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1. Einleitung

Das maligne Melanom tritt mit steigender Inzidenz in westlichen Landern auf und ist
einer der aggressivsten Tumoren der Haut. Trotz groRerer Anstrengungen in der
Pravention von Melanomen, insbesondere durch die Einflhrung des
Hautkrebsscreenings, hatten Patienten mit Fernmetastasen noch vor einigen Jahren
schlechte Prognosen mit medianen Uberlebensraten von lediglich sechs bis zehn
Monaten. Im letzten Jahrzehnt konnten enorme Fortschritte in der Behandlung des
metastasierten malignen Melanoms erzielt werden (1). Mit der Zulassung von
Tyrosinkinase-Inhibitoren und Immuncheckpoint-Inhibitoren konnte die Prognose der
betroffenen Patienten signifikant verbessert werden (2). Erstere sind Pharmaka, die
gezielt den Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Signalweg (MAPK) in B-RAF
Protoonkogen-mutierten  (BRAFV600) Tumoren hemmen, wahrend die
Immuncheckpoint-Inhibitoren im Stande sind, durch die Blockade von Zelloberflachen-
Rezeptoren mit inhibitorischer Aktivitat das Immunsystem des Patienten zu aktivieren
(1). 40-50% der Melanompatienten weisen eine BRAFV600-Mutation auf, die zu einer
konstitutiven Aktivierung des fur Proliferation, Apoptose und Migration zustandigen
MAP-K-Signalwegs fuhrt (3-5). Als therapeutische Option fur die Behandlung des
metastasieren Melanoms wurden daher BRAF-Inhibitoren (BRAFi) wie beispielsweise
Dabrafenib (DAB) (6) und Vemurafenib (VEM) (7) entwickelt, die in der Lage sind, das
mutierte BRAFVG00E-Protein zu hemmen. Dies resultiert wiederum in der Inhibition
der Mitogen-aktivierten Proteinkinase 1-Signalweiterleitung (ERK) und somit in der
Induktion von Apoptose in Tumorzellen (8). Aufgrund von Resistenzentwicklungen des
Tumors gegen die Wirkung der BRAF-Inhibitoren (9) wurde die Kombinationstherapie
mit Mitogen-aktivierte Kinase Kinase-Inhibitoren (MEK) eingefuhrt, die dazu beitragt,
das Auftreten von Resistenzen zu verhindern oder zu verzogern. Diese Therapie ist
daher einer Monotherapie mit BRAF-Inhibitoren Gberlegen (10, 11).

Neben der beabsichtigten Tumorzell-Apoptose sind weitere unerwartete Effekte durch
die MAPK-Signalweg-Inhibitoren aufgetreten, deren Aufklarung zu einem tieferen
Verstandnis der Pathophysiologie beim malignen Melanom beitragen konnte. Diese
Erkenntnisse konnten neue Moglichkeiten eroffnen, die Behandlung des Tumors zu
verbessern (12). Beispielsweise wurde bei der histopathologischen Untersuchung von
Gewebsbiopsien von Melanom-Patienten, die mit BRAF-Inhibitoren behandelt wurden,
eine erhohte Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten nachgewiesen (12). Zudem
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konnten T-Zell-stimulierende Effekte in vitro und in vivo beobachtet werden, die sich
moglicherweise auf eine paradoxe Aktivierung des ERK-Signalwegs zurickfuhren
lassen (13). Murine Knochenmark-abgeleitete dendritische Zellen (BMDC) reagierten
auf die Applikation von DAB sowohl mit einer Aufregulation kostimulatorischer
Rezeptoren wie CD80 und CD86 als auch mit einer vermehrten Produktion des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin 13 (IL-1B), das in Verdacht steht, das
Tumorwachstum zu begunstigen (14-16).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass BRAF-Inhibitoren zusatzlich zu ihrer

vorgesehenen Wirkung tumorimmunologisch relevante Off-Target-Effekte zeigen.

Das Ziel der folgenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob der BRAF-Inhibitor DAB auch
zu einer Veranderung des Immunphanotyps an humanen Immunzellen fuhrt.
Insbesondere werden hierbei die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern
und die Produktion proinflammatorischer Zytokine, vor allem die des Interleukin-1f3, im

Fokus der Betrachtung liegen.

13



2. Literaturdiskussion
2.1 Genese und Biologie des malignen Melanoms

2.1.1 Entstehung des malignen Melanoms

Melanozyten stammen aus der Neuralleiste und sind vor allem im Stratum basale der
Epidermis, in Haarfollikeln, entlang der Schleimhautoberflachen, in den Meningen und
in der Choroidea des Auges zu finden (2, 17). Hautkeratinozyten und Melanozyten
produzieren aufgrund UV-induzierter DNA-Schaden das Melanozyten-stimulierende
Hormon (MSH), das an den Melanocortin-Rezeptor 1 (MC1R) der Melanozyten bindet
und somit die Produktion und Freisetzung von Melanin bewirkt (18). Weitere DNA-
Schadigungen durch die UV-Strahlung werden durch das Pigment Melanin verhindert,

das in der Lage ist, UV-Strahlung zu streuen und zu absorbieren (18, 19).

Menschen mit chronisch sonnenexponierter Haut entwickeln meistens erst im hoheren
Alter (>55 Jahre) ein malignes Melanom. Zu den betroffenen Regionen zahlen vor
allem haufig bestrahlte Bereiche wie beispielsweise der Kopf, der Hals oder die
Ruckseite der Extremitaten. Charakteristisch fur diese Tumoren ist eine mit der
kumulativen UV-Strahlung assoziierte hohe Mutationslast. Das BRAF-Protoonkogen,
das Neurofibromin 1 (NF1) und die NRAS Proto-Onkogen-Mutationen (NRAS) stellen
die relevantesten genetischen Treiber fur diese Art der Entstehung des Melanoms dar
(20-22). Zudem bilden sie sich normalerweise aus in situ Melanomen oder
dysplastischen Lasionen und nicht aus bereits vorhandenen Navi (23).

Bei jungeren Menschen (<55 Jahre) treten Melanome haufiger in weniger
sonnenexponierten Regionen wie beispielsweise an den proximalen Extremitaten oder
des Rumpfes auf und resultieren im Gegensatz zu den Melanomen, die altere
Menschen entwickeln, aus einer intermittierenden UV-Exposition. Hierbei weisen die
Melanome normalerweise BRAFV600E-Mutationen bei gleichzeitig niedriger
Mutationslast auf (20, 21).

In den letzten Jahren wurde herausgefunden, dass die Entstehung eines Melanoms
aus praneoplastischen Lasionen nicht auf ein bestimmtes Muster zurtickzufuhren ist.
Vielmehr konnen unterschiedliche Genmutationen verschiedene Vorlauferlasionen zu
jedem Melanomsubtypen transformieren (23). Fur die Entwicklung eines Melanoms ist
eine alleinige BRAF-Mutation nicht ausreichend. Beispielsweise zeigen bis zu 80% der
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benignen Navi eine solche Mutation, bleiben jedoch aufgrund jahrzehntelanger
Uberwachung durch das Immunsystem indolent (23, 24). Trotzdem kann die UV-
Strahlung das Auftreten zusatzlicher Mutationen, wie beispielsweise die des
Promoters der Telomerase Reverse Transkriptase (TERT) oder Zyklinabhangiger
Kinase-Inhibitor 2A (CDKNZ2A), bewirken und somit die maligne Transformation
einleiten (2, 23).

2.1.2 Pathophysiologie des malignen Melanoms

2.1.2.1 Genetische Mutationen

Genetische Mutationen, die zur Ubermafigen Expression von Proteinen fuhren, sind
sowohl fur die vermehrte Proliferation der Tumorzellen verantwortlich als auch fur
Veranderungen im Tumormikromilieu, die wiederum Tumorinvasion und -infiltration
ermoglichen (2, 25-27).

Gene, die wichtige zellulare Prozesse steuern, wie beispielsweise die Proliferation
(BRAF, NRAS und NF1), das Wachstum und den Metabolismus (Phosphatase und
Tensin Homolog (PTEN), KIT Protoonkogen (KIT)), die Apoptose (Tumorprotein P53
(TP53)), die Zellzykluskontrolle (CDKN2A9) und das Uberleben der Zelle (TERT)
weisen beim Melanom am haufigsten somatische Mutationen auf (28).

Zwei wichtige Signalwege sind hauptsachlich von diesen Mutationen betroffen.
Einerseits die = RAS/RAF/MEK/ERK-Signalkaskade, ein = MAPK-Signalweg,
andererseits der Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B (PI3K/AKT)-Signalweg
(29). Die MAPK-Signalwege resultierten in der Expression von Proteinen, die an der
Proliferation, der Differenzierung und am Uberleben der Zelle beteiligt sind und wird
physiologisch beispielsweise durch die Bindung von Wachstumsfaktoren wie
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) an den entsprechenden EGF-Rezeptor aktiviert
(30). Der PI3K-Weg reguliert verschiedene zellulare Prozesse wie den Stoffwechsel,
das Uberleben, die Proliferation, die Apoptose, das Wachstum und die Migration der
Zelle (31). Die ubermalige Aktivierung der beiden Signalwege spielt bei mehreren
Krebsformen, insbesondere beim Melanom eine bedeutende Rolle (32).

Der haufigste beim Melanom abnormal aktivierte Signalweg ist der MAPK-Signalweg,
der durch Fehlregulation des Zellzyklus und der Apoptose wesentlich an der
Entstehung des Melanoms beteiligt ist (30, 33). Diesem liegt neben anderen Ursachen
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in den meisten Fallen eine genetische Mutation im BRAF-Gen zu Grunde, wobei
hierbei vor allem kutane Melanome, die durch intermittierende Sonnenexposition
hervorgerufen werden, mit circa 60% betroffen sind (20). Mehr als 97% der BRAF-
Mutationen befinden sich im Codon 600 des BRAF-Gens, bei der in den meisten Fallen
(bis zu 90%) eine Transversion der Nukleinbase Thymin zu Adenin erfolgt, was
wiederum zur Substitution von Valin (V) durch Glutaminsaure (E) an dieser Position
fuhrt (V600E). Weniger haufig sind Substitutionen von Valin durch Lysin (V600K) in
circa 8-20% der Falle, Arginin (V60OR; 1%), Leucin (V600OM; 0,3%) und
Asparaginsaure (V600D; 0,1%) (34). Die anstelle der hydrophoben Aminosaure Valin
vorhandene hydrophile Aminosaure Glutaminsaure bei der BRAFVG600E-Mutation
bewirkt eine konstitutive Aktivierung der katalytischen Doméane der BRAF-
Serin/Threonin-Proteinkinase und damit eine 500-fach hohere Kinaseaktivitat im
Vergleich zur Wildtyp-BRAF-Kinase (35). Auch andere BRAF-Mutationen sind in der
Lage Uber eine Destabilisierung der inaktiven katalytischen Domane die BRAF-
Aktivitat bis zu 700-fach zu steigern (36).

Die nach der BRAF-Mutation relevanteste Ursache fur einen hyperaktiven MAPK-
Signalweg ist mit circa 20% die NRAS-Mutation, die typischerweise in Uber 80% der
Falle an der Aminosaure-Position 61 eine Punktmutation aufweist (37). Diese fuhrt zu
einer verringerten Guanosintriphosphat-bindendes Protein-ase-Aktivitat (GTPase) und
somit zur Aufrechterhaltung der GTP-gebunden Konformation des RAS-Proteins.
Dadurch kann sowohl der MAPK- als auch der PI3K-Signalweg aufrechterhalten
werden (38).

Normalerweise werden in malignen Melanomen entweder BRAF- oder NRAS-
Mutationen gefunden. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass sich diese Mutationen nur
auf der Ebene einzelner Zellen, nicht aber auf Tumorebene ausschlie3en (39).

Das am dritthaufigsten mutierte Gen beim malignen Melanom ist das Tumorsupressor-
Gen NF1. Diese Mutation tritt gehauft bei Patienten auf, die chronischer
Sonnenstrahlung ausgesetzt sind, sowie bei alteren Patienten (40). Das NF1-Protein
reguliert RAS, indem es aktives RAS-GTP in inaktives RAS-Guanosindiphosphat
(GDP) umwandelt und dadurch den RAS-Signalweg inhibiert (41). Demnach ist der
Funktionsverlust des NF1-Proteins mit einer RAS-Aktivierung assoziiert und
verhindert, gemeinsam mit dem mutierten BRAF-Protein, durch Deregulierung des
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PI3K- und des MAPK-Signalwegs die Onkogen-induzierte Zellseneszenz wahrend der

Melanomentstehung (42, 43).

Die Typ lll Rezeptor-Tyrosinkinase KIT ist aufgrund ihrer Funktion bei der Regulation
des Wachstums, der Migration, des Uberlebens und der Differenzierung wichtig fur die
Entwicklung der Melanozyten in Wirbeltieren (44). KIT ist in der Lage nachgeschaltete
Effektoren wie Src-Kinasen, die p85-Untereinheit der PI3-Kinase, Phospholipase-
Cy und MAP-Kinasen zu aktivieren. Mutationen sind in ca. 30% der Falle bei
mukosalen, in 20% bei akralen Melanomen und in 20% bei Melanomen mit chronisch
sonnengeschadigter Haut zu finden (45).

Neben den aufgeflihrten Mutationen, die als Treibermutationen bezeichnet werden,
existieren zusatzliche Mutationen, die vor allem in spateren Stadien des Melanoms zu
finden sind. Zu diesen gehoren beispielsweise TERT, CDKNZ2A, PTEN und viele
weitere (46). TERT-Mutationen konnen die Expression des TERT-Gens verstarken,
indem sie neue Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren im Bereich des TERT-
Genpromotors kreieren. Durch die nun erhohte Menge an Telomerase-Reverse-
Transkriptase (TERT) wird die Telomerase reaktiviert und das Limit der moglichen

Zellteilung kann uberschritten werden (47).

Eine biallelische Inaktivierung des CDKNZ2A-Gens tritt ausschlie8lich in invasiven
Melanomen auf (46). Aus der Expression des CDKN2A-Gens resultiert normalerweise
das Protein p16INK4A, das als Inhibitor der Cyclin-abhangigen-Kinase Cdk4 und Cdk6
fungiert und somit imstande ist, den Ubergang der G1-Phase in die S-Phase zu
regulieren (48).

Das PTEN-Protein wird als Tumorsupressor eingestuft, das mit seiner Protein- und
Lipidphosphatase-Aktivitat eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus und bei der
Inhibition der Zellinvasion spielen soll. Zum Beispiel dephosphoryliert PTEN 3-
Phosphoinositid-Produkte der PI3K, wie PDK1 und Akt, und verhindert somit die
Aktivitat dieser Kinasen, die sonst fur Uberlebenssignale sorgen wirden. In
Melanomzellinien wurde eine Mutationsrate von 30-40% ermittelt, wohingegen in
primaren Melanomen die Rate bei 10% lag (49). In 20% der menschlichen Melanome

kann eine Kombination aus einer BRAF-Mutation und einer genomischen
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Veranderung von PTEN nachgewiesen werden, die es ermdglicht, den MAPK- und
den PI3K-Signalweg parallel zu aktivieren (50, 51).

Neben der Veranderung der Proliferation, des Wachstums, der Apoptose, der
Zellzykluskontrolle und des Uberlebens der Tumorzellen sind Mechanismen, die die
Tumorinvasion und -infiltration férdern, von besonderer Bedeutung (25).

Es konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur Migration, Invasion und
Metastasierung des Melanoms auf die Uberexpression von diversen Proteasen, wie
insbesondere Metalloproteasen zurtckzufuhren ist (52).

Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind u.a. an der embryologischen Entwicklung und an
der Wundheilung beteiligt, wobei sie Zell-Zell-Ablosungen und die Perforation der
Basalmembran ermdglichen (53). Entscheidend fur die Invasion und Ausbreitung des
Tumors durch den Abbau von Komponenten der extrazellularen Matrix ist vor allem
die MMP-9 (54). Die MMP9 Uberexpression ist sowohl mit einer intragenen
Methylierung des MMP9-Gens, als auch mit einer fehlerhaften Regulation durch
miRNAs assoziiert (55, 56). Des Weiteren soll NF-kB bei der Aktivierung von MMP9
und Osteopontin, einem im Tumormikromilieu exprimierten Protein, mitwirken und so

die Entwicklung und das Fortschreiten des Melanoms begunstigen (57).

2.1.2.2 Modulation der Immunantwort und Tumormikromilieu

Nicht nur genetische Veranderungen, sondern auch Wechselwirkungen mit der
Tumorumgebung, dem sogenannten Tumormikromilieu, und Modulationen der
Immunantwort sind fur die Entwicklung eines Tumors notwendig (58).
Immuncheckpoints sind essenziell zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz und zur
Regulation der Dauer und des Ausmafles von Immunreaktionen, mit dem Ziel,
Gewebeschaden durch eine Uberschiellende Immunantwort zu verhindern. Tumore
sind imstande durch das Induzieren bestimmter Immuncheckpoints diesen
Mechanismus der Immunresistenz zu imitieren, indem sie z.B. durch die Expression
des PDL-1- und PDL-2-Proteins vor allem die T-Zell-Aktivitat, aber auch die Aktivitat
von infiltrierenden B-Zellen und NK-Zellen im Tumorgewebe vermindern (59).
Weitere Moglichkeiten des Tumors die Immunantwort zu unterdrucken sind die
Herunterregulation kostimulatorischer Moleklle, Tumor-assoziierter Antigene,
Haupthistokompatibilitatskomplex-Proteine (MHC-I) und von Liganden fur NK-Zell-

Rezeptoren sowie die Sekretion immunsuppressiver Faktoren wie Vaskularer
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endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Transformierender Wachstumsfaktor 3 (TGF-
B), IL-10, Stickstoffmonoxid (NO) und von Prostaglandinen (60).

Der Uberaktive MAPK-Signalweg, der ein Angriffspunkt bei der Therapie des
Melanoms ist (s. 2.2.2), ist nicht nur fur die autonome Zellproliferation der
Melanomzellen zustandig, sondern spielt auch bei BRAFV600E-mutierten Melanomen
eine Rolle bei der Immunmodulation. So konnten der MEK-Inhibitor U0126 und die
Inhibierung der BRAFVG600E-Expression durch RNA-Interferenz die Produktion
immunsuppressiver Faktoren wie IL-10, VEGF oder IL-6 durch Melanomzellen
verringern. Die suppressiven Eigenschaften der Melanom-Zellkulturiberstande auf die
Produktion immunsuppressiver Faktoren wie IL-12 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a) durch LPS-stimulierte dendritische Zellen waren nach der Transduktion von
BRAFV600E-RNAI deutlich verringert (61).

Zusatzlich zu den direkten immunmodulatorischen Effekten der Tumorzellen, sind sie
dazu fahig, Fibroblasten und Makrophagen im Tumormikromilieu so zu verandern,
dass sie tumorfordernde Funktionen einnehmen. So unterstlitzen beispielsweise
Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs) durch die Sekretion von Proteasen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren (z.B. EGF) das Wachstum, die Angiogenese und
die Invasion des Tumors. Zudem werden Immunsupressorzellen, darunter vor allem
Myeloiden Suppressorzellen (MDSCs) und Regulatorischen T-Zellen (Tregs) durch
Zytokinachsen wie TGF-f und C-X-C-Motiv. Chemokin 5 - CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 2 (CXCL5 - CXCR2) mobilisiert, die die Immunantwort durch
verschiedene Mechanismen unterdricken wie zum Beispiel durch die Inhibition der
Antigenprasentation von DC, der T- und B-Zell-Proliferation und der NK-Zell-
Zytotoxizitat (62).

AuRerdem konnen tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs), die durch von Tumorzellen
und anderen Stromazellen sezernierten Faktoren wie TGF-B, EGF, Plattchen-
abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF), Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2)
aktiviert werden, das Tumorwachstum durch die Sekretion von EGF, Hepatozyten-
Wachstumsfaktor (HGF), Insulinahnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGFL1) und IGFL2
unterstutzen sowie die Angiogenese durch die Produktion von VEGF fordern (63).
Young et al. konnten zeigen, dass das Zusammenspiel von Tumorzellen,
Makrophagen und Fibroblasten im Tumormikromilieu des Melanoms eine IL-1

Signalkaskade initiiert, die uber ein CXCR2-stimulierendes Sekretom eine vermehrte
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Expression von BCL2 Apoptose Regulator (BCL2) in Tumorzellen induziert und somit
zum Uberleben von Melanomzellen beitragt (15).

In einer Studie von Khalili et al. (64) wurde sowohl die Rolle des BRAFV600E-
mutierten Proteins bei der Modulation der Expression regulatorischer Gene beim
malignen Melanom als auch die Induktion der Immunsuppression durch Tumor-
assoziierte Fibroblasten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die BRAFVG00E-
Expression zu einer Induktion der Transkription von IL-1a und IL-1B in Melanozyten
fuhrt. Der BRAF-Inhibitor VEM verminderte die Expression von IL-1 in
Melanomzelllinien und in humanen Tumorbiopsien. Von Melanompatienten isolierte
CAFs wurden mit IL-1a/B behandelt und erhdohten daraufhin ihre Aktivitat, die
Proliferation und Funktion Melanomantigen-spezifischer zytotoxischer T-Zellen zu
inhibieren. Diese Hemmung war auf die Hochregulation von IL-1 durch COX-2 und die
vermehrte Expression der Programmierter-Zelltod-Protein-1-Liganden PD-L1 und PD-
L2 zurtckzufuhren. Die Autoren vermuteten, dass die klinische Inhibition von IL-1 die

Therapie von Patienten mit BRAF-Wildtyp-Tumoren verbessern konnte (64).

2.2 Systemische Therapie des metastasierten malignen Melanoms

Die Mehrheit der Patienten mit einem neu diagnostizierten malignen Melanom befindet
sich im Fruhstadium der Erkrankung und wird durch die Exzision der Lasion mit einem
angemessenem Sicherheitsabstand behandelt, wobei sich dieser nach der Breslow-
Tumordicke und nach dem potenziellen Befall eines Wachter-Lymphknotens richtet
(65).

Nach der primaren Behandlung erleiden etwa 20% der Patienten einen mit Metastasen
einhergehenden Riickfall, bei dem die mittlere Uberlebenszeit ohne Behandlung unter
12 Monate betragen wirde. Bis zum Jahr 2011 war keine systemische Therapie
verfligbar, die die Uberlebensrate von Patienten mit metastasiertem Melanom
uberzeugend verbessern konnte (66).

Mit der Zulassung von zielgerichteten Therapien wie den BRAF- und MEK-Inhibitoren
sowie der Weiterentwicklung der Immuntherapien hin zur Immuncheckpoint-Inhibition
konnte das mittlere Gesamtlberleben dieser Patienten auf mindestens 2 Jahre erhoht
werden (67).
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2.2.1 Immuntherapien

In der Vergangenheit konnten Immuntherapien wie zum Beispiel die systemische
Applikation von IL-2 erste Erfolge erzielen, jedoch waren sie aufgrund drastischer
Nebenwirkungen nur bei relativ gesunden Patienten einsetzbar (68).

Ipilimumab, ein monoklonaler Antikorper gegen das Zytotoxische T-Lymphozyten-
assoziierte Protein 4 (CTLA-4), war der erste Immuncheckpoint-Inhibitor, der bei der
Behandlung des metastasierten malignen Melanoms das Gesamtuberleben
erfolgreich steigern konnte (69).

Antigenspezifische T-Zellen werden durch die Interaktion mit antigenprasentierenden
Zellen (APC) aktiviert. Tumorantigene werden beispielsweise durch dendritische
Zellen Uber den MHC-Komplex prasentiert, die wiederum an den T-Zell-Rezeptor
(TCR) einer CD8*-T-Zelle binden (Signal 1). Daraufhin bedarf es kostimulatorischer
Molekule wie CD28 auf der T-Zelle, die mit den zugehdrigen Liganden (CD80/86) der
APC interagieren (Signal 2). Die vollstandige Aktivierung der T-Zelle ist erst dann
erreicht, wenn die von APCs generierten solublen Mediatoren an den zugehorigen T-
Zellrezeptor binden und so die T-Zell-Polarisierung forcieren (Signal 3) (70).

Das auf T-Zellen exprimierte CTLA-4 kann mit CD28 um die Ligandenbindung
konkurrieren und somit als Antagonist der CD28-vermittelteten Kostimulation dienen.
Auf diese Weise kann CTLA-4 T-Zell-Antworten inhibieren (71). Dass CTLA-4 fur die
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz verantwortlich ist, zeigt sich bei CTLA-4-
defizienten Mausen, die ohne Behandlung bereits nach drei bis vier Wochen
Lebenszeit an uberschiellenden Autoimmunreaktionen wie zum Beispiel
lymphoproliferativen Erkrankungen sterben (72).

Ipilimumab ist durch die Blockade von CTLA-4 in der Lage, die Toleranz von T-Zellen
gegenuber Tumoren zu durchbrechen und somit eine effektive Antitumoraktivitat
(wieder-)herzustellen (73).

Im Dezember 2014 wurde Nivolumab als PD-1-Antikdrper zur Behandlung des
metastasierten malignen Melanoms in den Vereinigten Staaten von der FDA
zugelassen (58).

Der Oberflachenrezeptor PD-1, der vor allem auf T-Zellen wahrend ihrer Aktivierung
exprimiert wird, ist hauptsachlich an der Hemmung der SignalUubertragung von
Immunantworten beteiligt und stellt somit einen Regulator des adaptiven
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Immunsystems dar. (74, 75). Die Liganden des PD-1-Rezeptors sind der PD-L1 und
PD-L2 (s. 2.1.2.2) und werden von APCs, wie Dbeispielsweise Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen, aber auch von nicht-lymphatischen Geweben
wie Tumoren unterschiedlich stark exprimiert (76, 77). Die Bindung der Liganden an
den PD-1-Rezeptor bewirkt intrazellulare Signale in der T-Zelle, die u.a. durch das
Immunrezeptor-Tyrosin-basierte-inhibitorische-Motiv (ITIM) des PD-1-
Rezeptorschwanzes vermittelt werden und letztendlich zu einer verringerten
Zytokinproduktion (IL-2, Interferon-y (IFN-y), TNF-a), einem langsameren
Fortschreiten des Zellzyklus und zu einer geringeren Expression antiapoptotischer
Proteine wie BCL2L1 und von Transkriptionsfaktoren, die mit Effektorfunktionen
assoziiert sind, fuhren (78).

Der PD-1-Rezeptor ist haufig im Rahmen einer chronischen Infektion oder einer
Tumorerkrankung nicht nur auf konventionellen T-Zellen, sondern auch auf Tregs, B-
Zellen, NK-Zellen und myeloischen Zellen stark exprimiert und resultiert deshalb in
einer eingeschrankten Immunfunktion (75).

Nivolumab ist ein monoklonaler Antikorper, der mit hoher Affinitat den PD-1-Rezeptor
blockiert, dadurch die Bindung von PD-L1 und PD-L2 hemmt und somit die
Antitumoraktivitat des Immunsystems fordert (79). In einer randomisierten
kontrollierten klinischen Studie konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Nivolumab
im Vergleich zu Dacarbazin bei zuvor unbehandelten Patienten mit einem
metastasierten Melanom ohne BRAF-Mutation zu einer signifikanten Verbesserung

des Gesamtlberlebens und des progressionsfreien Uberlebens fiihrt (80).

2.2.2 Zielgerichtete Therapien

Patienten mit BRAF-mutiertem Melanom hatten vor der Zulassung von BRAF-
Inhibitoren eine schlechtere Prognose als Melanom-Patienten mit dem Wildtyp-BRAF-
Protein. Jedoch konnte diese Situation durch die Zulassung der BRAF-Inhibitoren
VEM (2011) und DAB (2013) und der MEK-Inhibitoren Trametinib (TRA) (2013) und
Cobimetinib (COB) (2015) zur Behandlung des metastasierten, BRAF-V600E-
mutierten Melanoms verandert werden (81). Patienten mit BRAF-Mutation, die mit
BRAF-Inhibitoren behandelt wurden, wiesen erstmals eine langere mittlere
Uberlebenszeit auf als BRAF-Wildtyp-Patienten (82).
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Bei der alleinigen Gabe von BRAF-Inhibitoren traten ernstzunehmende
Nebenwirkungen wie Plattenepithelkarzinome oder Keratoakanthome auf, die auf eine
paradoxe Aktivierung des MAPK-Signalwegs zurtckzufuhren sind (83). Durch die
Kombination des BRAF-Inhibitors DAB mit dem MEK-Inhibitor TRA konnte sowohl das
Auftreten der Sekundartumore reduziert werden als auch das progressionsfreie
Uberleben im Vergleich zur Monotherapie gesteigert werden (84). Andere
Nebenwirkungen wie Hautausschlage und eine erhdohte Photosensitivitat bei VEM
sowie Pyrexie, Hyperkeratose und Kopfschmerzen bei DAB sind vermutlich auf
Medikamenten-spezifische Off-Target Effekte zurickzufihren (85).

Ein weiterer Grund fur die Etablierung der Kombinationstherapie, bestehend aus
einem BRAF- und einem MEK-Inhibitor, war das Auftreten von Resistenzen und die
damit einhergehende Tumorprogression (86).

Die meisten Tumorproben von Patienten, die BRAFi-Resistenzen aufwiesen, konnten
die BRAF-Inhibiton umgehen, indem MEK-Signale unabhangig vom
Aktivierungszustand des BRAF-Proteins die Aktivierung von ERK wiederherstellten
(87). Die Mechanismen, die dazu fuhren, den MAPK-Signalweg zu reaktivieren sind
vielfaltig. Beispielsweise konnen Melanome mit BRAFV600E-Mutation durch eine
RAS-vermittelte Reaktivierung des MAPK-Signalwegs, wie zum Beispiel durch eine
NRAS-Mutation oder durch den Verlust des Tumorsuppressors NF1, der BRAF-
Inhibition entgehen (88, 89). Eine weitere Erklarung fur die Entwicklung von
Resistenzen ist, dass aufgrund des gestorten negativen Feedback-Mechanismus, der
mit der BRAF-Blockade einhergeht, Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und RAS aktiviert
werden und diese wiederum den MAPK-Signalweg aktivieren. Zusatzlich bilden sich
hierbei BRAF-Inhibitor-resistente RAF-Dimere, die zu einer Wiederherstellung der
ERK-Aktivitat fuhren (90, 91). AuRerdem konnten weitere Resistenzmechanismen
entdeckt werden, wie zum Beispiel die vermehrte Bildung von BRAF-Dimeren durch
RAS-unabhangiges alternatives Splei3en oder die Mutation von MEK (92, 93).

Neben der von Tumorzellen autonom erlangten Resistenz gegen BRAF-Inhibitoren
vermag auch das vorliegende Tumormikromilieu zur Resistenzbildung beizutragen. So
kann beispielsweise die Stromazell-Sekretion von HGF und die darauffolgende
Aktivierung des Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR) den MAPK- und den
PI3K-Signalweg reaktivieren (94). Des Weiteren machen Hirata et al. (95) die

paradoxe Aktivierung der Melanom-assoziierten Fibroblasten durch BRAF-Inhibitoren
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sowie die vermehrte Matrixproduktion und das Remodeling dafur verantwortlich, dass
verstarkte Integrin-B1/FAK/Src-Signale zur ERK-Reaktivierung in den Tumorzellen
fuhren (95).

Zudem koénnen Tumor-assoziierte-Makrophagen durch die Sekretion von TNF-a und
die durch NF-kB-vermittelte = Expression des Mikrophthalmie-assoziierten
Transkriptionsfaktors (MITF) in Melanomzellen die Resistenzbildung gegen Inhibitoren
des MAPK-Signalwegs fordern (96). Auch das in 2.1.2.2 beschriebene
Zusammenspiel von  Makrophagen, Fibroblasten und Tumorzellen in
.inflammatorischen Nischen®, das auf der Sekretion von IL-13 durch TAMs basiert,
kann die Toleranz gegenuber BRAF-Inhibitoren sowie gegenuber der
Kombinationstherapie mit BRAF und MEK-Inhibitoren vermitteln (15).

Die paradoxe Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch BRAF-Inhibition in
Makrophagen tragt auch zur vermehrten Produktion von VEGF bei, was wiederum den
MAPK-Signalweg in Melanomzellen reaktiviert und so das Wachstum der Tumorzellen
unterstutzt. Das Blockieren der durch VEGF ausgelosten Signale kann die TAM-
vermittelte Resistenz gegen die BRAF-Inhibitoren dementsprechend lindern (97).

Trotz der EinfUhrung der Kombinationstherapie aus einem BRAF- und einem MEK-
Inhibitor und dem damit einhergehenden verbessertem Therapieerfolg ist das
Auftreten von Resistenzen aufgrund verstarkter oder kombinierter Mechanismen
weiterhin zu beobachten. So fuhrt beispielsweise eine BRAF-Ultraamplifikation zur
Dimerisierung mit CRAF und zur Interaktion von mutierten MEK-Proteinen mit dem
ubermalig exprimiertem BRAF, was folglich die Reaktivierung des MAPK-Signalwegs
initiiert (98).

Dennoch sind die Kombinationstherapien der BRAF-Inhibitor-Monotherapie Uberlegen
und werden daher als Standardtherapie in der Behandlung des metastasierten
malignen Melanoms mit BRAFV600E Mutation eingesetzt (99). In einer randomisierten
kontrollierten klinischen Studie wurde die Kombinationstherapie mit dem BRAF-
Inhibitor VEM und dem MEK-Inhibitor COB mit der VEM-Monotherapie verglichen. Es
wurde gezeigt, dass sich das progressionsfreie Uberleben mit Hilfe der
Kombinationstherapie signifikant verlangern lief3 (10).

Eine weitere neue Kombination aus dem BRAF-Inhibitor Encorafenib (ENC) und dem
MEK-Inhibitor Binimetinib erwies sich in der kurzlich veroffentlichten COLUMBUS-
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Studie gegenuber einer Monotherapie mit ENC oder VEM als uberlegen und stellt
somit eine neue Option fur die Therapie des BRAF-mutierten Melanoms dar (100).
Derzeit sind viele weitere BRAF-Inhibitoren Gegenstand der praklinischen Forschung
oder werden bereits in klinischen Studien untersucht. Wahrend DAB, VEM und ENC
zu den BRAF-Inhibitoren der zweiten Generation gehoren und allesamt zu den aC-
OUT-RAF-Inhibitoren zahlen, besteht die Gruppe der BRAF-Inhibitoren der dritten
Generation sowohl aus aC-OUT-RAF-Inhibitoren (z.B. PLX8394) als auch aus aC-IN-
RAF-Inhibitoren (z.B. LY3009120). Neben den vorliegenden biochemischen
Unterschieden wird erwartet, dass die aC-OUT-RAF-Inhibitoren der dritten Generation
die therapeutische Breite der aC-OUT-RAF-Inhibitoren der zweiten Generation
beibehalten, ohne jedoch durch die paradoxe ERK-Aktivierung in gesunden Zellen das
Auftreten von Sekundartumoren zu begunstigen (99, 101). Dennoch geht man davon
aus, dass eine Resistenzbildung aufgrund der Bildung von RAF-Dimeren weiterhin
moglich sein wird. Im Gegensatz dazu wird angenommen, dass die aC-IN-RAF-
Inhibitoren der dritten Generation in der Lage sind, diese RAF-Dimere zu inhibieren,
jedoch andere Resistenzmechanismen wie zum Beispiel neue BRAF-Mutationen
auslosen konnten (99). Zudem wird damit gerechnet, dass die Effektivitat der aC-IN-
RAF-Inhibitoren durch ein geringes therapeutisches Fenster beschrankt sein wird, da
sie auch in gesunden Zellen ERK-Signale hemmen. Zur Uberwindung dieses
Phanomens und der ERK-Reaktivierung durch Feedbackmechanismen soll die
Kombination der aC-IN-RAF-Inhibitoren mit aC-OUT-RAF-Inhibitoren, sowie mit MEK-
oder ERK-Inhibitoren Abhilfe schaffen und eine dauerhafte Hemmung von ERK
gewabhrleisten (99, 102).

Nach den Erfolgen bei der Therapie des metastasierten malignen Melanoms mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren und der zielgerichteten Therapie mit BRAF- und MEK-
Inhibitoren bei Vorliegen einer BRAFVG600E-Mutation stieg das Interesse, die
Moglichkeit einer Kombination dieser beiden Therapieformen zu erforschen (103). In
einem BRAF(V600E)/Pten(-/-) syngenen Melanom-Transplantations-Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass die Kombination eines Anti-PD-1- oder eines Anti-PD-L1-
Antikorpers mit einem BRAF-Inhibitor die Aktivitat tumorinfiltrierender Lymphozyten
signifikant erhoht, das Tumorwachstum verlangsamt und das Uberleben signifikant
verlangert (104). AuRerdem konnte die Dreifach-Kombinationstherapie von
DAB/TRA/Anti-PD-1-Antikorper in einem syngenen BRAFV600E-Melanom-

Mausmodell durch eine verstarkte Melanom-Antigen- und MHC-Expression sowie der
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Aufregulation  Immunsystem-assoziierter Gene zu  einer  verbesserten
Antitumoraktivitat beitragen (105).

Die Kombination des BRAF-Inhibitors VEM mit dem CTLA-4-Antikorper Ipilimumab
wurde bereits 2013 in einer Phase-1-Studie bei Patienten mit BRAFV600-mutiertem,
metastasiertem malignem Melanom getestet, die zuvor keine Therapie mit einem
BRAF-/MEK-Inhibitor oder einem CTLA-4-Antikorper erhalten hatten. Diese Studie
musste jedoch aufgrund drastischer Nebenwirkungen wie Lebertoxizitat und
Hautausschlagen abgebrochen werden (106).

Eine weitere Phase-1-Studie untersuchte die Sicherheit und Effektivitat der
Kombination aus DAB, TRA und dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab und zeigte ein gut
kontrollierbares Toxizitatsprofil bei Patienten mit BRAF-mutiertem malignem Melanom
(107).

Viele weitere klinische Studien, mit dem Ziel, ahnliche Medikamentenkombinationen
auf Vertraglichkeit und Wirksamkeit zu testen, werden derzeit durchgefuhrt.

Ob ein Patient mit BRAFV600E-mutiertem metastasiertem Melanom zuerst mit
Inhibitoren des MAPK-Signalwegs oder Immuncheckpoint-Inhbitoren behandelt
werden soll, ist bislang nicht vollstandig geklart. Die Kombination aus einem BRAF-
und einem MEK-Inhibitor zeigte sich in den ersten sechs Monaten hinsichtlich der
Ansprechrate gegenuber den Immuncheckpoint-Inhibitoren Uberlegen, wahrend die
Anwendung von Immuncheckpoint-Inhibitoren die Langzeituberlebensdauer im

Vergleich zu der MAPK-Inhibitor-Therapie wirksamer verlangerte (108).

2.3 Bekannte immunologische Off-Target Effekte von BRAF-Inhibitoren

2.3.1 Wirkung von BRAF-Inhibitoren auf T-Zellen und das Tumormikromilieu

BRAF-Inhibitoren zeigen nicht nur die oben beschriebenen On-Target Effekte gegen
den Tumor, sondern weisen auch immunologisch relevante Off-Target Effekte auf, die
im Folgenden beschrieben werden.

Wilmott et al. (12) untersuchten die Auswirkungen von DAB und VEM auf die
Immunantwort an Tumorbiopsien von Patienten mit metastasiertem malignem
Melanom. Nach der BRAF-Inhibitor-Therapie erhdhte sich die Zahl der CD4*- und
CD8*-Lymphozyten in den Tumorproben. Au3erdem konnte eine Korrelation zwischen
dem Grad der Tumorinfiltration durch CD8*-Lymphozyten und Granzym B-
exprimierenden Lymphozyten festgestellt werden. Zusatzlich war die hohere Anzahl
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an CD8*-Lymphozyten mit einer geringeren TumorgréRe sowie mit einer Zunahme von

Tumornekrose assoziiert (12).

In einer ahnlichen Studie von Frederick et al. (109) wurde zusatzlich die Wirkung der
BRAF- und MEK-Inhibitoren auf das Tumormikromilieu beleuchtet. Dabei wurden 35
Biopsien von 16 Patienten mit metastasiertem malignem Melanom vor (Tag 0) und
nach (Tag 10-14) Behandlungsbeginn entnommen und auf Melanomantigene, T-
Zellmarker und immunmodulatorische Zytokine untersucht. Die Behandlung bestand
entweder aus der Gabe von VEM oder der kombinierten Gabe von DAB und TRA.
Beide Behandlungsstrategien Kkorrelierten mit einer erhohten Expression von
Melanom-Antigenen, einer Zunahme von CD8*-Lymphozyten und T-Zell-
Zytotoxizitatsmarkern sowie einer Abnahme der immunsuppressiven Zytokine IL-6 und
IL-8 im Tumorgewebe. Aulierdem wurden wahrend der Behandlung die inhibitorischen
Rezeptoren TIM-3 und PD-1 auf den infiltrierenden T-Zellen verstarkt exprimiert. Bei
der alleinigen Behandlung mit dem BRAF-Inhibitor VEM konnte zum Zeitpunkt der
Tumorprogression eine Abnahme der Melanomantigen-Expression und der Infiltration
mit CD8*-Lymphozyten beobachtet werden. Diese Effekte konnten jedoch durch die
Kombination des BRAF-Inhibitors DAB und des MEK-Inhibitors TRA wieder
aufgehoben werden. Die Autoren folgerten aus diesen Ergebnissen, dass die
Behandlung mit BRAF-Inhibitoren zu einem fur die Behandlung gunstigeren
Tumormikromilieu beitragt (109).

Callahan et al. (13) untersuchten in vitro und in vivo, ob der BRAF-Inhibitor
BMS908662 die Aktivierung von CD4*- und CD8*-T-Zellen férdert. Sie konnten
feststellen, dass sich die Aktivierung der T-Zellen abhangig von der BRAF-Inhibitor-
Konzentration erhoht und dass dieser Effekt mit verstarkten ERK-Signalen korreliert,
die auf einer paradoxen Aktivierung von ERK durch den BRAF-Inhibitor basieren.
Konkret wurden Zellen der humanen Jurkat-T-Zell-Linie in Gegenwart verschiedener
Konzentrationen des BRAF-Inhibitors BMS908662 in Gegenwart oder Abwesenheit
stimulierender Antikorper (Anti-CD3 und Anti-CD28) inkubiert. Im Vergleich zu Zellen,
die mit der Vehikelkontrolle behandelt wurden, zeigten die Zellen eine bis zu 3-fache
Hochregulation von CD69 nach Inkubation mit BMS908662 bei einer Konzentration
von 0,2 pyM. Auch humane primare in vitro aktivierte T-Zellen wiesen ein ahnliches
Muster der dosisabhangigen Aktivierung auf. Des Weiteren wurde die Proliferation von
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polyklonal aktivierten CD4*- (bis zu 25%) und CD8*- (bis zu 53%) T-Zellen durch den
BRAF-Inhibitor erhoht.

Zudem wurde die Produktion von IFN-y durch T-Zellen mittels intrazellularer
Zytokinfarbung analysiert. Hierbei wurden antigenspezifische T-Zellen verwendet, die
mit MHC-Peptid-Komplexen stimuliert wurden. Die Produktion von IFN-y war nach
Inkubation mit BMS908662 bei einer Konzentration von 0,2 yM im Vergleich zur
Kontrolle um 35% erhoht.

Hohe Konzentrationen des BRAF-Inhibitors (z.B. 20uM) zeigten jedoch bei allen

Untersuchungen abgeschwachte oder gegenteilige Effekte (13).

In der bereits oben angefuhrten Studie von Hu-Lieskovan et al. (105) (s. 2.2.2) wurde
die Dreifachkombination von DAB, TRA und einem PD-1-Inhibitor getestet. Es wurde
u.a. beobachtet, dass die alleinige Gabe von DAB die Anzahl von TAMs und Tregs
erhoht, diese aber durch die Kombination mit TRA abnimmt (105).

AulBerdem wurde von Schilling et al. (110) festgestellt, dass die Menge von MDSCs im
Blut von Melanompatienten, die mit dem BRAF-Inhibitor VEM behandelt wurden,
abnimmt. Die Autoren vermuten, dass VEM durch immunmodulatorische Effekte
BRAF-mutierte Melanomzellen darin hemmen, MDSC-induzierende Faktoren, wie
zum Beispiel IL-6, zu sezernieren (110). In einer weiteren Untersuchung von Schilling
et al. (111) beobachtete die Arbeitsgruppe, dass VEM im Gegensatz zu DAB die
Anzahl peripherer Lymphozyten vermindert und den Phanotyp und die Funktion von
CD4*-T-Zellen verandert. So konnte eine Zunahme naiver CD4*-T-Zellen
(CCR7*/CD45RA*) und eine Abnahme von  Gedachtnis-CD4*-T-Zellen
(CCR7*/CD45RA") beobachtet werden. Au3erdem war die Sekretion von IFN-y und IL-
9 durch CD4*-T-Zellen bei mit VEM behandelten Proben signifikant geringer als bei
den Ursprungsproben (111).

Liu et al. (112) untersuchten die immunologischen Wirkungen von DAB und TRA in
vitro an humanen CD4* und CD8" T-Zellen von gesunden Spendern, an einer
humanen Tumorzelllinie und in vivo an einem CT26-Mausmodell. Sie konnten zeigen,
dass DAB die Intensitat von pERK in humanen T-Zellen steigerte und die CD4"*- und
CD8*- T-Zellfunktion unverandert lies, wahrend TRA die pERK-Spiegel senkte und zu
einer teilweisen bzw. voribergehenden Hemmung der T-Zell-Proliferation und zu einer
Veranderung der Zytokinproduktion nach polyklonaler Stimulierung fuhrte. Hierbei

zeigten sich kaum Anderungen bei der Sekretion von IFN-y, IL-5 und IL-10, eine
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teilweise Hemmung der Produktion von IL-2, TNF-a und IL-8 und eine vermehrte
Expression von IL-4. Die Effekte von TRA wurden durch die Zugabe von DAB teilweise
abgeschwacht. DAB und TRA induzierten in BRAFV600E/K mutierten Tumorzellen die
Expression von Apoptosemarkern sowie von HLA-Molekulen und verminderten die
Produktion immunsuppressiver Faktoren wie PD-L1, IL-1, IL-8, NT5E und VEGFA. PD-
L1 wurde vor allem nach der Resistenzbildung gegen den BRAF-Inhibitor in vitro
hochreguliert (112).

2.3.2 Effekte von BRAF-Inhibitoren auf dendritische Zellen

Um den Einfluss von MEK- und BRAF-Inhibitoren auf die Funktion von DC zu prufen,
haben Ott et al. (113) humane Monozyten zu DC differenziert und mit
Melanomzelllinien, die mit dem MEK-Inhibitor U0126 oder dem BRAF-Inhibitor VEM
vorbehandelt wurden, ko-inkubiert. Durch Polyl:C gereifte DC, die mit Melanomzellen
ko-kultiviert wurden, wiesen gegenuber der Kontrolle eine verminderte
Zytokinproduktion und eine geringere Expression von kostimulatorischen
Oberflachenmarkern auf. Diese Effekte wurden durch die MAPK-Blockade mit U0126
und/oder VEM bei der Kultur mit BRAFV600E-mutierten Melanomzelllinien
aufgehoben. Zudem resultierte die alleinige Gabe von U0126 zu DC in einer
ausgepragten Hemmung der DC-Funktion, der Viabilitdt und der DC-Priming-
Kapazitat. VEM hingegen zeigte Uber weite Dosiskonzentrationsbereiche keinen Effekt
auf die DC-Funktion. Die Autoren folgern aus den Ergebnissen, dass BRAFV600E-
mutierte Melanomzellen die Funktion von DC unterdricken, diese jedoch durch die
Blockade des MAPK-Signalwegs wiederhergestellt werden kann (113).

Auch Tel et al. (114) untersuchten den Einfluss von VEM auf die Funktionsfahigkeit
von DC. Dafur wurden aus mononukledaren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
plasmazytoide DC (pDC) und myeloide DC (mDC) isoliert, die von gesunden Spendern
oder von mit VEM behandelten Melanompatienten bereitgestellt wurden. Die Reifung
der pDC, mDC und der aus Monozyten differenzierten DC erfolgte durch R848 in
Kombination mit oder ohne VEM. Es zeigte sich, dass VEM die Reifung und die
Zytokinproduktion von DC aus gesunden Spendern inhibiert und zu einer verringerten
allogenen T-Zellproliferation fuhrt. Dieser Effekt war jedoch nicht vorhanden, wenn
primare DC in der vollstandigen PBMC-Fraktion stimuliert wurden und mit VEM

inkubiert wurden. Die Funktionsfahigkeit der DC sowie die allogene Zellproliferation
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der T-Zellen, die aus PBMC von mit VEM behandelten Patienten isoliert wurden, war
ebenfalls nicht beeintrachtigt. Die Autoren vermuten, dass die Abwesenheit anderer
Zelltypen in einer erhohten Aufnahme von VEM in die DC resultiert und dadurch die
oben beschriebenen Effekte induziert (114).

Eine weitere Studie, die den Effekt von BRAF- und MEK-Inhibitoren auf humane
Immunzellen beleuchtet, wurde von Vella et al. (115) durchgefuhrt. Hierbei wurde die
Wirkung von DAB und TRA jeweils allein oder in Kombination an isolierten humanen
CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten sowie an Monozyten abgeleiteten dendritische
Zellen (MODC) von gesunden Spendern analysiert. Die angewendeten Tests dienten
der Prufung der Viabilitat, der Proliferation, der Zytokinproduktion und der
antigenspezifischen Expansion. Die Auswirkungen auf den Phanotyp von MODC und
auf die Antigen-Kreuz-Prasentation wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie
untersucht. DAB beeinflusste die T-Zellen und MODC nicht, wahrend TRA allein oder
in Kombination mit DAB die T-Zellproliferation, die Zytokinproduktion und die
antigenspezifische Expansion unterdrickte. Dennoch konnte keine verminderte
Viabilitat von CD4*- oder CD8*- T-Zellen nachgewiesen werden. Die Fahigkeit von
MODC zur Kreuzprasentation wurde nach kombinierter Gabe von DAB und TRA
vermindert (115).

Hajek et al. (14) untersuchten Off-Target Effekte der BRAF-Inhibitoren VEM und DAB
und von ihren zugehorigen MEK-Inhibitoren COB und TRA auf den Immunphanotyp
muriner antigenprasentierender Immunzellen. Es konnte gezeigt werden, dass die
alleinige Gabe von DAB zu murinen Knochenmarks oder Milz-abgeleiteten DC zu einer
erhohten Expression kostimulatorischer Rezeptoren (CD80, CD86) und zu einer
gesteigerten IL-1B-Produktion fuhrt. So konnte DAB neben der Verstarkung der IL-1(3-
MRNA-Expression auch das Inflammasom Uuber NLRC4 aktivieren. Zudem erhdhte in
hohen Konzentrationen appliziertes DAB auch unabhangig von der am Inflammasom
beteiligten Caspase-1, die IL-1B3-Produktion wahrscheinlich Uber die Aktivierung der
Caspase-8. Die alleinige Gabe von TRA steigerte die MHCII-Expression und die
Kombination von TRA mit DAB hatte keinen Einfluss auf die von DAB induzierte IL-1[3-
Sekretion. Die Applikation von VEM alleine fuhrte nicht zur Aktivierung der DC,
resultierte jedoch bei Koapplikation von LPS in einer Erh6hung der IL-1B3-Produktion.
Dennoch waren die IL-1B-Konzentrationen, die durch VEM induziert wurden,

verglichen mit DAB auf einem viel niedrigerem Niveau angesiedelt. Aullerdem erhohte
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VEM die IL-13-mRNA-Expression und induzierte die Sekretion von IL-13 Uber die
Aktivierung des NLRC4/Caspase-1-Inflammasoms. Auch in dendritischen Zellen, die
aus der Milz gewonnen wurden, fuhrten beide BRAF-Inhibitoren zu einer Induktion von
IL-1.

Neben der Untersuchung muriner DC wurden zusatzlich die Effekte von BRAF-
Inhibitoren auf menschliche DC getestet. MODC, die ausgehend von Monozyten
gesunder Spender differenziert wurden, zeigten bei der Applikation von VEM, im
Gegensatz zu DAB, eine erhdhte Expression der kostimulatorischen Molekule CD80
und CD86. Dennoch erhohte DAB, ahnlich wie bei den murinen Knochenmark-
abgeleiteten DC, die IL-13-mRNA-Expression sowie die Caspase-1-Aktivitat nach 6
Stunden Inkubation moderat. In den Uberstanden der mit BRAF-Inhibitoren
behandelten MODC konnte jedoch kein IL-1 nachgewiesen werden. Aus PBMC
isolierte primare humane DC zeigten hingegen in den meisten Fallen eine erhohte IL-
1B-Produktion nach der Applikation von DAB.

Die Autoren folgern aus diesen Ergebnissen, dass BRAF-Inhibitoren abhangig von der
DC-Population und der Spezies bisher unbekannte immunmodulatorische Effekte in
antigenprasentierende Zellen auslésen (14).
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3. Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.1.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Autoklav V-150

System GmbH, Linden

Durchflusszytometer Attune® Nxt Flow
Cytometer

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Eismaschine Ziegra

Intercontinentale Ziegra Eismaschine
Beteiligungs-GmbH, Isernhagen

Electrophoresis Constant Power Supply
ECPS 3000/150

Pharmacia AG, Uppsala, Schweden

Flockeneisbereiter flake-line

Wessamat Eismaschinenfabrik GmbH,
Kaiserslautern

Heiz-Thermoschiittler MHR13

Hettich Benelux B.V., Geldermalsen,
Niederlande

Hidex Sense Beta Plus

Hidex Oy, Turku, Finnland

Inkubator Avantgarde.Line CB220

Binder GmbH, Tuttlingen

Mechanischer Summenzéahler

Baumer Ltd., Swindon, UK

Mikroskop Olympus CH-2

Olympus Europa SE & Co. KG,,
Hamburg

Mikroskop Olympus CK-2

Olympus Europa SE & Co. KG,,
Hamburg

NanoDrop™ 2000c Spektralphotometer

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Neubauerzahlkammer

Lo-Labortechnik GmbH, Friedrichsdorf

Reagenzglasgestell

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Reagenzglasschuttler RS-2

IDL GmbH Nidderau

Sterilwerkbank LaminAir HB 2448

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Tischzentrifuge

VWR International GmbH, Darmstadt

Vortex-Mischer

VWR International GmbH, Darmstadt

Wasserbad

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Gefrierschranke

Economic

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Economic-froster

Robert Bosch GmbH, Stuttgart
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HERA Freeze

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Labortiefkihlschrank Thermo Fischer Scientific Inc.
Waltham, MA, USA
MediLine Liebherr International AG, Bulle,

Schweiz

Premium NoFrost

Liebherr International AG, Bulle,
Schweiz

Kiihlschranke

MediLine Liebherr International AG, Bulle,
Schweiz

Premium Liebherr International AG, Bulle,
Schweiz

Pipetten

0,5-10 pl Eppendorf AG, Hamburg

10-100ul Eppendorf AG, Hamburg

100-1000pl Eppendorf AG, Hamburg

20-200pl Starlab International GmbH, Hamburg

Multipette M4

Eppendorf AG, Hamburg

Pipetus® 0,1-200 ml

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co.KG, Eberstadt

S1 Pipettierhilfe

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5424 R

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Megafuge 40R

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Heraeus Multifuge 1-LR

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Heraeus Multifuge X3R

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Tabelle (Tab.) 1 Liste der Gerate und Hersteller.

3.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

5 ml Rundbodenrohrchen

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

5 ml Rundbodenréhrchen mit
Verschlusskappe, Polystyrol

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

96-Well LUMITRAC 200

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Aluminiumfolie

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Attune® 1X Focusing Fluid

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Attune® 1X Shutdown Solution

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Attune® Wash Solution

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Cellstar® 24 Well Cell Culture Plate,
sterile, with lid

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Cellstar® 6 Well Cell Culture Plate, sterile,
with lid

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Cellstar® 96 Well Cell Culture Plate,
sterile, with lid

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

EASYstrainer 70um Filter far 50 ml
Roéhrchen

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Einweghandschuhe Vasco Nitril Blue M

B.Braun GmbH, Urbach

Eppendorf Combitips advanced Smi

Eppendorf AG, Hamburg

Parafilm M®

Bemis Company Inc.

Petrischale Polystyrol 94/16 MM

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Pipettenspitzen TipOne® (10/200/1000 pl)

Starlab International GmbH, Hamburg

Reaktionsgefalle (0,5/1,5/2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Rohrchen (15/50 ml)

Qreiner Bio-One GmbH, Kremsminster,
Osterreich

Serologische Pipetten (5/10/25 ml)

Greiner Bio—One_.InternationaI GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Tab. 2 Liste der Materialien und Hersteller.

3.1.2 Chemikalien, Reagenzien, Supplemente, Medien, Puffer und Kits

3.1.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

2-Propanol ROTIPURAN® 299,8 %, p.a.,
ACS, ISO

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

3%ige Essigsaure mit Methylenblau

Stemcell Technologies Inc., Vacouver,
CAN

AbC™ Total Antibody Compensation Bead
Kit

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Honeywell Riedel-de Haén AG, Seelze

Ampuwa Spullésung 1000 ml

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor
der Hohe
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Aqua dest.

B.Braun GmbH, Urbach

Dabrafenib

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX,
USA

Deoxynucleotide (ANTP) Solution Mix

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA,
USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybri-Max®

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA

Essigsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG., Karlsruhe

Ethanol 70%

Selbst angesetzt

Ethanol 99,8%

Carl Roth GmbH & Co. KG., Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fixable Viability Dye eFlour™ 506

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Gel Loading Dye, Blue

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA,
USA

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain

RPE Biotum LLC, Noyabrskaya,
Russland

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Honeywell Riedel-de Haén AG, Seelze

Lipopolysaccharid (LPS)

Calbiochem GmbH, Bad Soden am
Taunus

Paraformaldehyd (PFA)

Merck KGaA, Darmstadt

Resiquimod (R848)

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX,
USA

Terralin Liquid

Schulke und Mayr GmbH, Norderstedt

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trypanblau Losung 0,4%

Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA

Trypsin — EDTA Solution 1x

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA

Vemurafenib

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX,
USA

Tab. 3 Liste der Chemikalien und Hersteller.

3.1.2.2 Supplemente

Supplement

Hersteller

L-Glutamin

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA
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Recombinanter humaner Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(GM-CSF)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Tab. 4 Liste der Supplemente.

3.1.2.3 Medien

Medium

Hersteller

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Minchen

Gibco RPMI Medium 1640 + L-Glutamine

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

PBMC-Medium (RPMI, 1% -
Mercaptoethanol, 1% L-Glutamin, 1%
Penicillin/Streptomycin)

Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Tab. 5 Liste der Medien.

3.1.2.4 Puffer

Puffer

Hersteller

Accutase® Enzyme Cell Detachment
Medium

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
MA, USA

Density Gradient Media Histopaque®-
1077 (Ficoll-Hypaque)

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA

FACS-Fixierlosung (PBS, 0,7 % PFA)

Selbst angesetzt

FACS-Puffer (DPBS, 2% FCS)

Selbst angesetzt

Gey’scher Lysepuffer
(100 uM EDTA, 10 mM KHCOs3, 155 mM
NH4ClI, H20)

Selbst angesetzt

GoTag® Flexi Puffer

Promega Corp. Madison, WI, USA

RLT Lyse Puffer

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

TAE-Puffer

(TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan) 40 mM, Essigsaure 20mM,
EDTA 1mM)

Selbst angesetzt

Tab. 6 Liste der Puffer.

3.1.2.5 Kits

Kits

Hersteller

Blood & Cell Culture DNA Mini Kit

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay

Promega Corp. Madison, WI, USA
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Caspase-Glo® 3/7 Assay

Promega Corp. Madison, WI, USA

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay

Promega Corp. Madison, WI, USA

GoTagq® G2 Flexi DNA Polymerase

Promega Corp. Madison, WI, USA

Human IFN-y Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-10 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-12 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-17 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-1a Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-13 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-6 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human IL-8 Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human Soluble Protein Master Buffer Kit

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Human TNF-a Flex Set

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Tab. 7 Liste der Kits.

3.1.3 Antikorper

Antikorper| Fluorophor | Klon | Isotyp |Konzentration Hersteller
Anti- Super Bright [6H6 Mouse |1 pl/Test Thermo Fischer
human 436 lgG1 Scientific Inc.
CD123 Waltham, MA, USA
Anti- PE-Cyanine7 [61D3 Mouse |1 ul/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.
CD14 Waltham, MA, USA
Anti- PE-Cyanine7 |[JAA17 |Mouse |1 pl/Test Thermo Fischer
human lgG2a Scientific Inc.
CD141 Waltham, MA, USA
Anti- Super Bright [HIB19 |[Mouse |[2,5 ul/Test Thermo Fischer
human 436 lgG1 Scientific Inc.
CD19 Waltham, MA, USA
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Anti- APC L161 Mouse |1 ul/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.
CD1c Waltham, MA, USA
Anti- APC BC96 Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.
CD25 Waltham, MA, USA
Anti- eFlour™450 [SK7 Mouse |2,5 pl/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.

CD3 Waltham, MA, USA
Anti- FITC RPA-T4 Mouse |[2,5 pl/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.

CcD4 Waltham, MA, USA
Anti- Super Bright [5C3 Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human 702 lgG1 Scientific Inc.
CD40 Waltham, MA, USA
Anti- PE-Cyanine7 |CMSSB |[Mouse |2,5 pl/Test Thermo Fischer
human lgG1 Scientific Inc.
CD56 Waltham, MA, USA
Anti- Super Bright [FN50 Mouse 2,5 ul/Test Thermo Fischer
human 600 lgG1 Scientific Inc.
CD69 Waltham, MA, USA
Anti- PerCP- 2D10.4 [Mouse |1 ul/Test Thermo Fischer
human eFluor™ 710 lgG1 Scientific Inc.
CD80 Waltham, MA, USA
Anti- Super Bright (IT2.2 Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human 600 lgG2b Scientific Inc.
CD86 Waltham, MA, USA
Anti- PE OKT8 |Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human lgG2a Scientific Inc.
CD8a Waltham, MA, USA
Anti- FITC W6/32 [Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human lgG2a Scientific Inc.
HLA-ABC Waltham, MA, USA
Anti- APC-eFluor® [LN3 Mouse |2,5 ul/Test Thermo Fischer
human 780 lgG2b Scientific Inc.
HLA-DR Waltham, MA, USA

Tab. 8 Liste der Antikorper.
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3.1.4 Primer

Oligoname Sequenz (5'— 3) Hersteller

bhat-31-s |[AGAAGCTTCCACCAATACTC (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

bhat-31-as JAGCACCTAGTTGTAAGGAAG (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

bhat-511-s [TGGCATTGATCTGGTTCATC (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

bhat-511- |GTTTAGGAATCTTCCCACTT (20) Eurofins Scientific SE,

as Luxemburg

Yin-1464-s AAATCAGAAGGCTGCTTGGA (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

Yin-1464- |ATGGGTGAATGGGAATTTGA (20) Eurofins Scientific SE,

as Luxemburg

Yin-511-s [TGGCTAGGGTAACAGCACCT (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

Yin-511-as (GGGTACAATGAAGGGCCAAT (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

Yin-31-s  |CCCTTCCATGAACCAGAGAA (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

Yin-31-as |GCTGAAGAGAATCCCAGAGC (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

Gordon-  |[CTAAGCCCTCCTTGTTCTAGACCA (24)  [Eurofins Scientific SE,

3737-s Luxemburg

Gordon-  |CTCTTGGATCCAGGTTCTCAGATT (24) Eurofins Scientific SE,

3737-as Luxemburg

Gordon-  [TTGAGGGTGTGGGTCTCTACCT (22) Eurofins Scientific SE,

511-s Luxemburg

Gordon- |AGGAGCCTGAACCCTGCATAC (21) Eurofins Scientific SE,

511-as Luxemburg

Wex-1464- CCCTCGTGTCTCAAATACTTGC (22) Eurofins Scientific SE,

S Luxemburg

Wex-1464- GCACAGTGCCTGGCATGTAC (20) Eurofins Scientific SE,

as Luxemburg

Wex-3737- GCCCTCCTTGTTCTAGACCAGGGA (24) |Eurofins Scientific SE,

S Luxemburg

Wex-3737- ATCGCTTCCACTTCCTTTATGGCATC (26) |[Eurofins Scientific SE,

as Luxemburg

hil1-3737- |CCTTTCCCTTCTGCTTCTGG (20) Eurofins Scientific SE,

s1 Luxemburg
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hil1-3737- JACAACTCCGACATCAGGGAA (20) Eurofins Scientific SE,

as1 Luxemburg

hil1-3737- [TCTCTCCTTTCCCTTCTGCT (20) Eurofins Scientific SE,

s2 Luxemburg

hil1-3737- |CCTCTGTTTGTGGTCCCCT (19) Eurofins Scientific SE,

as2 Luxemburg

hil-3737-s3 |CTCCAATGGGCTTCTTCTCC (20) Eurofins Scientific SE,
Luxemburg

hil-3737- |GGTCCCCTCTCTTATACCCAC (21) Eurofins Scientific SE,

as3 Luxemburg

Tab. 9 Liste der Primer.

3.1.5 Software, elektronische Medien

Software Firma

Attune® NxT Flow Cytometer
Software

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

FCAP-Array™

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

FCS-Filter™

Soft Flow, Inc., Ungarn

GraphPad Prism 5

GraphPadSoftware Inc., San Diego, CA, USA

Microsoft Office 2019

Microsoft Corp, Redmond, WA, USA

Tab. 10 Liste der Software und der elektronischen Medien.
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3.2 Methoden
3.2.1 Aufarbeitung von Buffy Coats zur Gewinnung von PBMC (116)

Buffy Coats werden in einem 50 ml Réhrchen vorsichtig auf 20 ml Ficoll-Hypaque
geschichtet und ohne Bremse zentrifugiert (20°C, 40 min, 400xg). Hierbei entstehen
drei Schichten, wobei die obere das Plasma, die mittlere die PBMC und die untere
Schicht die Erythrozyten darstellt. Das Plasma wird vorsichtig aspiriert und in 15 ml
Roéhrchen gefullt, wahrend die PBMC auf dem Ficoll-Hypaque verbleibt. Danach wird
das gewonnene Plasma zwecks Hitzeinaktivierung 30 Minuten lang im Wasserbad bei
56°C inkubiert. Wahrenddessen wird die mononukleare Zellschicht mit einer
serologischen Pipette abgesaugt und in ein neues 50 ml Rohrchen geflllt.
Anschlielend wird dieses Rohrchen mit DPBS aufgefillt, zentrifugiert (4°C, 10 min,
450xg) und der Uberstand vom Zellpellet abgenommen. Zur Entfernung von
Blutplattchen und restlichem Ficoll-Hypaque werden die PBMC noch zwei Mal mit 50
ml 4°C kaltem DPBS auf 50 ml aufgefullt, zentrifugiert (4°C, 5 min, 350xg) und der
Uberstand verworfen. Nach den ersten beiden Waschschritten wird jeweils 1 ml
Gey’scher Lyse-Puffer fur eine Minute zu den PBMC gegeben, um die restlichen
Erythrozyten zu lysieren. Das nach 30 Minuten Inkubation denaturierte Plasma wird
ebenfalls zentrifugiert (20°C, 5 min, 750xg) und das gewonnene Serum bei 4°C im
Kahlschrank gelagert. Die PBMC werden nach dem letztem Waschschritt mit PBMC-
Medium auf 50 ml aufgeflllt und 2 ml autologes Serum hinzugefugt. Daraufhin werden
10 pl der Zellsuspension mit Trypanblau-Losung 1:10 verdinnt, in eine
Neubauzahlkammer gegeben und die Zellkonzentration mit Hilfe des Mikroskops
bestimmt. Je nach Versuch werden im Folgenden die PBMC durch Verdinnung mit
PBMC-Medium auf die bendtigte Zellkonzentration eingestellt.

3.2.2 Inkubation der Zellen mit den zu testenden Agenzien

Eine Millionen PBMC (107/ml je 100 pl) werden in eine 96-Well Platte vorgelegt und 1
ul des zu testenden Agens zu der jeweiligen Vertiefung gegeben. Alternativ werden
eine Millionen PBMC (107/ml je 100 pl) in eine 96-Well Platte appliziert und fiir 1,5 h
bei 37°C (5% CO.) inkubiert, sodass sich die Monozyten aufgrund ihrer Eigenschaft
der Plastikadharenz auf dem Boden der Vertiefung absetzen (117). Der Uberstand, in
dem sich die nicht-adharenten Zellen befinden (v.a. T-Zellen, B-Zellen, DC), wird

verworfen oder in eine neue 96-Well Platte Ubertragen. Der Monozyten-Rasen wird im
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Anschluss mit 100yl PBMC-Medium aufgefullt (117). Danach werden die
verschiedenen Zellkultur-Ansatze mit 1 pl des zu testenden Agens versetzt und fur 22
h bei bei 37°C (5% CO2) im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end werden die 96-Well
Platten dem Brutschrank enthommen und zentrifugiert (4°C, 10 min, 400xg). Die
Uberstande werden auf eine neue 96-Well-Platte (ibertragen, beschriftet und bei -20°C
eingefroren. Die verbleibenden Zellen werden mit 200 yl RLT Lyse Puffer lysiert und

die Lysate ebenfalls bei -20°C gelagert.

3.2.3 Cytometric Bead Array (CBA) (118)

FUr die Durchfihrung des CBA werden das ,Human Soluble Protein Master Buffer Kit*
und die ,Human Flex Sets“ von BD verwendet. Zunachst werden die Standards und
die Proben fur die Zytokinanalyse vorbereitet. In 0,5 ml Rdhrchen wird fur die zu
testenden Zytokine eine Standardreihe angesetzt. Hierbei betragt die hochste
Standardkonzentration 2500 pg/ml und die niedrigste 0 pg/ml. Daraufhin wird ein
Bead-Master-Mix angesetzt, bei dem pro Ansatz (Standardreihe und Proben) 0,2 pl
der Beads, die fur jeweils ein Zytokin spezifisch sind, mit 10 pl des ,capture bead
diluent® gemischt werden. Zusatzlich wird pro Ansatz ein zweiter Master Mix mit jeweils
0,2 pl des PE-Nachweisreagenz und 10 pl des detection reagent diluent hergestellt. In
jedes 5 ml Rundbodenrohrchen werden 10 pl des Bead-Master-Mix vorgelegt und mit
jeweils 10 ul der Standardreihe oder der zu analysierenden Proben gemischt und die
Ansatze eine Stunde lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Daraufhin
werden 10 pyl des PE-Master-Mix zu den Rohrchen gegeben und erneut bei
Raumtemperatur fur eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Danach werden die Rohrchen
mit 1 ml DPBS versetzt und zentrifugiert (4°C, 10 min, 300xg). Die R6hrchen werden
dekantiert und es werden 500 yl DPBS hinzugeflgt. Die Beads kdnnen nun mit einem
Vortex-Mischer resuspendiert und mit dem Durchflusszytometer Attune® Nxt

gemessen werden.

3.2.4 Durchflusszytometrie

500 pl der Zellsuspension werden in ein 5ml Rundbodenréhrchen gegeben, mit 1 ml
DPBS versetzt und zentrifugiert (20°C, 10 min, 300xg). Daraufhin werden die
Rohrchen dekantiert und fluoreszenzmarkierte Antikorper hinzugefugt. Im Folgenden
werden die Zellen 25 Minuten lang bei 4°C im Dunkeln. Dann werden die Rohrchen
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mit 500 yl DPBS versetzt und zentrifugiert (20°C, 10 min, 300xg). Schliel3lich werden
die Zellen mit FACS-Fixierlosung (PBS, 0,7% PFA) fixiert. Die Messungen werden mit
dem Durchflusszytometer Attune® Nxt durchgefuhrt und mit der Attune® NxT Flow
Cytometer Software ausgewertet.

3.2.5 Lumineszenz-basierte Assays

3.2.5.1 Caspase-Glo® Inflammasome Assay (119, 120)

Zunachst werden der Caspase-Glo® 1 Puffer und das Z-WEHD-Substrat auf
Raumtemperatur temperiert. Dann wird das Z-WEHD-Substrat mit dem Caspase-Glo®
1 Puffer rekonstituiert und mehrmals invertiert. Der MG-132-Inhibitor und der Ac-
YVAD-CHO-Inhibitor werden bei Raumtemperatur aufgetaut und 60 pl des MG-132-
Inhibitors zu 10 ml gelostem Z-WEHD-Substrat gegeben und gemischt, um
gebrauchsfertiges Caspase-Glo® 1-Reagenz zu erhalten. Danach wird zur Herstellung
des Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO-Reagenz die Halfte (5 ml) des Caspase-Glo® 1-
Reagenz in ein neues Rohrchen Ubertragen, mit 5 yl des Ac-YVAD-CHO-Inhibitors
versetzt und gemischt. Die Zellen, die 5 h im Brutschrank (37°C, 5% CO2) mit dem zu
testenden Agens inkubierten, werden entnommen und 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur gehalten. Dann werden 100 ul des Caspase-Glo® 1-Reagenz zu den
Ansatzen der weil3en 96-Well-Platte gegeben, die nur Medium, unbehandelte Zellen
und die behandelten Zellen enthalten. Im nachsten Schritt werden zur anderen Halfte
der Ansatze 100 pl des Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO-Reagenz appliziert, die Platte
mit einem Deckel verschlossen, der Inhalt der Vertiefungen 30 Sekunden lang
vorsichtig mit dem Thermoschuttler bei 300 U/min gemischt und eine Stunde lang bei
Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wird das Lumineszenzsignal mit dem
Mikroplattenleser Hidex Sense Beta Plus gemessen.

3.2.5.2 Caspase-Glo® 3/7 Assay (121)

Der Caspase-Glo® 3/7-Puffer und das lyophilisierte Caspase-Glo® 3/7 Substrat
werden auf Raumtemperatur eingestellt und anschlieend vermischt, um das
Caspase-Glo® 3/7 Reagenz zu erhalten. Die weille 96-Well Platte wird aus dem
Brutschrank entnommen und auf Raumtemperatur aquilibriert. Daraufhin werden 100
pl des Caspase-Glo® 3/7-Reagenz zu jeder Vertiefung der 96-Well Platte, die

behandelte Zellen, unbehandelte Zellen oder nur Kulturmedium enthalt, appliziert.
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Anschlieflend wird der Inhalt der Vertiefungen 30 Sekunden lang vorsichtig mit dem
Thermoschuttler bei 300 U/min gemischt und eine Stunde lang bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Folgenden wird das Lumineszenzsignal der Proben mit dem

Mikroplattenleser Hidex Sense Beta Plus gemessen.

3.2.5.3 Caspase-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (122)

Zunachst werden der CellTiter-Glo®-Puffer und das CellTiter-Glo®-Substrat auf
Raumtemperatur aquilibriert und im Anschluss vermischt, um das CellTiter-Glo®
Reagenz zu erhalten. Die weille 96-Well Platte, die die zu analysierenden Ansatze
enthalt, wird aus dem Brutschrank enthommen und 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur gelagert. Daraufhin werden 100 pl des CellTiter-Glo® Reagenz in
jede Vertiefung der Platte gegeben. Dann wird der Inhalt der Platte zwei Minuten lang
auf dem Thermoschuttler bei 300 U/min gemischt und zehn Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wird das Lumineszenzsignal mit dem
Mikroplattenleser Hidex Sense Beta Plus gemessen.

3.2.6 Gewinnung der genomischen DNA (123)

Zur Isolierung genomischer DNA wird das Blood & Cell Culture DNA Mini Kit von
QIAGEN verwendet. Zu 1 ml der PBMC-Suspension (107 Zellen/ml) werden 1 ml
eiskalter C1-Puffer und 3 ml destilliertes Wasser hinzugefugt. Die Suspension wird
durch mehrfaches Umdrehen des Rohrchens gemischt. AnschlieRend wird das
Roéhrchen zehn Minuten lang auf Eis inkubiert und zentrifugiert (4°C, 15 min, 1300xg)
und anschlieBend der Uberstand verworfen. Im nachsten Schritt werden 0,25 ml
eiskalter C1-Puffer und 0,75 ml eiskaltes, destilliertes Wasser hinzugegeben und das
Pellet wird mit dem Vortex-Mischer resuspendiert. Daraufhin wird das Rohrchen erneut
zentrifugiert (4°C, 15 min, 1300xg) und der Uberstand verworfen. Nach diesem Schritt
kann das Rohrchen bei -20°C zwischengelagert werden.

Im Folgenden wird 1 ml G2-Puffer in das Rohrchen appliziert und die Zellkerne werden
mit dem Vortex-Mischer 30 Sekunden lang resuspendiert. Dann wird die Suspension
mit 25 pl QIAGEN Protease versetzt und 60 Minuten lang bei 50°C inkubiert. Eine
QIAGEN Genomic-Tip 20/G-Saule wird mit 1 ml QBT-Puffer aquilibriert. Nun wird das
Roéhrchen mit dem Vortex-Mischer 10 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit

resuspendiert und der Inhalt auf die Saule appliziert. Nachdem die Probe durch das
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Genomic-Tip gelaufen ist, wird es mit 2 x 1 ml QC-Puffer gewaschen. Die genomische
DNA wird durch das Hinzufugen von 50°C warmem QF-Puffer aus dem Genomic-Tip
herausgespult. Daraufhin wird die genomische DNA mit 1,4 ml Isopropanol versetzt,
auf zwei neue 2 ml Rohrchen aufgeteilt, gemischt und zentrifugiert (4°C, 20 min,
15000xg). Dann wird der Uberstand entfernt und das DNA-Pellet mit 500 pl kaltem
70%igem Ethanol gewaschen. Der Inhalt der beiden Ro6hrchen wird wieder
zusammengefuhrt, kurz mit dem Vortex-Mischer resuspendiert und zentrifugiert (4°C,
15 min, 15000xg). AnschlieRend wird der Uberstand vorsichtig entfernt und das DANN-
Pellet 10 Minuten lang an der Luft getrocknet. Nun wird 0,1 ml destilliertes Wasser zum
DNA-Pellet gegeben und eine Stunde lang bei 55°C mit dem Thermoschuttler
gemischt. Zuletzt wird der DNA-Gehalt mit dem NanoDrop™ 2000c
Spektralphotometer bestimmt.

3.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Pro Ansatz wird 43 ul eines Master-Mix verwendet, der aus 1 pyl dNTP (10 nM), 10 pl
GoTag® Flexi Puffer, 5 yl MgClz-Losung (25 mM), 0,25 pl GoTaq® G2 Flexi DNA
Polymerase und 26,75 pl destilliertem Wasser besteht. Diesem Master-Mix wird pro
Ansatz 2,5 yl des Vorwartsprimers (10 pmol/ul), 2,5 yl des Ruckwartsprimers (10
pmol/ul) und 40 ng der zu amplifizierenden DNA hinzugefugt. Danach werden die
PCR-Ro6hrchen kurz an der Tischzentrifuge zentrifugiert, in den Thermozykler gestellt
und die PCR gestartet (s. Abb. A3 u. 4).

3.2.8 Aufreinigung der PCR-Produkte (124)

250 pl PB-Puffer werden zu 50 pl des PCR-Produkts hinzugefugt und gemischt. Dann
wird eine QIAquick-Saule in ein 2 ml Réhrchen platziert. Um die DNA zu binden, wird
das PCR-Puffer-Gemisch auf eine QIAquick-Saule appliziert und diese zentrifugiert
(20°C, 60 s, 17900xg). Der Durchfluss wird verworfen und die QlAquick-Saule in das
gleiche Rohrchen gesetzt. Daraufhin wird 0,75 ml PE-Puffer zur QIAquick-Saule
gegeben und das Rohrchen zentrifugiert (20°C, 60 s, 17900xg). Der Durchfluss wird
wiederum verworfen und die QIAquick-Saule in das gleiche Roéhrchen platziert. Das
Roéhrchen mit der QlAquick-Saule wird nun noch einmal zentrifugiert (20°C, 60 s,
17900xg). Dann wird die QlAquick-Saule in ein sauberes 1,5 ml Rohrchen gesetzt, 50
pl destilliertes Wasser auf das Zentrum der QIAquick Membran gegeben und
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zentrifugiert (20°C, 60 s, 17900xg). AnschlieRend wird der DNA-Gehalt mit dem
NanoDrop™ 2000c Spektralphotometer gemessen. Das aufgereinigte PCR Produkt

kann nun zur DNA-Sequenzierung an die Firma StarSEQ geschickt werden.

3.2.9 Gelelektrophorese

In einem Erlenmeyerkolben werden 1,8 g Agarose mit 180 ml TAE-Puffer gemischt
und in der Mikrowelle solange erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig l16st. Dann wird
die Losung auf 50°C abgekuhlt und 18 pl GelRed® hinzugefugt. Das Gel wird in die
Gelkammer gegossen und 20 Minuten lang im Kuhlschrank gelagert, sodass das Gel
fest wird.

Anschlielend wird das Gel in die Laufkammer gelegt und mit TAE-Puffer bedeckt.
Daraufhin werden 5 ul der DNA-Leiter und 20 yl der DNA-Proben, die mit jeweils 4 pl
Loading Dye vermischt wurden, in die Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese
gestartet (80V, 80 min).
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4. Ergebnisse

Wie bereits oben beschrieben, ist das Ziel der Arbeit, immunologische Off-Target
Effekte des BRAF-Inhibitors DAB an humanen Immunzellen zu untersuchen. In dieser
Arbeit wird gepruft, ob DAB die Produktion proinflammatorischer Zytokine induziert und
ob DAB die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern auf diesen Zellen
verandert. Auferdem soll untersucht werden, welche Immunzellpopulationen
malfdgeblich fur die Produktion der Zytokine verantwortlich sind und ob hierfir bekannte

funktional relevante Polymorphismen verantwortlich sind.

4.1 Der Einfluss von Dabrafenib (DAB) auf die Zytokinproduktion von humanen

Immunzellen

Zunachst werden die Ergebnisse der Experimente dargestellt, die den Einfluss von
DAB auf die Zytokinproduktion von humanen Immunzellen untersuchen. Dabei wird
der Schwerpunkt auf die Untersuchung der Produktion von IL-13 durch PBMC und
Monozyten sowie auf die mogliche Aktivierung des Inflammasoms bei diesen
Zellpopulationen gesetzt. Anschlielend wird auch der Einfluss von DAB auf die
Produktion anderer Zytokine durch humane Immunzellen beleuchtet. Im Folgenden
werden PBMC solcher Spender als ,Responder” bezeichnet, die DAB-abhangig IL-18

aufregulieren.
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4.1.1 Der Einfluss von DAB auf die IL-13 Produktion von PBMC

A 400 B 400
350 350
—e— Spender 48 Spender 52
300 300
E 250 I= 250
) >
£ 500 £ 200
Q (<o}
21 150 2150
100 100
50 50
0 ¢ 0 —o—o—o—e —o
DMSO R848 Q MM H N M, H N 9
9% Q9 Q- Qil’ Qs v

Q
DAB-Konzentration (uM)

Abbildung (Abb.) 1 DAB verstarkt die IL-18 Produktion in PBMC nur bei manchen Spendern. 10° PBMC
(107/ml je 100 pl) unterschiedlicher Spender wurden mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,025 uM — 2,5
pM) behandelt und inkubiert (37°C, 5% CO3). Dimethylsulfoxid (DMSO) (1%) diente als Lésungsmittelkontrolle,
R848 als Positivkontrolle (A). Nach 22 h wurden die Uberstande abgenommen und die IL-1B-Konzentration durch
einen CBA bestimmt. Das Diagramm zeigt die IL-1B-Produktion in pg/ml (B) von zwei Spendern (insgesamt wurde
die IL-1B-Produktion durch DAB an PBMC von 17 Spendern getestet).

DAB stimuliert konzentrationsabhangig bei 7 von 17 Spendern die IL-1B-Produktion
von PBMC gesunder Spender (s. Tab. A1). Abbildung (Abb.) 1 zeigt reprasentativ
einen Responder (Spender 48) und einen Non-Responder (Spender 52). PBMC des
Responders reagierten auf eine DAB-Applikation (0,25 yM u. 0,5 pM) mit einer
verstarkten |L-1B-Sekretion, wahrend PBMC des Non-Responders in ihrer IL-1[3-
Produktion unbeeinflusst blieben. Vier der sieben Responder wiesen erhohte IL-1[3-
Level bei einer DAB-Konzentration von 0,25 pM auf, jeweils zwei bei einer DAB-
Konzentration von 0,05 yM bzw. 2,5 yM und einer 0,5 yM.
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4.1.2 Der Einfluss von DAB auf die IL-1B Produktion von Monozyten

A 40,00 B 1.000,00
30,00 100,00
E =
= £
= 20,00 g) 0
@ £ 1000 g
~ (<o)
= - @)
10,00 = /
’ \
N 1,00
0,00
Q o O N o o N &
NN IR A 4 0,10

DAB-Konzentration (uM) DMSO R848

c10 D 1.000,00

—o—#54 —@—#55 —o—#56

6 #57 —e—#58 —e—#59 100,00
2
= =
o < 3
3 2 5
s = 10,00 N
o 1 = 3
£ i z
= | =}
2 \/ \ -
£
- 1,00
i N s sl D e
= 69(1/ Qg Q Q(]/ Q %
_ 0,10
DAB-Konzentration (uM) DMSO R848
0,1
1.000,00
E 4000 F
30,00 100,00 S
_ =
s g o
£
£ 20,00 > %
= £ 1000 §
0 S 3
10,00 = i
=
- D
r—%‘; 'Qi 1,00 >
r #
0,00 =

QA MM O N H b N b
ng’ Q9 NE Q‘)’ N Vv
. 0,10
DAB-Konzentration (uM) DMSO R848

49



Abb. 2 DAB verstirkt bei manchen Spendern die IL-18 Produktion. 10°® PBMC (107/ml je 100 ul)
unterschiedlicher Spender wurden in Vertiefungen einer 96-Well Platte ausgesat und mit DAB in verschiedenen
Konzentrationen (0,025 uM - 2,5 uM) behandelt (A). Parallel wurden durch 1,5-stiindige Plastikadharenz Monozyten
von der non-monozytaren Fraktion getrennt und jeweils mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,025 pM - 2,5
pM) inkubiert (37°C, 5% CO) (C, E). DMSO (1%) diente als Lésungsmittelkontrolle, R848 als Positivkontrolle (B,
D, F). Nach 22 h wurden die Uberstinde abgenommen und die IL-1B-Konzentration durch einen CBA bestimmt.
Die Diagramme (A, B, D, E, F) zeigen die IL-1B-Produktion in pg/ml, das Diagramm C die IL-1B-Level normiert auf
die IL-1B-Level der Kontrolle (s. Tab. A2).

Neben der verstarkten IL-13 Produktion in PBMC nach DAB-Applikation (Abb. 2A), ist
auch in isolierten Monozyten eine IL-1B-Induktion durch DAB zu beobachten (Abb.
2C). Monozyten, die durch Plastikadharenz von der non-monozytaren Fraktion
getrennt wurden und 22 Stunden lang mit DAB inkubiert wurden, wiesen deutlich
hohere IL-1B-Level auf als die korrespondierende PBMC-Population (s. Tab. A2).
Gleichzeitig war das Zytokin auch bei der Behandlung von Monozyten mit dem
TLR7/8-Liganden Resiquimod (R848) im Vergleich zu entsprechend behandelten
PBMC erhoht (Abb. 2D). Im Gegensatz dazu hatte die Applikation von DAB keinen
Einfluss auf die IL-18 Produktion der non-monozytaren Fraktion (Abb. 2E). Zudem
waren die IL-1B-Spiegel verglichen mit denen der PBMC und Monozyten nach der
Inkubation mit R848 deutlich geringer (Abb. 2F).
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4.1.3 Der Einfluss von DAB auf die Inflammasomaktivierung
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Abb. 3 DAB bewirkt eine Inflammasomaktivierung in Monozyten. 10 PBMC (107/ml je 100 pl) unterschiedlicher
Spender wurden in Vertiefungen einer weilRen 96-Well Platte ausgesat, nach 1,5 Stunden Inkubation (37°C, 5%
CO;) die non-adhérente, non-monozytadre Fraktion entfernt und die verbliebenen Monozyten mit DAB in
verschiedenen Konzentrationen (0,05 pM und 0,25 pM) behandelt. R848 (50 ng/ml) diente als Positivkontrolle.
Nach 5 h Inkubation (37°C, 5% CO.) wurde die Inflammasom-Aktivitdt durch den Caspase-Glo® 1 Inflammasome
Assay bestimmt. Das Diagramm zeigt die Caspase-1-Aktivitdt in Relativen-Lumineszenz-Einheiten (RLU). Die

Daten reprasentieren jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung von zwei unabhangigen Experimenten.

Die Produktion von IL-18 und IL-18 wird im Gegensatz zu anderen
proinflammatorischen Zytokinen auf zwei Ebenen reguliert. Einerseits bedarf es der
IL-1B8-Genexpression, andererseits der posttranslationalen Umsetzung durch das
aktivierte Inflammasom. Das Inflammasom ist ein Multiproteinkomplex, der die
Aktivierung der Caspase-1 reguliert. Diese wiederum kann das das Vorlauferprotein
pro-IL-1B in das aktive IL-13 umsetzen (125). Mit DAB behandelte Monozyten wiesen
gegenuber der unbehandelten Kontrolle deutlich erhohte Level der aktivierten
Caspase-1 auf (Abb. 3). Das Ausmal} der Inflammasomaktivierung durch DAB ist auf
einem ahnlichen Niveau wie die Inflammasomaktivierung durch R848 (50 ng/ml). Auch
in PBMC liel3 sich nach DAB-Applikation eine erhohte Aktivitat der Caspase-1
nachweisen, wobei diese verglichen mit der Caspase-1-Aktivitat in den Monozyten
deutlich geringer ausfiel (s. Abb. A2).
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4.1.4 Der Einfluss von DAB auf die Produktion anderer Zytokine von humanen

Immunzellen
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Abb. 4 DAB verstirkt die IL-6- und IL-8-Produktion bei manchen Spendern. 108 PBMC (10’/ml je 100 pl)
unterschiedlicher Spender wurden in Vertiefungen einer 96-Well Platte ausgesat und mit DAB in verschiedenen
Konzentrationen (0,05 uM - 1,25 uyM) behandelt. Parallel wurden durch 1,5-stlindige Plastikadharenz Monozyten
von der non-monozytaren Fraktion getrennt und jeweils mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,05 uM — 1,25
pM) inkubiert (37°C, 5% COy) (D, F). DMSO (1%) diente als Lésungsmittelkontrolle, R848 als Positivkontrolle (s.
Tab. A3-8). Nach 22 h wurden die Uberstéande abgenommen und die IL-1B-, IL-6- und IL-8-Konzentration durch
einen CBA bestimmt. Die Diagramme zeigen die IL-1B-Produktion (A, B), die IL-6 Produktion (C, D) und die IL-8-
Produktion (E, F) von PBMC und Monozyten in pg/ml. Bei den Proben handelte es sich um Triplikate (Mittelwerte
+ Standardfehler s. Tab. A3-8)

Um den Einfluss von DAB auf die Produktion anderer Zytokine zu prufen, wurden
PBMC und durch Plastikadharenz isolierte Monozyten 22 Stunden lang mit DAB
inkubiert und die Konzentration von IL-1a, IL-1j3, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y und TNF-a in
den Uberstanden bestimmt. Wahrend nach DAB-Applikation generell keine erhéhten
IL-1a-, IL-10-, IFN-y- und TNF-a-Level nachzuweisen waren, zeigten vor allem die
PBMC der IL-1B-responsiven Spender (Spender 81 und 87; s. Abb. 4A) eine verstarkte
Produktion von IL-6 und IL-8 gegenuber der jeweiligen Losungsmittelkontrolle (Abb.
4C u. 4E). Die IL-8-Level lagen bei diesen Spendern sogar Uber der hdchsten
Konzentration der Standardreihe von 2500 pg/ml (Abb. 4E u. s. Tab. A7). Auch PBMC
von Spender 80 und 82, die nach DAB-Applikation, verglichen mit DMSO, kaum IL-1(3
produzierten (Abb. 4A u. 4B), zeigten erhohte IL-8-Spiegel. Gleichzeitig reagierten
PBMC des Spenders 80 mit einer moderat verstarkten IL-6-Produktion (Abb. 4C).
Des Weiteren steigert DAB die IL-8-Produktion in Monozyten der Spender 80, 81 und
85, wohingegen Monozyten des Spenders 87 nur mit einer leichten Erh6hung von IL-
8 reagierten (Abb. 4F).

Im Gegensatz zu der teilweise verstarkten Sekretion von IL-8 durch Monozyten, war
die Produktion von IL-6 durch Monozyten gegenuber der Losungsmittelkontrolle kaum
verandert (Abb. 4D). Die Konzentration von IL-1B, IL-6 und IL-8 in Monozyten-
Uberstanden nach DAB-Applikation war im Vergleich zu den resultierenden
Zytokinkonzentrationen der korrespondierenden PBMC insgesamt deutlich verringert
(s.5.1.1).
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4.2 Untersuchung von funktional relevanten IL-1B-Promoter-Einzelnukleotid-
Polymorphismen

Verschiedene allelische Auspragungen von funktional relevanten IL-13-Promoter-
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in IL-1B8-Promoter-Regionen konnen zu
unterschiedlichen transkriptionsregulierenden Funktionen flhren. Dies resultiert zum
Beispiel in einer gesteigerten oder verminderten IL-1B-Transkription und teilweise
unterschiedlichen IL-1B-Protein-Levels (126). Um herauszufinden, ob diese funktional
relevanten SNPs bei der verstarkten IL-1p3-Produktion von humanen PBMC nach DAB-
Applikation eine Rolle spielen, wurde von insgesamt acht Spendern die genomische
DNA gewonnen und die relevanten Promoter-Regionen mittels PCR ampilifiziert und
sequenziert (Tab. 11).

#44 #45 | #47 | #48 | #49 | #50 | #52 | #53
SNP (bhat-31-s) T/C
TTTTGAAAGCTATAAAAACAGCGAGGGAG T T T T T T T X
SNP (bhat-511-s) CIT
AGAGAGCTCCCGAGGCAGAGAAC C C C C C C C X
SNP (Yin-1464-s) G/IC
CACTCCCTTGGATAATGCAGAGCGAG G G G C G G C G
SNP (hil1-3737-s2) CIT
GGGAGGAGAATGGAATGTCCCTTGGACTCT | C T C C C C C T
Responder (+/-) - - + + + + - -

Tab. 11 Funktional relevante IL-1B3-Promoter-(SNPs) sind nicht mit einer verstarkten IL-1B-Produktion von
PBMC nach DAB-Applikation assoziiert. Genomische DNA von insgesamt acht Spendern wurde aus PBMC
gewonnen. IL-1B3-Promoter-Regionen, die funktional relevante SNPs aufweisen, wurden mit den entsprechenden
Primer-Parchen mittels PCR amplifiziert und anschlieRend sequenziert. Die Tab. fasst die Sequenzierergebnisse
von acht Spendern (davon vier IL-1B-responsiv) fir vier verschiedene SNPs in der IL-13-Promoter-Region
zusammen. Die SNP-Sequenz ist unter dem Primernamen angegeben. Die vom SNPs betroffene Nukleinbase ist

gelb markiert und kann durch eine andere Nukleinbase, die hinter dem Primernamen angegeben ist, ersetzt sein.

Die Funktionsfahigkeit der Primer wurde mittels Gelelektrophorese getestet (s. Abb.
A3 u. 4). Die Halfte der getesteten Spender waren IL-13-Responder (vgl. Tab. A11).
Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines bestimmten SNP in
der IL-1B-Promoterregion und der IL1B-Responsivitat von PBMC auf DAB festgestellt
werden. Beispielsweise wiesen alle vier Responder bei der SNP-Sequenz, die Primer
6 flankiert, die Base Cytosin auf, jedoch ist diese Base auch bei zwei von vier Non-
Respondern (Spender 44 und Spender 52) vorhanden.
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4.3 Die Effekte von DAB auf die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern von

humanen Immunzellen

Neben der Analyse der Zytokinproduktion durch humane Immunzellen nach DAB-
Applikation wurde die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern auf humanen
Monozyten, B-Zellen und T-Zellen nach einer PBMC-Inkubation mit DAB gepruft.
Hierzu wurden PBMC von Spendern, die in Parallelansatzen auf die Zytokinproduktion
nach DAB-Gabe mittels CBA getestet wurden (s 4.1.4), 22 h lang mit DAB (0,25 uM)
inkubiert, Oberflaichenmolekile von Monozyten, B-Zellen und T-Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt und deren Expression mit dem

Durchflusszytometer bestimmt.

4.3.1 Die Effekte von DAB auf die Expression von Aktivierungs- Oberflachenmarkern

von Monozyten
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Abb. 5 DAB hat keinen Einfluss auf die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86,
verringert jedoch die Expression von HLA-DR auf Monozyten.
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4x10® PBMC (500 pl) unterschiedlicher Spender, u.a. von Spender #80 als reprasentativem Non-Responder und
Spender #81 als reprasentativem Responder (IL-1B-Level normiert auf die Kontrolle A, B), wurden in ein steriles 5
ml Rundbodenréhrchen gegeben und mit DAB (0,25 pM) inkubiert (37°C, 5% CO2). DMSO (1%) diente als
Lésungsmittelkontrolle, R848 (2 ug/ml) als Positivkontrolle. Nach 22 h wurde die Expression von CD40 (C), CD80
(D), CD86 (E) und HLA-DR (F, G) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Daten zeigen die durchschnittliche
Fluoreszenz-Intensitat (MFI) des entsprechenden Oberflichenmarkers auf lebenden HLA-ABC*/CD14"-
Monozyten. Die Daten von Teilabbildung G reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von acht unabhangigen

Experimenten.

Spender 80 wird im Folgenden als ein reprasentativer Non-Responder und Spender
81 als ein reprasentativer Responder betrachtet (Abb. 5A u. 5B). Insgesamt wurden
acht Spender getestet.

Eine Behandlung mit R848 erhdhte die Expression der kostimulatorischen Molekule
CD40, CD80 und CD86 von HLA-ABC*/CD14"-Monozyten des Responders (Spender
81) sowie die Expression von CD40 und CD80 des Non-Responders (Spender 80)
(Abb. 5C, 5D). Die Expression von CD86 wurde durch R848 bei Spender 80 nicht
beeinflusst (Abb. 5E).

Im Gegensatz zu der weitgehenden Aufregulation der getesteten Oberflachenmarker
durch R848 zeigte die DAB-Applikation sowohl bei Respondern als auch bei Non-
Respondern keinen Einfluss (Abb. 5C, 5D u. 5E). Eine Ausnahme bildet die
Herunterregulation von HLA-DR nach Inkubation mit DAB (Abb. 5 F). Die Expression
von HLA-DR auf Monozyten wurde durch DAB im Mittel um ca. 40% gesenkt, wobei
keine unterschiedlichen Tendenzen zwischen Respondern (Spender 81 und 87) und
Non-Respondern (Spender 80, 82, 83, 84, 85, 86) festgestellt wurden (Abb. 5G, s.
5.3).

4.3.2 Die Effekte von DAB auf die Expression von Aktivierungs- Oberflachenmarkern
von B-Zellen

Ahnlich wie Monozyten reagierten B-Zellen auf die Applikation des Stimulus R848 mit
einer Hochregulation der kostimulatorischen Molekule CD40, CD80 und CD86,
wahrend DAB keinen Einfluss auf die Expression dieser Oberflachenmolekuile zeigte
(Abb. 6A, 6B u. 6C).

Zudem erhohte R848 auller bei Spender 80 die Expression von HLA-DR auf B-Zellen,
wohingegen die 22-stiundige DAB-Applikation keine Veranderung bezuglich der HLA-
DR-Expression auf B-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (DMSO) bewirkte (Abb. 6D).
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Abb. 6 DAB hat keinen Einfluss auf die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86
sowie des Oberflichenrezeptors HLA-DR auf B-Zellen. 4x10° (500 pl) PBMC unterschiedlicher Spender, u.a.
von Spender 80 als Non-Responder und Spender 81 als Responder wurden in ein steriles 5 ml Rundbodenréhrchen
gegeben und mit DAB 0,25 pM inkubiert (37°C, 5% CO;). DMSO (1%) diente als Lésungsmittelkontrolle, R848 (2
pg/ml) als Positivkontrolle. Nach 22 h wurde die Expression von CD40 (A), CD80 (B), CD86 (C) und HLA-DR (D)
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Daten zeigen die durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (MFI) des
entsprechenden Oberflachenmarkers auf lebenden HLA-ABC*/CD19*-B-Zellen.

MFI

4.3.3 Die Effekte von DAB auf die Expression von Aktivierungs- Oberflachenmarkern
auf T-Zellen

CD3*/CD567/CD4*-T-Zellen und CD3*/CD56/CD8*-T-Zellen reagierten auf die
Applikation von R848 mit einer Hochregulation der Aktivierungs-Oberflachenmarkers
CD25, wobei diese Erhdhung bei Spender 80 moderater ausfiel als bei Spender 81
(Abb. 7A u. 7C). Auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 hatte R848 jedoch
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CD4*

CcD8*

keinen Einfluss (Abb. 7B u. 7D). DAB war nicht in der Lage die Expression von CD25
und CD69 bei CD4*- und bei CD8*-T-Zellen zu beeinflussen (Abb. 7). CD4*-T-Zellen

von Spender 81 wiesen nach DAB-Applikation eine leicht verminderte Expression von

CD69 gegenulber der Losungsmittelkontrolle auf (Abb. 7B).
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Abb. 7 DAB hat keinen Einfluss auf die Expression der Oberflaichenmarker CD25 und CD69 auf CD4+- und
CD8+-T-Zellen. 4x108 (500 ul) PBMC unterschiedlicher Spender, u.a. von Spender 80 als Non-Responder und
Spender 81 als Responder wurden in ein steriles 5 ml Rundbodenréhrchen gegeben und mit DAB 0,25 uM inkubiert
(37°C, 5% CO;). DMSO (1%) diente als Losungsmittelkontrolle, R848 (2 ug/ml) als Positivkontrolle. Nach 22 h
wurde die Expression von CD25 (A, C) und CD69 (B, D) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Daten zeigen

die durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (MFI) des entsprechenden Oberflachenmarkers auf lebenden
CD3*/CD567/CD4*-T-Zellen (A,B) und lebenden CD3*/CD56/CD8*-T-Zellen (C, D)
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5. Diskussion

5.1 Die Zytokinproduktion von humanen Immunzellen nach DAB-Gabe

Erreger und physikalische oder chemische Belastungen konnen akute Entzindungen
auslosen. Die Entzundungsreaktion sorgt dafur, dass die Quelle des
Gewebeschadens beseitigt wird und die Homoostase wiederhergestellt wird. So wird
beispielsweise im Falle einer pathogen-induzierten Entzindung die immunologische
Pathogenabwehr initiiert. Durch eine chronische Entziindung konnen jedoch zellulare
Ereignisse ausgelost werden, die eine maligne Transformation und Karzinogenese
fordern. Entzindungsmediatoren wie TNF-a, IL-6, TGF-$ und IL-10 sind sowohl an der
Entstehung als auch am Fortschreiten von Krebserkrankungen beteiligt (127). Im
Hinblick auf das Zusammenspiel von Entzindungsmediatoren und malignen
Prozessen scheint die Veranderung der Zytokinproduktion im Tumormikromilieu und

in Immunzellen durch anti-Tumor-Medikamente von hoher Relevanz.

5.1.1 Die Aktivierung des Inflammasoms und die Produktion von IL-18 durch PBMC
und Monozyten nach DAB-Applikation

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DAB bei
sieben von 17 Spendern die IL-1B-Produktion konzentrationsabhangig stimuliert (s.
Tab. A1). Dies stimmt weitgehend mit den Ergebnissen von Hajek et al. (14) Uberein,
bei denen einige Proben von primaren humanen DC, die aus PBMC isoliert wurden,
nach der Behandlung mit DAB erhohte IL-13-Spiegel aufwiesen. Hingegen konnte bei
allen Proben die Steigerung der IL-1B-Produktion durch BRAF-Inhibitoren sowohl bei
unstimulierten als auch bei stimulierten murinen BMDC festgestellt werden (14). Dies
konnte damit zusammenhangen, dass es sich bei den Mausen um nahezu reinerbige
Nachkommen einer Inzuchtlinie handelt, wahrend die humanen Immunzellen aus dem
Leukozytenfilm (Buffy-Coats) verschiedener, anonymer Blutspender gewonnen
wurden. Neben der genetischen Variabilitat der Spender, die fur das unterschiedliche
Ansprechen auf die Behandlung mit BRAF-Inhibitoren verantwortlich sein konnte, ist
eine speziesabhangige unterschiedliche Reaktion auf die BRAF-Inhibition denkbar.
Beispielsweise konnen Inflammasom-Antworten auf Pathogene bei Maus-
Makrophagen NLRP3-abhangig und a-Hamolysin-abhangig sein, wahrend das gleiche
Pathogen bei menschlichen Makrophagen eine NLRP3-unabhangige und o-
Hamolysin-abhangige Reaktion auslost (128).
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Monozyten, die mittels Plastikadharenz aus PBMC isoliert wurden, reagierten in den
meisten Fallen, ebenso wie die entsprechenden PBMC, auf eine DAB-Behandlung mit
einer verstarkten IL-13-Produktion (vgl. Tab. A1-4). Hajek et al. (14) zeigten, dass
murine milzabgeleitete LPS-stimulierte Monozyten und Makrophagen nur eine gering
erhohte intrazellulare IL-1B-Expression nach BRAF-Inhibitor-Gabe aufwiesen. Zudem
konnte kein IL-1B in Uberstanden von mit BRAF-Inhibitor behandelten humanen
MODC festgestellt werden, wohingegen bei entsprechend behandelten aus PBMC
isolierten DC eine Erhdhung der IL-1B3-Konzentrationen nachgewiesen wurde. Dass
primare humane Monozyten im Gegensatz zu humanen MODC mit einer IL-13
Produktion reagierten, konnte darin begrundet sein, dass durch die Reifung der
Monozyten mit IL-4, GM-CSF, IL-6, IL-13, PGE2 und TNF-a zu MODC der Stoffwechsel
und die Genexpression der Zellen so verandert werden, dass der molekulare
Angriffspunkt, der den Off-Target-Effekt des BRAF-Inhibitors vermittelt, verandert wird
oder nicht mehr exprimiert wird. Die Komponenten des Inflammasoms stellen mogliche
molekulare Angriffspunkte dar, die fur die Initiierung der IL-13-Produktion durch DAB
verantwortlich sein konnten (s. 5.1.2).

Eine weitere Erklarung fur die Induktion von IL-13 durch DAB konnte die paradoxe
ERK-Aktivierung in BRAFV600-Wildtyp-Zellen liefern. BRAF-Inhibitoren konnen die
Transaktivierung von BRAF-Dimeren unterstitzen und dadurch den MAPK-Signalweg
aktivieren (129). Unter anderem wird dieser Prozess fur das Auftreten von
Sekundartumoren  wie Plattenepithelkarzinomen und Keratoakanthomen
verantwortlich gemacht (130). Einen weiteren Hinweis fur das generelle Auftreten
dieses Phanomens in einer Vielzahl von Zelltypen lieferte die Beobachtung einer
beschleunigt fortschreitenden RAS-mutierten Leukamie. Die rasche Progredienz
wurde auf die paradoxe ERK-Aktivierung durch den BRAF-Inhibitor VEM
zuruckgefuhrt (131).

Die Aktivierung der ERK-Kaskade in Immunzellen durch einen BRAF-Inhibitor kdnnte
zu einer vermehrten Expression des inflammatorischen Zytokins IL-13 fuhren. Ein
Indiz hierfur ist die Hemmung der durch VEM vermittelten IL-1B3-Induktion durch die
Koapplikation des MEK-Inhibitors COB in LPS-stimulierten BMDC (14). Ein ahnlicher
Mechanismus wurde im Jahr 2000 von Kurosawa et al. beschrieben, bei dem Bufalin,
ein spezifischer Inhibitor der Na*/K*-ATPase, c-fos und inflammatorische Zytokine wie
IL-18 und TNF-a in THP-1-Zellen induzierte. Die Vorbehandlung der Zellen mit dem
MAPKK-, MEK-1- und MEK-2-Inhibitor PD-98059 flhrte zu einer Hemmung der
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Genexpression von c-fos und IL-1B. Dies kdonnte darauf hindeuten, dass die ERK-
Kinase-Kaskade die Induktion von inflammatorischen Zytokinen vermittelt (132).
Gegen diesen Erklarungsansatz spricht wiederum, dass der MEK-Inhibitor TRA den
IL-1B-induzierenden Effekt von DAB in LPS-stimulieten BMDC nicht abschwachen
konnte (14).

Neben der Frage nach dem moglichen Mechanismus der IL-1B-Induktion durch DAB
in humanen Immunzellen gilt es herauszufinden, welche Zellpopulationen maf3geblich
an der IL-1B-Produktion beteiligt sind. Um eine grobe Unterscheidung zwischen der
IL-1B-Sekretion in den verschiedenen PBMC-Zelltypen zu treffen, wurden Monozyten
mittels Plastikadharenz von T-Zellen, B-Zellen und DC getrennt und beide Ansatze mit
DAB inkubiert (s. 4.1.2). Dabei zeigte sich, dass die Monozyten viel starker auf die
Behandlung mit DAB ansprechen als die Non-Monozyten (Abb. 2). Zudem Uberstiegen
die IL-1B-Spiegel in den Uberstdnden der Monozyten die IL-1B-Level der mit DAB
behandelten PBMC. Dieses Phanomen konnte damit erklart werden, dass Monozyten
in der Abwesenheit anderer PBMC den BRAF-Inhibitor DAB zu einem grofieren Anteil
aufnahmen und deshalb die Auspragung der IL-1B-induzierenden Effekte starker
ausgepragt waren. Eine ahnliche Beobachtung machten Tel et al.: Die Autoren
zeigten, dass der BRAF-Inhibitor VEM die Reifung und die Zytokinproduktion von stark
aufgereinigten nDC gesunder Spender inhibiert. Dieser Effekt war jedoch nicht zu
beobachten, wenn die gesamte PBMC-Fraktion mit VEM behandelt wurde (114).
Wenn DAB bei der Abwesenheit anderer PBMC zu einem groReren Anteil von
Monozyten aufgenommen werden wurde, konnte man jedoch davon ausgehen, dass
bei einem Responder die gesamten PBMC bei hoheren DAB-Konzentrationen als bei
den aufgereinigten Monozyten maximale IL-1B-Level aufweisen. Da dies nicht der Fall
ist, sollte man diesen Erklarungsansatz kritisch betrachten (s. Tab. A1 und 2).
Alternativ ware denkbar, dass IL-1 vorrangig von Monozyten produziert wird, jedoch
von allen PBMC-Populationen aufgenommen wird. Dies hatte zur Folge, dass bei der
Abwesenheit der restlichen Zellpopulationen die Reduktion des von Monozyten
produzierten IL-1B durch diese Zellen ausbleibt und somit die Diskrepanz zwischen
den niedrigeren IL-1B-Konzentrationen im Uberstand aller PBMC und den héheren IL-
1B-Konzentrationen im Uberstand der aufgereinigten Monozyten bedingt.

In der zweiten Versuchsreihe, die u.a. die IL-13-Produktion von Monozyten und PBMC
nach DAB-Applikation vergleichen sollte, wurde die Methodik dahingehend geandert,

dass statt des alleinigen Abnehmens des Uberstandes nach Plastikadharenz der
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Monozyten nun zwei Waschschritte durchgefiihrt wurden. Diese Anderung kénnte
dafur verantwortlich sein, dass die Ergebnisse der vorherigen Versuchsreihe nicht
mehr reproduzierbar waren. Die Monozyten reagierten nun auf die Applikation von
R848 und DAB mit einer weniger stark ausgepragten IL-1B3-Produktion (vgl. Abb. 2 u.
Tab. A1 u. A2 mit Abb. A1 u. Tab. A3 u. A4). Moglicherweise wurden durch die
EinfGhrung der Waschschritte mehr Monozyten von der Polystyrol-Oberflache entfernt,
was eine geringere IL-1B-Sekretion in den Uberstand zur Folge hatte.

Das Zytokin IL-1p ist als ein zentraler Mediator bei der Initierung der angeborenen und
der erworbenen Immunantwort bekannt, der an der Beseitigung von akuten
Entzindungen beteiligt ist (133). Zudem wurden fur IL-1 anti-apoptotische und
stimulatorische Effekte auf DC nachgewiesen (134). Daruber hinaus spielt das
proinflammatorische Zytokin IL-1 eine Rolle bei der Verstarkung der Th1- und Th-17
vermittelten Immunantwort gegen Tumore (135, 136). Andererseits kann durchgangig
erhohtes IL-1B bei chronischen Entzindungen die Entstehung und die Ausbreitung
von Tumoren durch verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel durch eine
vermehrte Tumorangiogenese, fordern (137, 138).

Die in vitro beobachtete IL-1B3-Induktion durch DAB in PBMC, insbesondere in
Monozyten, konnte, sofern in vivo ebenfalls vorhanden, die Immunantwort, das
Tumorwachstum und die Metastasierung beeinflussen. Hierbei konnte die
Unterscheidung zwischen der IL-1B-Produktion und -Wirkung im Tumormikromilieu
von der in den PBMC beobachteten IL-1B-Induktion und der damit potenziell
einhergehenden systemischen Wirkung bei der Interpretation der Ergebnisse

entscheidend sein:

In experimentellen Tumormodellen und bei Krebspatienten wurde eine Korrelation
zwischen erhohten IL-13-Spiegeln und der Karzinogenese, der Invasivitat des Tumors
und einer schlechten Prognose festgestellt (137). Progrediente maligne Melanome
wiesen eine verstarkte IL-1B-Produktion auf, insbesondere durch das vermehrte
Vorhandensein von pro-IL-18 und einer erhohten Caspase-1-Aktivitat (139).
Umgekehrt wurde das Wachstum von malignen Melanomen mit IL-13-produzierenden
Tumorzellen durch die Inhibition des IL-1-Signalwegs durch IL-1-Rezeptor-
blockierende Antikorper eingeschrankt (140). Des Weiteren kann IL-18 zur
Tumorresistenz beitragen, indem es die Akkumulation von T-Zell supprimierenden
MDSC fordert (141).
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In der Halfte der mit BRAF-Inhibitoren behandelten Patienten konnten Young et al.
eine erhohte IL-13-mRNA-Expression in Melanom-Biopsien nachweisen (15). Die
Autoren fuhrten die verstarkte IL-1B-Expression auf Tumor-assoziierte Makrophagen
zurlck, die wahrend der Behandlung mit VEM oder einer Kombination von DAB und
TRA den Tumor vermehrt infiltrieren (96). Durch die Wechselwirkung der Tumor-
assoziierten Makrophagen mit Fibroblasten und Melanomzellen kommt es in der Folge
zu einer raschen Toleranzentwicklung gegenuber MAPK-Inhibitoren (s. 2.1.2.2). Eine
ahnliche Beobachtung machten Hugo et al., die die Entwicklung der MAPK-Inhibitor-
Resistenz  auf hochdynamische und  wiederkehrende  nicht-genomische
Veranderungen und einer sich verandernden intratumoralen Immunitat zurtckfuhrten
(142).

Die Feststellung von Young et al., dass ungefahr die Halfte der mit BRAF-Inhibitor
behandelten Patienten eine erhdhte IL-13-mRNA-Expression aufweisen, geht mit der
Beobachtung einher, dass nur ein Teil der PBMC bzw. Monozyten von gesunden
Spendern in vitro nach DAB-Applikation verstarkt IL-13 produzierten (s. Tab. A1).
Diese Feststellung bestatigt die Annahme, dass mit DAB behandelten Patienten in IL-
1B-Responder und IL-1B-Non-Responder eingeteilt werden konnen. Dartber hinaus
scheint die Auffassung der Autoren, dass vor allem Tumor-assoziierte Makrophagen
fur die Produktion von IL-1B im Tumormikromilieu verantwortlich sind, plausibel, denn
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Vorlauferzellen der
Makrophagen, die Monozyten, neben humanen primaren DC (14), eine relevante IL-
1B-produzierende Fraktion in den PBMC darstellen (s. 4.1.2). Um dies weiter zu
verifizieren, konnten durch Plastikadharenz isolierte Monozyten mit M-CSF und IL-4
zu M2-artigen-Makrophagen differenziert werden, die dann als ein in vitro Modell fur
Tumor-assoziierte Makrophagen auf eine mogliche DAB-induzierte |IL-13-Produktion
getestet werden konnten. Wirde sich bestatigen, dass DAB in vitro die IL-1B3-Sekretion
in M2-artigen Makrophagen fordert, ware dies ein weiterer Hinweis fur den Einfluss
dieses Off-Target-Effekts auf die Entwicklung von Resistenzen gegen BRAF-

Inhibitoren und einer damit einhergehenden verminderten Antitumorantwort.

Obwohl im Tumormikromilieu vorhandenes IL-1B das Tumorwachstum zu férdern
scheint und die BRAF-Inhibitor-Therapie die IL-1B-Expression in manchen Patienten
steigert (15), sollte der Einfluss von IL-13 auf die Entwicklung tumor-suppressiver
Immunzell-Funktionen nicht auler Acht gelassen werden. Adenosintriphosphat (ATP),

das durch sterbende Tumorzellen freigesetzt wird, bindet an den P2RX7-Rezeptor auf
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DC, der im Folgenden das NLRP3-abhangige Inflammasom aktiviert und so die
Sekretion von IL-13 ermdglicht. In Abwesenheit eines funktionellen |IL-1-Rezeptors, bei
einem NLRP3”-- oder bei einem Casp-17--Mausmodell versagte das Priming von IFN-
y-produzierenden CD8*-T-Zellen durch DC, welches aufgrund absterbender
Tumorzellen initiiert werden wurde (136). Dementsprechend erwies sich die
Chemotherapie bei diesen Mausmodellen als ineffizient, was darauf hindeutet, dass
das NLRP3-Inflammasom die angeborene und adaptive Immunreaktion gegen
absterbende Tumorzellen verknlpft (136). Die Inflammasom-Aktivierung fuhrt also
zusammen mit anderen Signalen, die von den sterbenden Tumorzellen ausgehen, zur
Reifung von DC und zur Freisetzung von IL-1B. Durch das Binden des IL-1R1 lockt IL-
18 yd-T-Zellen zum Tumor, welche daraufhin IL-17 produzieren. Dies fuhrt zur
Rekrutierung von IFN-y-produzierenden CD8*-T-Zellen und zur Lyse von Tumorzellen
(143). Damit einhergehend wurde festgestellt, dass die Blockade von IL-1B3/IL-1R- oder
IL-17A/IL-17Ra-Signalen die therapeutische Wirkung von Doxorubicin aufhebt (144).

Diese Beobachtungen konnten den hinsichtlich der Tumorantwort zunachst als
ungunstig angenommenen IL-1B-induzierenden Effekt der BRAF-Inhibitoren
relativieren, da das zusatzlich vorhandene IL-1B die auf immunogenen Zelltod
basierende Immunantwort gegen den Tumor verstarken konnte (145). Dies ware vor
allem dann relevant, wenn der Off-Target-Effekt der BRAF-Inhibitoren nicht nur auf die
im Tumormikromilieu vorhandenen Immunzellen beschrankt ist. Gegen diese
Uberlegung spricht wiederum, dass Hong et al. bis auf einen leichten Anstieg von TNF-
a im Serum keinen nachweisbaren Einfluss einer DAB-Therapie auf die Serum-
Zytokinspiegel, die Anzahl peripherer Blutzellen, den Anteil bestimmter Leukozyten-
Untergruppen oder auf CD4*- und CD8*-T-Zell-Gedachtnisantworten nachweisen
konnten. Untersucht wurden 13 Patienten mit BRAF-mutiertem Melanom (146).

Diese Argumentation wird jedoch von den Ergebnissen der im Jahr 2017
veroffentlichten CANTOS-Studie abgeschwacht, die zeigten, dass die Behandlung von
Patienten mit dem Anti-IL-1B3-Antikdrper Canakinumab die Inzidenz von Lungenkrebs
signifikant senkte und die Uberlebenszeit von Tumorpatienten erhdhte (16). Diese
Studie unterstreicht nicht zuletzt die Notwendigkeit, die tumorfordernden Effekte von
IL-1B weiter zu eruieren und die potenzielle Uberlegenheit einer kombinierten
Pharmakotherapie aus BRAF-/MEK-Inhibitoren und IL-1B3-Antagonisten gegenuber
BRAF (+ MEK-Inhibitoren) in Tumormausmodellen zu untersuchen.
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5.1.2 Die Produktion von IL-6 und IL-8 durch humane Immunzellen nach DAB-
Applikation

Die Antitumoreffekte, die durch BRAF- und/oder MEK-Inhibitoren erreicht werden,
werden weitestgehend auf die direkte Wirkung der Pharmaka auf Melanomzellen
zuruckgefuhrt. Die MAPK-Inhibitoren sind in der Lage, in den Tumorzellen Apoptose
zu induzieren (147). In BRAFV600E-mutierten Melanomen tragt die Aktivierung des
MAPK-Signalwegs durch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10, IL-6
und VEGF zur Immunevasion bei (61). Potenzielle Off-Target Effekte des BRAF-
Inhibitors DAB, welche die Produktion immunsuppressiver Zytokine in humanen
Immunzellen beeinflussen, konnten daher fur die Modulation der antitumoralen

Immunantwort relevant sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DAB die Produktion von IL-6
und IL-8 in PBMC von vorzugsweise denjenigen Spendern steigerte, deren
Uberstande gleichzeitig erhdhte IL-1B-Spiegel aufwiesen (s. 4.1.4).

Dem Zytokin IL-6 wird u.a. zugeschrieben, an der Entstehung und am Fortschreiten
von Krebserkrankungen beteiligt zu sein (148). Damit Ubereinstimmend waren die IL-
6-Serumkonzentrationen bei 13 verschiedenen Krebsarten, insbesondere beim
malignen Melanom, aber auch bei anderen boésartigen Tumoren wie Lungenkrebs,
Brustkrebs und Darmkrebs, erhoht. Dartber hinaus scheinen die IL-6-Konzentrationen
mit dem Tumorstadium, der Prognose, der Tumorgrofde und dem Fortschreiten der
Erkrankung bei vielen Krebsarten, u.a. beim malignen Melanom, assoziiert zu sein
(149). Durch Versuche mit einem Tumormausmodell konnte beispielsweise festgestellt
werden, dass eine IL-6-abhangige Aktivierung von Stat3/Socs3 fur das Fortschreiten
intraepithelilaler Pankreasneoplasien und fur die Entwicklung des Pankreas-
Adenokarzinoms erforderlich ist (150). Als primare IL-6-Quellen im Tumormikromilieu
wurden neben den Tumorzellen auch TAM, MDSC, CD4*-T-Zellen und Fibroblasten
ausgemacht. Die Anwesenheit von IL-6 im Tumormikromilieu kann sich sowohl direkt
auf die Tumorzellen auswirken (Férderung der Zellproliferation, des Uberlebens und
der Metastasierung), als auch indirekt Uber die Manifestierung immunsuppressiver
Effekte, die durch MDC, TAM und tolerogene DC vermittelt werden (148).

Ob DAB die Produktion von IL-6 in PBMC durch direkte Effekte fordert oder durch
indirekte Effekte Uber die Wirkung des vermehrt vorhandenen IL-1(, ist auf Grundlage
der durchgefuhrten Versuche nicht zu beantworten. Fur eine IL-13-abhangige IL-6-
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Induktion wirde sprechen, dass die PBMC der Spender, die auf die DAB-Applikation
mit einer vermehrten IL-1B-Produktion reagierten, gleichzeitig erhohte IL-6-Level im
Uberstand aufwiesen (Abb. 4). Damit tbereinstimmend beschrieben Schuett et al.,
dass die IL-6-Genexpression in Monozyten und Makrophagen durch Zytokine wie IL-
1 und TNF-a, sowie durch PDGF und Interferone induziert wird (151).

Um eine mogliche IL-1B3-abhangige IL-6-Induktion zu beweisen, konnte man PBMC
vor DAB-Applikation mit anti-IL-1B-Antikorpern inkubieren und daraufhin die IL-6-

Konzentrationen bestimmen.

IL-8, auch als CXC-Motiv-Chemokin 8 (CXCL8) bekannt, ist ein Chemokin, das als
multifunktionales Zytokin Tumorproliferation, -invasion und -migration auf autokrine
und parakrine Weise moduliert. Es konnte gezeigt werden, dass IL-8 und seine
Rezeptoren CXC-Chemokinrezeptor 1 (CXCR1) und CXC-Chemokinrezeptor 2
(CXCR2) an der Initiierung und Entwicklung verschiedener Krebsarten wie Brustkrebs,
Prostatakrebs, Lungenkrebs, Darmkrebs und des malignen Melanoms beteiligt sind
(152). CXCR1/2 sowie IL-8 sind in unterschiedlichen Tumoren Uberexprimiert und
deren Expressionsniveau korreliet mit dem Tumorstadium und dem
Differenzierungsgrad des Tumors (153). IL-8 dampft die Immunantwort gegen den
Tumor, indem es die Infiltration Neutrophiler Granulozyten und MDSC in das
Tumormikromilieu fordert (154). AulRerdem begunstigt IL-8 die Vaskularisation des
Tumors, aktiviert MMP-2 und verstarkt die Anoikis-Resistenz, verhindert also eine
Form des programmierten Zelltodes (155, 156). In Tumor-Mausmodellen konnte
gezeigt werden, dass das Auftreten spontaner Lungenmetastasen bei Tieren mit
CXCR-2-Knockdown-Mammakarzinomen verringert wird, die Wirkung der
Chemotherapie verbessert wird und die Angiogenese gehemmt wird (157). CXCR2-
Knockoutmause, denen ein Lewis-Lungenkarzinom implantiert wurde, zeigten ein
signifikant geringeres Tumorwachstum, eine deutliche Verringerung spontaner

Metastasen und eine verminderte GefalRdichte (158).

Obwohl DAB die Produktion von IL-6 und IL-8 durch humane Immunzellen in vitro zu
fordern scheint, muss beachtet werden, dass Melanom-Biopsien von mit BRAF-
Inhibitoren behandelten Patienten weniger immunsuppressive Zytokine wie IL-6 und
IL-8 aufweisen (109). AulRerdem konnten Schilling et al. bei in vitro-Versuchen
beobachten, dass der BRAF-Inhibitor VEM Melanomzellen daran hindert, moMDSC

induzierende Zytokine wie |IL-6 zu sezernieren (110). Hierbei gilt es jedoch noch genau
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zu untersuchen, ob im Tumormikromilieu die Wirkung von VEM auf Melanomzellen
und myeloide Zellen unterschiedlich ist und wie diese Zellpopulationen hinsichtlich der
Zytokinproduktion und Elimination in Anwesenheit von VEM wechselwirken.

Darlber hinaus konnte die Kombinationstherapie mit einem MEK-Inhibitor die
Produktion von IL-6 unterdriacken. So konnte in LPS-stimulierten humanen PBMC
gezeigt werden, dass der MEK-Inhibitor TRA die Produktion von TNF-a und IL-6
blockiert (159). Dies relativiert die Relevanz der DAB-induzierten IL-6- und IL-8-
Produktion in humanen Immunzellen insofern, als in vivo die Wirkungen der BRAF-

Inhibitoren, die ein gunstigeres Tumormikromilieu fordern, zu Uberwiegen scheinen.
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5.2 Funktional relevante IL-1B3-Promoter-Einzelnukleotid-Polymorphismen als
mogliche Ursache fur die spenderabhangige DAB-induzierte IL-13-Produktion

Pyrexie ist die haufigste Nebenwirkung bei der Behandlung mit DAB und tritt ohne die
Kombination mit dem MEK-Inhibitor TRA bei 25-35% der Patienten auf (160). Da in
der vorliegenden Arbeit in Uberstéanden von PBMC, die mit DAB behandelt wurden,
bei sieben von 17 Spendern (ca. 41%) eine IL-1B-Induktion gemessen wird und IL-1f3
ein Fieber-auslosendes Zytokin ist (161), liegt die Vermutung nahe, dass funktional
relevante Polymorphismen fur diese interindividuellen Unterschiede verantwortlich
sein konnten. Hierbei kommen Polymorphismen im IL-13-Genlokus (162) oder in
Komponenten des Inflammasoms in Frage (163).

In dieser Arbeit wurde gepruft, ob unterschiedliche allelische Auspragungen von SNPs
in IL-1B-Promoter-Regionen mit der DAB-induzierten IL-1B-Produktion assoziiert sind
(s. 4.2). Hierbei konnte jedoch kein Zusammenhang festgestellt werden (s. Tab. 1).
Kulkarni et al. fuhrten eine genomweite Genotypisierung von 1006 mit DAB
behandelten Melanom-Patienten durch, um eine potenzielle Assoziation zwischen
SNPs oder HLA-Allelen und der durch DAB ausgelosten unerwinschten Pyrexie
aufzuklaren. Die Genotypisierung ermoglichte die Analyse von sechs Millionen SNPs
und 150 HLA-Allelen. Es wurde keine Assoziation zwischen haufig vorkommenden
SNPs oder HLA-Allelen und dem Auftreten von DAB-induzierter Pyrexie gefunden
(160).

Zukunftig konnten zur Aufklarung des IL-1B-induzierenden Mechanismus des BRAF-
Inhibitors DAB die verschiedenen Ebenen der IL-1B-Produktion auf interindividuelle
Unterschiede gepruft werden. So konnten sich IL-1B3-Responder und IL-13-Non-
Responder auf der Ebene der Genexpression durch andere, noch nicht untersuchte
Polymorphismen, wie z.B. an Exon-/Intron-Grenzen, unterscheiden. Daruber hinaus
konnten Non-Responder Variationen in der posttranskriptionellen IL-13-Regulation
oder auf der Inflammasomebene aufweisen.

Die Identifikation eines bestimmten Polymorphismus konnte dabei helfen, die Therapie
von Melanom-Patienten zu verbessern. So konnte der Patient vor der geplanten DAB-
Therapie auf diesen  Polymorphismus gepruft werden und  somit
Therapieunterbrechungen aufgrund von DAB-induzierter Pyrexie verhindert werden.
Falls Melanom-Patienten unabhangig von der moglichen IL-1B-Induktion Pyrexie

entwickeln, konnte die Genomanalyse dennoch Hinweise dafur liefern, bei welchen
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Patienten mit einer vermehrten IL-1B-Produktion zu rechnen ist. Falls sich die
vermehrte IL-1B-Produktion in humanen Immunzellen durch den Off-Target-Effekt von
DAB als ein tumorfordernder Faktor herausstellt, wirde es diese Methode
ermoglichen, die Effektivitat der geplanten DAB-Therapie abzuschatzen und
gegebenenfalls die Therapie mit einem anderen BRAF-Inhibitor, der keine IL-1(3-

induzierenden Effekte aufweist, begrinden.

70



5.3 Der Einfluss von DAB auf die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern
auf PBMC

Um zu prufen, ob DAB den Aktivitatszustand von humanen Immunzellen beeinflusst,
wurde die Expression von aktivierungsabhangig aufregulierten Oberflachenmarken in
verschiedenen Zellpopulationen (Monozyten, B-Zellen, T-Zellen) nach DAB-Inkubation
gemessen (s. 4.3). In der vorliegenden Arbeit konnte keine Veranderungen der
Oberflachenmarker-Expression durch DAB festgestellt werden. Eine Ausnahme
bildete die Herunterregulation von HLA-DR auf Monozyten, die im Mittel ungefahr 40%
betrug (acht Spender getestet; s. Abb. 5). Ob dieses Ergebnis wirklich auf einen
Einfluss von DAB Uber den IL-1B-induzierenden Effekt zurlickzuflhren ist, erscheint
bei Betrachtung der anderen uUberwiegend negativen Ergebnisse fraglich. Moglich
ware neben dem IL-1B-induzierenden Effekt ein weiterer unbekannter Mechanismus,
der auf die HLA-DR-Expression bzw. Translokation wirkt. Hinzu kommt, dass auch bei
der Messung der HLA-DR-Expression auf mit R848 behandelten Monozyten eine
gegenuber der Kontrolle verminderte mittlere Fluoreszenzintensitat bestimmt wurde
(Daten nicht gezeigt). Des Weiteren blieb der Anteil der mit DAB-inkubierten
Monozyten, der HLA-DR exprimiert, unverandert (s. Abb. A5). Bei Betrachtung der
FACS-Plots fallt zudem auf, dass die Monozytenpopulation bei Spender 81, im
Gegensatz zu Spender 80, nicht vollstandig abgebildet ist (Abb. A5). Dies erweckt den
Anschein, dass die vorgenommenen Laser- und Kompensationseinstellungen
aufgrund interindividueller Unterschiede nicht bei der FACS-Messung aller
Spenderzellen angewendet werden konnen. Fur zukinftige FACS-Messungen sollten
die Einstellungen so verandern werden, dass die gesamten Zellpopulationen aller
Spender detektiert werden konnen. Falls dies nicht moglich ist, sollte erwogen werden,
einen fluoreszenzmarkierten CD14-Antikorper mit einem fir die Analyse besser

geeigneten Fluorophor zu verwenden.

Ahnlich wie bei den Ergebnissen dieser Arbeit konnten Wilmott et al. (12), Boni et al.
(164) und Kono et al. (165) keinen Einfluss von BRAF-Inhibitoren auf die
Immunzellfunktion von T-Zellen feststellen. Es wird jedoch vermutet, dass die
Erkennung der Melanomzellen durch Immunzellen wahrend der BRAF-Inhibitor-
Behandlung u.a. durch eine verstarkte Melanom-Antigenexpression erleichtert wird.
Dies verstarkt die Th- und zytotoxische T-Zellantwort, welche durch die vermehrte

Infiltration von T-Zellen im Tumorgewebe widergespiegelt wird. Demnach konnte das
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zahlreiche Vorhandensein der Lymphozyten auf den vermehrten Zelltod von
Melanomzellen zurlckzufuhren sein, der durch die BRAF-Inhibition induziert wird (12).
Die damit einhergehende erhohte Expression von Melanom-Antigenen auf
Melanomzellen kann die Antigen-Erkennung der zytotoxischen T-Lymphozyten
verbessern, ohne dass die Immunzellfunktion beeinflusst wird (164). Im Gegensatz zu
Wilmott et al. (12) zeigten Hooijkaas et al. (166) in einem C57BL/6J
Tyr::CreER™PTENF-BRAFF--V600E/* induzierbaren transgenen Melanom-Modell, dass
die Behandlung mit dem BRAF-Inhibitor PLX4720, einem Vorganger von VEM, die
Haufigkeit von T-Zellen, NK-Zellen, MDSC und Makrophagen im Tumor verringert.
Kontrar dazu war die Haufigkeit der Immunzellpopulationen in BRAF-Wildtyp-Tumoren
von PLX4720-behandelten und schein-behandelten Mausen vergleichbar hoch.
Daraus folgern die Autoren, dass die verminderte Anzahl von Immunzellen in Tumoren
bei der Behandlung mit PLX4720 nicht auf einen Off-Target-Effekt des BRAF-Inhibitors
zurlckzufuhren ist, sondern mit der Hemmung von BRAFVG600E-mutierten
Melanomzellen zusammenhangt. Dass die Anzahl der Immunzellen sich unter BRAF-
Inhibitor-Therapie im Tumor des 0.g. Mausmodell verringert, wahrend die Anzahl der
Immunzellen in Tumorbiopsien zunimmt, erklaren die Autoren damit, dass Wilmott et
al. die Melanombiopsien nur aufgrund des Vorhandenseins einer BRAF-Mutation
auswahlten, jedoch nicht weiter identifizierten, ob es sich dabei beispielsweise um
PTEN-defiziente Tumoren handelte. Eine PTEN-Defizienz konnte hierbei fur die
geringer ausgepragte Zunahme von CD8+ und CD4+-T-Zellen in einzelnen humanen
Tumorbiopsien verantwortlich gewesen sein (12, 166).

Insgesamt geben diese Untersuchungen keinen Hinweis darauf, dass die getesteten
BRAF-Inhibitoren direkte immunologische Off-Target-Effekte aufweisen, welche die
Anzahl von Immunzellen im Tumormilieu beeinflussen, sondern vielmehr, dass die
BRAF-Inhibitor-vermittelte Induktion des Tumorzelltods und die verstarkte Expression
von Melanom-Antigenen sekundar immunologische Veranderungen im Tumormilieu

bewirken.

Frederick et al. beobachteten bei Tumorbiopsien von praktisch allen Patienten einen
Anstieg des Immuninfiltrats, obwohl das Ansprechen auf die Behandlung
unterschiedlich war (s. 2.3.1). Die Autoren stellten sich deshalb ebenfalls die Frage,
ob die erhdhte T-Zell-Infiltration direkt mit der MAPK-Inhibition oder sekundar mit der
vermehrten Tumornekrose zusammenhangt. Da die wahrend der Tumorprogression

abgenommene T-Zell-Infiltration durch eine MEK-Inhibition wiederhergestellt werden
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konnte, vermuten die Autoren, dass die erhohte T-Zellinfiltration auf der Hemmung des
MAPK-Signalwegs beruht (109). In dieser Studie konnte beispielsweise eine
signifikante Steigerung der Expression von T-Zell-Zytotoxizitdtsmarkern wie Perforin
und Granzym B beobachtet werden. Diese Interpretation und die Ergebnisse der
Veroffentlichung von Callahan et al. (13), in der eine paradoxe pERK-abhangige T-Zell
Aktivierung in vitro und in vivo durch den BRAF-Inhibitor BMS908662 gezeigt werden
konnte (s. 2.3.1), sind kontrar zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, in der kein
Einfluss des BRAF-Inhibitors DAB auf die Expression von Aktivierungs-
Oberflachenmarkern auf T-Zellen festgestellt wurde. Zu beachten ist jedoch, dass sich
die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit auf unstimulierte T-Zellen beschrankten,
wahrend Callahan et al. (13) stimulierte T-Zellen verwendeten (s.u.). Aullerdem ist zu
bertcksichtigen, dass die mit BMS908662 behandelten Zellen bei hoheren BRAF-
Inhibitor-Konzentrationen niedrigere pERK-Spiegel aufwiesen (13). Dies wirft die
Frage auf, ob der Konzentrationsbereich der BRAF-Inhibitoren in vivo erreicht oder
sogar Uberschritten wird, welcher fur die paradoxe ERK-Aktivierung und der damit
einhergehenden T-Zell-Aktivierung notwendig ist. Um die Relevanz der in vitro
Untersuchungen zu prufen, sollten die Konzentrationsspiegel der zu testenden BRAF-
Inhibitoren in Tumorbiopsien bestimmt werden. Dies kdnnte dann einen Anhaltspunkt
fur die in vitro zu testenden Konzentrationsbereiche geben. So kritisierten Tel et al.
(114) die Versuche anderer Arbeitsgruppen, die die Toxizitat von VEM in relativ
niedrigen Konzentrationen (0,5 — 5 pg/ml) auf Immunzellen priften Bei der Testung
von VEM-Konzentrationen, die bei behandelten Patienten vorherrschen (60 pg/ml),
beobachteten Tel et al. dagegen eine hohe Toxizitat auf pDC und mDC. Als die Serum-
Level in den Versuchen erhdht wurden, konnte diese Toxizitat jedoch aufgehoben
werden. Dies geht damit einher, dass VEM im Blut proteingebunden ist und die
Konzentration von freiem VEM somit verringert ist. Dieses Beispiel zeigt die
Komplexitat bei dem Versuch, physiologische Bedingungen bei in vitro Experimenten
abzubilden (114) und die Notwendigkeit, die in vitro beobachteten Phanomene in vivo
zu uberprufen. So testeten Callahan et al. ebenso, ob systemisch verabreichte Dosen
von BMS908662 in Milz-abgeleiteten T-Zellen ebenfalls erhdohte pERK-Spiegel
bewirken und zur T-Zell-Signalibertragung beitragen. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die CD8*-T-Zellen der behandelten Mause bei der Stimulation ex vivo
empfindlicher waren, einen erhdhten pERK-Spiegel aufwiesen und dieser mit der

antigenspezifischen Expansion von T-Zellen in vivo korrelierte (13).
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Eine ahnliche Beobachtung machten Koya et al., die eine durch VEM vermittelte
paradoxe Aktivierung des MAPK-Signalwegs mit erhohten pERK-Spiegeln und eine
damit einhergehende erhohte zytotoxische Aktivitat und intratumorale Zytokinsekretion
in adoptiv Ubertragenen T-Zellen feststellten (167).

Die Tatsache, dass die von Callahan et al. beobachtete, durch BMS908662 induzierte
Hyperaktivierung der ERK-Signalubertragung durch Zugabe des MEK-Inhibitors
PD325901 vollstandig aufgehoben werden konnte (13), stellt die Relevanz der ERK-
Hyperaktivierung und der damit potenziell einhergehenden verstarkten T-Zell-
Antitumoraktivitat in Frage, da bei der aktuellen Pharmakotherapie des BRAFV600E-
mutierten Melanom in den meisten Fallen ein BRAF-Inhibitor mit einem MEK-Inhibitor
kombiniert wird (s. 2.2.2). Hingegen konnte fur die potenzielle Kombination eines
BRAF-Inhibitors mit einem Immuncheckpoint-Inhibitor ohne die zusatzliche Gabe
eines MEK-Inhibitors die paradoxe ERK-Aktivierung wiederum eine Rolle spielen. In
zukunftigen in vivo Studien sollte daher zumindest eine Vergleichsgruppe die
Kombinationstherapie aus einem BRAF- und einem MEK-Inhibitor erhalten, um den
potenziellen Effekt einer ERK-Aktivierung auf die Antitumorantwort zu analysieren.
Schilling et al. sehen die paradoxe Aktivierung des ERK-Signalwegs als eine mogliche
Erklarung fur die Verminderung der Anzahl peripherer Lymphozyten und die
Veranderung des Phanotyps und der Funktion von CD4*-T-Zellen, die wahrend der
Therapie mit VEM nachgewiesen wurde (111) (s. 2.3.1). Diese Veranderungen
konnten jedoch nicht bei der Behandlung mit DAB festgestellt werden. Auch Hong et
al. konnten keinen Einfluss von DAB auf die Anteile von Leukozyten-Untergruppen
oder CD4*- und CD8"-T-Zell-Gedachtnisantworten aufzeigen (146). Dies gibt einen
Hinweis darauf, dass nicht alle BRAF-Inhibitoren die gleiche Wirkung bezuglich einer
paradoxen ERK-Aktivierung aufweisen konnten. Zudem konnten diese Unterschiede
zwischen den BRAF-Inhibitoren erklaren, dass in der vorliegenden Arbeit keine
erhohte Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern auf T-Zellen, B-Zellen und
Monozyten nach DAB-Inkubation detektiert wurde, jedoch die Inkubation dieser Zellen
mit einem anderen BRAF-Inhibitor zu einer Stimulierung fiihren kénnte. Ahnliche
Ergebnisse lieferten Untersuchungen von Hajek et al., die keinen stimulatorischen
Effekt von DAB auf humane MODC zeigen konnten, wahrend VEM die Expression
kostimulatorischer Molekule auf humanen MODC aufregulierte (14) (s. 2.3.2). Des
Weiteren beobachteten Vella et al. ebenfalls keinen Einfluss von DAB auf T-
Lymphozyten oder MODC, wahrend TRA alleine oder in Kombination mit DAB die T-

Lymphozytenproliferation, die Zytokinproduktion und die antigen-spezifische

74



Expansion unterdrickte (115). Dies rechtfertigt erneut, in Folgeversuchen die
Kombinationstherapie mit einem BRAF-Inhibitor und einem MEK-Inhibitor zu prufen
(s.0.).

Eine weitere Erklarung daflr, dass in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss von DAB
auf die Expression von Aktivierungs-Oberflachenmarkern von T-Zellen nachweisbar
war, konnte in der unterschiedlichen Methodik begrindet sein. So wurden in den
Untersuchungen von Callahan et al. T-Zellen in vitro mit Anti-CD3- und Anti-CD28-
Antikorpern stimuliert, welche den T-Zell-Rezeptor und das kostimulatorische Molekdul
CD28 binden (13). Dahingegen wurde in den Versuchen der vorliegenden Arbeit auf
eine Stimulierung der T-Zellen verzichtet. Um eine Vergleichbarkeit zwischen diesen
verschiedenen Versuchen herzustellen, sollte erwogen werden, ob bei der Prafung der
T-Zellaktivierung ebenfalls eine Vorstimulation durchgefihrt werden sollte.

Nicht zu missachten ist, dass DAB die Expression von MHCIl und der
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf murinen splenischen APC und
BMDC steigerte (14). Diese Diskrepanz zwischen dem humanen und murinen System
konnte wiederum auf speziesabhangige Unterschiede zuruckzufuhren sein (vgl. 5.1.1),
die dafur verantwortlich sind, dass DAB nur im murinen System stimulatorisch auf
diese Immunzellen wirkt. Einen weiteren Hinweis fur die Wichtigkeit
speziesspezifischer Effekte liefert eine Untersuchung von Vosganian et al. Wahrend
VEM auf humane T-Zellen stimulatorisch wirkt (111, 167), konnten die Autoren in
einem murinen BRAF WT-Modell und einem BRAF WT Insulinom-Modell keinen
signifikanten Effekt von VEM auf die CD4*- und CD8*-T-Zell-Zytokinproduktion oder

auf eine T-Zell vermittelte Antitumor-Reaktion zeigen (168).
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6. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist einer der aggressivsten Tumoren der Haut mit einer
steigenden Inzidenz in westlichen Landern. Die Zulassung von Tyrosinkinase-
Inhibitoren und Immuncheckpoint-Inhibitoren fuhrte zu einer signifikanten
Verbesserung der Prognose bei betroffenen Patienten. Tyrosinkinase-Inhibitoren
umfassen u.a. BRAF-Inhibitoren und MEK-Inhibitoren, die in erster Linie zur Therapie
von BRAFV600E-mutierten Tumoren eingesetzt werden. Das BRAFVG600E-Protein ist
in ungefahr 40% aller Melanome mutiert und fuhrt dann in der Rolle eines Onkogens
zu einer anhaltenden Aktivierung des fur Proliferation, Apoptose und Migration
zustandigen MAPK-Signalwegs. Neben den tumorsuppressiven Effekten der BRAF-
Inhibitoren, die auf die verminderte ERK-Aktivitat in Tumorzellen zurtickzufihren ist,
konnten immunmodulierende Effekte wie z.B. vermehrte T-Zell-Infiltrate in
Melanombiopsien, T-Zell-stimulierende Effekte in vitro und in Mausmodellen,
Veranderungen des Immunphanotyps und der Zytokinproduktion von murinen APC
sowie das Immunsystem betreffende Nebenwirkungen wie Fieber und Ausschlage in
Melanom-Patienten beobachtet werden. In dieser Arbeit wurden immunologische Off-
Target-Effekte des BRAF-Inhibitors DAB auf humane Immunzellen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass DAB die IL-1B-Produktion in PBMC und Monozyten
gesunder Blutspender in etwas weniger als der Halfte der Falle verstarkt. Die
Monozyten scheinen hierbei die relevante Immunzellpopulation zu sein, die auf DAB-
Behandlung mit einer verstarkten IL-1B3-Sekretion reagierten. Zudem flhrte die
Applikation von DAB in humanen Monozyten zu einer vermehrten Caspase-1-Aktivitat,
was auf die Aktivierung des Inflammasoms schlieRen lasst. Daruber hinaus wurde
festgestellt, dass DAB vorrangig in IL-13-sezernierenden PBMC die Produktion der
immunsuppressiven Zytokine IL-6 und IL-8 steigert. Funktional relevante IL-1B-
Promoter-SNPs scheinen nicht mit der DAB-induzierten IL-13-Produktion assoziiert zu
sein. Des Weiteren konnten keine relevanten modulierenden Effekte des BRAF-
Inhibitors DAB auf die Oberflachenmarker-Expression von humanen B-Zellen, T-
Zellen und Monozyten nachgewiesen werden. Alles in allem liefert diese Arbeit
Hinweise darauf, dass der BRAF-Inhibitor DAB auch in humanen Immunzellen
immunologische Off-Target-Effekte zeigt und dabei die Population der Monozyten eine
vorrangige Stellung einnimmt. In zukdnftigen Studien sollte die Relevanz der BRAF-

Inhibitor vermittelten Off-Target Effekte mit Hilfe von Tumormausmodellen und
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humanen Melanombiopsien Uberpruft werden, wobei weitere BRAF-Inhibitoren sowie
deren Kombination mit MEK-Inhibitoren Gegenstand der Untersuchung sein sollten.
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8. Anhang

IL-18  (pg/ml)
Spender | DMSO | R848 DAB DAB 0,05 | DAB DAB DAB DAB DAB

0,025 UM 0,1 uM | 0,25 0,5pM | 1,0uM | 2,5 uM

UM UM
43 | 87,45* 21167,75 7,25 4,68 10,68 3,39 2,32 1,27 0,68
44 1,26 31474,61 1,97 3,58 2,91 2,16 1,22 1,17 2,82
45 1,01 84,86 1,95 1,11 0,56 0,38 1,31 0,38 0,41
46 1,22 253,76 1,5 | 1067,67* 2,22 0,92 0,97 0,57 0,57
47 3,16 399,74 8,7 4,66 3,73 0,94 4,18 1,02 | 23,43
48 0,32 118,78 2,94 0,53 0,51 376,3 | 118,23 0,04 0,15
49 0,08 15,49 0,5 0,15 9,78 42,56 7,71 0,08 0,69
50 0,8 5,2* 1,57 18,6 68,13 | 408,92 1,5 1,7 | 28,12
51 8,48 264,2 3.2 1,47 3,35 1,11 1,74 0,57 0,43
52 0,89 2454 0,9 1,08 1,97 1,47 1,16 2,55 1,84
53 1,14 73,18 1,93 3,84 2,89 0,91 0,57 0,57 0,75
54 9,91 59,27 3,78 4,58 12,97 3,76 3,78 6,48 1,83
55 1,34 81,48 1,31 1,54 0,25 1,11 0,96 0,48 2,05
56 6,51 94,68 4,44 51 5,92 33,53 6,67 4,7 1,01
57 5,45 2,2% 10,54 9,75 8 6,72 2,14 5,71 3,93
58 2,92 83,43 1,83 8,6 4,25 9,8 6,18 2 3,08
59 0,55 14,14* 0,87 11,53 0,66 0,74 0 0,76 0,61

Tab. A1 IL-1B-Konzentrationen von PBMC (Spender 43 - 59) in pg/ml nach 22-stiindiger Applikation von
DMSO, R848 oder DAB (0,025 pM - 2,5 uM). *Wert nicht berlicksichtigt. Die gelb unterlegten Zeilen markieren die

Spender, die nach DAB-Applikation eine erhohte IL-13-Konzentration aufweisen (Responder)

IL-<18  (pg/ml)
Spender DMSO R848 DAB DAB DAB DAB DAB DAB DAB
0,025 yM | 0,05uM | 0,1uM | 0,25uM | O,5uM | 1,0puM | 2,5 uM
54 4,81 41,68 3,7 5,36 4,84 3,8 9,06 4,04 10,77
55 23,33 | 238,76 28,52 51,12 24,21 32,42 32,15 30,32 39,2
56 11,54 | 151,55 7,07 9,65 20,06 5,99 9,1 14,92 5,68
57 55,53 | 254,44 44,44 29,91 21,67 65,89 46,34 43,17 34,94
58 39,5 122,7 24,02 27,4 47,15 44,47 42,79 49,06 16,2
59 6,64 9,22* 4,73 31,81 7,88 5,76 6,43 6,63 5,24

Tab. A2 IL-1B-Konzentrationen von Monozyten (Spender 54 - 59) in pg/ml nach 22-stiindiger Applikation von
DMSO, R848 oder DAB (0,025 pM - 2,5 uM). *Wert nicht berlicksichtigt. Die gelb unterlegten Zeilen markieren die

Spender, die nach DAB-Applikation eine erhohte IL-13-Konzentration aufweisen (Responder)
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Abb. A1 DAB verstirkt die IL-18 Produktion vor allem in PBMC. 10 PBMC (100ul) unterschiedlicher Spender
wurden in Vertiefungen einer 96-Well Platte ausgesat und mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,05 uM -
1,25 uM) behandelt (C). Parallel wurden durch 1,5-stiindige Plastikadhdrenz Monozyten von der non-monozytaren
Fraktion getrennt, zweimal gewaschen und mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,05 pM - 1,25 uM)
inkubiert (37°C, 5% COy) (D). DMSO (1%) diente als L6sungsmittelkontrolle, R848 als Positivkontrolle (A, B). Nach
22 h wurden die Ubersténde abgenommen und die IL-1B8-Konzentration durch einen CBA bestimmt.Die Diagramme
zeigen die IL-1B-Produktion in pg/ml. Bei den Proben handelte es sich um Triplikate (Mittelwerte + Standardfehler
s. Tab. A3-8)
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Abb. A2 DAB bewirkt eine Inflammasomaktivierung in PBMC, vor allem aber in Monozyten. 106 PBMC (107/ml
je 100 pl) unterschiedlicher Spender wurden in Vertiefungen einer weilen 96-Well Platte ausgesat und mit DAB in
verschiedenen Konzentrationen (0,05 pM und 0,25 pM) behandelt. Parallel wurden durch 1,5-stiindige
Plastikadharenz Monozyten von der non-monozytaren Fraktion getrennt, zweimal gewaschen und mit DAB in
verschiedenen Konzentrationen (0,05 pyM und 0,25 uM) inkubiert (37°C, 5% CO;). R848 (50ng/ml) diente als
Positivkontrolle. Nach 5 h Inkubation (37°C, 5% CO,) wurde die Inflammasom-Aktivitat durch den Caspase-Glo® 1
Inflammasome Assay bestimmt. Das Diagramm zeigt das Lumineszenzsignal in Relativen-Lumineszenz-Einheiten
(RLU). Die griine Saule stellt die mit dem Caspase-Glo-Reagenz behandelte Probe dar, wohingegen die blaue
Séaule den Wert der mit dem Caspase-Glo-Reagenz und Caspase-1-Inhibitor (YVAD-CHO) behandelte Probe zeigt.
Die Daten reprasentieren jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung von zwei unabhangigen Experimenten.
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IL-1B (pg/ml)
Spender | DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM

80 | 9,63 £ 1,06 5829,35 + 226,84 | 7,33+ 1,10 12,36 £ 2,95 9,42 + 0,97

81| 9,15+0,28* | 5575,07 £ 131,71 | 26,43 £ 6,24 13,64 £ 0,79 48,15 + 24,79*
82 |210+1,44 3687,19 + 320,50 | 0,92 +0,19 1,60 £ 0,16 1,05 £ 0,11

83 | 0,98 £ 0,49 5035,54 + 155,59 | 1,07 £ 0,09 1,25 + 0,34* 1,01 £ 0,21

84 | 6,97 £ 2,26 6451,46 £ 215,88 | 8,07 £ 1,80 4,31 +£0,90 5,60 £ 1,49

85| 4,97 £ 0,45 5754,31 + 152,19 | 3,17 £ 0,46 2,96 £ 0,37 2,47 £0,34

86 | 4,81+£0,87 5465,91 + 182,72 | 3,52 + 0,89 2,81 £0,69 2,84 £0,12

87 | 9,86 + 2,82 5475,21 + 251,87 | 22,90 + 8,68* 14,49 £ 2,82 12,20 £ 0,99

Tab. A3 IL-1B-Konzentrationen von PBMC (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit DMSO,
R848 oder DAB (0,05 pM - 1,25 pM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert und

Standardfehler aus drei Werten berechnet. Die gelb unterlegten Zeilen markieren die Spender, die nach DAB-

Applikation eine erhohte IL-1B-Konzentration aufweisen (Responder)

IL-1B (pg/ml)
Spender | DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM
80 | 3,14 £ 0,87 3900,73 + 286,93 | 2,95+ 0,04 5,03+0,79 1,90 £ 0,22
81 | 5,76 + 3,04* | 4484,27 +£271,89 | 9,63 + 3,12 9,22 £ 3,89 23,63 £ 3,76
82 | 4,20+1,97 1141,52 + 134,49 | 0,41 £ 0,21 0,34 £ 0,17 0,34 £ 0,17
83 | 0,16 £ 0,20 1600,73 £ 103,52 | 0,23 £ 0,23 4,61 +4,23 2,35+2,35
84 | 5,29 +1,58 4041,09 £ 270,34 | 2,37 £ 0,36 4,64 £ 0,80 3,97 £ 0,36
85| 2,20+1,36 1640,06 + 193,02 | 2,17 £0,24 2,44 £ 0,21 2,11 +£0,42
86 | 2,15+£0,12 3338,48 £ 175,34 | 1,72 £ 0,60 3,50 + 1,26 2,41 £0,55
87 | 3,76 £ 0,38 3544,62 + 267,99 | 5,48 £1,70 8,56 £ 3,07 10,10 = 2,60

Tab. A4 IL-1B-Konzentrationen von Monozyten (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit
DMSO, R848 oder DAB (0,05 pM — 1,25 uM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert

und Standardfehler aus drei Werten berechnet. Die gelb unterlegten Zeilen markieren die Spender, die nach DAB-

Applikation eine erhohte IL-1B-Konzentration aufweisen (Responder)

IL-6 (pg/ml)
Spender | DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM

80 | 4,34 + 0,66 17417,94 £ 165,89 | 4,74 + 0,81 12,05 £ 3,94 10,76 £ 1,75
81| 11,08 £ 3,47* | 14654,34 + 308,09 | 18,10 + 3,58 14,19 £ 1,21 28,63**

82| 1,38+0,33" 15672,65 + 71,18 1,80 £ 0,24 6,61+2,19 7,15 + 3,40
83 | 3,38 £ 0,93 16105,36 + 280,89 | 3,93 £ 0,58 4,49 £+ 0,20* 7,17 £ 0,35
84 | 2,81 0,20 18019,98 + 395,87 | 3,04 £ 0,33 4,56 + 0,33 5,19+ 0,55
85| 2,78+0,37 16592,91 + 327,93 | 3,11 £ 0,23 3,27 £ 0,59 4,77 £ 0,19
86 | 3,69+0,18 13651,95 + 187,40 | 5,17 £ 1,98 3,66 £ 0,63 7,04 £ 0,69
87 | 4,45+ 0,32 13951,34 £ 670,34 | 9,29 + 1,27 16,38 £ 5,71 30,36 £ 7,51

Tab. A5 IL-6-Konzentrationen von PBMC (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit DMSO,
R848 oder DAB (0,05 pM - 1,25 pM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert und

Standardfehler aus drei Werten berechnet. ** nur ein Wert berticksichtigt. Die orangefarben unterlegten Zeilen

markieren die Spender, die nach DAB-Applikation eine erhohte IL-6-Konzentration aufweisen.
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IL-6 (pg/ml)

Spender | DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM
80 | 1,26 £ 0,01 15867,92 + 386,38 1,59 + 0,07 1,53+ 0,16 1,94 + 0,13
81 ]5,09+247* | 15561,78 £ 816,99 | 4,76 + 1,02 9,03 + 1,87 6,97 + 1,27
82 | 1,52** 14823,09 + 517,11 1,03 £0,17 0,97 £ 0,14 0,62 +0,15
83 | 0,70 £ 0,09 15841,33 + 146,03 1,17 £ 0,04 1,26 £ 0,37* 1,90 + 0,56
84 | 2,44 + 0,36 17374,4 + 39,92 2,40 £ 0,26 2,68 £0,18 2,80+0,18
85| 1,35+£0,14 16084,40 + 700,57 | 2,23 £ 0,34 2,36 £ 0,43 3,32+ 1,57
86 | 3,84 £ 0,05 16307,29 + 393,11 3,39 £ 0,49 2,61+0,01* 19,93 £ 12,65
87 | 3,32+0,35 16566,47 + 254,55 | 2,37 £ 0,02 5,13+£0,37 6,61 0,34

Tab. A6 IL-6-Konzentrationen von Monozyten (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit
DMSO, R848 oder DAB (0,05 pM — 1,25 uM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert

und Standardfehler aus drei Werten berechnet. ** nur ein Wert beriicksichtigt

IL-8 (pg/ml)
Spender DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM

80 | 965,28 + 49,13 2174,98 £ 31,30 1335,39 + 176,96 2003,82 + 430,98 1486,45 + 70,59
81 | 1634,47 + 180,86 2023,89 £ 89,35 2841,13 £ 7,84* 3032,15 £ 329,26 3113,95 £ 816,55*
82 | 217,88 £ 42,77 2657,83 £ 274,48 425,49 + 88,49 1486,47 + 310,95* 559,42 + 167,75
83 | 349,12 £ 74,59 2844,62 + 25,55 561,27 + 53,02 477,15 £ 245,34* 410,84 £ 19,75

84 | 1104,14 + 133,94 2133,98 + 146,89 1294,28 + 83,66 1254,69 + 95,25 632,16 + 87,88

85 | 1544,18 + 180,14 2588,71 £ 12,46 1742,87 + 159,19 1589,14 + 82,02 884,23 + 56,99

86 | 779,13 £ 44,49 1705,79 + 62,97 889,61 + 118,14 774,14 + 83,08 509,16 + 53,62

87 | 1528,59 + 190,98 1548,47 + 80,56 2944,59 + 36,26 3251,90 + 132,94 2106,38 + 237,35

Tab. A7 IL-8-Konzentrationen von PBMC (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit DMSO,
R848 oder DAB (0,05 pM - 1,25 pM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert und
Standardfehler aus drei Werten berechnet. Die griin unterlegten Zeilen markieren die Spender, die nach DAB-

Applikation eine erhohte IL-8-Konzentration aufweisen.

IL-8 (pg/ml)

Spender | DMSO R848 DAB 0,05 pM DAB 0,25 yM DAB 1,25 yM
80 | 335,59+ 3,76 10526,33 + 1848,89 458,47 £ 40,15 731,88 + 96,56 1846,44 + 98,95
81 | 1087,52 + 290,67* 11164,18 + 973,70* 930,585 + 97,91* 1675,00 + 272,44 793,08 + 44,62
82 | 1110,44 + 622,11* 12306,60 + 700,84 54,915 + 17,64* 25,89 £ 4,16 10,70 £ 1,17
83 | 15,63 + 1,66 12524,70 + 307,70 30,77 £ 8,69 26,20 £ 19,63* 17,02 £ 3,22*
84 | 1059,61 + 86,53 2543,86 + 108,41 929,65 + 61,64 841,38 + 189,67 338,42 + 20,26
85 | 1073,65 + 73,11 5091,5 + 570,34 986,48 + 202,71 1625,49 + 82,06 472,82 + 88,54
86 | 519,04 £ 53,00 3760,23 £+ 322,99 415,81 £ 51,87 373,57 + 156,28* 305,09 + 90,08
87 | 1101,37 £ 119,90 4231,17 + 267,99 546,88 + 118,44 1392,22 + 291,09* 1063,55 + 288,00

Tab. A8 IL-8-Konzentrationen von Monozyten (Spender 80-87) in pg/ml nach 22-stiindiger Inkubation mit
DMSO, R848 oder DAB (0,05 pM — 1,25 uM). *Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Werten statt Mittelwert
und Standardfehler aus drei Werten berechnet. Die griin unterlegten Zeilen markieren die Spender, die nach DAB-

Applikation eine erhohte IL-8-Konzentration aufweisen.
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Abb. A3 Gelelektrophorese der PCR-Produkte, die durch PCR mit verschiedenen fiir die IL-13-Promoter-
Region spezifischen Primer-Parchen amplifiziert wurden. 20 ul der PCR-Produkte, die durch PCR von aus
PBMC gewonnener DNA mit verschiedenen fir die IL-1B-Promoter-Region-spezifischen Primer erhalten wurden
(Annealing-Temperaturen: 61°C — 64°C), wurden mit 4 pl Ladepuffer vermischt, in die Agarose-Geltaschen pipettiert
und mittels Elektrophorese aufgetrennt (120V, 30min). Die amplifizierten Promoter-Regionen enthalten jeweils
funktional relevante SNPs (126).

Die amplifizierte DNA, die nach der PCR mit den Primer-Parchen 1 (bhat-31 (162)),
Primer-Parchen 2 (bhat-511 (162)) und Primer-Parchen 3 (Yin-1464 (169)) resultierte,
zeigt sich in der Gelelektrophorese als spezifisches Produkt bei einer Annealing-
Temperatur von 64°C, wahrend die Primer-Parchen fur die IL-13-Promoterregion, die
SNP-3737 enthalten (Gordon-3737 (170) u. Wex-3737 (171)), bei allen Annealing-

Temperaturen unspezifische Produkte liefern (Abb. A3).
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Abb. A4 Gelelektrophorese der PCR-Produkte, die durch PCR mit mehreren fiir die IL-1B3-Promoter-Region
(SNP-3737) spezifischen Primer-Parchen amplifiziert wurden. 20 pl der PCR-Produkte, die durch PCR von aus
PBMC gewonnener DNA mit verschiedenen fir die IL-1B-Promoter-Region-spezifischen Primer-Parchen (SNP-
3737) erhalten wurden (Annealing-Temperaturen: 61°C - 64°C), wurden mit 4 yl Loading Dye vermischt, in die
Agarose-Geltaschen pipettiert und mittels Elektrophorese aufgetrennt (80V, 80min). Die amplifizierenden Promoter-

Regionen enthalten jeweils den funktional relevanten SNP-3737 (126).

Da die PCR mit den aus der Literatur bezogenen Primer-Parchen Gordon-3737 (170)
u. Wex-3737 (171) zu unspezifischen PCR-Produkten fuhrte (s. Abb. A3), wurde die
PCR mit selbst designten Primer-Parchen (hil-3737-1, hil-3737-2 u. hil-3737-3)
wiederholt. Das Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt, dass die PCR mit Primer-
Parchen hil-3737-2 bei beiden Spendern zu spezifischen PCR-Produkten bei allen
getesteten Annealing-Temperaturen fuhrt (Abb. A4). Analog zu der ausgewahlten
Annealing-Temperatur fur die PCR der vorher getesteten Primer wurden im Folgenden
die PCR mit den Primer-Parchen hil-3737-2 auch bei einer Annealing-Temperatur von
64°C durchgefuhrt.
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CD14

Abb. A5 DAB hat keinen Einfluss auf die Zahl der Monozyten, die die kostimulatorischen Molekiile CD40,
CD80, CD86 und HLA-DR exprimieren. 4x10% PBMC (500 ul) unterschiedlicher Spender, u.a. von Spender 80 als
reprasentativer Non-Responder und Spender 81 als reprasentativer Responder, wurden in ein steriles 5 ml
Rundbodenréhrchen gegeben und mit DAB (0,25 pM) inkubiert (37°C, 5% COz). DMSO (1%) diente als
Lésungsmittelkontrolle, R848 (50 ng/ml) als Positivkontrolle. Nach 22 h wurde der Anteil der lebenden HLA-
ABC*/CD14*-Monozyten, die CD40, CD80, CD86 und HLA-DR exprimieren, mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Die Graphiken zeigen die entsprechenden FACS-Plots. Die Daten sind reprasentativ fiir insgesamt acht getestete

Spender.
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CD19

Abb. A6 DAB hat keinen Einfluss auf die Anzahl von B-Zellen, die die kostimulatorischen Molekiile CD40,
CD80, CD86 und HLA-DR exprimieren. 4x10% PBMC (500 ul) unterschiedlicher Spender, u.a. von Spender 80 als
reprasentativer Non-Responder und Spender 81 als reprasentativer Responder, wurden in ein steriles 5 ml
Rundbodenréhrchen gegeben und mit DAB (0,25 pM) inkubiert (37°C, 5% COz). DMSO (1%) diente als
Lésungsmittelkontrolle, R848 (50 ng/ml) als Positivkontrolle. Nach 22 h wurde der Anteil der lebenden HLA-
ABC*/CD19*-B-Zellen, die CD40, CD80, CD86 und HLA-DR exprimieren, mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Die Graphiken zeigen die entsprechenden FACS-Plots. Die Daten sind reprasentativ fiir insgesamt acht getestete

Spender.
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Abb. A7 DAB hat keinen Einfluss auf die Anzahl von T-Zellen, die CD25 und CD69 exprimieren. 4x10% PBMC
(500 pl) unterschiedlicher Spender, u.a. von Spender 80 als reprasentativer Non-Responder und Spender 81 als
reprasentativer Responder, wurden in ein steriles 5 ml Rundbodenréhrchen gegeben und mit DAB (0,25 puM)
inkubiert (37°C, 5% CO.). DMSO (1%) diente als Lésungsmittelkontrolle, R848 (50 ng/ml) als Positivkontrolle. Nach
22 h wurde der Anteil der lebenden CD3*/CD56/CD4*- und CD3*/CD56/CD8*-T-Zellen, die CD25 und CD69
exprimieren, mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Graphiken zeigen die entsprechenden FACS-Plots. Die

Daten sind reprasentativ fiir insgesamt acht getestete Spender.
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Abb. A8 DAB-Applikation fiihrt bei dicht ausgesaten Monozyten zur Aktivierung der Caspase-3 und
Caspase-7. PBMC (100 ul) von zwei Spendern wurden in Vertiefungen einer weiRen 96-Well Platte ausgesat, nach
1,5 Stunden Inkubation (37°C, 5% CO;) die non-adharente, non-monozytare Fraktion entfernt und die verbliebenen
Monozyten nach zwei Waschschritten mit DAB in verschiedenen Konzentrationen (0,05 uM, 0,25 uyM und 2,5 uM)
behandelt. DMSO diente als Positivkontrolle. Nach 5 h Inkubation (37°C, 5% CO;) wurde die Caspase-3/7-Aktivitat
durch den Caspase-Glo® 3/7-Assay bestimmt. Das Diagramm zeigt die Caspase-3/7-Aktivitat in Relativen-
Lumineszenz-Einheiten (RLU). Die Daten reprasentieren jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung von zwei

unabhangigen Experimenten.

Um den Effekt von DAB auf die Apoptose von Monozyten zu untersuchen, wurden 10°
PBMC ausgesat, in einer Verdiinnungsreihe jeweils im Verhaltnis 1:2 verdinnt (5x10°,
2,5x10° u. 1,25x10°) und die monozytare Fraktion durch Plastikadharenz isoliert. Nach
funf-stindiger Inkubation der Zellen mit DAB wurde die Aktivitat der Caspase-3 und
Caspase-7 gemessen. Es zeigt sich, dass DAB vor allem bei einer hohen Zelldichte
(5x10° ausgesate PBMC) die Apoptose-assoziierten Proteine aktiviert. Bei niedrigeren
Zelldichten nimmt der Effekt von DAB auf die Aktivierung der Caspase-3 und Caspase-
7 ab (2,5x10°und 1,25x10° ausgesate PBMC), wahrend die DAB-Konzentration keinen
Einfluss auf ihre Aktivitat zu haben scheint (Abb. A8).
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Abb. A9 Titrationskurve der Standardreihe des Cytometric Bead Array (CBA). Das Zytokin IL-18 wurde

ausgehend von der Ausgangskonzentration 2500 pg/ml in einer Verdiinnungsreihe bis zur Konzentration von 2,5

pg/ml in Assay Diluent im Verhaltnis 1:2 verdlnnt. Fir die letzte Standardprobe wurde nur Assaydiluent verwendet

(Zytokinkonzentration: 0 pg/ml). Daraufhin wurden die Zytokinkonzentrationen durch einen CBA bestimmt.
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