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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie der Tuberkulose

Die Tuberkulose ist neben AIDS und Malaria die Infektionskrankheit mit der
hochsten Inzidenz und Mortalitat weltweit. Schatzungen der Weltgesundheits-
organisation (WHOQO) zufolge ist ein Drittel der Weltbevolkerung mit Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) infiziert [174]. Latent infizierte Individuen entwickeln
im Laufe ihres Lebens mit etwa zehnprozentiger Wahrscheinlichkeit eine aktive
Tuberkulose. Im Jahr 2014 erkrankten 9,6 Millionen Menschen an der aktiven Form,
von denen 1,5 Millionen verstarben [174]. Die BCG (Bacillus Calmette-Guérin)-
Impfung reduziert zwar die Inzidenz schwerer Verlaufe bei Kindern, konnte aber
trotz weltweitem Einsatz die Tuberkulose-Epidemie nicht eindammen [62, 63].
Risikofaktoren fur eine aktive Infektion mit M. tuberculosis sind Immunschwache,
Untererndhrung, Drogen- und Alkoholabusus und Lungenerkrankungen
(z. B. Silikose) [121]. Besonders haufig erkranken HIV-Infizierte [50]. Die
Verbreitung der Tuberkulose zeigt regionale Unterschiede. Hochpravalenzlander
sind Indien, China, Sudostasien, Sudafrika und die ehemaligen Mitgliedstaaten der
Sowijetunion [182]. In Deutschland war die Zahl der Tuberkulose-Infektionen
jahrelang rucklaufig. Seit 2013 nimmt die Zahl der gemeldeten Erkrankungen wieder
zu. 2015 wurden 5.865 Falle gemeldet, was einem Zuwachs von 29 % im Vergleich
zum Vorjahr entspricht [137]. Der Anstieg resultiert primar aus der frihen und
effektiven Fallfindung im Rahmen der gesetzlich vorgeschriebenen Untersuchung
von Fluchtlingen und Asylsuchenden [136]. Ein massives Problem ist die weltweite
Zunahme multiresistenter Stamme. 2015 wurden mehr als 550.000 Tuberkulose-
Infektionen mit multiresistenten Erregern gemeldet [174]. Wichtige Ursachen fur das
Auftreten von Resistenzen sind inadaquate antibiotische Behandlungen und
mangelnde Compliance aufgrund der langwierigen, nebenwirkungsreichen

Therapie. Ohne Behandlung betragt die Letalitat der Tuberkulose ca. 50 %.
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1.2. Therapie der Tuberkulose

Die Therapie der Tuberkulose ist langwierig und kompliziert. Verantwortlich dafur ist
unter anderem die besondere Zusammensetzung der mykobakteriellen Zellwand
aus Wachs und Lipiden [69]. Dadurch gelangen Antibiotika nur schwer in das
bakterielle Zytoplasma. Fur eine erfolgreiche Therapie und das Verhindern von
Resistenzen ist daher eine mindestens sechsmonatige Kombinationstherapie
erforderlich [110]. Die leitliniengerechte Therapie besteht in den ersten zwei
Monaten aus der Kombination von Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol und
Pyrazinamid. Danach schlie3t sich eine Erhaltungstherapie mit Rifampicin und
Isoniazid fur mindestens vier weitere Monate an [175]. Typische Nebenwirkungen
sind Hepatotoxizitat [15], Neurotoxizitat [90], Optikusneuritis [23], Hyperurikamie
[152], Athralgien und Myopathien. Beim Vorliegen von Resistenzen verlangert sich
die Therapiedauer auf bis zu 24 Monate. Zudem mussen Zweitlinien-Therapeutika
mit erheblichen zusatzlichen Nebenwirkungen eingesetzt werden [48]. Die
Heilungschance reduziert sich auf etwa 50 % und Rezidive sind haufig [174]. Bei
den resistenten Stammen unterscheidet man zwischen ,single-drug-resistant*
(SDR), ,multi-drug-resistant (MDR) und ,extensively-drug-resistant” (XDR) [185].
Wahrend SDR-Stamme eine Resistenz gegenuber Rifampicin oder Isoniazid
aufweisen, sind MDR-Stamme gegen beide Antibiotika resistent. XDR-Stamme
zeigen zudem Resistenzen gegen Fluorchinolone und mindestens ein weiteres
Zweitrang-Antibiotikum. Die hohe Inzidenz der Tuberkulose und die Zunahme
resistenter Stamme verdeutlicht die Notwendigkeit neuer Therapieoptionen. Neben
der Entwicklung neuer Antibiotikaklassen gibt es innovative Strategien, bei denen
nicht mehr das Bakterium die Zielstruktur darstellt, sondern Hauptziel die
Unterstitzung der korpereigenen Immunabwehr ist. Fur die gezielte
Weiterentwicklung dieses Ansatzes ist das Verstandnis der Mechanismen der

Immunabwehr bei der Tuberkulose essentiell.
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1.3. Immunabwehr gegen Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis, der Erreger der Tuberkulose, wird aerogen Ubertragen. Die Erreger
werden in der Lunge von ortsstandigen Alveolarmakrophagen rezeptorabhangig
phagozytiert [132]. Alveolarmakrophagen bilden die erste Verteidigungslinie des
angeborenen Immunsystems im Kampf gegen Tuberkulose [83]. Fur die Induktion
der antimykobakteriellen Aktivitat ist der Tumornekrosefaktor-a (TNFa)
entscheidend [156]. Durch Fusion von Lysosomen und bakterienhaltigen
Phagosomen wird die Verdauung der Erreger initiiert [167]. Die Lysosomen
enthalten Vorstufen hydrolytischer Enzyme, deren aktive Formen bakteriostatische
und bakterizide Wirkung entfalten. Mittels der membranstandigen vesikularen
Adenosintriphosphatase (vVATPase) werden Protonen in die Lysosomen gepumpt
[157]. Dadurch sinkt der pH-Wert (pH 4,5-5,0) und die hydrolytischen Enzyme
werden aktiviert. Weitere Abwehrmechanismen der Alveolarmakrophagen sind
Apoptose, Autophagie [83], Eisendepletion wund die Produktion von
Sauerstoffradikalen und antimikrobiellen Substanzen wie Cathelicidin und
B-Defensin [19]. Virulente Mykobakterien besitzen zahlreiche Virulenzfaktoren, die
das intrazelluldre Uberleben ermdglichen [45, 70, 169]. Durch Aktivierung der Abl-
Tyrosinkinase wird beispielsweise die Transkription der vATPase vermindert [18].
Die verringerte Ansauerung der Lysosomen resultiert in einer geringeren
Aktivierung der hydrolytischen Enzyme und einer Abnahme der antimikrobiellen
Aktivitat. Durch aktive Hemmung der phagolysosomalen Reifung persistieren
Mykobakterien intrazellular in Makrophagen und entziehen sich so dem Zugriff von

Antikdrpern.

Die Mechanismen des angeborenen Immunsystems sind nicht immer ausreichend,
um die Infektion mit M. tuberculosis erfolgreich zu bekdmpfen. Um das zellulare
Immunsystem zu aktivieren, migrieren infizierte dendritische Zellen in die
drainierenden hilaren Lymphknoten, wo sie T-Lymphozyten mykobakterielle
Antigene prasentieren [98]. Zusatzlich sezernieren Makrophagen, dendritische
Zellen und aktivierte T-Zellen Chemokine, die weitere antigenprasentierende Zellen
(APZ), T-Lymphozyten und Granulozyten an den Ort der Infektion rekrutieren [145].
Die kumulierten Zellen bilden ein Granulom, wodurch die Vermehrung und

Ausbreitung der Mykobakterien begrenzt wird [58]. Aufgrund der intrazellularen
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Lokalisation von Mykobakterien sind Antikorper bei der Immunabwehr von
M. tuberculosis nach derzeitigem Kenntnisstand nur von untergeordneter
Bedeutung. Elementarer Bestandteil des erworbenen Immunsystems sind Zytokin-
produzierende CD4"- und zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten. Mykobakterielle
Antigene werden von Makrophagen und dendritischen Zellen auf MHC-II-Molekulen
CD4"-T-Zellen prasentiert, welche Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFNy)
sezernieren [7, 120]. Diese proinflammatorischen Zytokine aktivieren Makrophagen,
natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) und zytotoxische T-Zellen. CD8*-T-Zellen werden
durch Prasentation von Antigenen auf MHC-I-Molekulen aktiviert und injizieren
zytotoxische Granula in infizierte Zielzellen [25]. Die darin enthaltenen
Effektormolekile Perforin und Granzym flihren zur Apoptose infizierter
Alveolarmakrophagen, wahrend Granulysin die Erreger direkt abtotet [155]. Fir eine
erfolgreiche Immunantwort gegen M. tuberculosis ist ein Zusammenwirken der

angeborenen und erworbenen Immunabwehr notwendig (Abb. 1).

Il\
|—IL-12—<
— Zelllyse, IFNy, ...
@ =pcmd .= CD4* Ty .= CD8* CTL = NK-Zelle = Fibroblast \= M. tuberculosis

Abbildung 1: Inmunabwehr gegen Mycobacterium tuberculosis

A) Mykobakterien gelangen aerogen in die Lunge, wo sie von Makrophagen und dendritischen Zellen im Rahmen der
angeborenen Immunabwehr phagozytiert werden. NK-Zellen erkennen infizierte Zellen direkt und werden zusétzlich durch
IL-12 von antigenprasentierenden Zellen (APZ) aktiviert [31]. Sie sezernieren daraufhin IFNy und fihren zur Lyse infizierter
Zellen. Aktivierte APZ initiieren das erworbene spezifische Immunsystem, indem sie in hilidre Lymphknoten migrieren und
dort T-Zellen mykobakterielle Antigene prasentieren [98]. Uber MHC-I-Molekiile werden zytotoxische T-Zellen stimuliert, die
daraufhin infizierte Zellen lysieren. Uber MHC-II-Molekiile aktivieren APZ T-Helferzellen, die proinflammatorische Zytokine
wie IL-2 und IFNy freisetzen [154]. B) Aktivierte APZ, T-Zellen und NK-Zellen umschlieRen Mykobakterien und infizierte Zellen.
Durch Bildung eines Granuloms wird die Ausbreitung der Erreger lokal begrenzt [149].

Abkiirzungen: APZ=antigenprasentierende Zelle; CD=Cluster of Differentiation; CTL=zytotoxische T-Zellen;
DC=dendritische Zelle; IFNy=Interferon-y; IL=Interleukin; Md®=Makrophage; MHC=Haupthistokompatibilitaitskomplex;

M. tuberculosis= Mycobacterium tuberculosis; NK-Zelle=naturliche Killerzelle; TZR=T-Zell-Rezeptor.
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Eine Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunabwehr bilden NK-
Zellen. Nach Stimulation mit IFNc/3 sezernieren NK-Zellen bereits in der Fruhphase
der Infektion IFNy und TNFa und lysieren infizierte Zellen [71, 89]. Wahrend die
protektiven Effekte von IFNy und TNFa vielfach rezitiert sind, ist der Einfluss von

IFNa/f bei der Immunabwehr gegen Tuberkulose noch ungenigend verstanden.

1.4. Interferon-o/

IFNc und IFN sind Typ-I-Interferone, die von nahezu allen Zellen gebildet werden
[103]. Ihr Name leitet sich von der Fahigkeit ab, mit der Ubertragung von Viren auf
Zellen zu interferieren® [65]. Zentrale Bedeutung haben IFNa/f3 bei der Abwehr von
Virusinfektionen. Uber den JAK-STAT Signalweg (Abb. 2) regulieren IFNo/f
Schlusselenzyme des Immunsystems. So fuhrt die Induktion von 2‘-5°-Adenosin-
Oligomeren und der Proteinkinase R (PKR) zu einer Hemmung der viralen
Replikation [166]. Die Steigerung der MHC-I-Expression verbessert die
Antigenprasentation, wodurch dendritische Zellen, Makrophagen und NK-Zellen
aktiviert werden. CD8" zytotoxische Zellen lysieren schlieRlich die infizierten Zellen
[109]. Aufgrund der antiviralen Wirkung ist rekombinant hergestelltes IFNa u. a. fur

die Therapie der Hepatitis B und C zugelassen [79, 172].

Neben ihrer Rolle bei der Abwehr von Viren hemmen IFNa/ durch die Induktion
von Mitose-Inhibitoren und proapoptotischen Proteinen auch die Proliferation von
Zellen und besitzen antitumorale Aktivitat [9]. Daher wird IFNca erfolgreich zur
Therapie von Haarzell-Leukamien [14], Multiplen Myelomen [76], Malignen
Melanomen [38], Follikularen Lymphomen [131] und der Chronisch Myeloischen
Leukamie (CML) eingesetzt [150]. B-Interferone sind fur die Behandlung der
Multiplen Sklerose zugelassen [59]. Mittlerweile werden Uberwiegend pegylierte
Interferone verwendet. Durch die Bindung von Polyethylenglycol an den Wirkstoff
vermindert sich die renale Clearance, wodurch sich die Plasmahalbwertzeit
verlangert. Zudem werden durch die Pegylierung gleichmafRigere Wirkspiegel
erreichnt [36]. Haufige Nebenwirkungen einer Interferon-Therapie sind

psychiatrische Nebenwirkungen und grippale Symptome.
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Uber die Aktivierung der Janus-Tyrosinkinase (JAK) und die Phosphorylierung von
STAT-Molekulen regulieren IFNa/p zentrale Signalwege, die neben der Kontrolle
von Viren und Tumorzellen auch fur die Abwehr von bakteriellen Erregern,
insbesondere der Tuberkulose [40], essentiell sind. Ziel dieser Doktorarbeit war es
zu prufen, welchen Einfluss IFNa auf die Immunabwehr bei der Tuberkulose hat
und ob die Modulation von IFNca-Signalwegen eine immunmodulatorische Therapie
gegen M. tuberculosis ermdglicht. Ein vielversprechender Kandidat einer solchen

immunmodulatorischen Therapie ist der Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) Nilotinib.

IFNAR1 ~ IFNo  ENAR2

N
HEe Y]

Transkription

N

Transkription
p—

STAT1 I
STAT1

GAS \/

Abbildung 2: JAK-STAT Signalweg

Von infizierten Wirtszellen freigesetztes IFNc bindet autokrin und parakrin an den heterodimeren Interferon-a-Rezeptor,
bestehend aus IFNAR1 und IFNAR2. An diesen Rezeptor gekoppelt sind die Janus-Tyrosinkinase und die Tyrosinkinase 2,
die STAT phosphorylieren und damit aktivieren [29]. Phosphorylierte STAT 1-STAT2-Heterodimere binden an IRF9 und formen
den ISGF3 [67]. Der so entstandene Komplex transloziert in den Zellkern, bindet an IFN-stimulated Response Elements
(ISRE) und induziert die Transkription von zahlreichen antiviralen Proteinen. STAT1-STAT1 Homodimere binden an GAS
[35]. Abhangig vom Ligand, vom Rezeptor und von Cofaktoren werden zahlreiche weitere STAT-Moleklle (z. B. STAT4)
phosphoryliert, wodurch andere Singalwege beeinflusst werden. Abkiirzungen: GAS=Interferon-Gamma Activated
Sequence; IFNa=Interferon-a; IFNaR=Interferon-a-Rezeptor; IRF9=Interferon Regulatory Factor 9; ISGF3=IFN-stimulated
Gene Factor 3; ISRE=IFN-stimulated Response Elements; JAK=Janus-Tyrosinkinase; STAT=Signal Transducers and

Activators of Transcription; TYK2=Tyrosinkinase 2.
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1.5. Nilotinib

Die Bcr-Abl-Tyrosinkinase reguliert zentrale Signalwege im gesunden Organismus
wie z. B. Apoptose [171], Autophagie [46], Immunreaktionen [184] und Zell-
proliferation [168]. Mutation der Bcr-Abl-Tyrosinkinase fuhrt zur Entstehung der
CML. Die CML zahlt zu den myeloproliferativen Neoplasien und ist durch eine
Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 charakterisiert (Abb. 3). Das
Phenylamino-Pyrimidin-Derivat Nilotinib (AMN107) ist ein TKI, der die strukturell
ahnlichen Proteinkinasen c-Abl1, c-Abl2, Arg, PDGFR und cKIT hemmt [173]. Durch
selektive Bindung der TKI an die ATP-Bindungsstelle wird ATP verdrangt und die
katalytische Aktivitat der Abl-Tyrosinkinase inhibiert [96]. Dadurch wird das
Wachstum maligner Zellen gehemmt. Imatinib war der erste zugelassene TKI [41,
119]. Basierend auf den Ergebnissen klinischer Vergleichsstudien wurden 2010
auch Nilotinib und Dasatinib zur Erstlinientherapie zugelassen [73, 146]. Durch eine
selektivere Bindung an Bcer-Abl ist Nilotinib besser wirksam als Imatinib und bei den
meisten Imatinib-resistenten Bcr-Abl-Mutanten wirksam. Haufige Nebenwirkungen
einer Therapie mit Nilotinib sind Kopfschmerzen, Ubelkeit, Exantheme,
Muskelschmerzen, Muidigkeit, Hypophosphatamie und vaskulare Erkrankungen
[128, 140]. TKI gelten als erste Vertreter einer zielgerichteten Therapie (,targeted
therapy“). Wahrend vor EinflUhrung der TKI die CML eine sehr schlechte Prognose
hatte, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate heute dank der TKI bei tiber 90 % [68].

Arbeiten im MyTbLab haben gezeigt, dass Nilotinib durch Hemmung der Abl-
Tyrosinkinase die Ansauerung von Lysosomen verstarkt und dadurch das
intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis hemmt [82]. Diese Eigenschaft macht
Nilotinib zu einem Kandidaten flr eine immunmodulatorische Therapie gegen
Tuberkulose. Niltotinib inhibiert jedoch zentrale Effektorfunktionen des erworbenen
Immunsystems durch Hemmung der Zytokinfreisetzung humaner T-Lymphozyten
[82]. Studien mit CML-Patienten haben gezeigt, dass sich die biologische Wirkung
von TKI durch Kombination mit IFNa steigern lasst [116, 130]. Es ist denkbar, dass
IFNa den negativen Einfluss von Nilotinib auf das erworbene Immunsystem
reduziert bzw. dessen antimykobakterielle Wirkung moduliert. Da die Bedeutung

von IFNa im Rahmen bakterieller Infektion kontrovers diskutiert wird, ist das
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Verstandnis des Einflusses von IFNoa in Kombination mit Nilotinib auf die

Immunabwehr gegen Tuberkulose wichtig.

Translokation
Chromosom 9 £(9:22) 2.

Philadelphia-

Chromosom 22 Chromosom

PROLIFERATION UND
UBERLEBEN

Abbildung 3: Pathophysiologie der Chronisch Myeloischen Leukdmie und Wirkweise der Abl-
Tyrosinkinaseinhibitoren 1) Durch eine Translokation zwischen Chromosom 9 und Chromosom 22 gelangt das abl-Gen
unter Kontrolle der Breakpoint Cluster Region. 2) Als Fusionsprodukt des bcr-abl-Gens entsteht die konstitutiv aktive BCR-
ABL-Tyrosinkinase, die ATP (hellgrau dargestellt) bindet und mittels Phosphorylierung zahlreiche Signalwege reguliert. 3)
Durch unkontrollierte Proliferation und verminderte Apoptose fiihrt dies zur Entwicklung der Chronisch Myeloischen Leukamie.
4) TKI blockieren kompetitiv und hochselektiv die ATP-Bindungsstelle und fihren durch die Inhibition der Phosphorylierung
zu einer Inaktivierung der BCR-ABL-Tyrosinkinase und ihrer Signalwege. Abkiirzungen: ABL=Abelson murine leukemia viral

oncogene homolog; ATP=Adenosintriphosphat; BCR=Breakpoint Cluster Region; P=Phosphat; TKI=Tyrosinkinaseinhibitor.
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1.6. Fragestellung der Arbeit

Die Tuberkulose ist weltweit die am haufigsten zum Tode fuhrende bakterielle
Infektionskrankheit. Es gibt keinen zuverlassigen Impfstoff und die Anzahl der
Infektionen mit multiresistenten Stammen nimmt weiter zu. Die Entwicklung neuer
Strategien zur Therapie der Tuberkulose hat daher hochste Prioritat. Neben der
Entwicklung neuer Antibiotikaklassen wird intensiv nach Mdglichkeiten gesucht, das
Immunsystem bei der korpereigenen Immunabwehr gegen M. tuberculosis zu
starken [170]. Vorarbeiten in unserem Labor haben gezeigt, dass die Hemmung der
Abl-Tyrosinkinase den pH-Wert in Lysosomen senkt und dadurch das intrazellulare
Wachstum vom M. tuberculosis gehemmt wird [17, 82]. Im Gegensatz zu der
Aktivierung von Makrophagen inhibieren Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) die
Zytokinfreisetzung humaner Leukozyten [72], was ihren Einsatz als immun-
modulatorische Therapie mdoglicherweise limitiert. Studien bei Patienten mit
Chronisch Myeloischer Leukamie haben gezeigt, dass die biologische Wirksamkeit
von TKI durch den Immunmodulator IFNa verstarkt wird [130, 151]. Ziel dieser
Doktorarbeit war zu untersuchen, welchen Einfluss IFNc auf die Immunabwehr bei
der Tuberkulose hat. Insbesondere sollte geklart werden, ob IFNa die negativen
Effekte der TKI auf die Lymphozytenfunktion kompensiert und als
Kombinationspartner eine immunmodulatorische Therapie der Tuberkulose

ermoglicht.
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2. Material und Methoden

2.1.

Material und Reagenzien

2.1.1. Arbeitsgerate und Arbeitsmaterialien

a) Arbeitsgerate:

ELISA-Reader, ASYS

FACSCalibur, BD Biosciences
FACSCanto I, BD Biosciences
Fluoreszenzmikroskop Axioskop-2, Zeiss
Geldokumentationsanlage, Biometra
Gelelektrophoresekammer Horizon 11.14, Biometra
Herasafe HSP 12-Werkbank, Heraeus
Inkubator 6000, Heraeus

Lichtmikroskop 40CFL, Zeiss
Lichtmikroskop CH-2, Olympus
LightCycler Nano, Roche

Thermocycler Professional, Biometra
Neubauer-Zahlkammer, Marienfeld
Wasserbad, Kottermann

Zentrifuge 5417R, Eppendorf

Zentrifuge 5810R, Eppendorf

b) Arbeitsmaterialien:

7H11-Agarplatten, Middlebrook
Einfrierrdhrchen, Greiner Bio One
ELISA-Platten 96 Well, Nunc
FACS-Rohrchen, Corning

Filter zum Sterilfiltrieren, PALL
Impfosen, Sarstedt
Latexeinmalhandschuhe, Sempercare
LightCycler Kapillaren 20 pl, Roche

Mikroskopiekulturplatten 8-chamber-slide, Thermo Fisher

10
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Pipettenspitzen 0,5 - 10 ul, Brand
Pipettenspitzen 10 - 100 pul, Roth
Pipettenspitzen 100 - 1000 pl, Sarstedt
Roéhrchen (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml), Eppendorf

Serologische Kunststoffpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml), Corning

Zellkulturflaschen 50 ml, Falcon Corning
Zellkulturplatten 24 Well, Falcon Corning
Zellkulturplatten 96 Well, ThermoScientific
Zentrifugenrohrchen (15 ml; 50 ml), Corning
Zytospin-Objekttrager, VWR

. Chemikalien und Reagenzien

Amphotericin B, Sigma

Ampuwa (destilliertes Wasser), Fresenius Kabi
Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit, responsif
Aquatex, Merck

Biotinylierte Peroxidase, Thermo Fisher
Brefeldin A, Sigma

Bromphenolblau, Sigma

BSA, Sigma

Buffy Coats, DRK Blutspendedienst BW-Hessen
Concanavalin A (ConA), Sigma

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma

dNTPs, Roche

Ethanol, VWR

Ethylendiamintetraacetat, Sigma
Ficoll-Paque-Plus, GE Healthcare

Fotales Kalberserum, Biochrom

Glycerol, Sigma

Schwefelsaure (H2SO,4), Roth

Hepes, Biochrom

Humanserum AB, Sigma

Imatinib, Novartis

11
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e Isopropanol, Apotheke Uniklinik Ulm

e L-Glutamin, PAA

e LightCycler FastStart DNA Master Sybr Green |, Roche
e Lipopolysaccharid (LPS), Sigma

e LysoSensor Green DND-189, Thermo Fisher

e 2-Mercaptoethanol, Sigma

e Methanol, Roth

e Natriumazid, Roth

¢ Natriumhydrogencarbonat, Roth

¢ Nilotinib, Novartis

e Oligo(dT)18 mRNA Primer, New England Biolabs
e Paraformaldehyd, Sigma

e PBS, Gibco

e Penicillin, Biochrom

e Perm/Wash Puffer, BD Biosciences

¢ 5x Reaktionpuffer, Thermo Fisher

¢ RevertAid H-Minus Reverse Transcriptase, Thermo Fisher
e RNAase-freies Wasser, Roche

¢ RNeasy Mini Kit, Qiagen

e RPMI 1640, Gibco

e Saponin, Sigma

e Staurosporin, Sigma

e Streptavidin, Thermo Fisher

e Streptomycin, Sigma

e TMB Substrate Solution, ThermoScientific

e Trizma, Sigma

e Trypanblau, Biochrom AG

e Tween 20, Sigma
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2.1.3. Medien und Puffer

a) Durchflusszytometrie:

e FACS-Puffer: Phosphatpuffer (PBS), 0,1 % Natriumazid, 1 % fotales
Kalberserum (FCS)
e Permeabilisierungspuffer: 1 x Perm/Wash in PBS

e Fixierung: 4 % Paraformaldehyd in PBS

b) ELISA:

e Assay-Puffer: 2 % BSA (bovines Serumalbumin) in PBS

e Coating-Puffer: PBS

e Stopplosung: 0,18 M Schwefelsaure (H,SO4) in Aqua dest.

e Waschpuffer: PBS, 0,1 % BSA, 0,2 % Tween 20, 50 mM Trizma

c) Zellkultur:

e Zellkulturmedium: RPMI, 10 mM Hepes, 2 mM L-Glutamin, 5 % hitze-
inaktiviertes Humanserum (30 min bei 56°C), 60 ug/ml Penicillin, 100 ug/ml
Streptomycin

e BAL-Medium (Medium fur die Experimente mit M. tuberculosis):

RPMI, 10 mM Hepes, 2 mM L-Glutamin, 5 % nicht hitzeinaktiviertes
Humanserum, 13 mM Natriumhydrogencarbonat, 60 ug/ml Penicillin G,
5,6 ug/ml Amphotericin B

e Waschmedium: PBS, 20 % Vollmedium, 2 % FCS

2.1.4. Zytokine, Bakterien, Antikorper und Primer

a) Zytokine und Bakterien:
¢ rhu GM-CSF, Miltenyi Biotec
e rhu IFNy, R&D Systems
e M. tuberculosis (H37Rv), Institut fir Med. Mikrobiologie und Hygiene Ulm
¢ (peg-)IFNa-2a (Pegasys), Roche
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b) Antikorper — Durchflusszytometrie:

anti-CD3-FITC, Biolegend
anti-CD3-APC, Miltenyi Biotec
anti-CD4-PB, Biolegend
anti-CD8-PerCP, BD Bioscience
anti-CD56-PECy7, BD Bioscience
anti-CD107a-FITC, BD Bioscience
anti-human-IFNa-FITC, PBL assay science
anti-human-IFNyR1-PE, Miltenyi Biotec
Maus IgG1-FITC, Caltag (Invitrogen)
Maus 1gG1-PE, Miltenyi Biotec

Maus 1gG1-PECy7, BD Bioscience
Maus 1gG1-PerCP, BD Bioscience
Maus IgG2a-APC, Caltag (Invitrogen)
Maus 1gG2a-FITC, Biolegend

Maus IgG2a-PerCP, BD Bioscience
Maus IgG2b-PB, Biozol
Annexin-V-FITC, BD Bioscience
Propidiumiodid-PE, BD Bioscience

b) Antikdrper — ELISA:

anti-human-IFNy, ThermoScientific

anti-human-IFNy biotinyliert, ThermoScientific
anti-human-IFNy Coating-Antikorper, ThermoScientific
anti-human-TNFa, ThermoScientific
anti-human-TNFa biotinyliert, ThermoScientific

anti-human-TNFa Coating-Antikdrper, ThermoScientific

14
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c) Primer:
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma biomers.net in Ulm hergestellt.
e [-Aktin-Primer:
forward: 5-GGCCACGGCTGCTTC-3'
reverse: 5-GTTGGCGTACAGGTCTTTGC-3
e IFNaR1-Primer:
forward: 5-AGTGTTATGTGGGCTTTGGATGGTTTAAGC-3
reverse: 5-TCTGGCTTTCACACAATATACAGTCAGTTG-3'

15
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2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen

Humane Lymphozyten wurden aus anonymisierten Buffy Coats von der Blutbank
am Universitatsklinikum Ulm isoliert. Die Aufreinigung der peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) aus den Buffy Coats erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Abb. 4). Auf Ficoll wurde mit Antikoagulantien
versetztes Blut pipettiert und bei 1600 Umdrehungen pro Minute (rpm) fur 30 min
bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert. Interphase und Plasma wurden
zusammen abgenommen und in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Weitere
Zentrifugationsschritte mit Waschmedium bei 1800 rpm, 1300 rpm, 1000 rpm fur je
10 min und 800 rpm flr 8 min dienten der Entfernung von Thrombozyten und
restlichem Ficoll. Die noch im Zellpellet enthaltenen Erythrozyten wurden durch
Resuspendieren in 1 ml destilliertem Wasser vollstandig lysiert. Abschliefend
wurde erneut bei 800 rpm flir 10 min gewaschen, die isolierten PBMC in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt, in Komplettmedium resuspendiert und auf eine

Konzentration von 100 x 10° PBMC/ml eingestellt.

Buffy Dichtegradienten- Plasma
Coat zentrifugation
> PBMC
Ficoll
Ficoll

/ E+G

Abbildung 4: Vergleich zweier Zentrifugenrohrchen vor und nach dem ersten Zentrifugationsschritt

Durch Zentrifugation bei 1600 rpm fiir 30 min werden die unterschiedlichen Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte
aufgetrennt. Ficoll hat eine definierte Dichte von 1,077 g/ml und bewirkt u. a. eine Aggregation der Erythrozyten. Granulozyten
(G) und die aggregierten Eryothrozyten (E) besitzen eine hoéhere Dichte als Ficoll und setzen sich am Boden des
Zentrifugenrdhrchens ab. Die weniger dichten PBMC und Thrombozyten befinden sich nach der Zentrifugation zwischen
Plasma und Ficoll in der sogenannten Interphase (griin dargestellt). PBMC kénnen so von den (ibrigen Bestandteilen isoliert
und weiter aufgereinigt werden. Abkiirzungen: E=Erythrozyten; G=Granulozyten; PBMC=periphere mononukleare Zellen;

rom=Umdrehungen pro Minute.
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2.2.2. Generierung von Makrophagen

Im Gegensatz zu Lymphozyten, Granulozyten und NK-Zellen adharieren
Monozyten an Plastikoberflachen. Diese Eigenschaft macht man sich bei der
Generierung von Makrophagen zu Nutze (Abb. 5). 80 x 10° frisch isolierte PBMC
wurden in 6 ml Zellkulturmedium in einer Kulturflasche ausgesat und fur 60 min bei
37°C inkubiert. Durch leichtes Klopfen und einmaliges Spulen mit PBS wurden
nichtadharente Zellen entfernt. Die adharenten Monozyten wurden anschlie3end
bei 37°C fur 6 Tage mit 10 ng/ml Granulocyte macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF) stimuliert, um eine Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen zu
erreichen. Das Ernten der Zellen erfolgte durch Inkubation mit PBS + 1 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) fur 20 min bei Raumtemperatur. EDTA
komplexiert Ca®*, wodurch Makrophagen ihre Adhdrenz verlieren und durch
kraftiges Klopfen von der Plastikoberflache geldst werden kdnnen. Abschliel3end
wurden die Makrophagen in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt, in Zellmedium

(CM) resuspendiert und auf eine Konzentration von 10 x 10° /ml eingestellt.

Abbildung 5: Generierung von Makrophagen
Durch ihre Adharenz an Plastikoberflachen lassen sich Monozyten (gelb) unkompliziert von den nichtadharenten PBMC (grau)
isolieren. Abkiirzungen: GM-CSF=Granulocyte macrophage colony stimulating factor; PBMC=periphere mononukledre

Zelllen.
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2.2.3. Infektion von Monozyten mit Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis (virulenter Stamm H37Rv) wurde in einer Suspension aus
Middlebrook 7H9-Medium kultiviert. Alle Experimente mit M. tuberculosis wurden in

einem Labor der biologischen Sicherheitsstufe 3 durchgefuhrt.

2 x 10° PBMC pro Well wurden in einer 24-Well-Platte fiir 60 min in BAL-Medium
inkubiert. Nichtadh&rente Zellen im Uberstand wurden abgenommen und asserviert.
Die Zahl der adharenten Monozyten wurde basierend auf ihrem prozentualen Anteil
an den PBMC von 10 % auf 2 x 10° geschatzt. Das Prinzip der Infektion von
Monozyten mit M. tuberculosis veranschaulicht Abbildung 6. Vor Infektion wurden
die Bakterien im Ultraschall-Wasserbad bei 37°C fur 10 min beschallt, was eine
Verklumpung der Mykobakterien verhinderte. 2 x 10° Monozyten wurden fiir
2 h mit 1 x 10° M. tuberculosis pro Well infiziert. Dies entspricht einer MOI
(Multiplizitat der Infektion) von 5. Nach Abwaschen extrazellularer Mykobakterien
mittels PBS wurden 2 x 10° der autologen, nichtadharenten PBMC dazugegeben
(Verhaltnis 1:10) und mit 100 ng/ml IFNa inkubiert. Nach funf Tagen wurden die
Zellen mit 0,3 % Saponin lysiert und auf 7H11-Agarplatten aufgetragen. Nach 14
Tagen wurde das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis durch Zahlen der

koloniebildenden Einheiten (KBE) quantifiziert.

1) Infektion mit 2) Zugabe von IFNa 3) Lyse und Auftragung 4) Bestimmung kolonie-
M. tuberculosis und PBMC auf 7H11-Agarplatte bildender Einheiten
® o
]
5 Tage 14 Tage
\ 1:1000 |1:100
1:10 ‘
Monozyt

Abbildung 6: Infektion von Monozyten mit Mycobacterium tuberculosis

1) Monozyten (griin dargestellt) wurden fiir 2 h mit Mycobacterium tuberculosis (rot dargestellt) infiziert. 2) Nach Zugabe der
nichtadharenten PBMC wurde fiir 5 Tage mit 100 ng/ml IFNa inkubiert. 3) AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und auf
7H11-Agarplatten (grau dargestellt) ausplattiert. 4) Um einzeln stehende Kolonien zu erhalten wurden die Lysate zusatzlich
1:10, 1:100 und 1:1000 verdinnt aufgetragen. Nach 14 Tagen wurden die koloniebildenden Einheiten gezahlt.

Abkiirzungen: IFNa=Interferon-ca;; M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukleare Zellen.
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2.2.4. Herstellung von loslichem Extrakt aus Mycobacterium tuberculosis

Zur antigenspezifischen Stimulation von PBMC wurde Mycobacterium
tuberculosis-Extrakt (M.tb-Extrakt) verwendet. M.tb-Extrakt besteht aus den
|6slichen Bestandteilen von M. tuberculosis und ist reich an Lipiden und Proteinen.
M.tb-Extrakt wurde mittels Ultraschall-Lyse und Zentrifugation aus Mykobakterien
.extrahiert”. 1 g radioaktiv abgetoteter Mykobakterien (H37Rv) wurden in einem
15-ml-Zentrifugenréhrchen zweimal mit 10 ml PBS bei 3500 rpm fur 10 min
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 6 ml PBS resuspendiert und auf zwei 15-ml-
Zentrifugenrohrchen aufgeteilt. Um die Mykobakterien zu lysieren, wurden beide
Roéhrchen mittels einer Ultraschallsonde fur 3 min beschallt, wobei |6sliche
mykobakterielle Bestandteile freigesetzt wurden. AnschlieRend wurde bei 3500 rpm
fir 10 min zentrifugiert und die Uberstéande aus den beiden Réhrchen gepoolt. Die
Pellets wurden in 3 ml PBS resuspendiert und erneut beschallt. Das zweite Sonikat
wurde ohne Zentrifugation zu dem zuvor asservierten Uberstand gegeben. Nach
abschlie3ender Zentrifugation bei 40.000 rpm flr 60 min wurde das Pellet mit allen
partikularen Zellbestandteilen verworfen. Der Uberstand wurden sterilfiltriert und die
Menge der extrahierten Ioslichen Bestandteile von M. tuberculosis mittels Protein-

Assay quantifiziert.
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2.2.5. Stimulation von Zellen und Einteilung der Spender in Kohorten

In einer 24-Well-Platte wurden 1 x 10° PBMC pro Well in 300 pl CM ausgesat und
uber Nacht inkubiert (Tabelle 1). Wenn nicht explizit erwahnt, wurde mit der
therapeutischen Dosis (*) von Nilotinib inkubiert. Fur IFNca und M.tb-Extrakt wurden
Standardkonzentrationen von 100 ng/ml bzw. 5 ug/ml verwendet. Durch Stimulation
der PBMC mit M.tb-Extrakt und Messung der IFNy-Freisetzung mittels ELISA
wurden die Spender in eine negative Kohorte und in eine M.tb-Extrakt-positive
Kohorte eingeteilt. Der Grenzwert fur M.tb-Extrakt-positive Spender entsprach dem
Dreifachen der IFNy-Konzentration in der Mediumkontrolle. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden ausschlieldlich M.tb-Extrakt-positive Spender eingesetzt, da nur sie

Aussagen Uber antigenspezifische T-Zellfunktionen ermdglichen.

Tabelle 1: Reagenzien zur Stimulation von peripheren mononukleéren Zellen (PBMC)

Reagenz Konzentration

ConcanavalinA 5 pg/mi

GM-CSF 10 ng/ml

Interferon-a (Pegasys®) 10 ng/ml; 100 ng/ml; 1000 ng/ml
Interferon-y 0,5 pg/ml

Lipopolysaccharid 10 ng/ml

M.tb-Extrakt 5 ug/ml

Nilotinib (Tasigna®) 0,25 pg/ml; 2,5 ug/mi*; 25 ug/mi

Abkiirzungen: GM-CSF=Granulocyte macrophage colony stimulating factor; M.tb=Mycobacterium tuberculosis.
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2.2.6. Durchflusszytometrie

Im Durchflusszytometer werden Zellen einzeln in einen Mikrokanal gesaugt, wo sie
von einem Laser bestrahlt werden. Jede Zelle bricht aufgrund ihrer GroRe und
Granularitat das Licht auf charakteristische Weise. Anhand des vorwarts
(FSC = forward scatter) und seitwarts (SSC = sideward scatter) gebrochenen
Anteils des Lichts lassen sich die unterschiedlichen Zellpopulationen identifizieren.
Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) stellt eine Form der
Durchflusszytometrie dar, bei der, basierend auf der Fluoreszenz bestimmter
Farbstoffe, Zellen noch genauer charakterisiert werden kdnnen. Spezifische
Zellbestandteile werden mittels fluorochromgebundener Antikorpern markiert. Das
FACS-Gerat besitzt unterschiedliche Laser mit definierter Wellenlange. Trifft Licht
auf das Fluorochrom, dessen Wellenlange innerhalb des spezifischen
Anregungsspektrums  liegt, emittiert der Farbstoff seinerseits Licht
charakteristischer Wellenlange. Durch geeignete Filter gelangt das Licht auf einen
fur das Fluorochrom spezifischen Detektor und wird schlieBlich mittels
Photomultiplier in ein elektrisches Signal umgewandelt. Bei geeigneter
Zusammenstellung der Fluorochrome ermoglicht das gemessene Signal im
jeweiligen Detektor eine Charakterisierung der Zellen gemal der Expression der
farbstoffmarkierten Zellbestandteile. Als Kontrolle fur unspezifische Bindungen
wurden Antikorper desselben Isotyps und derselben Farbstoffkonjugation

verwendet.

Die Durchflusszytometrie wurde zur Beantwortung folgender Fragestellungen

verwendet:

a) Phanotypische Charakterisierung humaner PBMC mittels Farbung von
Proteinen auf der Zelloberflache

b) Identifikation IFNy-produzierender Zellen mittels intrazellularer IFNy-Farbung

c) Detektion apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-Farbung

d) Detektion zytotoxischer Zellen mittels CD107a-Farbung
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a) Oberflachenfarbung

Frisch isolierte PBMC wurden mit FACS-Puffer bei 1300 rpm fur 10 min gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation mit fluorochrommarkierten Antikérpern fur 30 min bei
4°C. Abschlief3end wurden die Zellen erneut mit FACS-Puffer gewaschen und sofort

am Durchflusszytometer aufgenommen.

b) Intrazellulare IFNy-Farbung

Zur Charakterisierung der IFNy-produzierenden Zellen wurde eine intrazellulare
IFNy-Farbung durchgefiihrt. 1 x 10 PBMC wurden tber Nacht in einer 24-Well-
Platte bei 37°C stimuliert. Am nachsten Tag wurden die Zellen fur 4 h mit 10 pg/ml
Brefeldin A inkubiert. Brefeldin A ist ein Lakton-Antibiotikum, das den Transport
zwischen endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat hemmt [105]. Dadurch
wird sowohl die Reinternalisierung von Membranproteinen als auch die Sekretion
von Proteinen verhindert. In der Folge akkumulieren Zytokine in der Zelle und
konnen im Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Die Zellen wurden
anschlie3end geerntet und mit FACS-Puffer bei 1300 rpm fur 10 min zentrifugiert.
Damit der anti-IFNy-Antikorper die Zellmembran passiert, wurden die Zellen mit
2 ml Permwash bei 1300 rpm fur 10 min gewaschen. Danach wurde der anti-IFNy-
Antikdrper fur 30 min bei 4°C hinzugegeben. Nach erneutem Waschen mit 2 ml
Permwash und 2 ml FACS-Puffer bei je 1300 rpm fur 10 min wurden die Zellen
sofort am Durchflusszytometer aufgenommen. Wurde zusatzlich eine
Oberflachenfarbung durchgefihrt, erfolgte nach dem ersten Zentrifugationsschritt
mit FACS-Puffer die Zugabe von Oberflachenantikdrpern fur 30 min bei 4°C. Zur
Fixierung der Zellen wurde nach erneutem Waschen mit 2 ml FACS-Puffer
(1300 rpm; 10 min) 250 ul 4 % Paraformaldehyd fur 20 min im Dunkeln bei 4°C
zugegeben. Nach nochmaligem Waschen mit FACS-Puffer wurde die intrazellulare

Farbung wie oben beschrieben durchgefuhrt.
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c) Detektion apoptotischer Zellen

Zum Nachweis apoptotischer Zellen wurde die Annexin-V-Farbung durchgefihrt
(Abb. 7). 1 x 108 PBMC wurden tber Nacht in einer 24-Well-Platte bei 37°C mit den
jeweiligen Reagenzien inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS +
1 mM EDTA geerntet, zweimal mit kaltem PBS bei 1300 rpm flr 10 min zentrifugiert
und in 1 x Annexin-V binding buffer auf eine Konzentration von 1 x 106 PBMC/ml
eingestellt. 100 pl davon wurden in ein FACS-Rdéhrchen Uberfihrt und mit 1 pl
Annexin-V-FITC und 5 pl Propidiumiodid-Farbelosung 15 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. AbschlieRend wurden 400 pl 1 x binding buffer hinzugeftgt
und die Zellen sofort am FACS aufgenommen. Als Positivkontrolle fur apoptotische

Zellen wurde der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin eingesetzt [57].

Annexin-V- Annexin-V-
FITC FITC

Y’A

‘\ //].
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apoptotisch

o =zele (D =zellken  |'I" =DNA @ =Phosphatidyiserin W = Propidiumiodid

Abbildung 7: Prinzip der Annexin-V-Farbung

Wird eine Zelle apoptotisch, durchlauft sie definierte morphologische Veranderungen [75]. So kommt es z. B. zur
Externalisierung von Phosphatidylserin, welches in vitalen Zellen nur in der intrazellularen Membran lokalisiert ist. Annexin-V
bindet an Phosphatidylserin und durch Konjugation mit dem Farbstoff FITC lassen sich so apoptotische Zellen nachweisen
[80]. Um zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wurden die Zellen zusatzlich mit Pl gefarbt. Nur
wenn eine Zelle nekrotisch ist, gelangt Pl in das Zellinnere, wo es in die DNA interkaliert und so tote Zellen anfarbt [115].
Zellen, die weder Annexin-V-positiv noch Pl-positiv waren, wurden als vital definiert.

Abkiirzungen: DNA=Desoxyribonukleinsaure; FITC=Fluoresceinisothiocyanat; PI=Propidiumiodid.
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d) CD107-Degranulationsassay

Die zytotoxische Aktivitdt von CD8'-T-Zellen und NK-Zellen korreliert mit der
Expression von CD107a [11, 124] (Abb. 8). Fir die Analyse der CD107a-Expression
wurden 1 x 10° PBMC in 200 pl Endvolumen in einer 96-Well-Flachbodenplatte
ausgesat und Uber Nacht bei 37°C mit verschiedenen Reagenzien inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte die Zugabe von 2 x 10° K562-Zellen zusammen mit 2 pl anti-
CD107a-FITC-Antikdrper bzw. 2 pl anti-IgG1-FITC-Antikorper zur Kontrolle. Nach
1 h wurde Brefeldin A (10 pg/ml) hinzugegeben, da es neben der Sekretion auch
die Wiederaufnahme von Moleklulen hemmt und damit die Internalisierung von
CD107a verhindert. Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurden die Zellen geerntet,
in FACS-Ro6hrchen uberfuhrt, mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen (1300 rpm; 10 min)

und am Durchflusszytometer analysiert.

K562-Zellen

OO0\ _ |

CD107-FITC

O =PBMC @ = Zytotoxische Granula e = CD107a-Molekiil

Abbildung 8: Prinzip des CD107a-Degranulationsassays

CD107a ist ein Molekdl, das in der luminalen Seite von zytotoxischen Granula lokalisiert ist [53]. Bei der Degranulation wird
der Inhalt der Granula entleert und CD107a auf der Zelloberflache exprimiert. Da in unstimulierten Zellen die Expression von
CD107a gering ist, wurden die PBMC durch Kontakt mit K562-Zellen aktiviert. K562-Zellen sind MHC-Klasse-| negativ [78].
Durch das Fehlen dieses zentralen inhibitorischen Signals lysieren NK-Zellen die K562-Zellen [81]. In Vorexperimenten wurde
das optimale Verhaltnis von PBMC zu K562-Zellen von 1:2 bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die Messung der Expression von
CD107a erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Abkiirzungen: CD=Cluster of Differentiation; FITC=Fluoresceinisothiocyanat;

PBMC=periphere mononukledre Zellen.
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2.2.7. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zum quantitativen
Nachweis von Substanzen in einer Probe (Abb. 9). Der ELISA wurde zum Nachweis
von IFNy und TNFa im Uberstand stimulierter PBMC eingesetzt. Die Sensitivitat war
bei allen ELISAs < 125 pg/ml.

Substrat —1—»[I] = [

af
Albumin ——< MO ]

StrepAB-Peroxidase-Komplex

Biotinylierter Antikérper

Ziel-Protein

Coating Antikérper

Abbildung 9: Prinzip des Enzyme-linked Inmunosorbent Assays (ELISA)

Eine 96-Well-Mikrotiterplatte wird zuerst mit einem Erstantikérper (Coating Antikérper) beschichtet, der unspezifisch an die
Oberflache bindet. Weitere unspezifische Bindungsstellen werden mittels Albumin blockiert. Nach Zugabe der Probe kommt
es zur spezifischen Bindung der Zielproteine an den Erstantikdrper, wohingegen die anderen in der Probe enthaltenen
Molekile ungebunden bleiben. Der Zweitantikdrper (biotinylierter Antikdrper) bindet ebenfalls spezifisch an das Zielprotein.
Von dem so entstehenden Komplex aus Erstantikérper, Zielprotein und Zweitantikorper leitet sich der Name Sandwich-ELISA
ab. Die gebundene Menge an Zielprotein wird mittels einer enzymatischen Reaktion sichtbar gemacht, bei der die Biotin-
Peroxidase das Substrat zu einem blauen Farbstoff umbaut. Diese chemische Reaktion kann durch eine schwefelsdurehaltige

Stoppldsung beendet werden, wodurch es zu einem Farbumschlag von blau nach gelb kommt.



2. Material und Methoden 26

2.2.8. Messung der Ansauerung von Lysosomen

Zur Messung der Ansauerung von Lysosomen in Makrophagen wurde der
membrangangige Farbstoff LysoSensor Green DND-189 (pK, ~5,2) verwendet.
LyosSensor eignet sich zur qualitativen und semiquantitativen Bestimmung des pH-
Wertes von sauren Kompartimenten, da er in saurem Milieu akkumuliert. Zusatzlich
resultiert bei niedrigem pH-Wert aus der Protonierung einer basischen Seitenkette
die Aufhebung der Fluoreszenzl6schung, wodurch es zu einer Zunahme der

Fluoreszenzintensitat kommt.

Fur Aufnahmen am Durchflusszytometer wurden 10° Makrophagen pro Well in
einem Endvolumen von 300 pl in einer 24-Well-Platte ausgesat und mit TKI bzw.
IFNa Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mittels PBS + 1 mM EDTA
fur 20 min bei Raumtemperatur geerntet und in FACS-Rdhrchen Uberfuhrt. Nach
Zentrifugation mit 2 ml FACS-Puffer (1300 rpm; 10 min) wurden die Makrophagen
mit 0,1 pl LysoSensor Green DND-189 bei 37°C fur 10 min angefarbt. Anschlie3end
wurde erneut mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen (1300 rpm; 10 min) und die Zellen
am Durchflusszytometer aufgenommen. Das Gate fur LysoSensor-positive Zellen
wurde so gewahlt, dass der Anteil LysoSensor-positiver Zellen in der
Mediumkontrolle durchschnittlich unter 1 % lag. Dieses methodische Vorgehen
erklart die unterschiedlichen prozentualen Anteile LysoSensor-positiver Zellen bei
der Durchflusszytometrie  verglichen mit der Fluoreszenzmikroskopie.
Fir die Arbeiten am Fluoreszenzmikroskop wurden 7 x 10* Makrophagen pro Well
in einem 8-Chamber-Slide Uber Nacht mit Nilotinib oder IFNa stimuliert. Nach
Fixierung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd fur 10 min bei 0°C und einmaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 pl LysoSensor Green DND-189 und dem
Kernfarbstoff Hoechst 33258 (1 ug/ml) fir 2 h bei 37°C angefarbt. Abschliel3end
wurde zur Entfernung ungebundenen Farbstoffes zweimal mit PBS gewaschen und
die Praparate mit Eindeckelmedium und Deckglas versehen. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop, indem die Anzahl der LysoSensor-positiven
und LysoSensor-negativen Zellen gezahlt wurde. Fur die abgebildeten
Fluoreszenzaufnahmen wurden die Makrophagen nach obigem Protokoll in FACS-
Roéhrchen behandelt und abschlieRend mittels einer Zytospin-Zentrifuge auf

Objekttrager geschleudert.
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2.2.9. Molekularbiologische Methoden

Mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) wurde der Einfluss von
IFNy und M.tb-Extrakt auf die Expression der IFNaR1-mRNA in humanen PBMC

untersucht.

RNA-Isolierung

Fir die Bestimmung der IFNeR1-mRNA-Expression wurden je 2 x 10° PBMC in
einer 24-Well-Platte mit 0,5 pg/ml IFNy bzw. 5 ug/ml M.tb-Extrakt fur 2, 4 und 8 h
stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte PBMC. Nach Ende der Inkubation
wurden die Zellen mittels 1 ml PBS + 1 mM EDTA fur 10 min bei 37°C geerntet und
in ein 1,5-mI-Rohrchen Uberflhrt. Die RNA-Isolierung erfolgte mittels des RNeasy
Kits von Qiagen. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm fur 10 min wurde das Zellpellet
in 350 pl RLT Puffer + 1 % Mercaptoethanol resuspendiert und 350 ul 70 % Ethanol
dazugegeben. Die initial zahflissige Emulsion wurde durch Pipettieren ausgiebig
gemischt, 700 pyl davon in eine Saule aus dem Kit uberfuhrt und bei 14000 rpm flr
15 s zentrifugiert. Danach wurde die Saule einmal mit 700 yl RWI Puffer (14000
rom, 15 s) und zweimal mit je 500 pyl RPE Puffer (14000 rpm, 15 s bzw. 2 min)
gewaschen. Der Durchfluss wurde nach den einzelnen Waschschritten jeweils
verworfen. AbschlieRend wurde in jedes Rohrchen fur 5 min 20 yl RNAase-freies
Wasser gegeben und durch Zentrifugation bei 14000 rpm flr 2 min eluiert. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurde die isolierte Ribonukleinsaure (RNA) bei -80°C

gelagert.

Reverse Transkription (RT)

Das Umschreiben der mRNA in komplementare DNA (cDNA) erfolgte mittels Revert
Aid H-Minus M-MuLV RTase Kit von Fermentas in einem Thermocycler. Pro Ansatz
wurden 5 pl der isolierten RNA, 1 pl Oligo(dT) Primer und 7 yl RNAase-freies
Wasser in ein 0,5-ml-PCR-Rdhrchen pipettiert. Wahrend der Inkubation bei 70°C
fur 10 min lagerten sich die Oligo(dT) Primer an die RNA-Templates an.
Anschlie3end wurde bei 37°C fur 5 min mit einem Mastermix aus 4 pl 5 x RT-Puffer
und 2 ul Desoxyribonukleotide (ANTPs) inkubiert. Zur Verknipfung der an die RNA

angelagerten dNTPs wurde nach 5 min 1 pl H-Minus RTase dazugegeben und flr
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50 min bei 42°C inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde fur 15 min bei 70°C
inkubiert. Die Konservierung der cDNA erfolgte bei -20°C.

LightCycler PCR

Die PCR dient der Amplifikation von DNA. Die gPCR stellt eine Weiterentwicklung
dar, bei der die Menge des amplifizierten PCR-Produkts gemessen werden kann.
Hierzu wurde das LightCycler Fast Start DNA Master™“® SYBR Green | Kit von
Roche verwendet. Der Farbstoff SYBR Green lagert sich in die neu synthetisierte
doppelstrangige DNA ein und fluoresziert daraufhin. Durch die Messung der
Fluoreszenzzunahme nach jedem Replikationszyklus kann die Menge des
synthetisierten PCR-Produkts bestimmt werden. Pro Ansatz wurden 5 pl der zuvor
synthetisierten cDNA, 2 ul Primermix aus forward und reverse Primer, 4 ul SYBR
Green Mastermix und 9 ul Wasser in 20 ul Kapillaren pipettiert und in den
LightCycler gestellt. Der Ablauf der PCR-Reaktion bestand aus einer Vorheizphase
auf 95°C fur 10 min, 40 Zyklen zu je 60 s bei 94°C, 60°C und 72°C, gefolgt von einer
zehnminutigen Elongationsphase bei 72°C. Anschliellend wurde auf 95°C erhitzt,
um, basierend auf der Schmelzkurve der synthetisierten Produkte, die Spezifitat der
Reaktion zu Uberprufen. Zusatzlich wurde die Spezifitdt mittels Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert. Parallel zur Amplifizierung der IFNaR1-cDNA wurde
eine Reaktion mit B-Aktin durchgefuhrt. Die Menge des Housekeeping-Gens 3-Aktin
ist in allen Zellen annahernd gleich und wird nicht durch die verwendeten
Substanzen beeinflusst, weshalb es sich bei der Berechnung der
Genexpressionsanderung als Referenz-Gen eignet. Die relative Anderung der
IFNaR1-Expression im Vergleich zur 3-Aktin-Expression wurde mit Hilfe der AACt-
Methode berechnet. ACt (cycle threshold) entspricht hierbei dem Schwellenwert-
Zyklus, bei dem es erstmals zu einem exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz Uber

den Hintergrundwert kommt.

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Referenzgen)
AACt = ACt (stimuliert) — ACt (unstimuliert)

n-fache Genexpression = 2"24¢
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2.2.10. Statistische Auswertung und Computerprogramme

Die Uberpriifung auf statistische Signifikanz erfolgte mittels des nicht-
parametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests [176], da aufgrund der geringen
Fallzahlen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte. Als
signifikant wurden Daten gewertet, wenn p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)
und p < 0,0001 (****) war. Die Ergebnisse der dargestellten Balkendiagramme sind
stets als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Tabelle 2 fasst die verwendeten

Computerprogramme zusammen.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Software

Programm Hersteller Anwendung

Cell Quest BD Bioscience Verarbeitung von FACS-Daten
Excel Microsoft Inc. Datenerfassung und Bearbeitung
FlowJo 10 Tree Star Inc. Auswertung von FACS-Daten
LightCycler Software | Roche Auswertung der PCR-Daten
Power Point Microsoft Inc. Erstellung von Abbildungen
Word Microsoft Inc. Textverarbeitung

Abkiirzungen: FACS=Fluorescence-activated Cell Sorting; Inc.=Incorporated; PCR=Polymerase-Kettenreaktion.
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3. Ergebnisse

3.1. Toxizitat von Interferon-a und Nilotinib

Um eine Beeintrachtigung der Zellviabilitdt durch IFNa und Nilotinib auszuschlieRen
wurde initial untersucht, ob die beiden Immunmodulatoren einen toxischen Effekt
auf primare humane Zellen haben. Hierzu wurden PBMC Gber Nacht mit IFNa oder
Nilotinib inkubiert. Die Messung der Toxizitat erfolgte am nachsten Tag mittels
Annexin-V-FITC-Farbung und PI-Farbung (Abb. 10A). Als Positivkontrolle flr
apoptotische Zellen wurde der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin eingesetzt.
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Abbildung 10: Toxizitdt von IFNa und Nilotinib

Je 2 x 10° PBMC wurden (iber Nacht mit IFNa. bzw. Nilotinib inkubiert. Im Anschluss wurde eine Annexin-V-FITC- und PI-
Farbung durchgefiihrt. Der Anteil vitaler Zellen (Annexin-negativ/Pl-negativ) wurde durchflusszytometrisch erfasst.
A) Reprasentatives Beispiel der Medium- und Positivkontrolle. B) Einfluss von IFNa und C) Nilotinib auf den prozentualen
Anteil Annexin-negativer/Pl-negativer Zellen (je n=3). Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.
(Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: IFNa=Interferon-a; FITC=Fluoresceinisothiocyanat; PBMC=periphere

mononukleare Zellen; PerCP=Peridinin Chlorophyll Protein; PI=Propidiumiodid.
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Alle im weiteren Verlauf verwendeten Konzentrationen von IFNa und Nilotinib
wurden untersucht. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten toxischen Effekte
nach Inkubation mit IFNa oder Nilotinib (Abb. 10B/C). Der Anteil vitaler Zellen war
stets groller als 69 % und lag damit maximal 10 Prozentpunkte unter der
Mediumkontrolle. Zudem zeigten sich bei der Titration keine dosisabhangigen
Effekte. Diese Experimente zeigen, dass IFNa und Nilotinib in den verwendeten
Konzentrationen die Viabilitat der Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle nicht

signifikant beeintrachtigen.
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3.2. Einfluss von Interferon-o. und Nilotinib auf die Ansduerung von

Lysosomen

Ein zentraler Abwehrmechanismus von Makrophagen gegen intrazellulare
Bakterien ist die Ansauerung des Phagosoms durch Fusion mit Lysosomen. Um zu
untersuchen, ob IFNa oder Nilotinib die lysosomale Ansauerung beeinflussen,
wurden Makrophagen uber Nacht mit IFNa bzw. Nilotinib inkubiert und
anschlieend mittels pH-sensitiver LysoSensor-Farbung fluoreszenzmikroskopisch
untersucht (Abb. 11). Nilotinib flhrte zu einem signifikanten Anstieg der
LysoSensor-positiven Makrophagen von durchschnittlich 12 % auf 20 % (Abb. 11B),

wahrend bei IFNa kein Unterschied zum Medium erkennbar war (Abb. 11C).

B * C
30 40 -
= <
Py =
§ S 30
2 187 / 2
3 % 20
a 2
L 12— <
] o
w w
= c
-1 ]
77} ® 10—
[=] _ =]
g ° g
3 3
0 0-
Nilotinib - 12,5 IFNa - 10 100 1000
[ug/mi] [ng/mi]

Abbildung 11: Einfluss von Nilotinib und IFNa auf die Ansduerung von Lysosomen (Fluoreszenzmikroskopie)

Je 0,7 x 10° Makrophagen wurden (iber Nacht mit Nilotinib oder IFNo inkubiert, anschlieRend fir 2 h mit LysoSensor Green
gefarbt und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. A) Reprasentatives Beispiel fir LysoSensor-positive (griin umrandet) bzw.
LysoSensor-negative Zellen (rot umrandet) nach Inkubation mit 12,5 pg/ml Nilotinib (1000-fache Vergrofierung). B) - C)
Prozentualer Anteil LysoSensor-positiver Makrophagen nach Inkubation mit Nilotinib (n=5) bzw. IFNa (n=3). Es wurden
jeweils 200 Zellen ausgezahlt. Jede Linie reprasentiert einen individuellen Spender; p < 0,05 (*). (Universitatsklinikum Ulm,
2015) Abkiirzungen: IFNa=Interferon-a.
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Die am Fluoreszenzmikroskop erhobenen Ergebnisse wurden mittels
Durchflusszytometrie erweitert. Inkubation mit Nilotinib fihrte zu einer titrierbaren
Zunahme des Anteils LysoSensor-positiver Makrophagen auf durchschnittlich bis
zu 10 % (Abb. 12B). Bei IFNa zeigten sich keine Unterschiede im Vergleich zur
Mediumkontrolle (Abb. 12C). Da das Gate fur LysoSensor-positive Zellen so
gewahlt wurde, dass in der Mediumkontrolle alle Zellen negativ sind, ergab sich im

Vergleich zur Fluoreszenzmikroskopie ein niedrigerer Anteil LysoSensor-positiver

Zellen.
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Abbildung 12: Einfluss von Nilotinib und IFNa auf die Ansduerung von Lysosomen (Durchflusszytometrie)

Je 1 x 10° Makrophagen wurden iiber Nacht mit Nilotinib (n=7) oder IFNo. (n=3) inkubiert, anschlieBend fiir 10 min mit
LysoSensor Green gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert. A) Ein reprasentativer von insgesamt sieben
vergleichbaren Spendern nach Inkubation mit 25 pg/ml Nilotinib. B) - C) Prozentualer Anteil LysoSensor-positiver
Makrophagen nach Inkubation mit Nilotinib bzw. IFNa. Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler;
p < 0,01 (**). (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: IFNa=Interferon-o; FITC=Fluoresceinisothiocyanat;

SSC=sideward scatter.
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Die Zugabe von IFNa hatte keinen Effekt auf die nilotinibinduzierte Ansauerung der
Makrophagen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Einfluss von IFNa auf die nilotinibinduzierte Ansauerung von Lysosomen (Durchflusszytometrie)

Je 1x10° Makrophagen wurden Gber Nacht mit 25 pg/ml Nilotinib +/- 10 ng/ml, 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml IFNa inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieRend fiir 10 min mit LysoSensor Green gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert. Die
Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler (n=4). (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen:

IFNa=Interferon-c.

Zusammenfassend wurden mittels Durchflusszytometrie und

Fluoreszenzmikroskopie folgende Befunde erhoben:

1) Nilotinib fihrt zu einer dosisabhangigen Ansauerung von Lysosomen in
humanen Makrophagen.

2) IFNa hat keinen Einfluss auf die Ansauerung von Lysosomen.

3) Die nilotinibinduzierte Ansauerung wird durch IFNa nicht signifikant

beeinflusst.
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3.3. Einfluss von Interferon-a und Nilotinib auf die Zytokinfreisetzung

3.3.1. Einfluss von Interferon-a auf die Freisetzung von Interferon-y und

Tumornekrosefaktor-a

Die proinflammatorischen Zytokine IFNy und TNFa spielen eine zentrale Rolle bei
der Bekampfung von M. tuberculosis. Um zu untersuchen, welchen Einfluss IFNa
auf die Freisetzung von IFNy und TNFa hat, wurden PBMC Uber Nacht mit IFNa
stimuliert. Anschlielend wurden die Konzentrationen von IFNy und TNFa im
Uberstand mittels ELISA quantifiziert. Als Positivkontrollen dienten Concanavalin A
(ConA) bzw. Lipopolysaccharid (LPS). ConA ist ein Mitogen, das T-Zellen stimuliert
und die Freisetzung von IFNy bewirkt. LPS ist ein Bestandteil der aul3eren Membran
von gramnegativen Bakterien, der die Sekretion von TNFa durch Makrophagen
induziert. Es zeigte sich, dass IFNa allein keine Freisetzung von IFNy und TNFa
induziert (Abb. 14).
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Abbildung 14: Einfluss von IFNa auf die Freisetzung von IFNy und TNFa von peripheren mononukleéren Zellen

Je 1 x 10° PBMC wurden Gber Nacht mit IFNe stimuliert. Der Uberstand wurde gewonnen und mittels IFNy-ELISA (A; n=13)
und TNFa-ELISA (B; n=12) analysiert. Als Positivkontrollen dienten 5 ug/ml ConA bzw. 10 ng/ml LPS. Die Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert + Standardfehler. (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: ConA=Concanavalin A; ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFNa=Interferon-c; IFNy=Interferon-y;

LPS=Lipopolysaccharid; PBMC=periphere mononukleare Zellen; TNFa=Tumornekrosefaktor-c.
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Als nachstes wurde untersucht, ob IFNa die Zytokinfreisetzung von stimulierten
PBMC moduliert. Dazu wurden PBMC mit ConA bzw. LPS in der Anwesenheit von
IFNc. stimuliert und die Konzentrationen von IFNy bzw. TNFa im Uberstand
bestimmt. Die Zugabe von IFNa erhdhte die ConA-induzierte IFNy-Freisetzung
signifikant (Abb. 15A). Gleichzeitige Stimulation mit LPS und IFNc fuhrte zu einer
signifikanten Zunahme der Freisetzung von TNFc (Abb. 15B).
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Abbildung 15: Einfluss von IFNa auf die Zytokinfreisetzung von stimulierten peripheren mononuklearen Zellen

Je 1 x 10° PBMC wurden (iber Nacht mit 5 ug/ml ConA (A; n=21) bzw. 10 ng/ml LPS (B; n=11) +/- 100 ng/m! IFNa stimuliert.
Der Uberstand wurde gewonnen und mittels IFNy-ELISA und TNFa-ELISA analysiert. Die Ergebnisse sind angegeben als
Mittelwert + Standardfehler; p < 0,01 (**) bzw. p < 0,0001 (****). (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: ConA=Concanavalin A; ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFNa=Interferon-c; IFNy=Interferon-y;

LPS=Lipopolysaccharid; PBMC=periphere mononukleare Zellen; TNFa=Tumornekrosefaktor-c.
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Diese Daten zeigen, dass IFNa die Zytokinfreisetzung von aktivierten PBMC
steigert und damit die TKI-vermittelte Hemmung antagonisieren konnte. ConA und
LPS induzieren die Freisetzung von IFNy bzw. TNFa antigenunabhangig durch
direkte Aktivierung der intrazellularen Signaltransduktionskaskade. Um den Einfluss
von IFNa auf die antigenspezifische Zytokinfreisetzung zu ermitteln, wurden PBMC

nun in Anwesenheit von IFNa mit M.tb-Extrakt stimuliert (Abb. 16).
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Abbildung 16: Einfluss von IFNa auf die Zytokinfreisetzung von PBMC in M.tb-Extrakt-positiven Spendern

Je 1 x 10° PBMC wurden Gber Nacht mit 5 pg/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNc. stimuliert. Der Uberstand wurde gewonnen
und mittels A) IFNy-ELISA (n=12) und B) TNFa-ELISA (n=7) analysiert. Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert +
Standardfehler; p < 0,05 (*) bzw. p < 0,001 (***). (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFNa=Interferon-c;; IFNy=Interferon-y; M.tb=Mycobacterium

tuberculosis; n.s.=nicht signifikant; PBMC=periphere mononukleare Zellen; TNFa=Tumornekrosefaktor-c.

Bei M.tb-Extrakt-positiven Spendern betrug die IFNy—Konzentration nach
Stimulation mit M.tb-Extrakt im Mittel 798 +/- 305 pg/ml. IFNa fUhrte zu einer
Zunahme der IFNy-Freisetzung auf 3525 +/- 740 pg/ml (p = 0,0005) (Abb. 16A).
M.tb-Extrakt-Stimulation fuhrte zu einer deutlichen Zunahme der TNFa—Freisetzung
auf durchschnittlich 2464 +/- 820 pg/ml. Diese wurde durch IFNa jedoch nicht
zusatzlich gesteigert (Abb. 16B). Angesichts der Bedeutung von IFNy fur die
Immunabwehr war die IFNa-induzierte IFNy-Freisetzung ein wichtiger Befund, der

im Folgenden genauer analysiert wurde.
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Um zu Uberprufen, ob die IFNa-induzierte IFNy-Freisetzung dosisabhangig ist,
wurde die Konzentration von IFNa zu M.tb-Extrakt-stimulierten PBMC titriert (Abb.
17). Bereits 10 ng/ml IFNa steigerten die freigesetzte IFNy-Menge im Mittel auf 880
pg/ml im Vergleich zu 453 pg/ml bei alleiniger M.tb-Extrakt-Stimulation. 100 ng/ml
IFNa fUhrten zu einer durchschnittlichen IFNy-Freisetzung von 3054 +/- 1085 pg/ml,
wahrend 1000 ng/ml die IFNy-Konzentration auf durchschnittlich 5976 +/- 674 pg/ml

erhohten.
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Abbildung 17: Dosisabhédngige Steigerung der M.tb-Extrakt-induzierten IFNy-Freisetzung durch IFNa

Je 1 x 10% PBMC wurden Uber Nacht mit 5 pg/ml M.tb-Extrakt +/- 10 ng/ml, 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml IFNa. stimuliert. Der
Uberstand wurde gewonnen und mittels IFNy—ELISA analysiert (n=3). Die unterschiedlichen Symbole représentieren jeweils
separate Spender. (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay;

IFNo=Interferon-a; IFNy=Interferon-y; M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukleére Zellen.
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Um zu prufen, ob dieser Effekt Uber den IFNaR vermittelt wird, wurden Experimente
in Anwesenheit eines blockierenden IFNaR2-Antikdrpers durchgefuhrt. PBMC
wurden mit anti-IFNaR2-AK vorinkubiert und anschlieRend uber Nacht mit M.tb-
Extrakt und IFNa stimuliert. Die Zugabe des blockierenden IFNaR2-Antikorpers
fuhrte zur Inhibition der IFNy-Freisetzung auf das Ausgangsniveau (Abb. 18). Damit
wurde gezeigt, dass die gesteigerte IFNy-Freisetzung in stimulierten PBMC Uber

den IFNaR vermittelt wird.
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Abbildung 18: Antagonisierung der IFNa-induzierten IFNy-Freisetzung mittels blockierendem IFNaR2-Antikorper

0,5 x 10° PBMC wurden iiber Nacht mit 5 pg/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNc. stimuliert. Ein Ansatz wurde zusétzlich fir
1 h mit 10 pg/ml IFNaR2-Antikérper vorinkubiert. Uberstande wurde gewonnen und mittels IFNy-ELISA analysiert. Aufgrund
der geringen Anzahl an Spendern (n=3) konnten keine nichtparametrischen Signifikanztests durchgefiihrt werden. Die
Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler. (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFNa=Interferon-a; IFNaR2=Interferon-a-Rezeptor2;

IFNy=Interferon-y; M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukleare Zellen.
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Hauptproduzenten von IFNy sind CD4"-T-Helferzellen, CD8"-zytotoxische T-Zellen
und NK-Zellen. Mit dem Ziel der phanotypischen Charakterisierung der IFNy-
produzierenden Zellen wurden PBMC Uber Nacht mit M.tb-Extrakt +/- IFNc inkubiert
und die Expression von IFNy mittels intrazellularer Durchflusszytometrie analysiert.
Unstimulierte und IFNca-stimulierte Zellen exprimierten kein IFNy. In Anwesenheit
von M.tb-Extrakt waren 0,28 % der Zellen positiv, wahrend die Anzahl IFNy-positiver
Lymphozyten bei simultaner Inkubation mit IFNc auf 1,81 % anstieg (Abb. 19C). In
Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen erhéhte IFNo die Anzahl der

IFNy-positiven Lymphozyten signifikant (Abb. 20; p = 0,0195).
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Abbildung 19: Einfluss von IFNa auf den prozentualen Anteil IFNy-positiver Lymphozyten — reprasentatives Beispiel
Je 1 x 10° PBMC wurden tiber Nacht mit 5 ug/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNa stimuliert und intrazellulares IFNy angefarbt.
A) Gate fiir die Lymphozytenpopulation. B) Isotypkontrolle. C) IFNy-positive Lymphozyten ohne Stimulus, mit IFNc, M.tb-
Extrakt und M.tb-Extrakt + IFNa. Die Abbildung zeigt einen repréasentativen von insgesamt neun Spendern mit vergleichbarem
Ergebnis. (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: FSC=forward scatter; IFNa=Interferon-a; IFNy=Interferon-y;
IgG1=ImmunglobulinG1; M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukledre Zellen; PE=Phycoerythrin;

SSC=sideward scatter.
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Abbildung 20: Einfluss von IFNa auf den prozentualen Anteil IFNy-positiver Lymphozyten - Zusammenfassung

Je 1 x 108 PBMC wurden (ber Nacht mit 5 pg/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNa stimuliert. Die IFNy-Expression wurde
durchflusszytometrisch quantifiziert. Jede Linie reprasentiert einen individuellen Spender (n=9); p < 0,05 (%).
(Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: IFNa=Interferon-o; IFNy=Interferon-y; M.tb=Mycobacterium tuberculosis;

PBMC=periphere mononukleare Zellen;

Die IFNa-induzierte IFNy-Sekretion zeigte sich nur bei Spendern, die bereits
Kontakt mit Antigenen von M. tuberculosis hatten, und nicht bei M.tb-Extrakt-
negativen Spendern. Daher stellten wir die Hypothese auf, dass T-Lymphozyten fur
die Produktion von IFNy verantwortlich sind. Zur phanotypischen Charakterisierung
der IFNy-produzierenden Zellen wurde eine intrazellulare IFNy-Farbung mit einer
zelltypspezifischen Oberflachenmarkerfarbung kombiniert. Hierfur wurden NK-
Zellen (CD56) und T-Zellen (CD3, CD4, CD8) markiert. IFNa fuhrte in allen
Subpopulationen zu einer Zunahme der Anzahl der IFNy-positiven Zellen (Abb. 21).
In der CD3*/CD4*-T-Zell-Population war der Effekt am geringsten, wobei es
annahernd zu einer Verdoppelung der Anzahl der IFNy-positiven Zellen kam. Eine
signifikante Zunahme an IFNy-positiven Zellen fand sich in der CD3*/CD8*-T-Zell-
Population (~ 4 x) und in der CD3/CD56"-NK-Zell-Population (~ 7 x) (jeweils p <
0,05). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die IFNa-induzierte IFNy-
Freisetzung nicht auf eine einzelne Zellpopulation beschrankt ist, sondern dass
neben den T-Zellen auch NK-Zellen vermehrt IFNy produzieren. Weiterfihrende

Experimente in unserem Labor zeigten, dass die Aktivierung der NK-Zellen
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abhangig von IL-2 und damit ebenfalls antigenspezifisch ist (Ergebnisse nicht

gezeigt).
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Abbildung 21: Einfluss von IFNc auf den prozentualen Anteil IFNy-positiver Zellen in den CD4'-, CD8"- und CD56"-
Populationen Je 1 x 10® PBMC wurden tiber Nacht mit 5 ug/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNc. stimuliert. Die Zellen wurden
extrazellular gegen CD3, CD4, CD8 und CD56 angefarbt und anschliefRend intrazelluldar gegen IFNy. A) Stimulation mit M.tb-
Extrakt + IFNca; reprasentatives Beispiel zur Veranschaulichung der Gatingstrategie, B) Einfluss von IFNa auf die Anzahl
IFNy-positiver Zellen in den verschiedenen Lymphozytensubpopulationen bei M.tb-Extrakt-positiven Spendern; die
Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler; p < 0,05 (*) (n=6). (Universitatsklinikum Ulm, 2015)
Abkiirzungen: CD=Cluster of Differentiation; FITC=Fluoresceinisothiocyanat; IFNa=Interferon-a; IFNy=Interferon-y;
M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PB=Pacific Blue; PBMC=periphere mononukledre Zellen; PE=Phycoerythrin;

PECy7=Phycoerythrin-Cyanin 7; PerCP=Peridinin Chlorophyll Protein; SSC=sideward scatter.
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3.3.2. Einfluss von Interferon-o auf die nilotinibinduzierte Hemmung der
Interferon-y-Freisetzung
TKI reduzieren das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis und werden
deshalb als mogliche Kandidaten einer immunmodulatorischen Therapie gegen die
Tuberkulose gepruft. Allerdings hemmen die TKI Imatinib, Nilotinib und Dasatinib
die Freisetzung von Zytokinen, die mit Schutz gegen eine Infektion mit M.
tuberculosis assoziiert sind [82]. Angesichts der bisher gezeigten Ergebnisse, die
eine Induktion der IFNy-Freisetzung durch IFNa zeigten, war das Ziel der folgenden
Experimente zu prufen, ob IFNa die Hemmung der Zytokinfreisetzung durch

Nilotinib antagonisiert.

Hierfur wurden PBMC mit M.tb-Extrakt aktiviert und mit IFNc und Nilotinib inkubiert.
Nilotinib verringerte dosisabhangig die M.tb-Extrakt-induzierte IFNy-Freisetzung in
An- und Abwesenheit von IFNa (Abb. 22A/B). Die therapeutische Dosis von Nilotinib
fuhrte in Abwesenheit von IFNa zu einer Reduktion der IFNy-Freisetzung von
durchschnittlich 637 pg/ml auf 149 pg/ml. Simultane Inkubation mit IFNa steigerte
die freigesetzte Menge an IFNy auf 604 pg/ml (Abb. 22C). Diese Daten zeigen, dass
IFNa den hemmenden Effekt von Nilotinib auf die IFNy-Freisetzung von humanen

Lymphozyten teilweise antagonisiert.

Der Einfluss von IFNa und Nilotinib auf die M. tuberculosis-spezifische IFNy-

Freisetzung lasst sich folgendermalien zusammenfassen:

1) IFNc allein fuhrt nicht zur Freisetzung von IFNy und TNFa in PBMC.

2) IFNa steigert die Freisetzung von IFNy in M.tb-Extrakt-aktivierten PBMC.

3) Nilotinib allein hemmt die Freisetzung von IFNy in PBMC.

4) IFNa antagonisiert die nilotinibinduzierte Hemmung der IFNy-Freisetzung.
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Abbildung 22: Einfluss von Nilotinib und IFNa auf die Freisetzung von IFNy

Je 1 x 10° PBMC wurden (iber Nacht mit 5 ug/ml M.tb-Extrakt +/- 100 ng/ml IFNa. +/- Nilotinib stimuliert. Der Uberstand wurde
gewonnen und mittels IFNy-ELISA analysiert (n=3; es handelt sich um dieselben Spender, was einen direkten Vergleich der
IFNy-Konzentrationen erlaubt). Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler. (Universitatsklinikum Ulm,
2015) Abkiirzungen: ELISA=Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFNa=Interferon-a;;  IFNy=Interferon-y;

M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukleare Zellen.
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3.3.3. Mechanismus der Interferon-a-induzierten Interferon-y-Freisetzung

Das zentrale Ergebnis der bisherigen Experimente war die IFNa-induzierte IFNy-
Freisetzung in antigenspezifisch aktivierten PBMC. Basierend auf diesem
Leitbefund wurde die Hypothese aufgestellt, dass IFNy den IFNa-Rezeptor
(IFNaR1) hochreguliert und so die Zellen fur IFNa sensibilisiert (Abb. 23).
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Abbildung 23: Hypothese fiir den Mechanismus der IFNa-induzierten IFNy-Freisetzung

Antigenspezifische Stimulation induziert die Freisetzung von IFNy und steigert dadurch die Expression des Interferon-o-
Rezeptors auf der Oberflache von PBMC. Dies fiihrt zur Sensibilisierung der Lymphozyten fiir die Stimulation mit IFNc. und
zur vermehrten Freisetzung von IFNy. Abkiirzungen: IFNa=Interferon-c; IFNy=Interferon-y; PBMC=periphere mononukleare

Zellen.

Zur  Uberprifung dieser Hypothese wurden zwei komplementére

Experimentalansatze gewahilt:

1. Quantifizierung der IFNaR1-mRNA-Expression mittels gPCR

2. Messung der IFNaR1-Expression mittels Durchflusszytometrie

Zunachst wurden PBMC fir 2 h mit IFNy bzw. M.tb-Extrakt stimuliert und
anschlieend die IFNaR1-mRNA mittels LightCycler-PCR quantifiziert. Bei 7 von 8
Spendern fuhrte IFNy zu einer Steigerung der IFNaR1-mRNA von 1,44-fach bis 7,7-
fach im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (Abb. 24B). Da IFNca nur bei M.tb-
Extrakt-positiven Spendern IFNy induzierte (Abb. 16A), diente die M.tb-negative
Kohorte als Kontrollgruppe. Sowohl bei M.tb-Extrakt-positiven Spendern (1,91-fach)
als auch bei M.tb-Extrakt-negativen Spendern (1,37-fach) kam es nach Stimulation
mit M.tb-Extrakt zu einer diskreten Erhdhung der IFNcR1-mRNA Expression (Abb.
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24C). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war jedoch nicht signifikant,
sodass die Hochregulation des IFNc-Rezeptors als alleinige Ursache fur die IFNa-

induzierte IFNy-Freisetzung unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 24: Einfluss von IFNy und M.tb-Extrakt auf die IFNa-Rezeptor1-mRNA-Expression

PBMC wurden fir 2 h mit 0,5 pg/ml IFNy bzw. 5 pg/ml M.tb-Extrakt stimuliert. Danach wurde die RNA isoliert, eine reverse
Transkription durchgefiihrt und die cDNA mittels LightCycler-PCR amplifiziert und quantifiziert. A) Reprasentatives Ergebnis
einer LightCycler-PCR 2 h nach Stimulation. B) n-fache mRNA-Expression von IFNaR1 2 h nach Stimulation mit IFNy,
bezogen auf die konstante Expression von B-Aktin (n=8). C) n-fache mRNA-Expression von IFNaR1 2 h nach Stimulation mit
M.tb-Extrakt fir M.tb-Extrakt-positive und M.tb-Extrakt-negative Spender, bezogen auf die konstante Expression von 3-Aktin
(jeweils n=4). Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler; p < 0,01 (**). (Universitatsklinikum Ulm, 2015)
Abkiirzungen: cDNA=komplementdre Desoxyribonukleinsaure; IFNa=Interferon-a; IFNaR1=Interferon-a-Rezeptor1;
IFNy=Interferon-y; mRNA=Boten-Ribonukleinsdure M.tb=Mycobacterium tuberculosis; PBMC=periphere mononukledre

Zellen; PCR=Polymerase-Kettenreaktion.
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Um zu untersuchen, ob IFNy und M.tb-Extrakt die Expression des IFNa-Rezeptors
auf Proteinebene modulieren, wurde die IFNaR1-Expression auf PBMC im
Durchflusszytometer analysiert. In den Lymphozyten- und Monozytenpopulationen
zeigte sich eine signifikant erhéhte mittlere Fluoreszenzintensitat im Vergleich zum
lgG1-Isotyp (Abb. 25). Der IFNaR wird demzufolge auf Lymphozyten und
Monozyten exprimiert. Auf dieser Grundlage wurde Uberprift, ob die
antigenspezifische Stimulation mit M.tb-Extrakt bzw. IFNy zu einer Hochregulation
des IFNaR fuhrt.
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Abbildung 25: Nachweis des IFNa-Rezeptor1 auf der Oberfliche von Lymphozyten und Monozyten
Zusammenfassende Darstellung der IFNa-Rezeptor1-Expression auf Lymphozyten und Monozyten basierend auf der
mittleren Fluoreszenzintensitat (jeweils n=8). Jede Linie reprasentiert einen individuellen Spender, p < 0,05 (*) bzw. p < 0,01

(**). (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: IFNaR1=Interferon-a-Rezeptor1; IgG1=ImmunglobulinG1.
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Nach Inkubation mit IFNy zeigte sich eine diskrete Hochregulation des IFNaR
gegenuber unstimulierten Zellen (Abb. 26). Entsprechend war die mittlere
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den unstimulierten Zellen zu allen
untersuchten Zeitpunkten erhdht (Daten nicht gezeigt). Die Inkubation mit M.tb-
Extrakt flhrte zu keiner erhdhten Expression des IFNaR (Daten nicht gezeigt). Dies
legt nahe, dass die Freisetzung von IFNy durch IFNa nicht durch eine

Hochregulation des IFNaR verursacht wird.
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Abbildung 26: Einfluss von IFNy auf die IFNaR1-Expression

PBMC wurden fir 2, 4 und 8 h mit 0,5 pg/ml IFNy stimuliert (blaue Linie), anschlieRend wurde fiir 30 min mit anti-IFNaR1
Antikorper gefarbt und die Zellen am Durchflusszytometer aufgenommen. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen (rote
Linie). Ein reprasentativer von insgesamt funf unabhangigen Spendern. (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: IFNoR1=Interferon-o  Rezeptor1;  IFNy=Interferon-y; PBMC=periphere  mononukledre Zellen;
PE=Phycoerythrin.
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3.4. Einfluss von Interferon-a und Nilotinib auf die Degranulation von

zytotoxischen Lymphozyten

Vorangegangene Experimente hatten gezeigt, dass IFNa vor allem in den
zytotoxischen Lymphozytenpopulationen (CD8" zytotoxische T-Zellen und NK-
Zellen) die IFNy-Freisetzung steigert (Abb. 21). Im Folgenden wurde daher
untersucht, ob IFNc und Nilotinib die Degranulation von zytotoxischen Lymphozyten
modulieren. Hierfur wurde die Expression von CD107a durchflusszytometrisch
gemessen, da diese mit der Degranulation und Freisetzung von zytotoxischen
Substanzen korreliert (Abb. 8).

IFNa fUhrte zu einer signifikanten, dosisabhangigen Steigerung der CD107-
Expression auf PBMC (Abb. 27). Verglichen mit der Kontrolle (3,4 %) fuhrte die
Stimulation mit 10, 100 bzw. 1000 ng/ml IFNa zu einer Zunahme auf 4,8 %, 6,0 %
bzw. 7,0 % an CD107-positiven Zellen. Diese Befunde zeigen, dass IFNa neben

der IFNy-Freisetzung auch die Degranulation von PBMC steigert.
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Abbildung 27: Einfluss von IFNa auf die CD107-Expression von peripheren mononuklearen Zellen

Je 1 x 10° PBMC wurden iiber Nacht mit 2 x 10° K562-Zellen und 10 ng/ml, 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml IFNa stimuliert. Die
CD107a-Expression wurde durchflusszytometrisch quantifiziert (n=7). Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert +
Standardfehler; p < 0,01 (**). (Universitatsklinikum Ulm, 2015)

Abkiirzungen: CD=Cluster of Differentiation; IFNca=Interferon-o; PBMC=periphere mononukleére Zellen.
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AbschlielRend wurde untersucht, welchen Einfluss Nilotinib und die Kombination von
Nilotinib mit IFNa auf die Degranulation von zytotoxischen Lymphozyten hat. PBMC
wurden hierfur mit IFNa und Nilotinib inkubiert und der Anteil CD107-positiver Zellen

durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 28).
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Abbildung 28: Einfluss von IFNa und Nilotinib auf die CD107-Expression von peripheren mononukleédren Zellen

PBMC wurden mit 100 ng/ml IFNa und 2.5 pg/ml Nilotinib tGber Nacht inkubiert. Nach Zugabe der K562-Zellen wurde die
CD107-Expression durchflusszytometrisch ermittelt. A) Ein reprasentativer von insgesamt drei unabhangigen Spendern.
B) Einfluss von IFNa und Nilotinib auf den prozentualen Anteil CD107-positiver Zellen (n=3). Die Ergebnisse sind angegeben
als Mittelwert + Standardfehler. (Universitatsklinikum Ulm, 2015) Abkiirzungen: CD=Cluster of Differentiation;
FITC=Fluoresceinisothiocyanat; FSC=forward scatter; IFNa=Interferon-o; 1gG1=ImmunglobulinG1; PBMC=periphere

mononukledre Zellen; SSC=sideward scatter.
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Nilotinib reduzierte den Anteil CD107-positiver Zellen von 4,4 % in der Medium-
kontrolle auf 2,9 % (Abb. 28B). Demzufolge hemmt Nilotinib neben der Zytokin-
freisetzung auch die Degranulation aktivierter humaner PBMC. Bei allen drei
Spendern fuhrte die zeitgleiche Stimulation mit IFNa anndhernd zu einer
Verdoppelung des Anteils CD107-positiver Zellen und lag durchschnittlich bei 5,6 %
(Abb. 28B). Damit lag der Anteil CD107-positiver Zellen trotz des inhibitorischen

Einflusses von Nilotinib Uber dem der Mediumkontrolle.

Zusammenfassend wurden folgende Leitbefunde erhoben:

1. IFNa steigert die Degranulation von zytotoxischen Lymphozyten.

2. Nilotinib hemmt die Degranulation von zytotoxischen Lymphozyten.

3. IFNa antagonisiert die nilotinibinduzierte Hemmung der Degranulation.
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3.5. Einfluss von Interferon-a und Nilotinib auf das intrazellulare Wachstum

von Mycobacterium tuberculosis

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass IFNa allein die Freisetzung von
IFNy und die Aktivitat zytotoxischer Lymphozyten aktiviert. Damit steigert IFNa zwei
zentrale Effektorfunktionen des erworbenen Immunsystems, die fur die Kontrolle
der Tuberkulose entscheidend sind. In Kombination mit Nilotinib antagonisiert IFNc.
den hemmenden Effekt von Nilotinib auf diese Effektorfunktionen, ohne die nilotinib-
induzierte Ansauerung von Makrophagen zu beeintrachtigen. Als entscheidende
Funktion wurde jetzt geprift, ob aus der Steigerung der Zytokinfreisetzung und
Degranulation eine Reduktion des intrazellularen Wachstums von virulenten
Mykobakterien resultiert. Dazu wurden Monozyten mit M. tuberculosis infiziert und
mit IFNa und Nilotinib inkubiert. Zu den Monozyten wurden autologe PBMC im
Verhaltnis 1:10 gegeben, was dem physiologischen Anteil der Monozyten
entspricht. Nach funf Tagen wurde die Anzahl lebendiger Mykobakterien durch
Ausplattierung bestimmt (Abb. 29).

Trotz Aktivierung der Zytokinfreisetzung und Degranulation von Lymphozyten fuhrte
die alleinige Inkubation mit IFNa zu einer signifikanten Zunahme der KBE in allen
11 untersuchten Spendern von 20354 +/- 3740 im Kontrollansatz auf
durchschnittlich 31562 +/- 5926 (Abb. 29A). Nilotinib reduzierte die Anzahl der KBE
signifikant von 16040 +/- 3510 in der Mediumkontrolle auf 8990 +/- 2972. In
Kombination mit Nilotinib fihrte IFNca zur starksten Reduktion des mykobakteriellen
Wachstums auf durchschnittlich 5840 +/- 1883 KBE (Abb. 29B).

IFNc hat folglich einen ambivalenten Effekt auf das Wachstum von M. tuberculosis.
Wahrend IFNc allein das mykobakterielle Wachstum steigert, fuhrt IFNa in
Kombination mit Nilotinib zu einer vermehrten Hemmung des Wachstums von
M. tuberculosis (Abb. 30).
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Abbildung 29: Einfluss von IFNa und Nilotinib auf das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis in Monozyten

Je 2 x 10° Monozyten wurden mit M. tuberculosis infiziert (MOI5). Anschlieend wurden 1 x 108 nichtadharente, autologe
PBMC im Verhéltnis 1:10 dazugegeben und mit A) 100 ng/ml IFNa bzw. B) 100 ng/ml IFNa +/- 2.5 pg/ml Nilotinib inkubiert.
Nach flinf Tagen wurden die Zellen lysiert und zur Quantifizierung der koloniebildenden Einheiten fir 14 Tage auf einer 7H11-
Agarplatte ausplattiert. A) Jede Linie reprasentiert einen individuellen Spender (n=11), p < 0,001 (***). B) Die Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert + Standardfehler (n=5), p < 0,05 (*) bezogen auf Mediumkontrolle. (Universitatsklinikum Ulm, 2015)
Abkiirzungen: IFNa=Interferon-o; MOI=Multiplizitdt der Infektion; M. tuberculosis=Mycobacterium tuberculosis;

PBMC=periphere mononukleéare Zellen.
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Abbildung 30: Zusammenfassung der Auswirkungen von Interferon-a und Nilotinib

Griine Pfeile reprasentieren einen protektiven Einfluss auf die jeweilige Effektorfunktion, rote Pfeile reprasentieren einen
negativen Einfluss. In Kombination erganzen sich die positiven Effekte Interferon-a. und Nilotinib. Ohne die Ansauerung der
Lysosomen zu beeintrachtigen, kompensiert Interferon-a. die hemmenden Effekte von Nilotinib auf die Lymphozytenfunktion.

Die Folge ist ein signifikant vermindertes intrazellulares Wachstum von Mykobakterien. (Universitatsklinikum Ulm, 2015)
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass IFNa die Zytokinfreisetzung und Degranulation
von zytotoxischen Lymphozyten steigert (Abb. 16A/27). Damit aktiviert IFNa zwei
antigenspezifische Effektorfunktionen, die entscheidend fur die Immunantwort bei
der Tuberkulose sind. Ohne die nilotinibinduzierte Ansauerung von Makrophagen
zu beeintrachtigen, antagonisiert IFNa den hemmenden Einfluss von Nilotinib auf
das Immunsystem (Abb. 22C/28). IFNa steigert dadurch die antimykobakterielle
Aktivitat von Nilotinib und reduziert das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis
(Abb. 29B). Die Kombination von IFNc mit Nilotinib ist demzufolge ein
vielversprechender immunmodulatorischer Ansatz im Kampf gegen die

Tuberkulose.

4.1. Einfluss von Interferon-a/p auf die Inmunabwehr bei der Tuberkulose

IFNa/B haben eine zentrale Bedeutung bei der Abwehr und Pathogenese von
viralen Infektionen [103]. Aktuell haufen sich Hinweise, dass IFNa/3 auch den
Verlauf von bakteriellen Infektionen beeinflussen. So zeigten IFNaR-defiziente
Mause, bei denen IFNc nicht aktiv ist, eine verminderte Anfalligkeit gegenlber
Infektionen mit Staphylococcus aureus [100], Yersenia pestis [123], Francisella
tularensis [61], Brucella abortus [30] und Listeria monocytogenes [5].

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass IFNa/ auch den klinischen Verlauf der

Infektion mit M. tuberculosis verschlechtern:

- Verminderte Letalitat IFNa-Rezeptor-defizienter Mause [95]

- Erhdhte Letalitat durch intranasale Behandlung mit IFNa/ [94]

- Erhdhte Letalitat durch indirekte Erhéhung der IFNa-Konzentration durch
- Toll-like Rezeptor Agonisten Poly-ICLC [3]
- Koinfektion mit Influenza A-Viren [135]

- Verminderte Letalitat durch Gabe von IFNa/p-neutralisierenden Antikérpern [95]

Auch beim Menschen verdichten sich die Hinweise auf einen nachteiligen Effekt von

IFNa/ bei der Tuberkulose. Besonders wichtig sind die Ergebnisse einer Studie,
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bei der die Genexpression im Blut von Patienten mit aktiver Tuberkulose und
latenter Tuberkulose verglichen wurde. Es wurden insgesamt 393 Gen-Transkripte
identifiziert, deren Expression sich signifikant zwischen den beiden Kohorten
unterschied. Bei Patienten mit aktiver Tuberkulose zeigte sich eine gesteigerte
Expression von IFNy- und IFNa-induzierten Genen wie STAT1 und STATZ2 [10].
Durch erfolgreiche tuberkulostatische Therapie war das IFN-dominante
Expressionsmuster bereits nach zwei Wochen nicht mehr nachzuweisen [12]. Die
gesteigerte Expression von IFNa-induzierten Transkripten korrelierte zudem mit der
Schwere des Krankheitsverlaufes und lieferte damit die ersten genetischen
Hinweise auf die Bedeutung von IFNa/f3 bei der Pathogenese der Tuberkulose beim
Menschen. Fallberichte und Studien belegen zudem ein gehauftes Auftreten von
Tuberkulose unter Therapie mit IFNa bei Hepatitis-C- und CML-Patienten [1, 33, 49,
88, 143, 164]. Angesichts dieser Fallberichte und unseres Leitbefundes, dass IFNa
das Wachstum von M. tuberculosis in vitro steigert, sollte vor Beginn einer Therapie

mit IFNc ein Screening nach latenter Tuberkulose durchgefuhrt werden.

Die inhibitorischen Effekte von IFNa/f auf das Immunsystem werden Uber
unterschiedliche Signalwege vermittelt. Durch Modulation der Chemokin-
Expression induziert IFNa eine Differenzierung von humanen dendritischen Zellen
zu M. tuberculosis-empfanglichen Wirtsmakrophagen [99]. Daruber hinaus reduziert
die Stimulation von Makrophagen mit IFNc/p die Expression des IFNy-Rezeptors
und die Bindung von IFNy an die Zielzellen [134]. Dadurch werden die Zellen
unempfindlicher gegenuber IFNy, wodurch wichtige IFNy-vermittelte antimikrobielle
Effektorfunktionen wie die Steigerung der Expression von MHC-II-Molekulen und
die Freisetzung von Sauerstoffradikalen gehemmt werden [87, 180]. Dies fuhrt zu
einem verstarkten mykobakteriellen Wachstum [104]. Ursachlich dafur ist zudem die
verminderte Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNFc, IL-12 und IL-1.
Dadurch schwacht IFNa die Th1-Antwort [34, 102, 118], die essentiell fur eine
erfolgreiche Bekampfung von intrazellularen Bakterien ist. Auch bei Infektionen mit
Mycobacterium leprae korreliert die Expression von IFNa/p mit einem schweren
Krankheitsverlauf. In Lasionen von Patienten mit tuberkuloider Lepra, der leichteren
Verlaufsform der Erkrankung, zeigte sich eine hohe Expression von IFNy und

antimikrobiellen Genen. Bei Patienten mit der disseminierten Verlaufsform der
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Lepra (lepromatdose Lepra) zeigte sich in den nassenden und zum Tell
verstimmelnden La&sionen eine hohe Expression von IFNS und des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10. /n vitro hemmen dabei IFNc/f Uber IL-10 die

IFNy-induzierte Vitamin-D-abhangige Freisetzung antimikrobieller Peptide [163].

IFNc/p hemmen folglich durch mindestens vier Mechanismen das Immunsystem:

1. Differenzierung von dendritischen Zellen in M. tuberculosis-empfangliche
Wirtsmakrophagen [99]
2. Induktion von Apoptose in Makrophagen [158]
3. Verminderte Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNFc, IL-12, IL-1)
4. Inhibition IFNy-vermittelter Abwehrmechanismen durch
- verminderte Expression des IFNy-Rezeptors auf Makrophagen [133, 134]

- Induktion von antiinflammatorischem IL-10 [92, 165]

Diese negativen Effekte sind mogliche Erklarungen fur unseren Leitbefund, dass
IFNa das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis steigert. Aufgrund des
hemmenden Einflusses von IFNa auf das angeborene Immunsystem folgt trotz der
gesteigerten Degranulation zytotoxischer Lymphozyten und vermehrten IFNy-
Freisetzung keine Kontrolle von M. tuberculosis. Die IFNa-induzierte IFNy-
Freisetzung ist moglicherweise ineffektiv, weil durch die verminderte Expression

des IFNy-Rezeptors die Makrophagen nicht durch IFNy aktiviert werden.

Nilotinib hingegen reduziert durch vermehrte Ansauerung von Lysosomen trotz
Inhibition antigenspezifischer T-Zellfunktionen das intrazellulare Wachstum von
M. tuberculosis. Diese Daten unterstreichen die Bedeutung des angeborenen
Immunsystems fur eine erfolgreiche Kontrolle der Tuberkulose. Unsere Befunde
liefern eine Erklarung dafur, warum Personen nach engem Kontakt mit Tuberkulose-
Patienten haufig ohne messbare T-Zellantwort gesund bleiben [66, 108]. Zusatzlich
sind negative Tuberkulin-Hauttests mit einem geringeren Risiko assoziiert, eine
aktive Tuberkulose zu entwickeln [139]. Angesichts unserer Befunde, die eine
Aktivierung von Lymphozytenfunktionen durch IFNa zeigen, Uberrascht es wenig,

dass der Einfluss von IFNa auch positive Effekte bei der Immunantwort gegen
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Bakterien hat. So unterstutzt IFNa die Immunabwehr gegen Chlamydia trachomatis
[32, 74], Chlamydia pneumoniae [141, 142], Legionella pneumophila [127], Shigella
flexneri und Salmonella typhimurium [117] sowie unter bestimmten Umstanden
auch gegen M. tuberculosis. So zeigte die adjuvante IFNa-Therapie bei
Tuberkulose-Patienten mit defektem IFNy-Rezeptor antimykobakterielle Effekte [8].
Zusatzlich sind Patienten mit einem angeborenen Defekt eines IFNa-induzierten
Proteins (ISG15-Mangel) aufgrund einer verminderten Sekretion von IFNy
empfanglicher fur Tuberkulose-Infektionen [13]. Die Steigerung der IFNy-Produktion
ist ein wichtiger Mechanismus, durch den IFNc/p die Immunabwehr gegen diese
Pathogene unterstitzen [51]. Angesichts des hemmenden Einflusses von IFNa/f
auf die Produktion anderer proinflammatorischen Zytokine wie TNFa, IL-12 und
IL-1 ist die IFNca-induzierte IFNy-Freisetzung ein relevanter Befund — insbesondere
fur unser Verstandnis Uber die Immunabwehr bei Infektionen mit intrazellularen

Erregern.

4.2. Mechanismus der Interferon-a-induzierten Interferon-y-Freisetzung

IFNc/p kdnnen von nahezu allen Korperzellen gebildet werden. Nach Infektion mit
M. tuberculosis sezernieren vor allem infizierte Makrophagen und dendritische
Zellen IFNc/p [40, 84]. Als Folge der Immunantwort gegen M. tuberculosis wird
vermehrt IFNy sezerniert. Die Wechselwirkungen zwischen IFNc/f und IFNy sind
komplex und nur ungentgend verstanden [166]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass
IFNc. die Freisetzung von IFNy in vitro steigert. In Ubereinstimmung mit unseren
Befunden fuhrt IFNa auch zu einer vermehrten IFNy-Freisetzung durch humane
CD4"-T-Zellen [16, 97], CD8"-T-Zellen [28] und NK-Zellen [101]. Unsere Daten
zeigen, dass NK-Zellen die Hauptproduzenten von IFNy sind. Die IFNy-Freisetzung
ist IL-2-abhangig und antigenspezifisch. Auch im Rahmen von Infektionen mit Viren
und intrazellularen Bakterien zeigte sich, dass IFNa/p die Freisetzung von IFNy
induzieren. So kam es nach Infektion von IFNaR-defizienten Maus-Makrophagen
mit Chlamydia pneumoniae zu einer verminderten Freisetzung von IFNy [141].
Uberstande von humanen Makrophagen, die mit Influenza-Viren infiziert wurden,

stimulierten T-Zellen zur Freisetzung von IFNy [147]. IFNa/ kdnnen aber auch die
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Freisetzung von IFNy hemmen. So wurde in virusinfizierten Mausen die IFNy-

Freisetzung von NK- und T-Zellen durch endogene IFNc/f inhibiert [113].

Die initialen Befunde dieser Arbeit fuhrten zu der Frage, wie IFNa/f die Freisetzung
von |IFNy induzieren. Bereits bekannt ist, dass IFNy zu einer Hochregulation des
IFNaR1 in humanen Epithelzellen fuhrt [107]. Daher postulierten wir, dass IFNy den
IFNaR hochreguliert und so die Empfindlichkeit flr IFNa steigert. Nach Stimulation
mit M.tb-Extrakt zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Expression des
IFNaR zwischen M.tb-Extrakt-negativen und M.tb-Extrakt-positiven Spendern.
Demzufolge ist die Freisetzung von IFNy durch IFNc nicht durch eine vermehrte
Expression des IFNa-Rezeptors bedingt. Ein alternativer Mechanismus ist die
Modulation des JAK-STAT-Signalwegs. Bedeutend fur die Produktion von IFNy und
die Induktion einer Th1-Antwort ist die Phosphorylierung von STAT4 [52, 85]. Einer
der wichtigsten Induktoren von IFNy ist IL-12, indem es Uber die Phosphorylierung
von Tyrosin- oder Serinresten STAT4 aktiviert [26]. Auch IFNa/p stimulieren die
IFNy-Freisetzung durch Steigerung der Expression von phosphoryliertem STAT4
(pSTAT4) [22, 138]. An virusinfizierten Mausen wurde gezeigt, dass IFNa/p zu
Beginn der Infektion STAT4 aktivieren und dadurch die Freisetzung von IFNy
induzieren [93]. Durch Aktivierung von STAT1 durch IFNy und IFNa/f wird im Laufe
der Infektion pSTAT4 verdrangt und die Freisetzung von IFNy gehemmt [114]. Als
negativer Feedback-Mechanismus hemmt dabei IFNy durch Phosphorylierung von
STAT1 seine eigene Freisetzung [106]. Wir konnten zeigen, dass die IFNa-
induzierte IFNy-Freisetzung mit einer gesteigerten Expression von pSTAT1 und
pSTAT4 assoziiert war. Simultane Stimulation mit mykobakteriellen Antigenen und
IFNa fuhrte zur vermehrten Freisetzung von IFNy (Abb. 16/20) und zu einer

synergistischen Zunahme der pSTAT4-Expression.
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Mindestens drei verschiedene Wege sind moglich, Uber die IFNa die Freisetzung

von IFNy via Phosphorylierung von STAT4 induziert:

1. IFNa aktiviert STAT4 unabhangig von IL-12 [51].
2. IFNa aktiviert STAT4 indirekt durch Induktion von IL-12 [54].
3. IFNca und IL-12 steigern synergistisch die Freisetzung von IFNy [64].

Unterschiedliche STAT-Expressionsmuster in den Zell-Subtypen kdonnten dartber
hinaus unseren Befund erklaren, dass vor allem NK-Zellen vermehrt IFNy
freisetzen. Stimulation mit IFNc aktiviert bevorzugt STAT4 gegentber STAT1 und
induziert dadurch vor allem in diesen Zellen die Sekretion von IFNy[101, 106].
Erhdhte Expression von STAT4 ist somit eine mdgliche Ursache flr die gesteigerte
IFNy-Produktion von NK-Zellen. Die Expression der STAT-Molekule ist auch fur die
Immunabwehr gegen Tuberkulose relevant. So zeigten STAT1- und STAT4-
defiziente Mause niedrigere IFNy-Spiegel und eine erhdhte Anfalligkeit gegenuber
mykobakteriellen Infektionen [159, 160]. Unphosphoryliertes STAT1 hemmt die
Apoptose von M. tuberculosis-infizierten Maus-Makrophagen und férdert somit die
Immunevasion [178]. Beim Menschen sind zwei Mutationen in STAT1-Genen [42,
43] sowie STAT4-Allele [144] beschrieben, die jeweils mit einem erhdhten Risiko an
Tuberkulose zu erkranken assoziiert sind. Bei Patienten mit aktiver Tuberkulose
zeigte sich im Vergleich zu gesunden Individuen eine verminderte Expression von
pSTAT1 [47] und von pSTAT4 [2]. Zusatzlich wurde bei Patienten mit MDR-
Tuberkulose eine verminderte Phosphorylierung von STAT1 und STAT4 und eine
niedrigere Sekretion von IFNy, TNFa und IL-12 nachgewiesen [77]. Basierend auf
diesen Befunden bietet die Modulation des IFNa-Signalwegs einen Ansatzpunkt fur
eine immunmodulatorische Therapie der Tuberkulose. Aufgrund des hemmenden
Einflusses von IFNa/B auf das angeborene Immunsystem ist vor allem eine
Kombination mit TKI sinnvoll, da sie einen positiven Einfluss auf Effektorfunktionen

des angeborenen Immunsystems haben.
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4.3. Interferon-a. und Tyrosinkinaseinhibitoren als immunmodulatorische

Therapie gegen Tuberkulose

Die Abl-Tyrosinkinase reguliert zahlreiche zellulare Prozesse wie Apoptose [171],
Autophagie [46, 179], Migration [126], Mitose [168] und Immunabwehr [183, 184].
Aufgrund ihrer zentralen ,Regulator-Funktion® ist die Abl-Tyrosinkinase haufig Ziel
von Pathogenen [6], die dadurch verschiedene Signalwege zu ihrem Vorteil
manipulieren. Wechselwirkungen mit der Abl-Tyrosinkinase sind neben
M. tuberculosis [18] fur zahlreiche weitere Bakterien und Viren beschrieben
z.B. fur Chlamydia trachomatis [44], Escherichia coli (EPEC) [161], Helicobacter
pylori [129, 162], Shigella flexneri  [20], Pseudomonas aeruginosa [125],
Salmonella typhimurium [91], Coxsackieviren Gruppe B [27] und fur das Humane
Immundefizienz-Virus [60]. Der Einsatz von TKI als ,host-directed therapy“ beruht
auf der Neutralisation dieser Manipulation durch die Pathogene. Das Konzept
besteht somit nicht in der direkten Attacke des Pathogens, sondern darin, das
Immunsystem des Wirts bei der Elimination der Erreger zu unterstutzen. Das
Auftreten von Resistenzen durch genetische Veranderungen unter Selektionsdruck
ist dabei deutlich unwahrscheinlicher als bei der Therapie mit Antibiotika. Aufgrund
der rapide steigenden Inzidenz von MDR- und XDR-Tuberkulose sind solche

Alternativen dringend notwendig.
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Arbeiten im MyTbLab haben gezeigt, dass TKI Uber die Induktion der vATPase die
Ansauerung von Lysosomen steigern und dadurch das Wachstum von
M. tuberculosis hemmen [17, 82]. Neben der Hemmung des intrazellularen
Wachstums von Mykobakterien fordern TKI die Antigenprasentation z. B. durch
Hochregulation von CD1-Molekulen [148], die entscheidend fur die Prasentation
von lipidhaltigen Antigenen an T-Zellen sind. Sie antagonisieren somit die
M. tuberculosis-vermittelte Herunterregulation von CD1-Molekulen [21, 153].
Zudem induzieren TKI die Myelopoese und starken durch die Zunahme von
myeloischen Zellen in Blut und Milz die antimikrobielle Abwehr [112]. Aufgrund ihrer
Wirksamkeit in Mauseversuchen [111] und der guten Vertraglichkeit sind klinische
Studien in Vorbereitung, die die antimykobakterielle Wirksamkeit von TKI an

Tuberkulose-Patienten Uberprufen.

Ein Problem bei der Verwendung von TKI als ,host-directed therapy® ist ihr
hemmender Einfluss auf grundlegende Prozesse der antigenspezifischen

Immunantwort, wie:

Produktion der proinflammatorischen Zytokine (Abb. 22) [72, 82, 86, 177]
Aktivitat zytotoxischer Lymphozyten (Abb. 28)

Produktion von Chemokinen [4]

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen [37]

Proliferation von T-Zellen [24, 39]

o > 0N~

Falls sich dieser negative Einfluss auf das Immunsystem im Rahmen von klinischen
Studien als bedeutend herausstellt, konnte die Kombination mit IFNa sinnvoll sein.
So wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass IFNa die nilotinibinduzierte Hemmung der
IFNy-Freisetzung und Degranulation zytotoxischer Lymphozyten (Abb. 22C/28)
antagonisiert. Der negative Einfluss von IFNa auf die Funktion von Monozyten und
Makrophagen hingegen wurde durch die nilotinibinduzierte Ansauerung von
Lysosomen kompensiert. Unsere Befunde legen nahe, dass sich die positiven
Effekte beider Substanzen auf das Immunsystem erganzen, da das intrazellulare
Wachstum von M. tuberculosis gehemmt wird (Abb. 29B). Die Relevanz unserer

Befunde wird durch Fallberichte und Studien unterstutzt, die einen protektiven Effekt
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von IFNa als adjuvante Therapie bei multiresistenter Tuberkulose belegen [40, 55,
122]. Bei einem 48-jahrigen Patienten mit MDR-Tuberkulose kam es nach Gabe
von IFNa in Kombination mit Isoniazid, Ethambutol, Rifampicin und Pyrazinamid
bereits nach zwei Monaten zu einer Sputumkonversion und zu einer deutlichen
klinischen Verbesserung. Zuvor war der Patient acht Monate lang erfolglos
leitliniengerecht antibiotisch behandelt worden [181]. In einer anderen Studie waren
sieben Patienten sechs Monate lang erfolglos mit einer Zweitlinientherapie
tuberkulostatisch behandelt worden. Nach zusatzlicher wochentlicher Gabe von
aerolisiertem IFNa Uber zwei Monate waren bei funf Patienten als Ausdruck eines
Ruckgangs der Infektion keine Mykobakterien mehr im Sputum nachweisbar [56].
Diese Befunde unterstreichen das Potential von IFNc, den Verlauf einer
Tuberkulose gunstig zu beeinflussen. Unsere Daten zeigen allerdings auch, dass
IFNa das intrazellulare Wachstum von M. tuberculosis fordert. Moglicherweise fuhrt
IFNc durch Steigerung des Wachstums von Mykobakterien zu einem verbesserten

Ansprechen gegenuber Tuberkulostatika [40].

In Kombination mit Nilotinib zeigte sich, dass IFNa das intrazellulare Wachstum von
M. tuberculosis verstarkt inhibiert. Falls sich die positiven Effekte beider Substanzen
auf das Immunsystem auch in vivo erganzen, ware dies ein Schritt in Richtung einer
immunmodulatorischen Therapie gegen Tuberkulose. Solche Alternativen sind
insbesondere fur Patienten mit MDR- oder XDR-Tuberkulose entscheidend, bei

denen klassische Antibiotika kaum mehr Wirkung zeigen.
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5. Zusammenfassung

Die Tuberkulose ist eine der Infektionskrankheiten mit der hochsten Morbiditat und
Mortalitat weltweit. Aufgrund der Zunahme von Infektionen mit resistenten
Mykobakterien und dem Fehlen einer effektiven Impfung ist die Entwicklung neuer
Therapieoptionen dringend erforderlich. Ein innovativer Ansatz besteht darin, das
Immunsystem bei der Bekampfung der Infektionserreger direkt zu unterstitzen
(,host-directed therapy). Ein in unserem Labor entwickeltes Konzept propagiert den
Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren wie Nilotinib, da sie antimykobakterielle
Effektormechanismen in humanen Makrophagen aktivieren. Ein Nachteil von
Nilotinib ist allerdings, dass T-Zellfunktionen, die zur Abwehr der Tuberkulose
beitragen, gehemmt werden. Ziel dieser Arbeit war es zu prufen, ob Interferon-c,
ein zentrales Zytokin bei der Abwehr von zahlreichen Viren und Bakterien, die
nachteiligen Wirkungen von Nilotinib antagonisieren kann. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher der Einfluss von Interferon-c. auf zentrale Effektorfunktionen
humaner Lymphozyten untersucht, die essentiell fur die Abwehr gegen

Mycobacterium tuberculosis sind.

Folgende Schllsselergebnisse wurden erzielt:

1. Interferon-a steigert das intrazellulare Wachstum von Mycobacterium

tuberculosis trotz antigenspezifischer Aktivierung von Lymphozyten.

2. Interferon-c. antagonisiert den hemmenden Einfluss von Nilotinib auf die

Zytokinfreisetzung und Degranulation von zytotoxischen Lymphozyten.

3. Interferon-c fuhrt in Kombination mit Nilotinib zu einer verstarkten Hemmung

des intrazellularen Wachstums von Mycobacterium tuberculosis.

Der etablierte Immunmodulator Interferon-a besitzt folglich das Potential, die
negativen Auswirkungen der Tyrosinkinaseinhibitoren auf die Funktion von
Lymphozyten zu antagonisieren. Die positiven Eigenschaften beider Substanzen

auf das Immunsystem erganzen sich, woraus eine gesteigerte Kontrolle des
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mykobakteriellen Wachstums resultiert. Zukinftig kdnnten derartige kombinierte
Strategien zur Modulation des Immunsystems eine wichtige Erganzung zum

Arsenal im Kampf gegen die Tuberkulose werden.
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