phagozytose beeinflusst, wurden FITC-gekoppelte Dextran-Beads (40 kDa) verwendet. Weder eine
Kurzzeit- noch eine Langzeit-Vorbehandlung mit Dasatinib veranderte die Fahigkeit zur Aufnahme der

Beads (Abbildung 19 A-D).
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Abbildung 19: Einfluss von Dasatinib auf die Phagozytoserate. Aus mittels Plastikadhdarenz aufgereinigten
Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen wurden entweder von Beginn
der Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation (Kurzzeit, gesamt 48 Stunden)
mit Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch
Addition von 1 pg/ml LPS. 24 Stunden nach LPS-Zugabe wurden die Zellen fiir eine Stunde mit FITC-Dextran-Beads
bei 37 °C inkubiert. Die Sdulen entsprechen den mittleren prozentualen Mengen an Zellen, die nach Kurzzeit- (A)
und Langzeitbehandlung (B) FITC-Dextran-Beads aufgenommen haben (Mean). Gezeigt sind Ergebnisse von n=5
unabhangigen Versuchen. Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. Als (Negativ-) Kontrolle wurden gleichsam
behandelte Zellen wahrend der FITC-Dextran-Assays statt bei 37 °C bei 4 °C inkubiert. Es traten keine signifikanten
(p <0,05 (Studentsche t-Verteilung)) Unterschiede zwischen den Bedingungen auf. Dasa = Dasatinib, DMSO =
Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.
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3.B.4. Der Einfluss von Dasatinib auf die Zytokinsekretion

Da bereits fur pDCs beschrieben wurde dass Dasatinib einen hemmenden Einfluss auf die

Zytokinsekretion hat [112], wurde die Sekretion von IL-10 und IL-12 untersucht.
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Abbildung 20: Einfluss von Dasatinib auf die Zytokinsekretion. Aus mittels Plastikadharenz aufgereinigten
Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Die Zellen wurden entweder von Beginn
der Generierung an (Langzeit, gesamt 7 Tage) oder 24 Stunden vor LPS-Stimulation (Kurzzeit, gesamt 48 Stunden)
mit Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch
Addition von 1 pg/ml LPS fur 24 Stunden. Die Messung der Zytokinsekretion erfolgte mit Kulturliberstdnden im
ELISA. Dargestellt sind die sekretierten Mengen von IL-10 (A, B) und IL-12 (C, D) nach Kurzzeit- (A, C) und
Langzeitbehandlung (B, D) aus je n=5 unabhdngigen Versuchen. Balken: Median. Unterschiedliche Symbole
kennzeichnen jeweils einen Versuch. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung). Dasa = Dasatinib, DMSO =
Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid.

Wahrend eine Kurzzeit-Behandlung mit Dasatinib keinerlei Einfluss auf die Sekretion von IL-10 hatte,
fihrte eine Langzeit-Behandlung mit 50 nM Dasatinib zu einer signifikant verringerten Menge an
sekretiertem IL-10 (Abbildung 20 A,B). Im Gegensatz dazu hatten sowohl Langzeit- als auch Kurzzeit-
Vorbehandlung mit Dasatinib eine statistisch signifikante und Dosis-abhangig verringerte Reduktion der
Sekretion von IL-12 (IL-12p70) zur Folge (Abbildung 20 C,D). Die Reduktion war erwartungsgemaR in der

Langzeitbehandlung starker ausgepragt als in der Kurzzeitbehandlung. So fiihrten 50 nM Dasatinib in der
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Langzeitbehandlung zu einer Verringerung der IL-12-Sekretion um 67%, in der Kurzzeit-Behandlung

dagegen nur um 44%.

3.B.5. Eine Vorbehandlung mit Dasatinib hat keinen Einfluss auf die Fdhigkeit, CMV-spezifische

Antworten in CD8" T-Zellen zu induzieren
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Abbildung 21: Einfluss von Dasatinib auf die Induktion von Virus-spezifischen T-Zell-Antworten. PBMCs CMV-
positiver Spender wurden mittels MACS-Sort in CD14" und CD14” Zellen aufgetrennt. Aus den CD14" Monozyten
wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition
von 2,5 pug/ml HLA A*201-CMV pp6549s5.503 flir 2 Stunden. Im Anschluss wurden T-Zellen und moDCs im Verhaltnis
10:1 fur 12 Stunden gemeinsam inkubiert, danach erfolgte ein 5-stiindiger Zytokinassay. Dasatinib wurde zur
Vorbehandlung der moDCs 48 Stunden vor der Co-Kultur oder fiir eine Vorbehandlung der T-Zellen 1 Stunde vor
der Co-Kultur appliziert und jeweils anschlieBend ausgewaschen, oder dem Assay-Medium wahrend der Co-Kultur
zugegeben. Die Siulen entsprechen der mittleren prozentualen Menge (Mean) an IFN-y- (A), TNF-a- (B) oder IL-2-
produzierenden (C), bzw. CD107a/b exprimierenden CMV-Tet' CD8" T-Zellen (D) aus je n=4 unabhéingigen
Experimenten. Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung). Dasa = Dasatinib,
DMSO = Dimethylsulfoxid, Vorb.=Vorbehandlung.

Da die Induktion von Antigen-spezifischen T-Zell-Antworten wohl die wichtigste Funktion Dendritischer
Zellen darstellt, wurde untersucht ob Dasatinib die Fahigkeit Peptid-beladener moDCs die
Zytokinproduktion und Degranulation von CMV-spezifischen CD8" T-Zellen zu induzieren beeinflusst. Eine
Vorbehandlung der Dendritischen Zellen fiir 48 Stunden mit 50 nM Dasatinib fihrte nicht zu einer
signifikanten Anderung der Produktion von IFN-y, TNF-a und IL-2 oder der Expression der

Degranulationsmarker CD107a/b in CMV-spezifischen CD8" T-Zellen. Im Gegensatz dazu fiihrte das
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3. Ergebnisse

Vorhandensein von 50 nM Dasatinib im Assaymedium oder eine Vorbehandlung der T-Zellen fiir eine
Stunde zu einer volligen Aufhebung der moDC-induzierten Zytokinproduktion und CD107a/b-Expression
in CMV* CD8" T-Zellen. 10 nM Dasatinib zeigten bei keiner Behandlungsart einen messbaren Einfluss auf
Zytokinproduktion oder Degranulation (Abbildung 21 A-D). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
unter 3.A.7 dargestellten Resultaten, bei denen gezeigt wurde, dass eine Behandlung mit 50 nM
Dasatinib bei Virus-spezifischen CD8" T-Zellen zu einer Aufhebung der Viruspeptid-induzierten

Zytokinproduktion und Degranulation fiihrt.

3.B.6. Dasatinib verstarkt die Migration von moDCs in vitro

Die Regulation der Migration Dendritischer Zellen aus der Peripherie in die Lymphknoten wird lber die
Chemokine CCL19 und CCL21 vermittelt und erfordert die Expression des CCL19/CCL21-Rezeptors CCR7
[211-218]. Da diese Migration eine entscheidende Grundvoraussetzung flir Prasentation
aufgenommener Antigene an T-Zellen darstellt, wurde der Einfluss einer Behandlung mit Dasatinib flr

verschiedene Zeitspannen auf mit LPS ausgereifte moDCs in vitro untersucht.
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Abbildung 22: Einfluss von Dasatinib auf die Migration von moDCs. Aus mittels Plastikadhadrenz aufgereinigten
Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung
durch Addition von 1 pg/ml LPS fiir 24 Stunden. Die Zellen wurden 24 Stunden vor LPS-Stimulation mit Dasatinib
vorbehandelt (mit anschlieBendem Auswaschen nach insgesamt 48 Stunden) oder Dasatinib wurde dem Medium
wahrend des dreistiindigen Migrationsassays in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. Die Sdulen zeigen
den mittleren Fold-Change (Mean; Fold-Change bezogen auf die Werte der nur mit LPS + CCL19 behandelten
Zellen=1) aus flinf unabhangigen Versuchen. Karierte Siulen reprasentieren die Werte ohne Zugabe von CCL19
(Kontrolle). Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung). Dasa = Dasatinib,
DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid, Vorb. = Vorbehandlung.
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Dasatinib fuhrte in Konzentrationen von 10 und 50 nM sowohl bei einer 48-stiindigen Vorbehandlung
mit anschlieBendem Auswaschen, als auch beim Vorhandensein im Assay-Medium wahrend des
Migrationsassays und einer Kombination aus beidem zu einer signifikanten Steigerung der Zahl der in
Richtung eines CCL19-Gradienten migrierten Zellen. Hierbei kam es durch Dasatinib nicht zu einer
generellen Erhohung der Motilitdt, da ohne das Vorhandensein eines CCL19-Gradienten keinerlei
erhohte Wanderbewegungen ins untere Transwell-Kompartiment festzustellen waren. Der steigernde
Effekt auf die gerichtete Migration war am starksten ausgepragt bei einer 48-stiindigen Vorbehandlung
mit 50 nM Dasatinib, wo die Zahl der migrierten Zellen mehr als verdoppelt wurde (2,18-fache
Steigerung). Es ist allerdings festzustellen, dass zwischen den Einfliissen der verschiedenen Dasatinib-

Behandlungen keinerlei signifikante Unterschiede auftraten (Abbildung 22).

3.B.7. Dasatinib hat keinen Einfluss auf die Expression von CCR7

Die naheliegendste Erklarung fir die beobachtete Migrationssteigerung durch Dasatinib in Richtung
eines CCL19-Gradienten ware eine erhohte Expression des CCL19-Rezeptors CCR7. Dies konnte
allerdings, in Einklang mit friheren Beschreibungen [111], ausgeschlossen werden, da Dasatinib die
Expression von CCR7 in moDCs unter den oben genannten Bedingungen nicht beeinflusste (Abbildung

23).
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Abbildung 23: Einfluss von Dasatinib auf die Expression von CCR7. Aus mittels Plastikadhdrenz aufgereinigten
Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung
durch Addition von 1 pg/ml LPS fiir 24 Stunden. Die Zellen wurden 24 Stunden vor LPS-Stimulation mit Dasatinib
vorbehandelt (mit anschlieBendem Auswaschen nach insgesamt 48 Stunden) oder Dasatinib wurde dem Medium
fiir drei Stunden in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. Gezeigt ist die spezifische Fluoreszenzintensitat
(SFI: MFI von CCR7 geteilt durch MFI der korrespondierenden Isotypenkontrolle) von CCR7 aus je fiunf
unabhdngigen Versuchen. Balken: Median. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen jeweils einen Versuch. Es
traten keine signifikanten (p <0,05 (Studentsche t-Verteilung)) Unterschiede zwischen den Bedingungen auf. Dasa =
Dasatinib, DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid, Vorb. = Vorbehandlung.
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3.B.8. Die Migrationssteigerung durch Dasatinib erfolgt durch Hemmung von SFKs

Auf Grund der Tatsache, dass Kinasen der SRC-Familie zu den Hauptangriffszielen von Dasatinib gehoéren,
liegt es nahe, dass eine Hemmung dieser SFKs durch Dasatinib fir den migrationssteigernden Effekt
verantwortlich sein kénnte. Um diese These zu untermauern wurde der Einfluss zweier weiterer
Kinaseinhibitoren auf die Migration von moDCs untersucht. Dies waren zum einen Nilotinib, ein BCR-ABL-
Inhibitor der keine Wirkung auf SRC-Kinasen ausiibt [264], zum anderen ein spezifischer SFK-Inhibitor,

SKI-1 (SRC kinase inhibitor 1) [265, 266].
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Abbildung 24: Einfluss von Nilotinib auf Migration und CCR7-Expression. Aus mittels Plastikadhdrenz
aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die
Ausreifung durch Addition von 1 pug/ml LPS flr 24 Stunden. Die Zellen wurden 24 Stunden vor LPS-Stimulation mit
Nilotinib in den angegebenen Konzentrationen vorbehandelt und vor den funktionellen Untersuchungen
ausgewaschen. (A) Einfluss auf die Migration. Die Saulen zeigen den mittleren Fold-Change (Mean; Fold-Change
bezogen auf die Werte der nur mit LPS + CCL19 behandelten Zellen=1) aus funf unabhéngigen Versuchen. Gezeigt
sind nur Ergebnisse von Versuchen unter Zusatz von CCL19. Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05
(Studentsche t-Verteilung). (B) Reprasentatives Beispiel fir den Einfluss von Nilotinib auf die CCR7-Expression.
Hellgraue Peaks (oben): spezifischer CCR7-Antikérper, dunkelgraue Peaks (unten): korrespondierender Isotyp.
DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid, Nilo = Nilotinib, Vorb. = Vorbehandlung.

Im Gegensatz zu Dasatinib fiihrte eine 48-stiindige Vorbehandlung mit Nilotinib Dosis-abhangig zu einer
signifikant verringerten Zahl an migrierten Zellen (Abbildung 24 A) und verhinderte dariiber hinaus sehr
potent eine LPS-induzierte Hochregulation von CCR7 (Abbildung 24 B).

Dagegen fuhrte eine 48-stiindige Vorbehandlung mit dem spezifischen SFK-Inhibitor SKI-1 zu einer
Migrationssteigerung, die mit der durch Dasatinib verursachten vergleichbar war (Abbildung 25 A).
Ebenso waren Dasatinib und SKI-1 gleichartig effizient in der Hemmung der Phosphorylierung von SFKs

am aktiven Tyrosinrests Y416 nach einstlindiger Vorbehandlung (Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: Einfluss des spezifischen SRC-Inhibitors SKI-1 auf Migration und Phosphorylierung von SFKs. (A)
Einfluss auf die Migration. Aus mittels Plastikadhdrenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4
und GM-CSF moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pg/ml LPS fur 24
Stunden. Die Zellen wurden 24 Stunden vor LPS-Stimulation mit Dasatinib oder SKI-1 in den angegebenen
Konzentrationen vorbehandelt und nach 48 Stunden vor den funktionellen Untersuchungen ausgewaschen. Saulen
zeigen den mittleren Fold-Change (Mean; Fold-Change bezogen auf die Werte der nur mit LPS + CCL19 behandelten
Zellen=1) aus n=3 unabhangigen Versuchen. Gezeigt sind nur Ergebnisse von Versuchen unter Zusatz von CCL19.
Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung). (B) Reprasentatives Beispiel (von
n=3) fur den Einfluss von SKI-1 und Dasatinib auf die Phosphorylierung der aktivierenden Tyrosinreste von SFKs.
Unreife moDCs wurden fiir eine Stunde mit SKI-1 oder Dasatinib vorbehandelt und anschlieRend fiir 10 Minuten
mit 1 pg/ml LPS stimuliert. AnschlieRend erfolgten die Zell-Lyse und Auswertung im Western Blot. Die angegebenen
Werte (Fold-Change) zeigen den Grad der Phosphorylierung bezogen auf die LPS-behandelten Zellen (gleich 1
gesetzt). Dasa = Dasatinib, DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid, SKI-1 = SRC kinase inhibitor 1, Vorb.
= Vorbehandlung.

3.B.9. Dasatinib_behindert die Phosphorylierung der _inhibitorischen Immunrezeptoren Siglec-3 und

Siglec-9

Um zu verstehen, welche Mechanismen der SFK-induzierten Steigerung des Migrationsverhaltens durch
Dasatinib zu Grunde liegen, wurden die Phosphorylierungsstati von 59 ITAM- und ITIM-haltigen
Immunrezeptoren mittels eines Array-Kits analysiert. In Mausen ist bereits gezeigt worden, dass der
inhibitorische Rezeptor PIRB, dessen humanes Homolog CD85a darstellt, die Migration negativ
beeinflusst. Knockouts der SFKs Hck und Fgr fuhrten im murinen System zu einer verminderten
Phosphorylierung von PIRB und einer erhéhten Migration muriner moDCs sowohl in vitro als auch in vivo
[267]. Auf Grund dieses Berichts lag nahe, dass eine Behandlung mit Dasatinib zu einer verringerten
Phosphorylierung des PIRB-Homologes CD85a fiihren wiirde. Wider Erwarten fiihrte eine 48-stiindige
Vorbehandlung mit 50 nM Dasatinib vor einem zweiminitigen Pulsen mit CCL19 [268] in mit LPS
ausgereiften moDCs zu keiner konsistenten Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus von CD85a
(Abbildung 26 A). Wiahrend auch die Phosphorylierungsstati der restlichen 56 im Kit enthaltenen
Immunrezeptoren durch eine Dasatinib-Behandlung nicht konsistent beeinflusst wurden, fiihrte

Dasatinib zu einer kompletten Dephosphorylierung von Siglec-3 (CD33) und Siglec-9 (Abbildung 26 A). Im
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Gegensatz zum Einfluss auf die Phosphorylierung zeigte Dasatinib keinerlei Effekt auf die

Expressionslevel von Siglec-3 (Abbildung 26 B) und Siglec-9 (Abbildung 26 C).
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Abbildung 26: Einfluss von Dasatinib auf die Phosphorylierung und Expression von Siglec-9 und Siglec-3. Aus
mittels Plastikadhdrenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert.
Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pug/ml LPS fiir 24 Stunden. Den Zellen wurde 24 Stunden
vor LPS-Stimulation Dasatinib in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. (A) Einfluss auf die
Phosphorylierung verschiedener Immunrezeptoren. 24 Stunden nach LPS-Zugabe wurden die Zellen fiir 2 Minuten
mit 250 ng/ml CCL19 gepulst und anschlieRend lysiert. Die Analyse der Phosphorylierungsstati von 59
Immunrezeptoren erfolgte mittels des Proteome Profiler™ Human Phospho-Immunoreceptor Array Kits (R&D
Systems). Exemplarisch dargestellt (von n=2) ist die durch Dasatinib verursachte Veranderung der
Phosphorylierungsstati von CD85a, Siglec-3 (CD33) und Siglec-9. (B-C) Einfluss auf die Expressionslevel von Siglec-3
(CD33) und Siglec-9. 24 Stunden nach LPS-Stimulation wurden die Zellen auf die Expression von Siglec-3 (B) und
Siglec- 9 (C) gefarbt. Gezeigt ist die spezifische Fluoreszenzintensitat (SFl: MFI des spezifischen Antikorpers geteilt
durch MFI der korrespondierenden Isotypenkontrolle) aus je drei unabhadngigen Versuchen. Balken: Median.
Unterschiedliche Symbole kennzeichnen jeweils einen Versuch. Dasa = Dasatinib, DMSO = Dimethylsulfoxid, LPS =
Lipopolysaccharid, Vorb. = Vorbehandlung.

3.B.10. Blockierung von Siglec-9 oder Siglec-3 fiihrt zu einer Steigerung der Migration von moDCs

Beide dieser inhibitorischen Immunrezeptoren weisen ITIM-Doméanen auf und koénnten fir die
beobachteten Migrations-férdernden Effekte verantwortlich sein, da ihre Phosphorylierung, die
hochstwahrscheinlich durch SFKs erfolgt [269], durch Dasatinib behindert wird. Diese Hypothese wird

unterstitzt durch die Beobachtung, dass eine Blockierung von Siglec-2 mit spezifischen monoklonalen
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Antikorpern die Migration von CD27 B-Zellen gegen CXCL12 in vitro verstarkt [270]. Da die Expression
von Siglec-2 groftenteils auf B-Zellen beschrankt ist und Siglec-2 nur in geringen Mengen von Monozyten
exprimiert wird [271], ist es wahrscheinlich, dass andere inhibitorische Mitglieder der Siglec-Familie in

einer dhnlichen Weise in moDCs wirken.
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a-Siglec-9 mAb [ng/ml] - - - - - - 750 - - - -
Isotyp mouse IgG1 [ng/ml] - - - - - - - 750 - - -
Isotyp mouse IgG2a [ng/ml] - - - - - - - - 750 - -
a-HLA-A,B,C mAb [ng/ml] - - - - - - - - - 750 6000

Abbildung 27: Einfluss blockierender a-Siglec-3 und a-Siglec-9-Antikérper auf die Migration von moDCs. Aus
mittels Plastikadharenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF moDCs generiert.
Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pug/ml LPS fir 24 Stunden. Die Zellen wurden entweder
24 Stunden vor LPS-Stimulation mit Dasatinib vorbehandelt oder spezifische blockierende Antikoérper gegen Siglec-3
und Siglec-9 wurden zeitgleich mit LPS in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. Vor den Migrationsassays
wurden die Zellen gewaschen. (A) Die Saulen zeigen den mittleren Fold-Change (Mean; Fold-Change bezogen auf
die Werte der nur mit LPS + CCL19 behandelten Zellen=1) aus n=6 unabhangigen Versuchen. Die karierten Saulen
reprasentieren die Werte ohne Zugabe von CCL19 (Kontrolle). Balken zeigen den Standardfehler (SEM) an. (B) wie
(A), zeitgleich mit LPS wurden die mit den Siglec-Antikorpern korrespondierenden Isotypenkontrollen bzw. ein
Klasse I-MHC-Antikérper in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. Gezeigt sind nur Ergebnisse von
Versuchen unter Zusatz von CCL19. *p <0,05 (Studentsche t-Verteilung). Dasa = Dasatinib, DMSO =
Dimethylsulfoxid, LPS = Lipopolysaccharid, PBS = Phosphate Buffered Saline.
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Tatsachlich fuhrte eine spezifische Blockierung von Siglec-9 und/oder Siglec-3 zu einer signifikanten
Steigerung der Zahl in Richtung eines CCL19-Gradienten migrierten moDCs. Nach einer Titration beider
blockierender Antikérper von 15 bis 3.000 ng/ml wurden 750 ng/ml in beiden Fallen als sittigende
Konzentration ermittelt um die Rezeptoren spezifisch zu blockieren (n=2, Daten nicht gezeigt).

Die bei der gewdhlten Konzentration von 750 ng/ml a-Siglec-9 auftretende Verstarkung der Migration
war sogar signifikant gréBer als die durch 50 nM Dasatinib verursachte (Dasatinib: 2,47-fache Steigerung,
750 ng/ml a-Siglec-9: 4,27-fache Steigerung). 750 ng/ml a-Siglec-3 fuhrten zwar ebenfalls zu einer
Steigerung der Migration die stdrker war als die durch Dasatinib vermittelte (a-Siglec-3: 3,24-fache
Steigerung), allerdings unterschieden sich beide Werte nicht signifikant.

Eine Kombination von je 750 ng/ml a-Siglec-3 und a-Siglec-9 fihrte zu keiner weiteren Steigerung der
Zahl der migrierten Zellen, was nahelegt, dass die Signaltransduktion beider Rezeptoren (iber denselben
Signalweg erfolgt. Die steigernden Effekte der beiden blockierenden Antikdrper war abermals nicht auf
eine gesteigerte ungerichtete Motilitdt, sondern auf eine Steigerung der gerichteten Migration
zurlickzufihren, da ohne das Vorhandensein von CCL19 keine verstarkte Zellwanderung auftrat
(Abbildung 27 A).

Um auszuschlieBen, dass nichtspezifische Effekte durch eine Antikérperbindung per se fir die Effekte auf
die Migration verantwortlich sind, wurden a-Siglec-9- und a-Siglec-3-Antikérper mit ihren
korrespondierenden Isotypen und einem MHC Klasse |-Antikorper hinsichtlich des Einflusses auf die
Migration verglichen. Im Gegensatz zu Dasatinib und den blockierenden a-Siglec-Antikérpern zeigten
weder einer der beiden Isotypen noch ein a-HLA-A,B,C-Antikorper einen messbaren Einfluss auf die

Migration von moDCs im Transwell-System (Abbildung 27 B).

3.B.11. Blockierung von Siglec-9 mit einem spezifischen blockierenden Antikérper fiihrt zu einer

Dephosphorylierung von Siglec-9, Siglec-3 und SHP-2

Um zu beweisen, dass eine Bindung der blockierenden Antikorper an die Siglec-Molekiile tatsachlich zu
deren Dephosphorylierung fiihrt, wurde der Einfluss des a-Siglec-9-Antikdrpers auf die Immunrezeptor-
Phosphorylierung im Phospho-Immunrezeptor Array Kit untersucht. Hier kam es zu einer starken
Dephosphorylierung von Siglec-9 und auch Siglec-3, was eine Interaktion der beiden Rezeptoren
nahelegt. Neben der Beeinflussung der Siglec-Phosphorylierung fihrte die a-Siglec-9-Antikdrperbindung
dariber hinaus zu einer Dephosphorylierung von SHP-2. Die Phosphorylierungsstati der weiteren 56 im

Array Kit enthaltenen Rezeptoren wurden nicht beeinflusst (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einfluss des blockierenden a-Siglec-9-Antikorpers auf die Phosphorylierung von Siglec-9, Siglec-3
und SHP-2. Aus mittels Plastikadharenz aufgereinigten Monozyten wurden durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF
moDCs generiert. Nach 6 Tagen erfolgte die Ausreifung durch Addition von 1 pg/ml LPS fir 24 Stunden. Die Zellen
wurden zeitgleich mit der LPS-Stimulation mit 750 ng/ml blockierendem a-Siglec-9-Antikérper behandelt. 24
Stunden nach LPS-Zugabe wurden die Zellen flir 2 Minuten mit 250 ng/ml CCL19 gepulst und anschlieBend lysiert.
Die Analyse der Phosphorylierungsstati von 59 Immunrezeptoren erfolgte mittels des Proteome Profiler™ Human
Phospho-Immunoreceptor Array Kits (R&D Systems). Exemplarisch dargestellt (von n=2) ist die durch a-Siglec-9
verursachte Verdnderung der Phosphorylierungsstati von Siglec-3 (CD33), Siglec-9 und SHP-2.

Es wird angenommen, dass die Phosphatase SHP-2 an phosphorylierte ITIM-Domanen der Siglec-
Rezeptoren rekrutiert wird und nach Bindung weiter downstream gelegene Targets dephosphoryliert
[272-274]. Daher konnte SHP-2 eine wichtige Schaltstelle in der Modulation der Migration durch Siglec-9
und Siglec-3 darstellen. Ein Modell der potentiellen Interaktion ist im Diskussionsteil zu finden (siehe

4.B., Abbildung 29).
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4. Diskussion

4.A. Synergistische Effekte von Dasatinib und Dexamethason in T-Zellen

Noch immer sind schwerwiegende Immunreaktionen gegen Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber durch
Graft-versus-host Disease (GvHD) und aus der Depletion von T-Zellen resultierende infektiose
Komplikationen die Hauptgriinde fir schwere Erkrankungen und eine erhdhte Sterblichkeit nach
allogener Hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) zur Leukamietherapie [229-232]. Zur
Standardbehandlung werden auch weiterhin Glucocorticoide eingesetzt, die aber neben der bezweckten
Hemmung der GvHD-Effekte leider auch zu einer Unterdriickung von erstrebenswerten Antitumor- oder
Graft-versus-leukemia (GvL)-Effekten flhren. Darlber hinaus beginstigen sie durch ihre stark
immunsuppressive Wirkung schwerwiegende Folgeinfektionen wie durch Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis oder das Varizella-Zoster-Virus [275-277]. Da GvHD- und
GvL-vermittelnde T-Zellen sich im Hinblick auf ihre Expansionsraten und ihre Aktivierungsbedingungen
unterscheiden [233-235], ist es denkbar, dass Tyrosinkinaseinhibitoren wie Dasatinib, ohne die
wiinschenswerten GvL-Effekte zu beeintrachtigen, durch ihre immunmodulatorische Wirkung GvHD-
Effekte minimieren konnten. Diese Hypothese wird durch klinische Beobachtungen untermauert, die
zeigen dass die Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Dasatinib in der Lage sind eine GvHD zu hemmen
[236-238], und dass Dasatinib GvL-Reaktionen nicht beeintrachtigt [239].

Vor dem Hintergrund, dass durch den Einsatz der Kombination niedrigere Dosen der Einzelsubstanzen
verwendet werden konnten, wurden im ersten Teil dieser Arbeit mogliche kombinatorische Effekte des
Glucocorticoids Dexamethason und des Tyrosinkinaseinhibitors Dasatinib auf Effektorfunktionen von T-
Zellen untersucht. Hierbei zeigten sich synergistische Effekte auf die T-Zell-Proliferation, nicht aber auf
Merkmale der T-Zell-Aktivierung wie die Expression von CD69 oder die Sekretion von IL-2.

Die Diskrepanz zwischen den Effekten von Dexamethason auf zwei verschiedene Kennzeichen der T-Zell-
Aktivierung, namlich der inhibitorischen Wirkung auf die IL-2-Sekretion (3.A.1., Abbildung 6) zum einen
und der bereits gezeigten [254] Nicht-Beeinflussung der Expression von CD69 (3.A.1., Abbildung 4) zum
anderen, beruht hochstwahrscheinlich auf einer Interaktion von Dexamethason mit AP-1, einem
Transkriptionsfaktor der essentiell fiir die Transkription von IL-2, nicht aber fiir eine Hochregulation von
CD69 ist [278-281]. Dasatinib fihrte wie zu erwarten war [90] in beiden Fallen zu einer deutlichen
Hemmung und wie bereits erwdhnt traten keine kombinatorischen Effekte auf. Wurde Dasatinib nicht
zur Vorbehandlung eingesetzt, sondern in bereits stimulierten Zellen eingesetzt, so hatte es wie auch
Dexamethason keinen Einfluss auf die Expression von CD69 (3.A.1., Abbildung 5). Dies lasst darauf
schlief’en, dass der hemmende Einfluss von Dasatinib auf die Expression von CD69 hauptsachlich lber

eine Inhibierung des im T-Zell-Signaling weit upstream gelegenen LCK vermittelt wird.
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Bei der Untersuchung des Einflusses auf die Phosphorylierungsstati der SFK LCK und der downstream
gelegenen Substrate ZAP70 und ERK1/2 traten ebenfalls keine kombinatorischen Effekte zwischen
Dasatinib und Dexamethason auf (3.A.2., Abbildung 7). Die Aussagen, die in der Literatur Gber einen
Einfluss von Glucocorticoiden auf die Phosphorylierung von Kinasen der SRC-Familie gemacht werden,
sind kontrovers und oft widersprichlich [140, 256, 282, 283], wenngleich in dieser Arbeit Dexamethason
alleine, im Gegensatz zu der zu erwartenden Hemmung der Phosphorylierung durch Dasatinib [89, 92,
95], durchgehend keinerlei Beeinflussung der SFK-Phosphorylierung zeigte.

Sowohl Dexamethason als auch Dasatinib fiihrten alleine zu einer Hemmung der T-Zell-Proliferation,
wodurch friihere Berichte bestitigt wurden [89-91, 93-95, 257, 261]. Hierbei verhielten sich CD8" T-
Zellen gegen die beiden Einzelsubstanzen weit weniger sensitiv als CD4" T-Zellen. In der Kombination
hemmten Dexamethason und Dasatinib die T-Zell-Proliferation additiv und auch in CD8"-T-Zell sehr
effizient (3.A.3., Abbildung 8). Diese Hemmung der Proliferation resultierte nicht aus einer durch die
Medikamente verringerten Zellviabilitdt, da sowohl Dasatinib als auch Dexamethason zu signifikant
niedrigeren Apoptoseraten fiihrten (3.A.4., Abbildung 9).

Neben dieser unterschiedlich starken Beeinflussung der Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen
unterschieden sich auch die Effekte der Medikamente auf naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zell-Subsets.
Wahrend beide Einzelsubstanzen eine deutliche und Dosis-abhangige Hemmung der Proliferation sowohl
in naiven CD4" T-Zellen als auch in naiven CD8" T-Zellen verursachten, wurden CD4" und CD8* Memory-
Subsets unterschiedlich stark beeinflusst. Obgleich die Wirkung auf CD4" Memory Subsets deutlich
schwacher ausgepragt war als auf naive T-Zellen, erfolgte durch beide Medikamente alleine bereits eine
signifikante Hemmung der Proliferation. Dagegen wurde die Proliferation von CD8" Memory-Subsets
weder durch Dasatinib noch durch Dexamethason alleine nennenswert gehemmt. Erst eine Kombination
aus beiden Substanzen fiihrte in diesen Subsets zu einer deutlichen Hemmung der Proliferation, wobei
ein synergistisches Zusammenwirken von Dexamethason und Dasatinib zu beobachten war. In den CD4"
Memory-Subsets, in denen schon beide Einzelsubstanzen alleine wirksam waren, zeigten sich dagegen
hochstens additive Effekte (3.A.5., Abbildung 10, Abbildung 11).

Die beobachtete hohere Empfindlichkeit von naiven T-Zellen gegen die beiden Einzelsubstanzen deckt
sich mit den bereits publizierten Beobachtungen, dass Dexamethason die Proliferation von naiven
murinen CD4" T-Zellen stark hemmt [258], und dass Dasatinib im humanen System stirker
proliferationshemmend auf naive als auf Memory-T-Zellen wirkt [90]. Auch die groRere Empfindlichkeit
von CD4" Memory- gegeniiber CD8" T-Zell-Memory-Subsets deckt sich mit friiheren Beobachtungen [90].
Die Unterschiede zwischen naiven T-Zellen und den Memory Subsets kann durch die Beobachtung erklart
werden, dass murine CD8" Memory-T-Zellen selbst dann in der Lage sind ihre Effektorfunktionen
auszuiben, wenn die Expression von LCK durch ein Tet-On-System unterbunden wird [284]. Des

Weiteren ist die Tatsache, dass Dexamethason und Dasatinib in CD8" T-Zell-Memory-Subsets
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synergistisch zusammenwirken, ein Hinweis darauf dass die Hauptwirkung von Dexamethason nicht
durch schnell ablaufende, lber SFKs vermittelte Effekte erfolgt, sondern Uber den klassischen
Glucocorticoid-Rezeptorweg (vgl. 1.4.). Wirde Dexamethason Uber SFK-vermittelte Effekte auf die
Proliferation einwirken, so ware auf Grund der Tatsache, dass in diesem Fall beide Medikamente ihre
Wirkung tber die Inhibierung von SRC-Kinasen vermitteln, eher mit additiven Effekten zu rechnen.

Fir einen moglichen klinischen Einsatz der Kombination aus Dexamethason und Dasatinib spricht
zunichst einmal der stark proliferationshemmende Einfluss der Kombination auf CD8" Memory-Subsets
wahrend die Behandlung mit nur einem der beiden Medikamente wenig effizient war. Daher diirften so,
deutlich stirker als mit den Einzelsubstanzen, auch CD8" Central Memory T-Zellen gehemmt werden, von
denen berichtet wurde dass sie neben GvL-Effekten vor allem auch GvHD-Effekte vermitteln [285]. Von
Interesse ist des Weiteren auch der Befund, dass vor allem im CD4'CD45RO'CD27-Subset die
Proliferation durch eine Kombination nur unwesentlich starker beeinflusst wurde als durch die
Einzelsubstanzen. Dieses Subset ist eher den Effektor-Memory T-Zellen zuzurechnen [263], die im
murinen System als GvL-vermittelnd beschrieben wurden ohne eine GvHD auszulésen [235]. Darliber
hinaus wurde gezeigt, dass murine CD4" Memory-T-Zellen sogar bei einem gleichzeitigen Ausschalten
von LCK und FYN in der Lage bleiben, zu persistieren [286]. In der Summe kdnnte eine Kombination aus
Dexamethason und Dasatinib daher das Gleichgewicht im Vergleich zu einer Monotherapie eher
Richtung GvL-Reaktionen verschieben und das Risiko einer GvHD verringern.

Die verminderte Sensitivitit der CD8" Memory Subsets trat in fast noch stirkerem AusmaR bei der
Betrachtung virusspezifischer CD8" T-Zellen zutage. So wurden bei der Untersuchung von CMV- und EBV-
spezifischen CD8" T-Zellen héhere (aber noch immer klinisch relevante [251-253]) Dosen von Dasatinib
eingesetzt um messbare Effekte zu erzielen. Diese hohere Dasatinib-Konzentration von 50 nM fihrte
sehr effektiv zu einer Hemmung sowohl der Produktion der Zytokine IFN-y und TNF-a, als auch der
Expression von CD107a/b als Voraussetzung fiir die Perforin- und Granzym-vermittelte Zelllyse. Im
Gegensatz dazu hatte eine Vorbehandlung mit Dexamethason auf beide Funktionen keinen Einfluss und
es traten auch keine kombinatorischen Effekte zwischen Dasatinib und Dexamethason auf. Wurde die
Zeit der Vorbehandlung mit den beiden Medikamenten auf vier Tage verlangert, so hatten nun auch 50
nM Dasatinib keinerlei messbaren Einfluss auf Zytokinproduktion oder CD107a/b-Expression (3.A.7.,
Abbildung 13, Abbildung 14). Dies spricht dafiir, dass die hemmende Wirkung von Dasatinib auf diese
beiden Effektorfunktionen ebenso wie auch andere durch Dasatinib vermittelte Effekte [287-289]
verhaltnismaRig schnell ausgelibt wird und durch die kurze Halbwertszeit von Dasatinib von eher
transienter Natur ist.

Vergleichbar mit dem Einfluss auf die Proliferation der CD8" Memory-Subsets (3.A.5., Abbildung 11)
flihrten sowohl Dasatinib als auch Dexamethason zu einer Proliferationshemmung in CMV- und EBV-

spezifischen CD8" T-Zellen. Allerdings waren, wie auch bei den CD8" Memory Subsets, die Effekte der
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Einzelsubstanzen auf die Zahl der proliferierenden Zellen eher maRig ausgepragt, eine Ausnahme
bildeten 50 nM Dasatinib. Dagegen fiihrte eine Kombination aus Dexamethason und Dasatinib zu einer
deutlichen Proliferationshemmung bei der sich die Substanzen, besonders in den EBV-spezifischen Zellen
synergistisch erganzten (3.A.6., Abbildung 12).

Dexamethason fiihrte, im Gegensatz zu 10 nM Dasatinib, zu einer deutlich langsamer ablaufenden
Proliferation, was sich in geringeren Teilungsraten duerte. Die Effekte der beiden Medikamente auf die
Proliferation waren also unterschiedlicher Natur: Wahrend Dasatinib mehr nach dem Prinzip ,,alles oder
nichts“ zu wirken scheint, fiihrte eine Dexamethason-Behandlung zu einer eher qualitativen
Verringerung der Proliferation. Folgerichtig kam es zwar zu starken synergistischen Effekten auf die Zahl
der proliferierenden Zellen, die Qualitdt der Proliferation, also die durchschnittliche Zahl der
Zellteilungen, wurde durch eine Kombination mit Dasatinib im Vergleich zum durch Dexamethason
alleine vermittelten Effekt nicht weiter verringert. Diese beiden Befunde legen nahe, dass die
hemmenden Wirkungen von Dasatinib und Dexamethason auf die Proliferation liber zwei verschiedene
Signalwege ablaufen, was wiederum, wie bereits im Hinblick auf die Wirkung in den CD8" Memory
Subsets angedeutet, eher dafiir spricht, dass Dexamethason seine Effekte auf die Proliferation nicht tber
eine direkte oder auch indirekte Hemmung von SRC-Kinasen, sondern Uber den klassischen
Glucocorticoid-Rezeptor-Weg ausiibt (vgl. 1.4).

Auch wenn die Untersuchung der Effekte einer Kombination aus Dexamethason und Dasatinib in
Patienten mit Hamatopoetischer Stammzelltransplantation natiirlich auerhalb des Fokus dieser Arbeit
lag, so sind doch diese Ergebnisse durchaus ein Hinweis auf ein verhaltnismaRig geringes Risiko der CMV-
oder EBV-Reaktivierung in Folge der Stammzelltransplantation bei einer Kombination beider
Medikamente in niedrigeren Dosen. Eine weitere Untersuchung der Effekte im klinischen Setting ware

durchaus vielversprechend.

Obgleich sie nicht direkt Teil dieser Arbeit waren, sollen die Ergebnisse, die im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Herr (ehemals Universitat Mainz, jetzt
Universitat Regensburg) gewonnen wurden, nicht génzlich unerwahnt bleiben. Bei den zusammen mit
dem ersten Teil dieser Arbeit veroffentlichten Daten [290] wurde untersucht, inwieweit sich die
Reaktionen AML-spezifischer und alloreaktiver CTLs unterscheiden. Untersucht wurden zum einen die
Effekte auf die Lyse (*'Cr-Release-Assay) von AML-Blasten beziehungsweise von K562-Zellen die mit
einem HLA-Mismatch (HLA-*A02:01) transfiziert wurden, zum anderen die Auswirkungen auf die
Sekretion von IFN-y (ELISpot-Assay) in Reaktion auf die jeweiligen Target-Zellen. Hierbei zeigten sich,
wenn die Zellen fir vier Tage mit den beiden Medikamenten vorbehandelt wurden, unterschiedliche
Effekte in den AML- und alloreaktiven Zellen. Bei zwei von drei Klonen fiihrten 50 nM Dasatinib in den

AML-reaktiven CTLs zu einer Steigerung der Lyseaktivitdt, bei zwei verschiedenen alloreaktiven CTLs
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wurde die Lyseaktivitdt einmal gesenkt und einmal nicht beeinflusst; Dexamethason zeigte keine
nennenswerten Effekte. Darliber hinaus fihrte eine Vorbehandlung mit 50 nM Dasatinib in zwei von vier
Fallen zu einer deutlichen Steigerung der IFN-y-Sekretion in den AML-reaktiven Klonen, wahrend keine
konsistenten Effekte bei den alloreaktiven CTLs auszumachen waren. Dexamethason zeigte wiederum
keinen oder einen leicht hemmenden Einfluss. Der exemplarische Einsatz einer Kombination von 100 nM
Dexamethason und 10 nM Dasatinib flihrte zu keiner eindeutigen Veranderung der [IFN-y-Sekretion
weder in AML-reaktiven Klonen noch in alloreaktiven CTLs. Auch wenn die Anzahl der durchgefiihrten
Experimente natdrlich sehr klein ist ist es auffallig, dass die Reaktionen einzelner AML-Klone durch eine
Dasatinib-Vorbehandlung gesteigert, die Reaktionen von alloreaktiven CTLs aber nicht oder eher
hemmend beeinflusst wurden. Diese Befunde legen nahe, dass Leukdmie- und alloreaktive T-Zellen
unterschiedlich sensitiv auf Dasatinib-induzierte Effekte reagieren [290]. Diese Ergebnisse decken sich
mit klinischen Befunden, die eine Verstarkung von GvL-Reaktionen ohne Entwicklung von GvHD unter
Dasatinib gezeigt haben [238, 239]. Da alle verwendeten CTLs den gleichen Phanotyp aufwiesen
(ausdifferenzierte Effektor-Memory T-Zellen) ist es unwahrscheinlich, dass Unterschiede im Phanotyp fir
die beobachteten unterschiedlichen Effekte verantwortlich sind, auch wenn Unterschiede in der
Generierung (AML-reaktive Klone, alloreaktive , bulk CTLs“) die Ergebnisse beeinflusst haben kénnten

[290].

Zusammen mit den zuletzt diskutierten anti-Leukdamie-férdernden Effekten durch Dasatinib zeigen die in
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse, dass eine Kombination von Dexamethason und Dasatinib in der
Behandlung einer HSCT durchaus synergistische Vorteile bringen kdnnte. Neben einer denkbaren
Verringerung der Dosen der Einzelmedikamente durch die Kombination kénnte es auch zu einer GvHD-
Hemmung bei gleichzeitiger Beibehaltung oder sogar Férderung der GvL-Effekte kommen, wie bei den
Auswirkungen der Medikamente auf die Proliferation von CD4"-und CD8'-Subsets bereits diskutiert
wurde. Darliber hinaus ist das Risiko einer Infektion oder CMV- bzw. EBV-Reaktivierung nach
Stammzelltransplantation als eher gering einzuschatzen, da spezifische antivirale Antworten bei

verringerten Dosen der Medikamente nicht gestért wurden.
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4.B. Der Einfluss von Dasatinib auf Dendritische Zellen

Als professionelle Antigen-prasentierende Zellen sind DCs unverzichtbare Mediatoren der Induktion
spezifischer T-Zell-Antworten gegen Pathogene und Krankheiten. Uber die Prisentation tumoraler
Antigene durch Dendritische Zellen kommt es zur Erzeugung schiitzender Anti-Tumor-Antworten. Daher
ist eine Vakzinierung mit autologen Dendritischen Zellen, die mit Tumor-assoziierten Antigenen
stimuliert werden, zu einer der Standardbehandlungen in der klinischen Krebstherapie geworden [240].
Der Erfolg solcher Therapien wird allerdings durch eine gestorte Ausreifung und eine maRiige Migration
der ex vivo expandierten DCs vom Ort der Injektion zu den Lymphknoten, den Orten der Antigen-
Prasentation, verringert [241, 242]. Da die Migration eine der entscheidenden Grundvoraussetzungen fir
die Induktion von T-Zellantworten darstellt, ware es vorteilhaft die Migration Dendritischer Zellen besser
zu verstehen und pharmakologisch zu verstarken. Da fiir Dasatinib sowohl hemmende als auch
fordernde Effekte auf verschiedene Immunzellen beschrieben wurden [90, 91, 111-113, 119-123],
beschaftigte sich der zweite Teil dieser Arbeit mit der Wirkung von Dasatinib auf die Reifung und
Funktionalitdt von in vitro aus Monozyten generierten Dendritischen Zellen (moDCs), wobei der
Schwerpunkt auf die Untersuchung des Einflusses von Dasatinib auf die Migration und dessen
molekularen Ursachen gerichtet war.

Wahrend die Ausreifung der moDCs und wichtige Effektor-Funktionen wie die Antigen-Aufnahme, die
Fahigkeit zur Induktion spezifischer T-Zell-Antworten oder die Zytokinsekretion durch Dasatinib nicht
oder nur wenig beeinflusst wurden, zeigte Dasatinib einen deutlichen Migrations-steigernden Effekt der
durch eine Dephosphorylierung der inhibitorischen Immunrezeptoren Siglec-9 und Siglec-3 (CD33)
verursacht wurde.

Bei der Untersuchung des Einflusses von Dasatinib auf die LPS-induzierte Ausreifung von moDCs wurden
die Zellen entweder ab Beginn der Generierung, also fiir eine Gesamtzeit von sieben Tagen (Langzeit),
oder 24 Stunden vor Induktion der Ausreifung mit LPS, also fiir eine Gesamtzeit von 48 Stunden
(Kurzzeit) mit Dasatinib behandelt. Durch LPS-Behandlung kommt es zu einer Hochregulation typischer
Maturierungsmarker, zu denen neben den kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86 auch
CD83 und Klasse-II-MHC-Molekiile wie HLA-DR gehoren [291]. Weder eine Langzeit- noch eine
Kurzzeitbehandlung mit Dasatinib flihrte zu messbaren Verdnderungen der Expressionslevel von CD40,
CD80 und CD83, ebenso wenig wie von MHC-Klasse-I-Molekilen. Dagegen wurde die LPS-induzierte
Hochregulation des kostimulatorischen Molekiils CD86 sowohl in der Langzeit- also auch in der
Kurzzeitbehandlung mit Dasatinib signifikant verringert, wenngleich die Effekte nicht sonderlich stark
ausgeprdgt waren. Im Gegensatz dazu flihrte eine Langzeitbehandlung, nicht aber eine
Kurzzeitbehandlung mit 50 nM Dasatinib zu einer signifikanten Steigerung der Expression des MHC-
Klasse-lI-Molekiils HLA-DR (3.B.1., Abbildung 15, Abbildung 16, Abbildung 17). Die Nicht-Beeinflussung

der Expression von CD40, CD80 und CD83 durch Dasatinib ist im Einklang mit publizierten Ergebnissen
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[111, 113], bei denen moDCs aber etwas anders kultiviert oder behandelt worden waren als in der
vorliegenden Arbeit.

Der hier beobachtete hemmende Einfluss von Dasatinib auf die Expression von CD86 ist auf den ersten
Blick im Widerspruch zu zwei anderen Veroffentlichungen, die von einer Nicht-Beeinflussung berichten
[111, 113]. In diesen Arbeiten wurden die moDCs allerdings, wie bereits erwahnt, andersartig behandelt.
Wolfl et al. setzten 50 nM Dasatinib zur Behandlung zeitgleich mit der Induktion der Ausreifung fiir 16
Stunden ein, wobei diese im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit nicht durch LPS alleine, sondern unter
Zusatz von 100 U/ml IFN-y induziert wurde. Zudem zeigte sich auch dort in vier der finf untersuchten
Spender eine, wenn auch sehr leichte, Herunterregulierung von CD86, die allerdings nicht statistisch
signifikant war [113]. Schwarzbich et al. setzten Dasatinib analog zu der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Langzeitbehandlung ab Beginn der Generierung ein, verwendeten aber nur 10 nM
Dasatinib und untersuchten den Einfluss auf die Expression in nicht ausgereiften Zellen [111]. Unter
diesen Bedingungen kam es auch in der vorliegenden Arbeit nicht zu signifikanten Effekten. In einer
weiteren Arbeit wurde von einem hemmenden Effekt von Dasatinib (30 nM und hoher) auf die CD86-
Expression berichtet, allerdings in pDCs nach Stimulation mit CpG-A, einem TLR-9-Liganden [112].

Im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit festgestellten, leicht férdernden Einfluss von Dasatinib
auf die Expression von HLA-DR in der Langzeitbehandlung, berichteten Wolfl et al. auch in diesem Fall
von einer Nicht-Beeinflussung. Neben der bereits erwahnten Ausreifung unter Zusatz von IFN-y besteht
vor allem aber auch ein deutlicher Unterschied in der Behandlungsdauer (vorliegende Arbeit: 7 Tage,
Wolfl et al.: 16 Stunden). In der vorliegenden Arbeit wurde im Einklange damit in der Kurzzeitbehandlung
(48 Stunden) ebenfalls keine Steigerung der HLA-DR-Expression durch Dasatinib beobachtet.
Erwahnenswert ist, dass drei der finf bei Wolfl et al. gezeigten Versuche eine hohere Expression von
HLA-DR unter Dasatinib-Behandlung zeigten, auch wenn diese Unterschiede wiederum nicht statistisch
signifikant waren [113].

Insgesamt ist zum Einfluss von Dasatinib auf die Expression von Reifemarkern und kostimulatorischen
bzw. MHC-Molekiilen zu sagen, dass die Effekte von Dasatinib relativ gering ausgepragt sind und eine
biologische Relevanz damit fraglich ist. Die Unterschiede im Vergleich zu bereits publizierten Ergebnissen
[111, 113] lassen sich durch unterschiedliche Behandlungs-, Kultur- und Stimulationsbedingungen
erklaren.

Dasatinib fuhrte auch in moDCs nicht zu einer Steigerung der Apoptoseraten, hatte aber im Gegensatz
zur Wirkung in T-Zellen (siehe 3.A.4) keinen reduzierenden Einfluss auf die Apoptose (3.B.2., Abbildung
18).

Da die Aufnahme von Antigenen mittels Phagozytose der erste Schritt zur Induktion einer Immunantwort

ist, wurde untersucht, ob eine Dasatinib-Behandlung Auswirkungen auf die phagozytotische Aufnahme
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von FITC- gekoppelten Dextran-Beads hat. Weder in der Kurzzeit- noch in der Langzeitbehandlung war
ein Einfluss von Dasatinib auf die Phagozytose zu beobachten (3.B.3., Abbildung 19).

Neben der direkten Interaktion mit Zellen des adaptiven Immunsystems stellt die Sekretion von
Zytokinen ein wirkungsvolles Mittel im Arsenal Dendritischer Zellen dar.

In der Kurzzeitbehandlung zeigte sich keine Beeinflussung der Sekretion von IL-10, wahrend eine
Langzeitbehandlung mit 50 nM Dasatinib die IL-10-Sekretion signifikant senkte. Sowohl in der
Kurzzeitbehandlung als auch in der Langzeitbehandlung kam es zu einer signifikanten und deutlichen
Hemmung der Sekretion von IL-12, die in der Langzeitbehandlung starker ausgepragt war (3.B.4.,
Abbildung 20). Diese Hemmung der Sekretion von Zytokinen durch Dasatinib steht im Einklang mit den
Berichten einer generellen Hemmung der Zytokin-Produktion in pDCs [112].

Auch WolIfl et al. haben den Einfluss von Dasatinib auf die Sekretion von IL-10 und IL-12 in moDCs
untersucht und kamen wiederum zu zumindest teilweise gegensatzlichen Ergebnissen. Sie berichten von
einer Nicht-Beeinflussung der IL-10-Sekretion und sogar von einer Steigerung der Sekretion von IL-12,
wobei sowohl die Sekretion der IL12-Untereinheit IL-12p40 als auch des IL-12-Heterodimers (IL-12p70)
unter Dasatinib gesteigert waren [113]. Die Unterschiede zur in der vorliegenden Arbeit beobachteten
Verringerung der I1L-12-Sekretion (IL-12p70) durch Dasatinib dirften wiederum auf die Verwendung von
IFN-y fir die Ausreifung zuriickzufiihren sein, vor allem wenn man bedenkt, dass IFN-y als forderlich fir
die IL-12-Produktion durch Priming des IL-12p40-Promotors beschrieben wurde [292-294]. Dafiir spricht,
dass, wenn eine Ausreifung nur mit LPS ohne Zusatz von IFN-y erfolgte, durch Wolfl et al. keinerlei
(positive) Beeinflussung der IL-12-Sekretion (IL-12p70) mehr festgestellt wurde [113]. Bezieht man die im
Vergleich deutlich kiirzere Zeit der Behandlung mit Dasatinib (Wolfl et al.: 16 Stunden, die vorliegende
Arbeit: 48 Stunden bzw. 7 Tage) und die Tatsache dass die Hemmung der IL-12-Sekretion in der
vorliegenden Arbeit mit steigender Behandlungsdauer zunahm mit ein, so sind die auftretenden
Unterschiede durchaus verstdndlich. Im Hinblick auf die Sekretion von IL-10 kommt die vorliegende
Arbeit (in der Kurzzeitbehandlung) zum gleichen Ergebnis wie Wolfl et al. [113].

Betrachtet man die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses von
Dasatinib auf die Zytokinproduktion, so steht zu vermuten, dass mit Dasatinib behandelte und nur mit
LPS ausgereifte moDCs durch die starke Verminderung der IL-12-Sekretion bei gleichzeitiger, aber
schwicher ausgepriagter Hemmung der IL-10-Sekretion eher die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu
einem T,2-Phanotyp gegeniiber einem T,1-Phdanoytp induzieren wiirden [163, 295].

Wie bereits erwahnt, spielt die direkte Interaktion von Dendritischen Zellen mit Zellen des adaptiven
Immunsystems, also B-Zellen und T-Zellen, eine ganz entscheidende Rolle in der Induktion einer
Immunreaktion gegen Pathogene. Daher wurde untersucht, inwieweit Dasatinib die Interaktion von
moDCs mit Virus-spezifischen CD8" T-Zellen stért. Hierzu wurden entweder die moDCs fiir 48 Stunden

oder die T-Zellen fiir eine Stunde vor Beginn einer Co-Kultivierung mit Dasatinib vorbehandelt, oder
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Dasatinib wurde dem Assaymedium wéahrend der Co-Kultur zugegeben. Die mit CMV-Peptid (CMV
PP65495.503) ausgereiften moDCs wurden mit den T-Zellen fiir 12 Stunden co-kultiviert, daran schloss sich
ein funfstindiger Zytokinassay an. Gemessen wurden schlieBlich die Produktion der Zytokine IFN-y, TNF-
a und IL-2 und die Expression des Degranulationsmarkers CD107a/b durch CMV-spezifische CD8" T-
Zellen. Bei diesen Versuchen zeigte sich, dass Dasatinib in der héheren Konzentration von 50 nM die
Zytokinproduktion und Expression von CD107a/b anndhernd komplett unterband, wenn es im Assay-
Medium vorlag oder zur Vorbehandlung der T-Zellen eingesetzt wurde. Der Einsatz von 10 nM Dasatinib
hatte dagegen keinen messbaren Einfluss. Dies steht im Einklang mit den bereits fiir virus-spezifische
CD8" T-Zellen alleine beschriebenen Effekten (3.A.7. und [90]). Wurden dagegen die moDCs
vorbehandelt und das Medikament, wie auch bei nach Vorbehandlung der T-Zellen, vor Beginn der Co-
Kultivierung ausgewaschen, so hatten selbst 50 nM Dasatinib keinerlei negativen Einfluss auf die
Fahigkeit der moDCs Virus-spezifische CD8" T-Zell-Antworten auszulésen (3.B.5., Abbildung 21).

Wahrend die Behandlung mit Dasatinib in der vorliegenden Arbeit die Fahigkeit der Induktion von
virusspezifischen CD8" T-Zell-Antworten durch moDCs also weder positiv noch negativ beeinflusste, so
berichtet die bereits mehrfach angesprochene Arbeit von WO0Ifl et al. sogar von einer deutlichen
Steigerung der stimulatorischen Kapazitat von moDCs und verschiedenen primaren myeloiden Zellen
durch Dasatinib [113]. Die Autoren beobachteten, in Analogie zu den in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Erkenntnissen, eine starke Hemmung der Proliferation von Melan-A-spezifischen (Melan-
Ap6-350271)) CD8" T-Zellen, wenn die T-Zellen mit Dasatinib behandelt wurden oder wenn Dasatinib dem
Assay-Medium in einer Co-Kultur mit moDCs zugegeben wurde. Dagegen zeigte sich eine starke
Steigerung der Proliferation der Melan-A-spezifischen T-Zellen, wenn die zur Co-Kultivierung (fur 11
Tage) eingesetzten moDCs ab Beginn ihrer Generierung aus Monozyten, also vergleichbar mit der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Langzeit-Behandlung, mit 50 nM Dasatinib behandelt worden waren.
Trotz dieser starken durch die moDCs induzierten Proliferation bewahrten sich die proliferierten Zellen
einen Central-Memory-Phdnotyp. Neben dieser fordernden Wirkung auf die T-Zell-Proliferation erfolgten
auch deutlich steigernde Effekte im Hinblick auf die Zytokin-Produktion der Melan-A-spezifischen CD8" T-
Zellen in Reaktion auf eine Melan-A-exprimierende Melanomzelllinie (FM55). Hier zeigte sich eine
deutlich starkere Produktion von IFN-y und TNF-a in Reaktion auf die Tumorzellen, wenn die zum
Priming eingesetzten moDCs (fiir 11 Tage vor Beginn der Co-Kultivierung mit den Melanomzellen) seit
Beginn ihrer Generierung mit Dasatinib vorbehandelt worden waren. Da die Autoren ja eine verstarkte
Sekretion von IL-12 in mit Dasatinib behandelten moDCs festgestellt haben, nehmen sie an, dass eine
gesteigerte Induktion von T-Zell-Antworten zumindest teilweise durch diese Erhéhung der IL-12-
Sekretion bedingt sein konnte. Wurden neutralisierende a-IL-12-Antikérper wahrend der Co-Kultivierung
der geprimten T-Zellen mit den Melanomzellen zum Medium zugegeben, so kam es tatsachlich zu einer

deutlichen Verringerung der intrazellularen IFN-y/TNF-a-Produktion durch die Melan-A-spezifischen
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CD8" T-Zellen, wenn auch die Zytokinproduktion nicht komplett unterdriickt werden konnte. Dies |4sst
darauf schlieRen, dass eine erhohte IL-12-Produktion, auch wenn sie wohl die Hauptursache darstellt,
nicht der alleinige Grund fiir die gesteigerte stimulatorische Kapazitat der mit Dasatinib behandelten
moDCs ist. Neben diesen fordernden Effekten auf in vitro aus Monozyten generierte moDCs konnten die
Autoren auch eine gesteigerte Zytokin-Produktion (TNF-a und IL-12) in primaren CD14" Monozyten, Slan
CD14"°" DCs (6-sulfo LacNAc DCs, einem inflammatorischen Typ von dermalen DCs) und in CD1c"
myeloiden DCs feststellen [113].

Die Unterschiede zwischen der eben diskutierten Veréffentlichung [113] und der vorliegenden Arbeit im
Hinblick auf den Einfluss einer Dasatinib-Vorbehandlung auf die Fahigkeit von moDCs, spezifische CD8"
T-Zell-Antworten zu generieren, diirften wiederum zu einem groRen Teil auf die Ausreifung mit LPS unter
Zusatz von [IFN-y zurlickzufiihren sein. Da IFN-y ja wie bereits erwahnt einen starken IL-12-Trigger
darstellt, flihrt die durch IFN-y gesteigerte IL-12-Produktion der moDCs zu einer starkeren Induktion der
Zytokinproduktion in CD8" T-Zellen in der Co-Kultur. Dariiber hinaus ist nicht auszuschlieBen, dass auch
bei der in dieser Arbeit verwendeten Form der Co-Kultivierung von T-Zellen mit ohne IFN-y ausgereiften
moDCs durch eine langere Vorbehandlung der moDCs mit Dasatinib (Langzeitbehandlung statt Kurzzeit-

Behandlung) fordernde Effekte auf die T-Zellaktivierung auftreten konnten.

Eine Migration vom Ort der Antigenaufnahme in die Lymphknoten ist eine Grundvoraussetzung fir die
Induktion von T-Zell-Antworten. Die Migration von Dendritischen Zellen in die Lymphknoten wird lber
die Chemokine CCL19 und CCL21 reguliert und erfordert die Expression des CCL19/CCL21-Rezeptors
CCR7 [211-218]. Eine Behandlung mit Dasatinib fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der Zahl an
migrierten Zellen in Richtung eines CCL19-Gradienten im Transwell-Migrationsassay. Dasatinib wirkte
hierbei sowohl wenn es zur Vorbehandlung (48 Stunden vor dem Migrationsassay) eingesetzt wurde, als
auch als Zusatz zum Assaymedium férdernd auf die Migration von moDCs. Eine Behandlung mit Dasatinib
sorgte hierbei nicht flir eine generelle Steigerung der (ungerichteten) Motilitdt sondern fir eine
Steigerung der (gerichteten) Chemotaxis, da ohne das Vorhandensein eines CCL19-Gradienten keine
vermehrte Wanderung der Zellen festzustellen war (3.B.6., Abbildung 22).

Der plausibelste Grund fiir diese Steigerung der Zahl an migrierten Zellen ware eine durch Dasatinib
erhohte Expression des CCL19-Rezeptors CCR7. Dasatinib zeigte aber, wie eine friihere Veroffentlichung
bereits nahelegte [111], keinerlei messbare Effekte auf die CCR7-Expression in moDCs (3.B.7., Abbildung
23).

Da Dasatinib neben der Hemmung von SFKs auch die Aktivitat einer ganzen Reihe von anderen Kinasen
beeinflusst [264], wurde versucht die moglichen fir die Migrationssteigerung verantwortlichen Targets

einzugrenzen. Hierzu wurden die Effekte zweier weiterer Kinase-Inhibitoren auf die Migration
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untersucht. Neben der Verwendung des BCR-ABL-Inhibitors Nilotinib, fiir den SFKs keine Zielmolekiile
darstellen [264], erfolgte der Einsatz des spezifischen SFK-Inhibitors SKI-1 [265, 266].

Eine Vorbehandlung mit Nilotinib (fir 48 Stunden) fiihrte, ganz im Gegensatz zu der durch Dasatinib
ausgeldsten Migrationssteigerung, zu einer signifikanten Hemmung des Migrationsverhaltens von
moDCs. Dariiber hinaus hemmte Nilotinib auch die LPS-induzierte Hochregulation von CCR7 (3.B.S§,
Abbildung 24). Dagegen fiihrte eine 48-stlindige Vorbehandlung mit SKI-1 zu einer signifikanten
Steigerung der Zahl der migrierten Zellen im Transwell-Assay (3.B.8., Abbildung 25). Die
unterschiedlichen Wirkungen dieser beiden Kinase-Inhibitoren legen nahe, dass fiir die durch Dasatinib
verursachte Migrationssteigerung nicht eines der Dasatinib und Nilotinib gemeinsamen Zielmolekiile wie
etwa c-KIT [264] verantwortlich ist, sondern die Wirkung tGber die Hemmung von Kinasen der SRC-Familie
vermittelt wird.

Die grolRe Masse der Publikationen, die sich mit dem Einfluss von SFKs auf die Migration von Immun- und
Tumorzellen beschéftigen, berichtet von einem férdernden Einfluss von SFKs auf die Migration oder
Migrations-assoziierte Funktionen [221, 222, 296-300]. Dies steht zunachst offenbar im Widerspruch zu
der in dieser Arbeit beobachteten Steigerung der Migration von moDCs durch eine Inhibierung von
Kinasen der SRC-Familie. Eine Publikation, die von einem hemmenden Einfluss von SFKs auf die
Migration von murinen Neutrophilen und moDCs berichtet, zeigte dass in diesem System SFKs den
inhibitorischen Rezeptor PIR-B, dessen humanes Homolog CD85a darstellt, aktivieren. Durch Knockout
der SFKs HCK und FGR kam es im murinen System zu einer verringerten Phosphorylierung von PIR-B und
einer gesteigerten Migration von Neutrophilen und moDCs sowohl in vitro als auch in vivo [267].

Um zu Uberprifen, ob das PIR-B-Homolog CD85a oder andere Immunrezeptoren durch eine Dasatinib-
Behandlung beeinflusst werden, wurden die Phosphorylierungsstati von 59 ITAM- und ITIM-haltigen
Immunrezeptoren mit Hilfe eines Array-Kits untersucht. Wahrend sich eine Dasatinib-Behandlung nicht
auf die Phosphorylierung von CD85a auswirkte und die restlichen 56 im Array-Kit enthaltenen anderen
Immunrezeptoren durch Dasatinib ebenfalls nicht beeinflusst wurden, zeigte sich eine komplette
Dephosphorylierung der Sialylsdure-Rezeptoren Siglec-9 und Siglec-3 (CD33), wenn die moDCs fiur 48
Stunden mit Dasatinib vorbehandelt wurden. Dagegen hatte eine Dasatinib-Vorbehandlung, im
Gegensatz zum Einfluss auf die Phosphorylierung, keine Veranderungen in der Siglec-3- oder Siglec-9-
Expression zu Folge (3.B.9., Abbildung 26).

Diese beiden inhibitorischen Immunrezeptoren weisen ITIM- (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif)-Domanen auf, die héchstwahrscheinlich durch Kinasen der SRC-Familie phosphoryliert werden
[269]. Weder Siglec-3 noch Siglec-9 wurden bislang in einem Zusammenhang mit der Regulation der
Migration von Immunzellen genannt, aber ein weiteres Mitglied der Siglec-Familie, Siglec-2 ist in die
Regulation der B-Zell-Migration involviert. Eine Blockierung von Siglec-2 mit spezifischen monoklonalen

Antikorpern flhrte zu einer gesteigerten Migration von CD27 B-Zellen gegen einen CXCL12-Gradienten
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in vitro [270]. Da die Expression von Siglec-2 hauptsachlich auf B-Zellen beschrankt ist, und dieser
Immunrezeptor nur auf niedrigem Niveau von Monozyten exprimiert wird [271], ist es wahrscheinlich,
dass in moDCs andere Mitglieder der Siglec-Familie in einer dhnlichen Weise wirken. Daher wurde der
Einfluss einer Blockierung von Siglec-9 und Siglec-3 auf die Migration untersucht. Beide verwendeten
Antikorper wurden bereits als blockierend beschrieben [268], und fiir den verwendeten Siglec-9-
Antikorper wurde gezeigt, dass eine Bindung dieses Antikorpers die Sialylsdure-Bindestelle maskiert,
ohne den Rezeptor zu aktivieren [301]. In der Tat fiihrte die Verwendung von monoklonalen
blockierenden Antikorpern gegen Siglec-9 und Siglec-3 zu einer deutlichen Steigerung der Zahl der
migrierten moDCs, wobei dieser Effekt sogar den Einfluss von Dasatinib Ubertraf. Wie auch schon
Dasatinib fihrten die a-Siglec-9- und a-Siglec-3-Antikdrper dabei nicht zu einer generellen Erhéhung der
ungerichteten Motilitdt, sondern zu einer Steigerung der Chemotaxis. Die Tatsache, dass eine
Kombination aus beiden Antikdrpern zu keiner weiteren Steigerung der Migration fihrte, deutet darauf
hin, dass beide Rezeptoren die Migration (iber dieselben Signalwege regulieren. Die beobachtete
migrationssteigernde Wirkung der Antikérper beruhte dabei nicht auf generellen, unspezifischen
Effekten durch die Antikdrperbindung per se, da der Einsatz der korrespondierenden Isotypenkontrolle
oder eines pan-Klasse-I-MHC-Antikorpers keinerlei Wirkung zeigte (3.B10., Abbildung 27).

Um zu beweisen, dass die Bindung der blockierenden Antikdrper tatsachlich ebenso wie Dasatinib zu
einer Dephosphorylierung von Siglec-9 und Siglec-3 fuhrt, wurde der Einfluss des a-Siglec-9-Antikorpers
auf die Phosphorylierung der 59 im Array-Kit enthaltenen Rezeptoren untersucht. Wahrend wiederum
die Mehrheit (56) der Immunrezeptoren nicht beeinflusst wurde, kam es durch Behandlung mit dem a-
Siglec-9-Antikorper zu einer Dephosphorylierung von Siglec-9 und Siglec-3, was eine Art von ,,Cross-Talk”
zwischen den beiden Rezeptoren nahelegt. Daneben kam es zu einer Dephosphorylierung der
Phosphatase SHP-2 (3.B.11., Abbildung 28), von der angenommen wird, dass sie an die phosphorylierten
ITIM-Domanen der Siglec-Rezeptoren rekrutiert wird [272-274].

Auf Grund der gewonnen Ergebnisse wird der folgende Mechanismus propagiert, der in Abbildung 29
dargestellt wird. Nach Bindung eines Sialylsdure-Liganden rekrutieren die aktivierten Siglec-Rezeptoren
Kinasen der SRC-Familie, die Tyrosinreste an den ITIM-Domanen der Siglecs phosphorylieren [269]. Die
phosphorylierten ITIMs kdnnen nunmehr wiederum Phosphatasen wie SHP-1, SHP-2 oder SHIP-1 (iber
deren SH2-Domane rekrutieren, wodurch es zu einer Aktivierung der Phosphatasen kommt. Die
aktivierten Phosphatasen dephosphorylieren nun eine Reihe von downstream gelegenen Targets und

wirken auf diese Weise hemmend auf die Migration.

89



4. Diskussion

Ligand 97
A B

=

Rezeptor

-—. ITIM-Doméne (phosphoryliert)
[}—® ITIM-like-Doméne (phosphoryliert)

A

<

D stz D
Abbildung 29: Propagierter Mechanismus fiir die Involvierung von Dasatinib und Siglec-Rezeptoren in die
Migration von moDCs. (A) Nach Bindung eines Sialylsdure-Liganden durch die Siglec-Rezeptoren werden SFKs an
die ITIM-Domanen der Siglec-Rezeptoren rekrutiert, wo sie Tyrosinreste der ITIMs phosphorylieren konnen. Die
phosphorylierten ITIMs wiederum rekrutieren Phosphatasen wie SHP-1 oder SHP-2, die downstream gelegene
Zielmolekiile dephosphorylieren und auf diese Weise hemmend auf die Migration von moDCs wirken. (B) In der
Gegenwart von Dasatinib erfolgt nach Ligandenbindung keine Rekrutierung von SFKs nach Ligandenbindung, da die
SFKs durch eine Dasatinib-induzierte Dephosphorylierung inaktiv sind. Somit erfolgt keine Aktivierung von SHP-

1/SHP-2 und die Migration wird nicht gehemmt. Dasa: Dasatinib. Modell der Siglec-Rezeptor-Struktur verdndert
nach Crocker et al., Nat Rev Immunol, 2007 [272].

Sind die SFKs durch Dasatinib dephosphoryliert und somit inaktiv, so kommt es nach Bindung eines
Sialylsdure-Liganden an die Siglec-Rezeptoren nun zu keiner Rekrutierung der SFKs an die ITIM-Domanen
und in der Folge, auf Grund der nun fehlenden Phosphorylierung der ITIM-Doméanen, zu keiner
Rekrutierung der Phosphatasen, wodurch die hemmende Wirkung auf die Migration entfallt.

Die in dieser Arbeit beschriebenen, deutlichen Migrations-steigernden Effekte von Dasatinib auf moDCs
erfolgten groBtenteils ohne dass weitere Effektorfunktionen der Dendritischen Zellen beeinflusst oder
gestort wurden. Es zeigten sich keine toxischen Effekte durch die Behandlung mit Dasatinib, da keine
erhohten Apoptose-oder Nekroseraten festzustellen waren. Daneben kam es zu nur unwesentlichen
Beeinflussungen der mit LPS induzierten Ausreifung und der Expression von kostimulatorischen
Molekilen. Dariber hinaus flihrte Dasatinib nicht zu einer Beeintrachtigung der Phagozytose-Aktivitat
und damit der Antigenaufnahme, und die Fihigkeit, Virus-spezifische CD8" T-Zellantworten auszulésen

wurde ebenfalls nicht beeintrachtigt.
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Schon fiir sich alleine sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass der unterstiitzende Einsatz von Dasatinib bei
der Vakzinierung mit autologen Dendritischen Zellen in der Krebstherapie substantielle Vorteile bringen
kénnte, da eine verbesserte Einwanderung der injizierten DCs in die Lymphknoten moglich ware.

Nimmt man allerdings die bereits ausfiihrlich diskutierten Ergebnisse von Wolfl et al. mit hinzu, die
zeigen dass mit Dasatinib behandelte und mit LPS und IFN-y ausgereifte moDCs zu einer stdrkeren
Induktion von spezifischen T-Zell-Antworten befdhigt sind [113], kénnte ein derartiger Ansatz noch
deutlich vielversprechender sein, auch wenn es natirlich denkbar wére, dass bei einer anderen Art der
Ausreifung der in dieser Arbeit beschriebene Migrations-steigernde Effekt von Dasatinib eingeschrankt
sein konnte und insgesamt die Einfliisse unterschiedlicher Stimulationsbedingungen natiirlich noch
genauer untersucht werden missen.

Vielversprechend ist in diesem Zusammenhang auch eine kiirzlich erschienene Studie, die von einem
deutlichen positiven Effekt von Dasatinib bei der Vakzinierung mit DCs in Mausen mit Melanomen
berichtet. Hierbei kam es bei der Verabreichung einer taglichen Dosis Dasatinib in mit DCs vakzinierten
Tieren zu einer kombinatorischen Reduktion der TumorgroRe, verursacht durch eine bessere
Einwanderung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs), einem breiteren therapeutischen CD8" T-
Zell-Repertoire und einer Verringerung von immunsuppressiven Zelltypen (MSDCs und Tregs) [302].

AuBer dem moglichen Einsatz von Dasatinib, das neben dem Einfluss auf die Phosphorylierung der Siglec-
Rezeptoren natiirlich noch eine ganze Reihe anderer, teilweise nachteiliger Effekte vermittelt, konnte
aber auch die Verwendung von blockierenden a-Siglec-Antikdrpern als Adjuvantien einen
moglicherweise eleganteren Weg darstellen, die Migration von Dendritischen Zellen nach Vakzinierung
positiv zu beeinflussen. Durch die deutlich hohere Spezifitdt im Vergleich zu einem ,,dirty drug” wie
Dasatinib sind eine geringere Menge unerwiinschter Nebeneffekte sehr wahrscheinlich. Daher sollte

dieser Ansatz unbedingt in praklinischen Studien, unter anderem im Mausmodell, weiterverfolgt werden.
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6. Anhang

6.1. Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

- mikro-, 10°

7-AAD 7-Aminoactinomycin-D

ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog

ACK Activated CDC42 Kinase

AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

ALL Akute lymphatische Leukdamie

AML Akute myeloische Leukdmie

AnnV Annexin V

AP-1 Transkriptionsfaktor, activator protein 1

APC Allophycocyanin

APCs Antigen presenting cells (Antigen-prasentierende Zellen)

APS Ammoniumperoxodisulfat

Aqua dest. aqua destillata, destilliertes Wasser

ATP Adenosin-Triphosphat

BCR-ABL Fusionsprotein aus BCR (breakpoint cluster region) und ABL (Abelson murine leukemia
viral oncogene homolog)

BDCA1l CD1c

BLK B lymphoid tyrosine kinase

BMDM Bone marrow-derived macrophages (aus Knochenmark generierte Makrophagen)

BSA Bovines Serumalbumin

BTK Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase

B-Zellen Typ von Immunzellen, das B steht fir den Ort der Differenzierung in Végeln (Bursa
Fabricii)

bzw. beziehungsweise

c- zenti- (107%)

c-SRC zellulares SRC

ca. circa

CCL CC chemokine ligand

CCR CC chemokine receptor

CD Cluster of differentiation

cDC conventional dendritic cell

CFSE 6-Carboxyfluorescein-Succinimidylester

c-KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog, CD117

CLL Chronische lymphatische Leukdmie

CLP common lymphoid progenitor

CML Chronische myeloische Leukdamie

CMP common myeloid progenitor

cMvV Cytomegalievirus

CMV-P CMV-Peptid

Cco, Kohlenstoffdioxid

CpG-A CpG Oligonukleotid, Typ A

CS Costimulatorische Molekiile (in dieser Arbeit a-CD28 und a-CD49d als Zusatz zu OKT3)

CSK c-src tyrosine kinase
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CXCL
Da
Dasa
DC
DC-LAMP
DC-SIGN
DEXA
DMSO
DNA
EBV
EBV-P
ECL
EDTA
EGFR
ELISpot
EPHB
ErbB
ERK
FACS
FAK
FcR
FCS
fDC
FES
FGR
FITC
FoxP3
FRK
FSC
FYN
g
GAK
GM-CSF
Grb2
GRE
GvHD
GvL
h
H,0
HCK
HIV
HLA
HRP
HSCT
HSP
iDC
IFN
Ig

IL

ILT
infDC
|P3
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Chemokine (C-X-C motif) ligand

Dalton

Dasatinib

Dendritic cell (Dendritische Zelle)

lysosomal-associated membrane protein 3

CD209

Dexamethason

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Epstein-Barr-Virus

EBV-Peptid

enhanced Chemoluminescence

Ethylendiamintetraacetat

Epidermal growth factor receptor

Enzyme Linked Immuno Spot

Ephrin type-B receptor

v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
Extracellular signal-regulated kinase
Fluorescence-activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
Focal Adhesion Kinase, PTK2

Rezeptor, der an Fc (Fragment, crystallizable)-Regionen von Immunglobulinen bindet
fetal calve serum, Fetales Kalberserum

follikuldre Dendritische Zelle

Feline sarcoma oncogene

Feline Gardner-Rasheed sarcoma viral oncogene homolog
Fluorescein-Isothiocyanat

Transkriptionsfaktor, Forkhead box protein 3

Fyn-related kinase

Forward light scatter (Vorwartsstreulicht)

FYN oncogene related to SRC, FGR, YES

Gramm

Cyclin G-associated kinase

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Growth factor receptor-bound protein 2
Glucocorticoid-responsive elements

Graft-versus-Host Disease

Graft-versus-Leukemia

Stunde(n)

Wasser

Hemopoietic cell kinase

Humanes Immundefizienz-Virus

Human leukocyte antigen

Horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Hematopoietic stemcell transplantation (Hdmatopoetische Stammzelltransplantation)
Hitzeschockprotein

Interstitielle oder interdigitierende Dendritische Zelle (siehe 1.6.2.)
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Ig-like transcript receptor

inflammatorische Dendritische Zellen

Inositoltriphosphat
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NFAT
NFkB
Nilo
NK-Zellen
NKT-Zellen
nRTK

p-

p-38
PAGE

PBL
PBMC
PBS

pDC

PE

PerCP

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
International Union of Immunological Societies
International Union of Pure and Applied Chemistry
Januskinase

kilo-, 10°

Liter

Linker of activated T cells

Langerhans-Zelle

Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

Lymphocyte function-associated antigen 1 (CD11a)
Lipopolysaccharid

v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog
Molar (mol/I)

Meter

milli-, 10

Integrin, beta 2 (CD18)

Magnetic Cell Separation

Mitogen-activated protein

Mitogen-activated protein kinase

Mitogen-activated protein kinase kinase

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
Macrophage colony-stimulating factor receptor

myeloid dendritic cell

,Multidrug resistance protein 1“, ABCB1

MAP2K1, Mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAP2K2, Mitogen-activated protein kinase kinase 2

Mean fluorescence intensity (mittlere Fluoreszenzintensitat)
Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
Minute

Monocyte-derived Dendritic cell (aus Monozyten generierte Dendritische Zelle)
Mol

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Multidrug-resistance-associated protein 1, ABCC1
Myeloid-derived suppressor cell

Normalitat (Gehaltsangabe)

nano-, 10°

Transkriptionsfaktor, Nuclear factor of activated T-cells

6. Anhang

Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Nilotinib

Natdrliche Killer-Zellen

Natdrliche Killer-T-Zellen

Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen

piko-, 10"

p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

peripheral blood lymphocytes (Lymphozyten des peripheren Blutes)
peripheral blood mononuclear cells (mononukleare periphere Blutzellen)
Phosphate-buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung
plasmazytoide Dendritische Zellen

Phycoerythrin

Peridinin-Chlorophyll
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pErk1/2
PFA
pH
PI3K
PIR-B
PKC
PLC
pLCK
PSGL-1
pSRC family
PYK
pZAP70
Ras
Rho
RIPA
rom
RTK
SCLC
SDS
sec
SEM
SFI
SFK
SH-
SHIP
SHP
Siglec
SKI-1
Slan
SLP-76
SOS
SRC
SRMS

SSC
STAT
SYK

-

TBS
TBS-T
TCR
TEC
TEMED
Tet
TGF
Th
TIL
TKI
TLR
TNF
TRAF

TReg
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Phosphoryliertes ERK1/2

Paraformaldehyd

per Hydronium

Phosphoinositid-3-Kinase

Paired Ig-like receptor B

Proteinkinase C

Phospholipase C

Phosphoryliertes LCK

P-selectin glycoprotein ligand-1

Phosphorylierte SFKs

Phosphorylase kinase

Phosphoryliertes ZAP70

“Rat sarcoma”, p21

»Ras homologue”, GTPase

Radioimmunoprecipitation assay buffer

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Rezeptor-Tyrosinkinasen

Small-cell carcinoma of the lung (kleinzelliges Bronchialkarzinom)
Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde(n)

Standard error of the mean (Standardfehler)

Specific fluorescence intensity (spezifische Fluoreszenzintensitat, s. 2.2.2.1.)
SRC-family kinase (Kinasen der SRC-Familie)
SRC-Homologie-(Domane)

Src homology region 2 domain-containing Inositol polyphosphate-5-phosphatase
Src homology region 2 domain-containing phosphatase
Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins

SRC kinase inhibitor 1

6-sulfo LacNAc (N-Acetyl-D-Lactosamin)

SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa
“Son of Sevenless”, Guaninnukleotid-Austauschfaktor
v-src avian sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog
Src-related kinase lacking C-terminal regulatory tyrosine and N-terminal myristylation
sites

Sideward light scatter (Seitwartsstreulicht)

Signal Transducers and Activators of Transcription
Spleen tyrosine kinase

Threonin

TRIS-buffered saline

TBS + 0,1% Tween 20

T cell receptor (T-Zell-Rezeptor)

Tec protein tyrosine kinase

Tetramethylethylendiamin

Tetracyclin

Transforming growth factor

T helper cell (T-Helferzelle)

tumorinfiltrierende Lymphozyten
Tyrosinkinaseinhibitor

Toll-like Rezeptoren

Tumornekrosefaktor

TNF receptor associated factor

Regulatorische T-Zellen
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TREM
TRIS
T-Zellen
U
U-Domane
Vv

v-SRC
vgl.
VLA-4
Vorb.
VS.

w/v
WASp
WHO
Xg

Y

YES

z.B.
ZAP
ZBTB46

Triggering receptor expressed on myeloid cells

tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Typ von Immunzellen, das T steht fiir den Ort der Differenzierung, den Thymus
units (Einheiten)

Unique, charakteristische Domane einer spezifischen SFK
Volt

virales SRC

vergleiche

“Very Late Antigen-4”, Integrin a,B

Vorbehandlung

versus

weight per volume

Wiskott—Aldrich syndrome protein

World Health Organisation (Weltgesundheits-Organisation)
Vielfaches der Erdbeschleunigung

Tyrosin

v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1

zum Beispiel

Zeta-chain-associated protein kinase

Zinc finger and BTB domain containing 46
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