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,Alles hat ein Ende nur die Wurst hat Zwei“

(Stephan Remmler)
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1. Zusammenfassung

Die Abl-Tyrosinkinase ist eine Proteintyrosinkinaderen Aufgabe die Regulation der
Proliferation und Differenzierung von Zellen desniomsystems ist. Bei der Pathogenese der
Chronischen Myeloische Leukamie (CML) spielt diesadgulierte Abl-Tyrosinkinase, das
BCR-ADbI-Protein, eine zentrale Rolle. Um eine malek gerichtete Therapie der CML zu
etablieren, wurde ein kompetitiver Inhibitor der |Alyrosinkinase, Imatinib, entwickelt.
Durch den klinischen Einsatz von Imatinib wird esets die CML erfolgreich behandelt,
andererseits bietet sich durch die Verwendung detbitors eine Mdglichkeit die Funktion
der Abl-Tyrosinkinase im Immunsystem naher zu suteinen.

Mycobacterium tuberculosis (M.tb) persistiert in Makrophagen durch Manipulation von
antibakteriellen Effektormechanismen. HierdurchrgglesM.tb, dem Immunsystem so lange
zu entgehen, bis dieses durch andere Einflissehgésbt wird, um dann reaktiviert zu
werden. Da die Abl-Tyrosinkinase grundlegende Psseealer Zelle und des Immunsystems
moduliert, untersuchten wir in dieser Arbeit deEnfluss auf das Uberleben intrazellularer
Mykobakterien.

In der vorliegenden Dissertation wurde zunachsteiggz dass bei der Behandlung von
infizierten Makrophagen mit Imatinib die Anzahl ratellularer Mykobakterien reduziert
wird. Bei der Suche nach den antimykobakterielleecManismen wurde gezeigt, dass die
Hemmung der Abl-Tyrosinkinase den pH-Wert in dersdasomen erniedrigt. Die Inhibition
der Imatinib induzierten Ansaduerung normalisieds Wachstum der Mykobakterien.

Um die klinische Bedeutung dieser Befunde zu prutertersuchten wir den Effekt einer
Imatinib Therapie auf den pH-Wert in Monozyten udas Uberleben voml.tb. Serum
Imatinib behandelter Patienten reduzierte den pHit\ter Lysosomen in Makrophagen und
hemmte das Wachstum von intrazellularen MykobagterZusatzlich ergaben unsesevivo
Experimente, dass die Lysosomen in den Monozytesedi Patienten starker angesauert
waren als in unbehandelten Spendern.

Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass die Ablsinkmase die Ansauerung von
Lysosomen in primaren humanen Makrophagen reguligit dadurch an der Immunantwort

gegen intrazellulare Bakterien mitwirkt (Abb.1).
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Abb. 1: Die Abl-Tyrosinkinase Ubernimmt eine wig#i Funktion bei der Immunabwehr gegdrib. 1) M.tb
verhindert nach Aufnahme durch den Makrophagervdischmelzung mit dem Lysosom, und 2) persistiart i
frihen Endosom. 3) Durch Inhibition (Imatinib, Tgisa) oder durch Elimination (SiRNA) der Abl-
Tyrosinkinase, 4) sinkt der pH-Wert (gemessen aotddengehalt durch LysoSensor und indirekt dureh di
Aktivitat von Cathepsin D) untl.tb wird im Wachstum gehindert. 5) Concanamycin, giezgischer Inhibitor
der vATPase, ist in der Lage diesen Effekt zu asijeren.
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2. Einleitung

2.1. Die Abl-Tyrosinkinase

Die Abl-Tyrosinkinase gehdrt zur Familie der ,naeeptor® Tyrosinkinasen und wird in
allen humanen Zellen exprimiert. Die Kinase ist sbivim Zytoplasma als auch im Kern
lokalisiert [1]. Neben ihrer Kinasedomane besitiet Abl-Tyrosinkinase Strukturen um mit
anderen Proteinen zu interagieren (SH2-Domane, [3t8ane und eine Aktin-Bindestelle).
Zusatzlich verfigt sie Uber eine ,Kern-LokalisageBequenz” und eine DNA-Bindestelle [2,
3, 4]. Die Signalwege, die durch die Abl-Tyrosinksen dirigiert werden, beeinflussen viele
grundlegende Prozesse der Zelle, wie:

1. Zellteilung [5]

2. Apoptose [6]

3. Migration [7, 8]

4. Immunreaktion [9]

Neuere Befunde zeigen, dass auch die Autophagagytis Degradations-Prozess von
zelleigenen Proteinen, durch die Abl-Tyrosinkinasguliert wird [10, 11]. In diesen
pleiotropen Signalwegen ist die Kinase in der Lagé, einer Vielzahl von Proteinen zu
interagieren, wie z.B. Aktin [12, 13], p53 (ein Taraupressor) [14], CRKII (ein
Adapterprotein) [15] und der RNA Polymerase |l [1Bje konstitutive Kinase-Aktivitat ist
gering, kann aber durch Stimuli wie Epidermal Giowactor (EGF) [17], platelet derived
growth factor (PDGF) [17], Integrin vermittelte A@lion [18] und Bestrahlung [19] aktiviert
werden. Die Mechanismen der Regulation sind unbe®kaviermutet wird, dass die Abl-
Tyrosinkinase durch intermolekulare Interaktionem inaktiven Zustand arretiert und erst
durch ein Signal ihre Kinasedomane und Interaktidoméanen offen legt [20].

Mause bei denen das Abl Gen gezielt zerstort wwiesen eine hohe neonatale Sterblichkeit
(75%) und eine erhohte Infektanfalligkeit auf [2Bpim Menschen wird die Bedeutung der
Abl-Tyrosinkinase und dem von ihr kontrollierten tkigerk, fir die Zelle bei Krankheiten

deutlich, bei denen eine Dysregulation der Tyrosiake entsteht.
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2.2. Chronische myeloische Leukamie

2.2.1. Atiologie

Bei der Entstehung maligner Erkrankungen spielamdigkinasen eine bedeutende Rolle.
Durch Mutation, durch Fusion mit anderen Proteingarch Uberexpression oder durch
UbermaRige Produktion des jeweiligen Liganden konmyrosinkinasen so verdndert
werden, dass sie fortwdhrend ihre aktivierte Komf@tion beibehalten. Bei tber 90
Tyrosinkinasen, welche im menschlichen Genom codierd, ist ein groRer Teil bei der
Entstehung von Tumoren beteiligt. Beschriebeniest d. a. fur FLT3, PDGF-Rezeptor, oder
c-Kit [22, 23, 24]. Bei dem Gen der Abl-Tyrosinkg® handelt es sich ebenfalls um ein
Proonkogen. Durch eine Translokation zwischen deémo@osom 9 (Abl-Gen) und dem
Chromosom 22 (bcr-Gen) kommt es zu einem neuen rGeéakt, dem bcr-abl Gen
(Philadelphia-Chromosom). Dieses Gen codiert dassioRgprotein, die BCR-AbI-
Tyrosinkinase. Durch den Einfluss der BCR-Regioh dse Kinasedomane der Abl-
Tyrosinkinase dauerhaft aktiviert, so dass diedfetnen Zellen unkontrolliert proliferieren.
Von den Jahrlich 9200 Neuerkrankungen an CML intBehland findet man in Uber 93% das
BCR-AbI Fusionsprotein.

2.2.2. Therapie

Die CML ist eine Modellkrankheit fur die Entwicklgmeuer, richtungweisender Therapie-
Strategien. Wahrend in der ersten Halfte des 2@hdiaderts die mediane Uberlebenszeit bei
unbehandelter CML noch bei 31 Monaten lag und natlighve Therapieansatze
unternommen wurden, hat sich die Behandlung in tdmten 10 Jahren durch die
Entwicklung von ,small-molecule-drugs” revolutionie Verfligbare Therapieoptionen sind
die Transplantation und eine medikamentose BehagdiBei der Stammzell- oder
Knochenmarkstransplantation werden dem CML-Patienach Chemotherapie allogene
Stammzellen oder Knochenmark transplantiert. Hierld wird zum einen die Tumorzelle
durch Chemotherapie reduziert, zum anderen elim@nigliie neu transplantierten allogenen
Zellen durch ,Graft-versus-host® bzw. durch den ag@iversus-leukemia“ Effekt die
restlichen Tumorzellen. Obwohl die Stammzell- odé@rochenmarkstransplantation die
einzige heilende Therapieoption darstellt, istaiégrund der hohen Frihmortalitat von 30%
(transplantationsbedingt) nicht Therapie erster WBe medikamentdse Therapie bestand
bis 2001 aus der Verabreichung von Zytostatika undFNa. Das Zytostatikum
Hydroxycarbamid hemmt die Umwandlung von Ribonutitlsm in Desoxyribonucleotide

und normalisiert dadurch die Leukozytenanzahl imatBDer Krankheitsverlauf wird durch
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diese Normalisierung nicht beeinflusst. Dagegerlwiurch die Gabe von IRkiNbei 70-80%

der Patienten eine stabile hamatologische Remisgiah bei 15% sogar eine dauerhaft
komplette zytogenetische Remission erreicht. Tdz Nachteile dieser Therapie (starke
Nebenwirkungen und auftretende Resistenzen) kademn80er- Jahren des 20. Jahrhunderts

erstmals der Gedanke auf die CML heilen zu kdnnen.

2.2.3. Imatinib

Ein Meilenstein in der Therapie von CML war die lidiarung von Tyrosinkinase-Inhibitoren.
Novartis entwickelte 2000 das Medikament Imatinitit mem Handelsnamen GlivBc
welches das Fusionsprotein BCR-Abl-Tyrosinkinasehuoher Spezifitat inhibiert. Zusatzlich
blockiert es die nattrlich vorkommende Abl-Tyrosimdse und mit geringerer Effizienz c-
Kit, PDGF-Rezeptor [25, 26] und den M-CSF-Rezed@r]. Imatinib wirkt, indem es
selektiv und kompetetiv die ATP-Bindestelle der -Alyrosinkinase blockiert. Durch diese
Blockade wird die Ubertragung eines Phosphatrestes ATP auf das Substrat verhindert,
was zur Inaktivierung der Abl-Tyrosinkinase undethBignalwege fuhrt (Abb.2).

A B
& @

®@7)
®

sinkinasy

inkinase /!| Substrat

Abb.2: Wirkmechanismus von Imatinib. A) Die aktistie Abl-Tyrosinkinase bindet ATP und Ubertragt den
Phosphatrest auf das gebundene Substrat. Der ®Eméadt aktiviert. B) Imatinib blockiert kompetetilie ATP-
Bindetasche wodurch es zu keiner phosphorylieruesy Substrates kommt. Nachgeschaltete Signalwede sin
inhibiert.

Um die Wirksamkeit von Imatinib mit der bisherigehherapie zu vergleichen wurde von
2000 bis 2001 in einer internationalen Phase-llidi&t (IRIS: International Randomized
Study of Interferon and STI571) durchgefihrt. lesd#ir Studie wurden 553 CML-Patienten
mit 400mg Imatinib und weitere 553 Probanden midRind einem Zytostatikum behandelt.
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Imatinib erzielte nach 18 Monaten bei 96% der Pndlea eine komplette hdmatologische
Remission (vs. 67% bei der Interferon-Therapie) beai 76% eine zytogenetische Remission
(vs. 14%)[28]. Durch den Erfolg dieser Studie wutdtinib 2001 zur Therapie der CML
durch die Federal Drug Administration zugelassegutl gilt Imatinib als ,Goldstandard” bei
der Behandlung der CML, an dem sich jedes neueapeetikum messen muss. Inzwischen
wurden weitere Tyrosinkinase-Inhibitoren entwickelhd zugelassen. Die Wirkstoffe
Dasatinib (Spryc&) von der Firma Bristol Myer Squibb und Nilotinilfgsign&) von
Novartis wirken Uber den gleichen Mechanismus wigatinib. Dasatinib ist in seiner
Wirkung 300fach, Nilotinib 20fach potenter als Im#i. Dasatinib blockiert zusatzlich die
Familie der Src-Kinasen, wobei Nilotinib die Abl{Dginkinase noch selektiver inhibiert als
Imatinib [29].

2.3. Die Abl-Tyrosinkinase bei Infektionen und ihreFunktion im Immunsystem

Durch die Adaptation an den menschlichen Wirt halp@mazellulare Infektionserreger
verschiedene Invasions- und Evasionsmechanismemwickett. Da Tyrosinkinasen
grundlegende Prozesse der Zelle steuern, bestehtStiategie des Erregers darin, diese zu
manipulieren. Welche Funktion die Abl-Tyrosinkindss Infektionen Gbernimmt ist bis dato
noch nicht geklart. Durch die Verfugbarkeit desk#len Inhibitors Imatinib lasst sich dies
untersuchen. Es konnte gezeigt werden, das Sénge#ahrend der Infektion die Abl-
Tyrosinkinase aktivieren, und dass eine Inhibitiomt Imatinib zur Reduktion der
Infektionsrate fuhrt [30]. Helicobacter pylori akert die Abl-Tyrosinkinase um die Zell-
Migration des Wirtes zu beeinflussen [31]. AhnlicBeobachtungen wurden fiir weitere
Bakterien (enteropathogene E. coli, Chlamydien) aunch Viren (Vaccinia-Virus, Coxsackie-
Virus und murine AIDS-Virus) gemacht [32]. Folgdriig tritt unter Imatinib Therapie keine
erhohte Infektanfalligkeit auf, obwohl in einer 8@ Einzelfdlle an Herpes Zoster
beschrieben wurden [33]. Zusatzlich gibt es Faitie Uber die Reaktivierung einer
Hepatitis B Infektion [34] und fur Tuberkulose [3%)iese klinischen Befunde harmonieren
mit den experimentellen Beobachtungen, dass dieTAldsinkinase die T-Zell und B-Zell-
Antwort reguliert. In T-Zellen ist die Abl-Tyrosinkase im T-Zell Rezeptorkomplex
involviert und eine Inhibition fuhrt zu reduzierték-2 und IFNy Produktion, sowie zu
verminderter Proliferation [36]. Bei B-Zellen inggjiert die Kinase mit CD19, einem
Korezeptor des B-Zell Rezeptors, und reguliert kieenfalls die Proliferation [37]. Uber die
Wirkung von Imatinib und die Funktion der Abl-Tyinkinase in Antigenprasentierenden

Zellen ist wenig bekannt. Dendritische Zellen (Déhtwickeln bei ihrer Reifung in der
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Gegenwart von Imatinib einen anderen Phanotyp [88Rerdem wird durch Inhibierung der
Abl-Tyrosinkinase die Antigenprasentation verst48a]. Bei Monozyten und Makrophagen
wird durch Inhibition mit Imatinib die TNF Produkin blockiert [40]. In einer aktuellen
Arbeit wird die Rolle der Abl-Tyrosinkinase bei dev.tb induzierten Apoptose in
Makrophagen beschrieben. Es konnte gezeigt werdms dNF die Abl-Tyrosinkinase
aktiviert [41].

2.4. Die Tuberkulose

2.4.1. Epidemiologie

Die Tuberkulose ist neben Malaria und AIDS die welt haufigste Infektionskrankheit. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzt, das gtder dritte der Weltbevolkerung latent
mit dem Tuberkelbazillus infiziert ist. Obwohl escls dabei um eine therapierbare
Erkrankung handelt, sterben jedes Jahr fast 2 did#ih Menschen daran [42]. Ein Grol3teil
der Infizierten (circa 80%) lebt in Hochpréavalenarldern, allen voran in Afrika stdlich der
Sahara, in Siudostasien und den NachfolgestaatenSdejetunion. Hier besteht die
Problematik vor allem in der Koinfektion mit demrhanen Immundefizienz Virus (HIV) und
der Verbreitung von multiresistenten Stammen. latBehland ist die Zahl der Tuberkulosen
racklaufig, laut dem Robert Koch Institut belieclsiim Jahr 2007 die Inzidenz auf 6,1
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (gegentibent)orjahr) [43]. Bei jedem vierten
Patienten in Deutschland wird die Erkrankung dweitie immunsupprimierende Erkrankung
(etwa Diabetes oder Krebs) oder eine immunsupprende Therapie ausgel6st. So ist das
Risiko an Tuberkulose zu erkranken z. B. unter-&Ntr Therapie (Infliximab) 5-10fach
erhoht [44].

2.4.2. Angeborene Immunantwort

M.tb, der Erreger der Tuberkulose, wird Uber Aerosalgenommen. In den Bronchien oder
Alveolen trifft der Erreger auf die erste immunakuhe Verteidigungslinie, welche zugleich
die Wirtszellen des Erregers sind. Diese bestehtiptisdchlich aus den dortigen
Alveolarmakrophagen (AM). lhre Aufgabe ist es derreBer zu phagozytieren, Uber
verschiedene Effektormechanismen zu eliminierenpnodessierte Antigene spezifischen T-
Zellen zu prasentieren. Die Phagozytose der Mykie wird Gber eine Vielzahl an
Rezeptoren initiiert. Beteiligt an der Aufnahmedsider Komplementrezeptor 3, Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Ghmg Non-integrin  (DC-SIGN),

Mannoserezeptor, CD14, und der Scavenger-Rezeptpt5A Durch die Interaktion des
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Rezeptors mit dem Erreger kommt es zur Reorgaaisales Aktinzytoskelettes und zur
Aufnahme des Pathogens. Bei diesem neu gebildeidozgtischen Vesikel handelt es sich
um ein frithes Phagosom. Dieses frihe Phagosonuish dlen pH Wert (6,0-6,5) und die
Molekile EEAL, Rab5, und den Transferrin-Rezeptefiniert [46]. Das frithe Phagosom
durchlauft verschiedene Reifungsstadien, bis ekeftich, durch die Fusion des Phagosoms
mit Lysosomen zum Phagolysosom wird. Lysosomen adteth hydrolytische Enzyme
(Nukleasen, Lipasen und Proteasen) und die vATReslehe Protonen in die Vesikel
pumpen wodurch der pH Wert sinkt (pH 4,5-5,0). Bgesaure Milieu ist bakteriostatisch und
wichtig fur die Aktivierung der hydrolytischen Enmg, die fir den Abbau des phagozytierten
Mykobakteriums verantwortlich sind.

Die Reifung vom frihen Phagosom zum Phagolysosorhrt flzum Abtoten des
aufgenommenen Mykobakteriums. Dazu steht dem Mdagen ein beachtliches
Waffenarsenal zur Verfigung: Durch die Produktiam antimikrobiellen Substanzen wie 13-
Defensin, Cathelicidin und Stickstoffradikalen tader infizierte Makrophage Mykobakterien
direkt ab [47, 48, 49]. Zusétzlich werden durchtere Mechanismen wie der Apoptose [50],
Eisendepletion [51] und der Autophagozytose [52] daerleben des intrazellularen Erregers

erschwert.

2.4.3. Interaktionen vonM. tb mit dem Phagolysosomen

Das mykobakterielle Phagosom ist durch einen egmjpH-Wert (6,2 - 6,3) als Folge der
fehlenden Rekrutierung der H+-Protonenpumpe vATRAsgakterisiert [53]. Dies spiegelt
sich auch im Fehlen einer Reihe lysosomaler uncsodaler Marker wie z.B. Rab7 oder
LAMP-1 wieder. Pathogene Mykobakterien verhindeie dnsduerung indem sie nach
Phagozytose die Biogenese zum Phagolysosom indibjé6]. Hierfir haben Mykobakterien
verschiedene Strategien entwickelt. Da PhosphdwmigdiPhosphat (PI3P) ein wichtiges
Molekul fur die Vesikelfusion ist, greifil.tb dieses Molekul auf gleich zwei Wege an. Die
Phosphatidyl-Analoga Lipoarabinomannan (LAM) unco&thatidylinositolmannosid (PIM)
blockieren die Bildung von PI3P indem sie die KmadsvP34 (PI3P-Kinase) inhibieren.
Zusatzlich wird die Phosphatase SapM sekretieriveedie Konzentration von PI3P auf den
Vesikeln erniedrigt.

Ein weiterer Angriffspunkt vomM. tb ist die Calcium-Regulation. Mykobakterien rekrutier
das Wirtsprotein Coroninl zum Phagosom, wodurclzugs Calciumionen-Influx, und zur
Aktivierung der Calcium abhangige Phosphatase @alcin kommt. Das aktive Calcineurin

verhindert die Entstehung des Phagolysosoms. HEhbiérung wiederum von Calcineurin
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mit den Medikamenten Cyclosporin und FK506 fiihat emem verminderten Wachstum von
Mykobakterien in Makrophagen [54].

Ein weiterer Pathogenitatsfaktor der die PhagoseRefung blockiert ist PknG. Diese von
M. tb sekretierte Kinase, deren Target in der Wirtszelbeh unbekannt ist, ist fur die
Mykobakterien nur von Bedeutung, wenn sie von Mpkegen phagozytiert werden. Eine
PknG defiziente Mutante Uberlebt zwar extrazellul@rin vitro Kulturen, wird aber in
Makrophagen durch verstéarkte Phagolysosom-Bildurggbaut [55].

Die Modulation der Phagosomen-Reifung durch Mykdbaén ist der entscheidende Faktor
fur ihr intrazellulares Uberleben. Durch den Arred¢r Phagosomen-Reifung werden
bakterizide Mechanismen gehemmt, es findet keinegr&¥ation statt und die

Antigenprasentation wird supprimiert (Abb.3).

L o
SapM pH<45 &
Coronini Cathelicidin g

B-Defensin
NO

\ 3
0.

PknG

Abb.3: Mykobakterien inhibieren die Reifung des §dsoms. A) Mykobakterien werden phagozytiert und
gelangen ins frihe Endosom. B) Durch verschiedemsiBnsmechanismen wird die Phagosomreifung inttibie
und es kommt weder zur Ansauerung noch zu andedderizviden Mechanismen. Die Mykobakterien Ubentebe
und replizieren sich C) Durch fehlende Degradatien Antigene kommt es zu keiner oder zu einer stitdgen

Antigenprasentation.

Daher ist die Aufrechterhaltung einer effizientearftkade durch den Makrophagen fir eine
protektive Immunantwort bedeutend. Jede Immunmdduakann den Makrophagen in
seiner Funktion als erste Verteidigungslinie gepeniMykobakterien storen.
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2.5. Ziel der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der AbteBnkinase bei der Immunantwort gegen
M.tb zu untersuchen. Unsere Hypothese war, dass dolchidrung der Abl-Tyrosinkinase

die Effektorfunktionen von infizierten Makrophageeeinflusst werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material und Reagenzien
3.1.1. Arbeitsgerate

Beta-Counter

Blotting-Apparatur B33
Elektroporationsgerat

Entwickler Curix60

FACScalibur Durchflusszytometer
Fluoreszenzmikroskop Axioskop-2
Gelkammer Minigel-Twin
Heizblock 5320

Inkubator 6000
Konfokales-Laser-Mikroskop 510
Lichtmikroskop 40CFL
Lichtmikroskop CH-2
Rollerinkubator Incudrive
Rollenmischer SRT1

Power Pac P25
Ultraschallwasserbad

Wasserbad

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R

Zytospin Zentrifuge

3.1.2. Arbeitsmaterial

7H11 Kulturplatten
8-Chamberslides
Amaxa-Kuvetten
Einmalfilter, 0,22um
Einmalspritzen

Deckglaser 24x50mm

Kulturflaschen fir Mykobakterienkultur

Berthold, Minchen
Biometra, Gottingen
Amaxa Biosystems, Koln

AGFA

BD Biosciences,dgtherg
Zeiss, Oberkochen
Biometra

Eppendorf, Hamburg

Heraeus
Zeiss
Zeiss
Zeiss
Schatt
Stuart Scientific

Biometra
Elma, Singen

Kottermann

Eppendorf

Eppendorf
Shandon, Pittsburgh, USA

Nahrbodenkiiche
Nunc
Amaxa
Millipore
BD Biosciences
Marienfeld

Corning
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FACS-Ro6hrchen
Nitrocellulose-Membran Hybond ECL
Roller-Bottles
Schraubréhrchen, 1,5ml
Schraubréhrchen, 15ml
Schraubréhrchen, 50ml
Teesieb
Zellkulturflaschen, 50ml
Zellkulturflaschen, 250ml
Zellkulturplatten, 6 well
Zellkulturplatten, 12 well
Zellkulturplatten, 24 well
Zellkulturplatten, 96 well

3.1.3. Chemikalien und Reagenzien

PP2

SB203580

*H-Uracil

agqua dest
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxidisulfat
Amphotericin B
Auramin-Rhodamin
BacLight

Bromphenolblau
Concanamycin A
Dasatinib

Dimethylsulfoxid
Eindeckmedium AF1
Entwicklerlésung ECL-plus
Ethylendiamintetraessigsaure
Ficoll-Paque-Plus

Fluorescein-Succinimidyl-Ester Alexa-568

Sarstedt, Nurnbrecht
Amersham Bioscen
Greiner
Roth
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt
WMF AG, Geislingen
BD Bioscience
BD Bioscience
Corning
Corning
Greiner, Nurtingen

Nunc

Calbiochem
Calbiochem
Amersham Biosciences
B. Braun, Petzold GmbH
Sigma
Merck
Sigma
Merck, Darmstadt
Molecular Probes
Sigma
Sigma
Bristol-Myers Squibb
Sigma
Citifluor
Amersham
Sigma
Amersham

MolecuPabbes



3. Material und Methoden

13

Fluorescein-Succinimidyl-Ester Alexa-647
Fotales Kalberserum
Glycerol

Glycin

Harnstoff

HCI

Hepes

Hoechst 33258
Humanserum AB

Imatinib

Isopropanol

L-Glutamin

LysoSensor Green DND 189
LysoTracker Red DND 99
Methanol
Mercapto-Ethanol
Middlebrook 7H9 Medium
Middlebrook OADC
Milchpulver

Natriumazid
Natriumchlorid
Natrium-Dodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdeoxycholat
Nilotinib

NP-40

Paraformaldehyd

PBS

Penicillin

Pepstatin A

Pepstatin A bodipy-FL
Polyacrylamid

Propidiumiodid

Molecurapbes
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Molecular Probes
BioWhittaker
Novartis
Roth
Seromed, Berlin
Molecular Probes
Molecular Probes
Roth
Sigma
BD Bioscience
BD Bioscience
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Fluka
LC Laboratories
Fluka
Sigma
PAA
Biochrom
Sigma
Molecular Probes
Roth
Roth



3. Material und Methoden

14

Protease-Inhibitor-Cocktail Tabletten

Proteinmarker
Rifampicin

Ringer Losung

RPMI 1640
Streptomycin
Saponin
Sepharose-4B
Sodium Dodecylsulfat
Tetramethylethylendiamin
Tris

Triton-X-100
Trypanblau
Tween-20

Tween-80

Wortmannin

3.1.4. Zytokine, Antikorper und siRNA

rhu TNFa

rhu IL-113

rhu IL-4

rhu IL-6

rhu GM-CSF

rhu M-CSF

rhu Prostaglandin E2
Annexin-V-FITC
anti-hu-M-CSF Rezeptor
anti-hu-1gG1
anti-hu-c-Abl
anti-hu-CRKII
anti-hu-phospho-CRKI|
anti-rabbit-HRP

Roche
Fermentas
Sigma
B.Braun,
Biochrom
Sigma
Sigma
Zytomed

Roth

Roth
Roth
Sigma
Biochrom
Sigma
Sigma

Sigma

Strathmann
R&D Systems
Strathmann
R&D Systems
Berlex
Berlex
Sigma
Responsif, Erlangen
R&D Systems
R&D Systems
Cell Signalling Technologie
Cell Signalling Technologie
Cell Signalling Technologie
Cell Signalling Technologie
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anti-hu-CCR7-FITC R&D Systems
anti-hu-CD14-APC Caltag, Hamburg
anti-hu-CD63 Immunotech
anti-hu-CD83-PE Coulter

anti-hu-CD163-PE BD Bioscience
anti-hu-MHCII-FITC Invitrogen
anti-hu-EEA1-FITC BD Bioscience
anti-hu-LC3 Cell Signalling Technologie
maus IgG1-PE BD Bioscience

maus IgG2a-FITC R&D Systems

maus IgG2b-FITC Caltag

maus IgG2b-PE Caltag
anti-rabbit-1gG-Alexa-488 Cell Signalling Technoleg

3.1.5. Bakterien und Zelllinien

Mycobacterium tuberculosis, H37Rv Instiiit Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene,
Ulm

THP-1 Zellen ATCC

3.1.6. Medien und Puffer
3.1.6.1. Zellkultur und Medium fiir die bronchoalvedére Lavage (BAL-Medium)

Zellkulturmedium: RPMI 1640, 10 mM Hepes, 13 mM hanhydrogencarbonat, 2 mM
L-Glutamin, 60 pg/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptgom und 5% hitzeinaktiviertes
Humanserum.

BAL-Medium: RPMI 1640, 10 mM Hepes, 13 mM Natriunanggencarbonat, 2 mM L-
Glutamin, 60 pg/ml Penicillin, 5,6 pg/ml Amphotenic B und 10% nicht
hitzeinaktiviertes Humanserum. Dies Medium wurde dlie Experimente mit AM und

infizierten Zellen verwendet.
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3.1.6.2. Medium fur die Anzucht von Mykobakterien
e 7H9-Medium (500ml): 2,35g 7H9 Medium, 5ml Glycer&)m|l OADC, 1,25ml einer
20% Tween 80 L6sung, aqua bidest (pH 6,8), stériefen.

3.1.6.3. Fluoreszensmikroskopie
* Block-und Permeabilisierungspuffer: PBS, 0,3% Trid-100, 2%FCS

3.1.6.4. Durchflusszytometrie
» FACS-Puffer: PBS, 2 % FCS, 0,1 % NaN
* Ringer Lésung: aqua bidest, 0,9 % NaCl, 0,02 % K2 % CaCl 0,01 %NaHCO

3.1.6.5. Westernblot

* Lysepuffer: RIPA-Puffer: 1 M PBS, 1 % Nonidet PA% % Na-Deoxycholat, 0,1 % SDS
, Complete-Proteaseinhibitor-Tabletten

e Elektrophorese-Puffer : 0,5 M Tris, 3,8 M Glycif) mM SDS, pH 8,9

» Trenngelpuffer: 1,5M Tris/HCI, pH 8,8

* Trenngel (12 %): Polyacrylamid 30% (12,5ml), aquialebt (6ml), Trenngelpuffer
(6,25ml), SDS 10% (250ul1), Ammoniumpersulfat 10%5il), TEMED (25p.l)

« Sammelgelpuffer: 0,5M Tris/HCI, pH 6,8

 Sammelgel (6%): Polyacrylamid 30% (1,5ml), aquaebid(5,9ml), Sammelgelpuffer
(2,5ml), SDS 10% (100pul), Ammoniumpersulfat 10%Q10, TEMED (10ul)

» SDS-Puffer: 125mM Tris/HCI, pH 7,8, 20% Glycero%4sDS, Mercapthoethanol 100%
(Iml), 200mM DTT, Bromphenolblau 0,2mg/mi

» 5X Elektrophoresepuffer: 125mM Tris, 960mM Glydih5% SDS, pH 8,3, in 500ml aqua
dest

* Transfer-Puffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Mettiwh

* 10xTBS: 200mM Tris, 1,4M NaCl, pH 7,6

* T-TBS: 1% Tween in TBS

» Blockierungspuffer: 5% Magermilch in T-TBS

o Stripppuffer: 200mM Glycin, pH 2,5

3.1.6.6. Farbepuffer fur Mykobakterien
« PBS, 0,5% Tween 80, 0,2% Natriumhydrogencarbortat3(8)
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3.2. Methoden

3.2.1. Isolierung von PBMC aus menschlichem Vollbtu

Frisches, mit Antikoagulantien (Natriumcitrat odgeparin) behandeltes Blut, wurde Uber
eine Dichte-Gradienten Zentrifugation in drei Stlén aufgetrennt. Der Dichtegradient
wurde mit 15ml Ficoll-Paque Plus (1,077 g/l) in && ml Rohrchen pipettiert und das Blut
vorsichtig dazugegeben. Die Rohrchen wurden fum#0 bei 1600 UpM ohne Bremse
zentrifugiert, um den Aufbau des Gradienten durigh Scherkrafte beim Abbremsen nicht
aufzuheben. Erythrozyten wurden durch Na-DitrizoaEicoll aggregiert und sedimentierten
vollstandig durch den Gradienten. Granulozyten bedtadurch den osmotischen Druck der
Ficoll Losung eine hohere Dichte. Aufgrund deriggeren Dichte von Thrombozyten,
Lymphozyten und Monozyten sammeln sich diese inld&rphase zwischen dem Plasma
und dem Ficoll. Die Zellen aus der Interphase warith ein neues 50 ml Réhrchen tberfuhrt
und bei 1800 UpM fur 10 min pelletiert. Um die ®mbozyten zu entfernen folgten weitere
Waschschritte bei 1300, 1000, und 2 bis 5 x bei 8@M fur je 10 min folgten. Die
verbliebenen Zellen wurden in einer Neubauer Zahtker gezahlt und auf 100Xl in

Zellkulturmedium eingestellt.

3.2.2.Anreicherung von Monozyten

Monozyten besitzen als einzige Untergruppe innérftedr PBMC die Eigenschaft an der
Plastikoberflache von Zellkulturschalen zu adhé&ner Dieses Prinzip wird als

kostengiinstige, schnelle, und ausreichend reindiddet zur Isolation von Monozyten aus
dem peripheren Blut eingesetzt. Dazu wurden 8DxEBMC sofort nach der

Dichtegradienten-Zentrifugation in 6 ml kompletteledium mit 5 % Humanserum in einer
75cnf Kulturflasche ausgesat und fiir 60 min bei 37°Qubikrt. Danach wurden die nicht
adharenten Lymphozyten durch leichtes Klopfen d@lkdlturflasche abgeldst und 3-mal mit

jeweils 5ml PBS kraftig gespult.

3.2.3. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie HuorescenceActivated Cell Sorting; FACS) ermdglicht das
Zahlen und die Analyse von physikalischen und mdbailen Eigenschaften von Zellen in
einem Flussigkeitsstrom. Sie liefert die Moglichikeestimmte Eigenschaften von Zellen oder
Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu analysierddie Analyse ermoglicht die
Quantifizierung von Oberflachenmolekilen und ingthdaren Proteinen. Das Prinzip ist die

Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzriierten Antikdrpern durchgefihrt wird.
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Bei der Analyse werden die Zellen durch eine dilKapillare direkt an einem Laser vorbei
gefuhrt.  Durch einen oder mehrerer Laser versemed Wellenlangen werden die
Elektronen eines Fluorochrom angeregt und emittiédei dem Abfall ihres Energieniveaus
Photonen, welche durch elektronische Detektoreargrkwerden. Dariiber hinaus werden
durch die Lichtbeugung und resultierende Streuurfgrinationen utber die ZellgréRe und
Granularitat der Zellen gewonnen. Ein grof3er Votiesteht in der Moglichkeit verschiedene
Parameter gleichzeitig zu analysieren, da sictemligesetzten Fluorochrome zwar haufig bei
einer gemeinsamen Wellenlange anregen lassen dimsr din bestimmtes Fluorochrom

charakteristisches Emmissionsspektrum verfugen.

3.2.4. Generierung von Makrophagen und DZ

Die Monozyten wurden in 6ml Zellkulturmedium aufgemmen und entweder zu
Makrophagen (GM-SCF, 1000 U/ml, 5-6 d) oder unreiZ (GM-SCF, 1000 U/ml, IL-4,
10ng/ml, 6 d) differenziert. Um reife DZ zu erhaltewurde am Tag 4 der Inkubation ein
Zytokincocktail aus TNF (10ng/ml), IL-6 (10ng/mll},-13 (2ng/ml) und Prostaglandin E2
(1png/ml) hinzugefligt [56]. Fur die Generierung vioyp || Makrophagen wurde anstatt GM-
CSF, M-CSF (1000 U/ml, 6d) verwendet [57]. Zum Ad#t der Makrophagen und DZ
wurden die Zellen durch kréftiges resuspendierem \der Oberflache gelost. Falls
erforderlich, wurde die Adhérenz durch 15 bis 20niitige Inkubation mit dem
Calciumchelator EDTA (1mM) aufgehoben. Die Reinheitl Reife der Zellen wurde durch
Bestimmung der Expression von MHC Klasse II, CCRZD83 und CD163 im

Durchflusszytometer tberpruft.

3.2.5. Isolierung von AM

AM wurden aus der BAL von Patienten isoliert, bendn aus diagnostischen Grinden eine
Bronchoskopie durchgefiihrt wurde. Die AM von Pagen mit einer infektiosen
Lungenerkrankung oder einer Erkrankung, die denedlarraum betraf, wurden nicht
experimentell verwertet. Die Lavageflissigkeit wardlurch ein Teesieb filtriert und
anschlie3end bei 1300 rpM fir 10 Min. und 4°C zérdgrert. Das Zellpellet wurde in BAL-
Medium resuspendiert und in einer 6-well Platte miiter Dichte von 1 x TOAM/m
ausgesat. Die AM wurden Uber Nacht bei 37°C zur &ehz gebracht. Nicht-adharente
Zellen wurden durch grundliches Waschen mit PBSeemtt Frisches BAL-Medium wurde
zu den Zellen gegeben. Die AM wurden durch spilénkaltem PBS, gegebenenfalls mit
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EDTA (ImM) fur 20 min, geerntet. Die Reinheit deellén wurde in ausgewa&hlten

Experimenten mittels Durchflusszytometrie bestd(@p3 < 10%).

3.2.6. Wachstum voriM.tb

M. tb (virulenter Stamm H37Rv) wuchs in einer Suspensios Middlebrook 7H9 Medium,
unter standiger Rotation in Kulturflaschen in eineRollerinkubator. Aliquots von
logarithmisch wachsenden Kulturen wurden in PBS tfi¢6 Glycerol eingefroren. Ein
reprasentatives Aliquot wurde ausplattiert auf Nedbdook 7H11 Platten und die Anzahl an
Kolonie bildende Einheiten (KBE) bestimmt. Eine Ibi#mg der Bakterien mit BacLight zeigte
eine Lebendigkeit der Mykobakterien von Uber 90%.das Verklumpen der Mykobakterien
ein allgemeines Problem darstellt und die Validitatl Reproduzierbarkeit der Experimente
beeinflusst, wurden verschiedene VorsichtsmaRnahmetroffen: 1) die Wahl der
Kulturbedingungen (Rotation, Tween), 2) vor dewnitro Infektion mit M. tb wurden diese
10 Min. im Wasserbad (37°C) beschallt, um klein&tBaenaggregate zu zerstéren und 3) fur
die in vitro Infektion wurde die Anzahl an Mykobakterien pro A8d gewahlt, dass maximal

ein bis zwei Bakterien je Zelle vorhanden waren.

3.2.7. Farbung vonM.tb mit einem Succinimidyl Ester konjugierten Fluorochrom

Um intrazellulare Mykobakterien zu detektieren oltieeen Vitalitdt oder die der Wirtszelle
zu beeinflussen wurde Succinimidyl Ester verwendeéses Reagenz bindet kovalent an
primare Aminogruppen, wie sie an der Oberflache Bakterien vorkommen. Durch die
Fluorochrom-Konjugation des Esters sind die ge@irbBakterien im Durchflusszytometer
und im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar. Die gefambt®dykobakterien wurden flr
Kolokalisations-Experimente verwendetM.tb wurde zweimal im Farbepuffer (1ml) bei
10000rpm fur 10 min gewaschen und anschlieRen@®prh Barbepuffer und 5ul Succinimidyl
Ester fur 1h bei 37°C inkubiert. Nach drei weitei#aschschritten (1ml, 20000rpm, 10min)
wurden die gefarbten Mykobakterien in 100l BAL-Nled resuspendiert [58].

3.2.8. Infektion von Makrophagen mitM.tb

AM und Makrophagen wurden mit einer Einzelzellsusgpen vonM.tb in einer 6-well Platte
oder in einer 8-chamberslide mit 1 x®1Rellen/ml in einem Volumen von 3 ml oder von
250ul BAL-Medium mit einer MOI von 5 infiziert. 24mach der Infektion wurden
extrazellulare Mykobakterien durch 3maliges Spiftait PBS entfernt. Die adharenten
Makrophagen und AM wurden anschlieBend mit EDTANDnfir 15 min geerntet und (800
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rpm, 10 min) pelletiert und in BAL-Medium resuspentl Um die Anzahl der infizierten
Zellen zu ermitteln, wurden in reprasentativen Expenten eine Auramin-Rhodamin-
Farbung und eine Plattierung durchgefuhrt. Diekidmsrate (24h) lag im Mittel bei 45%.

3.2.9. Quantifizierung des intrazellularen mykobakeriellen Wachstums

Die infizierten, geernteten Makrophagen wurdenine €4-well Platte, mit einer Dichte von
0,5x10/ml verteilt. Nachdem die Makrophagen wieder adhtwearen, wurden die infizierten
Makrophagen mit Imatinib (1uM, 5uM, 10uM) 1d, 3dl Bei 37°C und 5% CgOinkubiert.
AnschlieRend wurden zu jedem Ansatz 50ul Sapon¥ Ehdkonzentration) fur 10min
gegeben, die Lysate geerntet und fir 10min bei 3&€hallt. Aus dem Lysat jedes Ansatzes
wurde eine Verdiunnungsreihe hergestellt (pur, 111000, 1:1000) und jede Verdinnung
wurde auf eine 7H11 Platte ausgestrichen. Nach dgei Inkubation der Kulturplatten bei
37°C und 5% C@wurden die Kolonien gezahlt und ausgewertet. \Dtalitdt der Zellen
wurde zu jedem Zeitpunkt wahrend der Inkubationdein Lichtmikroskop tberpruft.

3.2.10. Quantifizierung des extrazellularen Wachstums vonM.tb

Die Pyrimidin-Base Uracil wird selektiv in die RNAnetabolisierender Mykobakterien
inkorporiert. Eukaryontische Zellen sind nicht ierdLage Uracil einzubauen, sondern
akquirieren diesen RNA Baustein Uber die Aufnahrae dUTP. In einem 3-Counter wird
inkorporiertes®H-Uracil gemessen und ist ein MaR fiir die Prolifierader Bakterien. Nach
dem Beschallen der Mykobakterien fiir 10min bei 37%&rden 2x1® Mykobakterien in
einem Volumen von 75ul 7H9 Medium in eine 96-wddtie pipettiert. Als Kontrolle wurde
Medium und das Tuberkulostatikum Rifampicin verwetndmatinib wurde in verschiedenen
Konzentrationen getestet (1uM, 5uM, 10uM). Alle alze wurden als Triplikate angesetzt.
Nach drei Tagen wurden die Mykobakterien mitCl *H-Uracil inkubiert. Nach 24 Std.
wurden die Mykobakterien mit 4% ParaformaldehyddiEmzentration) fur 30min abgetotet.
Die *H-Uracil Aufnahme wurde in einem Beta-Counter geseag59].

3.2.11. Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren

Alle verwendeten Tyrosinkinase-Inhibitoren wurderbMSO geldst. Bei allen Experimenten
wurde daher DMSO ohne geldste Substanz als Koatveliwendet. Makrophagen wurden in
eine 24-well Platte, 0,5x20nl Makrophagen je well, verteilt. AnschlieRend dem sie mit
Imatinib (5uM), Dasatinib (100nM), Nilotinib (2uMRP2 (10uM), SB203580 (10uM) oder
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Wortmannin (100nM) fur 24h inkubiert. Die ApoptoBate (siehe unten) war in allen

Experimenten <1%.

3.2.12. Phagozytose-Assay

Makrophagen (1x1%ml) wurden in BAL-Medium auf ein 8-chamberslidepgitiert. Nach
Adharenz wurde ein Teil der Makrophagen mit IméatigbuM) fir 60min inkubiert. Die
Zellen wurden fur 24h mivl.tb (MOI 5) infiziert. Nach 30min Fixierung mit 4% PRAurden
die Kulturen mit Auramin-Rhodamin gefarbt und undem Fluoreszenzmikroskop bei 1000-

facher VergroRerung mit Durchlicht-Filter analysier

3.2.13. Apoptose-Messung

Geht eine Zelle durch Apoptose zugrunde, treteimigefe Anderungen in ihrer Morphologie
auf. Ein frihes Ereignis in der Apoptose ist daskdmmmen von Phosphatidylserin (PS) auf
der Oberflache der Zellmembran. Dieses ist ein d&elteil der Membran und kommt in der
vitalen Zelle nur auf der inneren Seite der Membvan Annexin V (AxV) bindet in der
Gegenwart von Calcium, PS. Dadurch kann es, beijugation an ein Fluochrom, im
Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Da au&hotigche Zellen Phosphatidylserin
auf ihrer Oberflache prasentieren, muss man diesa den apoptotischen Zellen
differenzieren. Dies geschieht mittels eine zuséieh Propidiumiodid Farbung (PI). PI
gelangt nur in nekrotische Zellen und farbt dort dellkern an.

Die Zellen wurden in Ringer-L6sung gewaschen umsadigspendiert. Annexin V-FITC wurde
in einer 1: 2000 Verdinnung zu den Lymphozytenegeg und fir 15 min im Kihlschrank
bei 4° C inkubiert. AnschlieRend wurde ungebundé&reexin V heruntergewaschen und 0,5
ul Pl je Ansatz dazugegeben. Die Auswertung erfolgtegehend am Durchflusszytometer

(Abb.4).
A N nekrotisch a

‘ vital apoptotisch
Ssc . FL3 SsC

FSC FL2 FL1

Abb. 4: Auswertschema am Durchflusszytometer: Dygnphozyten, welche sich im Lebendgate befinden,
werden auf Pl Fluoreszenz untersucht (FL 2 vs. JLD8e vitalen und apoptotischen Zellen sind Platag
Diese Population wird zusatzlich auf Annexin V (E) positive Zellen untersucht. Vitale Zellen sind E

negativ, wahrend apoptotische Zellen positiv sind.
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3.2.14. LysoSensor-Farbung

Um den pH-Wert in den Lysosomen zu untersuchen guiakrophagen oder AM fir 24h
in einer 6-well Platte (1xf0ml) mit M.tb infiziert (MOI 5) und anschlieBend in eine 24-well
Platte, 0,5x10ml Makrophagen je well, verteilt. Die Makrophagenrden fiir weitere 24h
mit Imatinib (5uM) inkubiert. In ausgewdahlten Exipeenten wurden die Makrophagen
vorher (2h) mit Concanamycin A (50nM) behandelt dim Ansduerung zu inhibieren [60].
Die virulenten Mykobakterien wurden mit 4% PFA atiget. Die fixierten Makrophagen
wurden mit 4uM LysoSensor Green DND 189 fir 2h B&iC angefarbt. Ungebundener
Farbstoff wurde durch zweifaches Waschen mit PEB®@fpm, 10min) entfernt. Die Proben
wurden sofort am Durchflusszytometer aufgenommair. Aufnahmen am Fluoreszenz-
Mikroskop wurden die Proben zusatzlich fir 10min emnem Kernfarbstoff, Hoechst 33258
(Apg/ml), inkubiert und mittels Zytospin auf Objelger geschleudert. Die Praparate wurden
mit Eindeckmedium und Deckglas versehen und amrétzenz-Mikroskop ausgewertet. Fur
die Untersuchung der Patientenproben wurden Malaggm in eine 24-well Platte
(0,5x10/ml Makrophagen je well) verteilt und mit 50% Seruom CML Patienten oder von
gesunden Spendern fur 24h inkubiert. Die Makrophagerden mit 4uM LysoSensor fur 2h
bei 37°C gefarbt. Ungebundener Farbstoff wurde luzweifaches Waschen mit PBS
(1300rpm, 10min) entfernt. Die Proben wurden anseBleind am Durchflusszytometer oder
am Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Das Volldkert CML- oder gesunden Patienten (je
250u1) wurden mit 4uM Lysosensor fur 2h bei 37°@Qamlelt, zweimal mit PBS gewaschen
(1300rpm, 10min) und anschlieBen mit 2ul anti-hul@APC inkubiert (60min, auf Eis).
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Probefort am Durchflusszytometer

aufgenommen.

3.2.15. Doppelfarbung mit LysoTracker und Antikorpern

Bei einer intrazellularen Farbung muss die Zellmembfir einen Antikdrper permeabel
gemacht werden, und der pH-sensitive Farbstoff ilstaleiben. Da LysoTracker, im
Gegensatz zu LysoSensor, unabhangig von einer Bbiiisgerung stabil den pH anzeigt
verwendeten wir flr Doppelfarbungen diesen Farbstdakrophagen wurden in 8-
chamberslides zu je 1x¥fl verteilt und mit verschiedenen Tyrosinkinashibitoren,
Imatinib (5uM), Dasatinib (100nM), Nilotinib (2uMRP2 (10uM), SB203580 (10uM) oder
Wortmannin (100nM), fur 24h behandelt. AnschlieBendrden die Makrophagen mit
LysoTracker Red DND 99 (100nM) fur 1h bei 37°C gktaDie Makrophagen wurden 3mal

mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 4% PFA @amir2 auf Eis fixiert. Die fixierten
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Zellen wurden nach einem 10minutigen Blockierungatichei Raumtemperatur gleichzeitig
durchgénagig fur Antikdrper gemacht. Die AntikorggEAL-FITC (1:100), CD63 (1:250) und
LC3 (1:400) wurden fur 60min auf Eis mit dem Maknagen inkubiert und anschliel3end
einmal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. iikonjugierten Antikérper CD63 und
LC3 wurden mit einem anti-rabbit-Fab-fragment-Aled@8 (30min, auf Eis) detektiert. Die
Proben wurden mit Permeabilisierungspuffer gewascfig 10min mit einem Kernfarbstoff
(Hoechst 33258, 1ug/ml), inkubiert, eingedeckeltd umm Fluoreszenz-Mikroskop

ausgewertet [61].

3.2.16. Detektion von aktiviertem Cathepsin D

Cathepsin D gehort zu den sauren Aspartatproteasérbefindet sich in den Lysosomen.
Dort kommt sie als inaktives Pro-Enzym (46kDa) Mor.sauren Milieu (pH 5,5 — 3,5) erfolgt
autokatalytisch eine Abspaltung des Pro-Peptidesiunch die Kinase aktiviert wird [62]. Im
aktiven Zentrum kann nun Substrat oder der InhibiRepstatin binden. Durch die
Konjugation eines Fluoreszenzfarbstoffes mit Pdjpstkann man, analog zu einem
spezifischen Antikoérper, die aktive Form von CasiepD im Fluoreszenz-Mikroskop
sichtbar machen (Abb.5) [62]. Makrophagen wurden8iohamberslides zu je 136l
verteilt und mit Imatinib (24h, 5uM) inkubiert. lausgewahlten Experimenten wurden die
Makrophagen mit ungefarbtem Pepstatin (1pug/ml) o@emcanamycin A (50mg/ml)
vorinkubiert. Die so behandelten Makrophagen wurden Pepstatin-Bodipy-FL (1pg/ml,
BPF) fir 30min bei 37°C angefarbt. Ungebundenerbstaff wurde durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden mit #%Hixiert und am Fluoreszenz-
Mikroskop oder am Konfokalen-Laser-Mikroskop untetst. Zur Auswertung wurden pro

Ansatz 100 Makrophagen ausgezabhit.

<pH5,5 Pepstatin-Bodipy-FL

>
— —)

fluoreszierendes
Inaktives Cathepsin D aktives Cathepsin D aktives Cathepsin D

Abb.5: Messung des aktiven Cathepsin D. Das Enzyrd hei saurem pH (<pH5, 5) aktiv. In der offenen
Protease-Domaéne bindet der Farbstoff Pepstatinggelei. und markiert das aktive Enzym.
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3.2.17. Behandlung mit sSiRNA
Mithilfe von spezifischer silencing RNA (siRNA) igts mdglich die Synthese definierter
Proteine zu verhindern. Hierzu bendétigt man die uBag der mRNA des Proteins und
entwickelt daraus die komplementare siRNA. Werdenesal doppelstrangigen-
Oligonukleotide z.B. Uber Elekroporation in die [Bekingeschleust, werden sie dort vom
RISC-Komplex (Proteinkomplex aus Endonukleasen w&RNA-bindenden Protein)
Einzelstrangen zerlegt. Diese 21 Nukleotide langBNA-Stiicke binden an die
komplementdre mRNA. Die Doppelstrange aus mRNA siRNA werden wieder von
Endonukleasen degradiert und die Translation dé&en Proteins verhindert.
Makrophagen (0,75xfp wurden zentrifugiert (1300rpm, 10min) und in 10Qphuman-
macrohage-nucleofector-solution® resuspendiert mitdKontroll-siRNA oder spezifischer c-
Abl siRNA (300nM) versetzt (Santa Cruz Biotechnad)g Die Sequenz der c-Abl siRNA
besteht aus drei Sequenzen: UCAACAGUGAGAAACA
CUUCAUCCCUCUCAUAUCA
UGUGAAUCCUGGCAAGAAA
Die siRNA wurde mittels Elekroporation (Amaxa I)tneinem von der Firma vorgegebenen
Programm (Y-10) in die Zellen transfiziert. Ans@fdend wurden die 100ul Makrophagen-
Suspension mit 500ul vorgewarmten (37°C, 5%CBAL-Medium versetzt und in eine 12-
well Platte (Endvolumen 1,5ml) transferiert. Die aiisfektionseffizienz wurde mittels

Westernblot nach 24h analysiert.

3.2.18. Immunpréazipitation von CRKII

Ist ein Antigen aufgrund seiner geringen Konzemratnur schwer im Westernblot zu
detektieren, besteht die Mdglichkeit es im Lysatzsfisch anzureichern. Hierflr wird das
Antigen mit dem spezifischen Antikorper gebunderd usmschlieRend dieser Antigen-
Antikorper Komplex mit Sepharose-Beads prazipiti®tes ist moglich da die Beads mit
Protein-G konjugiert sind, welche spezifisch dasFFagment des Antikorpers binden
(Abb.6).

Makrophagen (1x19 wurden in Zellkulturmedium ohne Serum fiir 24heimer 24-well
Platte inkubiert. Anschlieend wurden die Zellert Mitb (MOI10) flr unterschiedliche
Zeitpunkte infiziert. Zum Abstoppen der Infektiorusdlen die Makrophagen in der Platte 1x
mit kaltem PBS gewaschen und anschlie3end mit 25@gd-Puffer fir 30min auf Eis in der
Kulturplatte lysiert. 100ul der Lysate wurden midydl Sepharose-Beads fur 2h bei 4°C
inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (1489, 10min) wurden die Beads
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verworfen. Mit diesem Schritt wurden unspezifisahdende Proteine entfernt. Das Lysat
wurde mit 2pug/ml Antikorper (anti-hu-CRKII) Uber blat bei 4°C inkubiert. Die Antikérper
wurden erneut mit 10ul Sepharose-Beads fur 2h t@iidkubiert und durch anschliel3ende
Zentrifugation (14000rpm, 10min) immunoprazipitiediesmal wurde der Uberstand
verworfen und das Prazipitat in 30ul SDS-Pufferagsit (95°C, 10min).

Die Proben konnten anschliel3end auf ein SDS-Gegktnaigen werden.

CRK

CRK

Abb. 6: A) Zelle im unaktivierten Zustand. B) Zelim aktivierten Zustand (phospho-CRK).I Das Pratein
CRKII, wird mit anti-CRK und gekoppelten Sephard@seads prazipitiert. 1| Nach der Denaturierung, veerd
die Beads und die Antikbrper aus dem Komplex geldsi das Protein auf einen Blot transferiert. Das

phosphorylierte CRK wird nun mit einem anti-phosfBRK Antikorper detektiert.

3.2.19. Westernblot

Beim Westernblot wird ein Protein, welches vorheir @inem SDS-Gel nach Grol3e getrennt
wurde, auf eine Nitrocellulose-Membran (bertrag&ie Ubertragung erfolgt tber ein
senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elsgiies Feld. Hierdurch wandern die
(durch das SDS) negativ geladenen Proteine zunp&llder Blotting-Apparatur und bleiben
auf dem Weg dorthin durch hydrophobe Wechselwirkunguf der Membran. Hier sind sie
nun zuganglich fir Antikdrper um das gesuchte Rnate detektieren.

Die Lysate wurden im SDS-Puffer (1:1) aufgenommed aufgekocht (95°C, 10min). Nach
einem Zentrifugationsschritt (14000rpm, 10min) warrddie Proben auf ein SDS-Gel (12%)
aufgetragen (30ug/ml). Die Proteinproben wurdenhngucer Grof3e in der Laufkammer
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aufgetrennt (60mA, 60min). Der Lauf der Proben veumdt einem Proteinmarker kontrolliert.
Das Gel wurde auf eine Nitrocellulose-Membran gelegd mit Filterpapier (alles mit

Transfer-Puffer getrankt) vor den Elektroden gesthiNach dem Blotten (300mA, 2h)
wurden unspezifische Bindungen mit Blockierungsputibgesattigt (4°C, Gber Nacht). Der
gebundene 1. Antikdrper (anti-hu-phospho-CRKIl odeti-hu-c-Abl 1:1000; 4°C, Uber

Nacht) wurde anschlieBend mit einem 2. Antikorpanti¢rabbit-HRP; 1:2000; 4°C, 2h)

detektiert. Zwischen den Inkubationsschritten wardee Blots 3-mal mit T-TBS gewaschen
(5min, 4°C). Der Antigen-Antikérper-Komplex wurdeirdh Zugabe von Entwicklerlésung
und einem photo-sensitivem Film sichtbar gemacht.

Die Intensitat der Banden auf den belichteten Finveurde im Densitometer mit der

Software Gel-Scan 5.1 analysiert und ausgewertet.

3.2.20. CML Patienten und gesunde Spender
Fur ex-vivo-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der Madizhen Klinik 1,
Universitatsklinikum Ulm (Prof. Dr. Konstanze Démnend Dr.med. Frank Stegelmann)
zwischen Februar 2009 und September 2009, 19 CMierRan fur die ImMyTub-Studie
(Imatinib- Mycobacterium tuberculosis) rekrutiert. Die Patienten wurden Uber die Studie
informiert und haben der Probenentnahme zugestimiet Studie (No. 192/07) wurde von
der Ethik-Kommission der Universitdat Ulm genehmigifnahmekriterien fir die Studie
waren:

1. chronische Phase der Erkrankung

2. Tagesdosis: 400mg Imatinib

3. komplette hamatologische und zytogenetische Reomissi
Von jedem Patienten erhielten wir 30ml Blut (EDTAeNbvette) und 5ml Serum (Serum-
Monovette). Das Serum wurde vor Lagerung bei -7@¥tch abzentrifugieren (1300rpm,
10min) gewonnen. Serum von gesunden Spendern deatennicht hitzeinaktiviertem AB-
Serum (Cambrex). Blut von gesunden Spendern staust8uffy-Coats des DRK Ulm.

3.2.21. Statistische Analysen

Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabwerdhwargestellt. Ausgenommen sind
Rohdaten einzelner Experimente, die reprasentaBiearakter besitzen. Bei der statistischen
Signifikanz p zwischen zwei unterschiedlich behdtetde Ansatzen oder unterschiedlichen

Zeitpunkten der Analyse wurde der Student's t Testvendet. Unterschiede von p kleiner
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0,05 wurden als signifikant bezeichnet. Bei demBikanzermittlung mittels Student’s t Test

wurde das Computerprogramm Excel verwendet.
3.2.22. Verwendete Computerprogramme
Fur die Erstellung bzw. Durchfihrung der Doktordrieirden die nachfolgend aufgelisteten

Computerprogramme genutzt.

Tabelle 1. Genutzte Computerprogramme

Programm Hersteller Anwendung

PowerPoint Microsoft Inc. Graphische Darstellung van
Daten

Word Microsoft Inc. Text und Datenverarbeitung

Excel Microsoft Inc. Statistik

WinMDI 2.8 Datenverarbeitung und
graphische Darstellung von
Zytometriedaten

GelScan 5.1 BioSciTec Gel-Dokumentation

Cell Quest BD Biosciences Datenverarbeitung und
graphische Darstellung von
Zytometriedaten
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4. Ergebnisse

4.1. Bedeutung der Abl-Tyrosinkinase bei der Phaggtose vonM.tb

Die Abl-Tyrosinkinase hat als einzig bekannte Kaasne Aktin-Binde-Domane und die
Fahigkeit das Adapterprotein CRKIl zu aktivierenelehes Uber CDC42 und Racl die
Phagozytose steuern kann [63]. CRKII ist ein Sabster Abl-Tyrosinkinase und wird von
ihr an einem definierten Tyrosinrest (Tyr221) pHosyliert [64]. Wir Gberpriften daher, ob
M.tb durch die Manipulation der Abl-Tyrosinkinase serigene Aufnahme steuert. Daher
untersuchten wir zunéchst, ob die Abl-Tyrosinkindsech eine Infektion miM.tb aktiviert
wird. Als Mal3 fur eine Aktivierung der Kinase ubaiften wir die Phosphorylierung von
CRKII nach Immunprazipitation im Westernblot. DidIATyrosinkinase wurde in infizierten

Makrophagen im Vergleich zu nicht-infizierten, aieirt (Abb.7).
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Abb. 7: Eine Infektion mit M. tuberculosis aktiviedie Abl-Tyrosinkinase. Makrophagen wurden infizie
(MOI10) und nach unterschiedlichen Zeitpunkten dysi (A) Die Lysate wurden mit anti-CRKII
immunprazipitiert und im Westernblot auf den phaspherungsgrad mit anti-phospho-CRKII untersucht
(oberer Blot). Zur Ladungskontrolle wurde die Mearbigestrippt und auf CRKII analysiert (unterer Bl@ie
Blots zeigen ein typisches Ergebnis von 3 Experieen (B) Zusammenfassung von 3 unabhangigen
Experimenten. Die Banden wurden mittels DensitomgeEmessen und mit Gel-Scan 5.1 ausgewertet. Die
Aktivierung der uninfizierten Makrophagen wurde aifach gleichgesetzt.
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Die Aktivierung der Kinase hatte nach 30min Infektiihr Maximum erreicht und wurde
nach 60min wieder inaktiv. Die mittlere Steigung A&tivierung nach 30min war signifikant
hoher (2,1-fach) als die Aktivierung in uninfizient Makrophagen (p=0,046, SD 0,62). Diese
Daten zeigen, dass die Abl-Tyrosinkinase die Ikigva von M.tb und Makrophagen
beeinflusst.

Die Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase ist ein mdadier Invasionsmechanismus mit dem
M.tb gezielt in seine natlrliche Wirtszelle eindrinBta eine Infektion mitM.tb die Abl-
Tyrosinkinase und das nachgeschaltete Adapterpr@BiKIl aktiviert untersuchten wir, ob
die Kinase die Aufnahme voM.tb in Markohagen beeinflusst. Hierzu infizierten wir
Imatinib- behandelte und Kontroll-Makrophagen umgtommten mittels Auramin-Rhodamin
Farbung die Infektionsrate. Es zeigte sich, dasatiimip die Phagozytose vol.tb nicht
signifikant beeinflusst (p=0,75) (Abb.8).
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Abb.8: Makrophagen wurden fir 60min mit 5uM Imatirinkubiert und anschlieend infiziert (MOI5). Die
Infektionsrate wurde mittels Auramin-Rhodamin Fampum Fluoreszenz-Mikroskop bestimmt. Es wurden in
jedem Experiment 100 Makrophagen ausgezahlt. Didilding gibt die Durchschnittswerte aus vier
Experimenten und die SD wieder.
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4.2. Bedeutung der Abl-Tyrosinkinase beim intrazelllaren Wachstum vonM.tb

DaM.tb die Abl-Tyrosinkinase aktiviert (Abb.7), untersteh wir im nachsten Schritt, ob das
Uberleben intrazellularer Mykobakterien durch digl-Ayrosinkinase moduliert wird. Hierzu
infizierten wir AM fir 24h und behandelten die m&rten Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen Imatinib. Die Makrophagen wurderumterschiedlichen Zeitpunkten lysiert
und das Wachstum der intrazellularen Mykobaktermstimmt. In drei unabh&ngigen
Experimenten, hemmte Imatinib das Wachstum wWdrtb konzentrationsabhéngig. In
Kontrollkulturen wuchsM.tb in 5 Tagen von 0,8xfoauf 3,8x16 Bakterien. Durch die
Inkubation mit 1uM Imatinib wurde das Wachstum ramr Tag 3 nicht aber an Tag 5
beeinflusst. 5uM Imatinib reduzierten die Anzalrazellularer Mykobakterien an Tag 3 auf
fast 50%, wahrend 10uM Imatinib bereits an Tag 4 \d@achstum inhibierten und an Tag 5
eine 75% Reduktion der CFU aufwies (Abb.9).
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Abb.9: Makrophagen wurden mM.tb (24h, MOI5) infiziert und mit unterschiedlichen Kzentrationen
Imatinib behandelt. Die Anzahl an CFU wurde durdditierung der Lysate bestimmt. Die Abbildung zesgt
reprasentatives Ergebnis von drei Experimenten.

Um diesen Befund zu erweitern, infizierten wir Magthagen und AM und inkubierten diese
mit und ohne Imatinib fir drei Tage (Abb.10). DAazahl intrazellulareM.tb wurde durch
Plattierung der Zelllysate analysiert. Sowohl! inKvgphagen (Abb.10A, n=9) als auch in
Alveolarmakrophagen (Abb.10B, n=14) wurde durchtlmi die Anzahl der Mykobakterien
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signifikant reduziert (p<0,002). Der MittelwertrdeFU-Reduktion bei Makrophagen betrug
76% und bei Alveolarmakrophagen 51%

Diese Daten zeigen, dadd.tb eine intakte Abl-Tyrosinkinase fir das Uberlebemd u

Wachstum in humanen Makrophagen bendétigt.

p<0,002
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Abb.10: Makrophagen (A) und Alveolarmakrophagen (B)rden mitM.tb (24h, MOI5) infiziert und mit
Imatinib (5uM) fur 3 Tage inkubiert. Die Lysate wign plattiert und die CFU nach 14 Tagen ausgeweBDeat
Signifikanz-Werte sind als p Uber den Balken zunehimen. Die horizontale Linie zeigt den Mittelwant
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4.2.1. Die Wirkung von Imatinib auf das extrazellure Wachstum vonM.tb

Der spezifische Inhibitor Imatinib ist membrangéngnd kdonnte direkt zu den intrazellularen
Mykobakterien gelangen. Denkbar ware, dass Imateiite unbekannte mykobakterielle
Kinase inhibiert oder eine andere mykobakteriellmkEion beeintrachtig. Dies konnte die
Teilung und das Uberleben der Mykobakterien, unagigidvom Makrophagen, beeinflussen.
Um dies zu uberprifen, wurden Mykobakterien in M®dium inkubiert und mit
verschiedenen Imatinib Konzentration (1uM, 5uM, M)itr 3 Tage behandelt. Rifampicin,
ein bakterizides Antibiotikum, wurde als Positivitmlle verwendet. Die metabolische
Aktivitat der Mykobakterien wurde mittels radioaktimarkierten Uracil-Einbaus gemessen
(Abb.11). Durch Rifampicin wurde die metabolischktiitat der Mykobakterien im Mittel
um 64% (von 11213 + 1145 auf 4054 + 1200cpm) sikgiit reduziert (p<0,0005Es zeigte
sich, dass Imatinib die Aufnahme vOH-Uracil nicht signifikant veranderte (1pM: 13471
+1464cpm, p<0,06; 5uM: 12502 + 1317cpm, p<0,3; 10916 £1683cpm, p<0,3).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dassibmiatinen direkten Einfluss auf die

metabolische Aktivitat von extrazellular&htb hat.

p<0,0005
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Abb.11: Messung der metabolischen Aktivitat vorrazellularenM.tb nach Imatinib Inkubation. 2x£0
Mykobakterien wurden fur drei Tage mit unterschigdttn Konzentrationen Imatinib inkubiert. Als Posit
Kontrolle wurde Rifampicin (10ug/ml) verwendet. Digetabolische Aktivitat wurde durch den Einbau von
radioaktivem Uracil gemessen. Alle Ansatze wuridtefriplikate angesetzt. Die Balken geben den Mitést
und die SD wieder.
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4.2.2. Die Wirkung von Imatinib auf die Apoptose

Da die Abl-Tyrosinkinase die Apoptose reguliert, [6nd M.tb durch Apoptose abgetttet
wird [50], wurde jetzt Uberpruft, ob durch Imatirdiie Apoptose in infizierten Makrophagen
beeinflusst wird. Dazu wurden Makrophagen fur 2dfiziert und anschlieBend mit Imatinib
fur 24h und fur 72h inkubiert. Die Anzahl apoptolisr und nekrotischer Zellen wurden
mittels AnnexinV und Pl Farbung am Durchflusszyttene gemessen. In unseren
Experimenten fanden wir sowohl in uninfizierten Mahagen (24h: 94% +0,02% vs.93%
+0,001%; 72h: 90% +3% vs. 85% +5%) als auch inzieften Makrophagen (24h: 91%
+0,3% vs. 89% +0,03%; 72h: 60% = 0,05 vs.59% +0,p4@%inen signifikanten Unterschied
zwischen unbehandelten und mit Imatinib behandeMakrophagen in der Apoptose
Induktion (Abb.12). Daher ist dieser Mechanismusn&eErklarung fur das reduzierte
Wachstum vorM.tb in Imatinib behandelten Makrophagen.
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Abb.12: Apoptose Messung in Makrophagen nach lItibibider Abl-Tyrosinkinase. Makrophagen wurden fur
24h mit M.tb infiziert (MOI5) und mit Imatinib (5uM) inkubiertDie Messung der Apoptose erfolgte im
Durchflusszytometer. Es wurde pro Probe SxMakrophagen aufgenommen. Infizierte Zellen konnten
aufgrund der PFA-Fixierung nur mit Annexin-V geftitkerden. Die Grafik stellt die Zusammenfassung #on
unabhéngigen Experimenten dar. Die Balken geberMigelwert und die SD an.
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4.2.3. Einfluss des M-CSF Rezeptors auf das intrathdare Wachstum von M.tb

Imatinib inhibiert nicht nur die Abl-Tyrosinkinasepndern mit geringerer Affinitat auch den
M-CSF-Rezeptor [27]. Dieser Rezeptor befindet siagh Monozyten und Makrophagen und
fordert das Wachstum und die Differenzierung ddlefe Zusatzlich beeinflusst M-CSF das
Uberleben intrazellularer Erreger, wie zIBsteria monocytogenes [65]. Um zu (berprifen
ob die Wirkung von Imatinib auf Makrophagen tben dd-CSF Rezeptor ausgelost wird,
inhibierten wir den Rezeptor mit einem neutralisieten Antikorper.

Fur die Validierung des blockierenden Antikérpeengrierten wir Typ Il Makrophagen in
Gegenwart des M-CSF-Antikorpers. Um die Reifundeurteilen, wurde die Expression der
Oberflachenmolekile MHCII und CD163 im Durchflussryeter Gberprift. M-CSF
generierte Makrophagen haben im Vergleich zu GM-G&terierten Makrophagen eine hohe
MHCII Expression und sind CD163 positiv (Abb.13).

Um den Effekt des M-CSF-Rezeptors auf das Wachstom M.tb in Makrophagen zu
untersuchen, wurden Makrophagen infiziert und aref8énd mit anti-M-CSF-Rezeptor
Antikérper oder dem Isotyp des Antikorpers fur dfage behandelt. Zur Kontrolle wurde ein

Ansatz nur mit Imatinib inkubiert.

MFI: 980 MFI: 120
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Abb.13: Validierung des M-CSF Rezeptor-Antikérpevnozyten wurden fir 5 Tage mit M-CSF (10ng/ml) zu
Makrophagen vom Typ Il (MHCII positiv, CD163 positiin Abwesenheit (oberes Panel) oder in Anwesénhei
(unteres Panel) von einem anti-M-CSF Rezeptor-Amnfikr (10pug/ml) gereift. Der Phanotyp wurde im
Durchflusszytometer (2,5x@ellen) untersucht.

Die CFU wurde durch Plattierung der Lysate bestimimtvier Experimenten wurde durch
Imatinib die Anzahl der intrazellularen Mykobak#tarisignifikant (p=0,002) reduziert (73%
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Inhibierung des Wachstums, SD 8,6%). Dagegen fandam keine signifikanten
Veranderungen des Wachstums in den Ansatzen mitateirM-CSF-Rezeptor Antikorper
(Abb. 14; p=0,5, SD 9%) (Abb.14). Diese Ergebnizsigen, dass der M-CSF Rezeptor das

Uberleben der intrazellularen Mykobakterien nickeinflusst.

ns

p<0,005
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Abb.14: Die Inhibierung des Wachstums durch Imhtimird nicht durch den M-CSF-Rezeptor hervorgehoben
Infizierte Makrophagen (MOI5) wurden fir 3 Tage rnamti-M-CSF Rezeptor oder IgG1l (beides 10ug/ml)
inkubiert. Als Kontrolle wurden die infizierten Medphagen mit Imatinib (5uM) behandelt. Die Makropéa
wurden lysiert und die Lysate auf 7H11 Platten &tsprt. Die Grafik gibt die Zusammenfassung vaarv
Experimenten wieder. Die Medium-Kontrolle wurde a30% Wachstum gewertet und die anderen Ansatze
danach berechnet. Die Horizontalen Linien geberSievieder.
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4.2.4. Einfluss von Imatinib auf den pH-Wert in Makrophagen

Als weiteren potentiellen Mechanismus untersuchtigrden pH-Wert in den Lysosomen. Ein
wichtiger Evasionsmechanismus vigitb besteht in der Hemmung der Phagosomen-Reifung,
wodurch die Azidifizierung des mykobakteriellen Kpantiments verhindert wird. Ziel der
folgenden Experimente war es zu untersuchen, othdiie Inhibition der Abl-Tyrosinkinase
die Azidifizierung in den Makrophagen moduliertreiEs wurden uninfizierte und infizierte
Makrophagen mit einem pH-sensitiven Fluoreszenbsdtaff (LysoSensor) markiert, der bei
einem niedrigen pH-Wert (6,0 bis 4,0), fluoresziémn Fluoreszenz-Mikroskop zeigte sich,
dass durch Imatinib sowohl in uninfizierten als lau infizierten Makrophagen Lysosensor
positive Vesikel gebildet wurden, wohingegen die belmandelten Zellen kaum
Kompartimente mit saurem pH aufwiesen (Abb.15A).ed®s Ergebnis wurde im
Durchflusszytometer quantifiziert (Abb.15B).

uninfiziert uninfiziert infiziert infiziert
+ Imatinib + Imatinib

7% 23% 2%

SSC
SSC
SSC

LysoSensor
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Abb.15: Imatinib induziert saure Kompartimente imkiophagen. Makrophagen wurden teilweise infiZi24th,
MOI5) und mit Imatinib (24h, 5uM) inkubiert. Die Adifizierung wurde mittel LysoSensor gemessen. A)
Reprasentatives Ergebnis einer Aufnahme am Fluengsilikroskop. LysoSensor (4uM, grin) farbt
acidifizierte Kompartimente, Hoechst 33258 (1uMaW)l die Zellkerne (VergroBerung 630-fach). B)
Reprasentatives Ergebnis des gleichen ExperimeamesDurchflusszytometer. Am FACS wurden 2,5%10
Makrophagen aufgenommen.
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Es zeigte sich, dass durch Imatinib die Ansauenanijylakrophagen signifikant gesteigert
wurde (uninfiziert: p<0,0002; infiziert: p<0,05)mIMittel wurde mit Imatinib in uninfizierten

(Medium: 6% vs. Imatinib: 17,5%) und in infizierteMakrophagen (Medium: 7% vs.
Imatinib: 21%) die Azidifizierung um das 3-fachestggert (Abb.16).
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Abb.16: A) Uninfizierte Makrophagen (n=6) unbehalhde und mit Imatinib behandelt (+) (24h, 5uM)) B
Infizierte Makrophagen (n=4) unbehandelt (-) und matinib (+)behandelt (24h, 5uM). Die Makrophagen
wurden mit LysoSensor (2h, 4pM) gefarbt und am Dbilusszytometer aufgenommen. Am
Durchflusszytometer wurden 2,5x1Makrophagen aufgenommen und der prozentuale AateiLysoSensor
positiven Zellen bestimmt. Die horizontalen Linigeben den Mittelwert wieder.

Diese Daten legen nahe, dass die Imatinib indei@rtsauerung der Mechanismus fur die
Abnahme des intrazellularen Wachstums Wotb ist.

4.3. Charakterisierung der durch Imatinib angesaueten Kompartimente

Imatinib induziert in Makrophagen die Bildung voroidpartimenten mit einem niedrigen
pH-Wert (Abb.15). Um diese prazise zu definierearden als Marker fur frihe Endosomen,
EEA1, und als Marker fir Lysosomen, CD63 verwende#Al ist ein Protein, welches
Phosphoinositol-3-phosphat auf anderen Vesikeldiingd so zur Weiterleitung und Fusion
der Vesikel beitragt. Es befindet sich auf frihemdé&somen und kolokalisiert mit dem
Transferrin-Rezeptor und Rab5. CD63, ist ein gligtettes Protein, welches sich in
Lysosomen befindet. FUr die gleichzeitige Bestimgwaes pH-Wertes und intrazelluléarer
Antigene wurde ein pH sensitiver Farbstoff, welch@mnempfindlich gegenuber
permeabilisierenden Detergenzien ist, bendtigts®ig€oraussetzungen erflllt LysoTracker,

nicht aber der bisher verwendete Farbstoff Lyso&erdakrophagen wurden mit Imatinib
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inkubiert und mit LysoTracker gefarbt. EEA1 und GD&urden durch eine intrazellulare
Farbung mit spezifischen Antikbrpern markiert. Digoppelfarbungen wurden am
Fluoreszenz-Mikroskop untersucht und die Kolokdiisa des endosomalen oder des

lysosomalen Markers mit LysoTracker quantifizigbb.17).

LysoTracker Lysosomen (CD63) Uberlagerung

LysoTracker Friihe Endosomen (EEA1) Uberlagerung

Abb.17: Imatinib induziert eine Anséduerung der Ls@men. Makrophagen wurden mit Imatinib (24h, 5uM)
behandelt und anschlieRend mit LysoTracker (100rd¥), und mit Antikdrper gegen A) CD63 (obere Reihe,
grun) oder gegen B) EEA1 (unterer Reihe, grun) ipef&s wurden in drei unabhéngigen Experimentereije

100 Makrophagen ausgezahlt. Die Uberlagerung géggkolokalisation des jeweiligen Bild-Ausschnitigelb)
(VergréRerung 630-fach).
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Es zeigte sich, dass die LysoTracker positiven R&ssignifikant haufiger mit CD63
kolokalisieren als mit EEA1 (p<0,005) (Abb.18). Mhttel waren 75% der sauren Vesikel
CD63 positiv (SD: 19%) und 8% EEAL1 positiv (SD: 1I1%bDaher sind die sauren

Kompartimente, welche durch Imatinib induziert wesrdsehr wahrscheinlich Lysosomen.

=
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|

p<0.005

Kolokalisation mit LysoTracker (%)

CD63 EEAl

Abb.18: Imatinib induziert eine Ansduerung der Lg@men. In jedem Experiment wurden 100 Makrophagen
ausgezahlt und die Kolokalisation von EEA1 (frillgslosom) oder CD63 (Lysosom) mit dem pH sensitiven
Farbstoff Lysotracker untersucht. Die Balken getien Mittelwert und die SD aus vier Experimentendeie
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4.4. Aktivierung von Cathepsin D durch die Imatinib-induzierte Anséduerung

Um die funktionelle Relevanz der Imatinib induzesrt Ansduerung zu untersuchen,
Uberpriften wir, ob die saure Protease Cathepsiakviert wird. Cathepsin D, ist als
inaktive Proform in den Lysosomen lokalisiert. Nitnoer pH-Wert ab, wird das Enzym
aktiviert. Um diese pH-Wert-abhangige Aktivierungu zmessen, inkubierten wir
Makrophagen in einem 8-chamber-slide mit Imatiniad darbten die Zellen mit BPF. Die
Auswertung der Farbung erfolgte am konfokalen-L-&droskop. Nur in den Anséatzen mit
Imatinib wurden punktférmige Kompartimente, welcB&®F gebunden hatten, detektiert.
Durchschnittlich induzierte Imatinib in 43% +5%ddiakrophagen die aktive Konformation
von Cathepsin D. Bei den unbehandelten Zellen fargleh nur 8% +4% BPF positive
Makrophagen (Abb.19; p<0,005).

p<0,005
A Pepstatin-Bodipy-FL ~ Phasen-Kontrast B 1
+ Pepstatin-Bodipy-FL

h .

Imatinib

Makrophagen mit aktivem Cathepsin D (%)

Medium Imatinib

Abb.19: Imatinib-induzierte Ansduerung aktiviertt@epsin D. A) Reprasentativer Ausschnitt einer /hfme

am konfokalen-Laser-Mikroskop. Die linke Seite zeije Fluoreszenz von BPF, die rechte Seite die
Uberlagerung mit dem Phasen-Kontrast. Imatinib-bdelie (unteres Panel, 5uM, 24h) oder unbehandelte
Makrophagen wurden mit BPF (1pg/ml, grin) fur 30rhii 37°C gefarbt (VergroRerung 630-facB). Zur
Quantifizierung wurden jeweils 100 Makrophagen &asd)lt. Die Balken geben den Mittelwert und die &3

vier unabhangigen Experimenten an.

Um sicherzustellen, dass die Aktivierung von CasimepD pH-abhéngig ist, wurden
Makrophagen mit Concanamycin A inkubiert. ConcanamyA ist ein Inhibitor der
vATPase, welche Protonen in das Lumen der Lysosqmuempt und dadurch den pH-Wert

erniedrigt. Concanamycin A antagonisiert fast valslig die pH-abhangige
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Konformationsanderung von Cathepsin D (Abb.20) slxeigt, dass die Erniedrigung des pH-

Wertes der Lysosomen durch Inhibierung der Abl-Byrkinase Cathepsin D aktiviert.

Medium Imatinib Imatinib
+ Concanamycin A

Abb.20: Die Imatinib induzierte Aktivierung von @aipsin D ist pH abhéngig. Makrophagen wurden mit
Imatinib (5uM, 24h) oder mit ConcanamycinA (50nmBh® + Imatinib (5uM, 24h) inkubiert. Die aktive For
von Cathepsin D wurde mit BPF (1pg/ml, grin) matkiBie Bilder zeigen ein typisches Ergebnis vorezw
Experimenten am konfokalen-Laser-Mikroskop (Vergnifg 630-fach).
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4.5. Die Bedeutung der Abl-Tyrosinkinase bei der Adifizierung der Lysosomen

Die vorigen Experimente hatten gezeigt, dass diéTAbosinkinase die Ansduerung der
Lysosomen reguliert. Um diesen neuen Befund zuiefert, untersuchten wir in den
folgenden Experimenten die Imatinib induzierte Ares@ing in verschiedenen Wirtszellen
von M.tb, und die Wirkung von weiteren Kinase-Inhibitoremf adie Ansauerung in

Makrophagen.

4.5.1. Untersuchung der Imatinib-induzierten Azidiiizierung in Wirtszellen von M.tb
Weitere Wirtszellen vorM.tb sind, neben Typ | Makrophagen, Typ Il Makrophagem
unreife DZ bzw. reife DZ. Um die Wirkung von Imabnauf den pH-Wert in diesen
Populationen zu untersuchen, wurden unreife DZe@®Z und Typ Il Makrophagen mit
Imatinib inkubiert und anschliel3end mit LysoSengefarbt. Die Reinheit und der Phanotyp

der unterschiedlichen Zellpopulationen wurden intddélusszytometer bestimmt (Abb. 21).

A B

91% 0% 0% 63%
unreife DZ

counts
counts
counts
counts

MHCII CCR7 CD83 LysoSensor

89% 63% 90% 51%

reife DZ

counts
counts
counts
counts

MHCII CCR7 CD83 LysoSensor

95% 75% 45%

Makrophagen I

counts
counts
counts

MHCII CD163 LysoSensor

Abb. 21: Imatinib induziert in antigenprésentierendZellen eine Anséuerung der Lysosomen. Monozyten
wurden mit GM-CSF und IL-4 (unreife DZ) fur 5 Tageler zusatzlich mit TNF, IL-13, IL-6 und Prostaglan

E2 (reife DZ) fir zwei weitere Tage inkubiert. Maghagen vom Typ Il wurden mit M-SCF (10ng/ml). A)
Nach Imatinib-Behandlung (5uM, 24h) wurde der Phygmalieser Zellen mit den angegebenen Antikérpern i
Durchflusszytometer ausgewertet. Unreife DZ (91% G®litH 0% CCR7, 0% CD83). Reife DZ (89% MHCII,
63% CCR7, 90% CD83). Typ Il Makrophagen (95% MHCN5% CD163). B) Die unterschiedlichen
Populationen wurden mit LysoSensor (4uM, 2h) gefarid am Durchflusszytometer ausgewertet. Die Linie
ohne Fullung gibt den Isotyp wieder. Die Abbildureigt ein reprasentatives Ergebnis von drei Expemben.
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Auf unreifen und reifen DZ wurden MHCII (beide Zgfpen positiv), CCR7 (ein ,homing-
Rezeptor® fur die Lymphknoten; unreife DZ: negatigjfe DZ positiv) und CD83 (unreife
DZ: negativ, reife DZ positiv) untersucht. Typ lldidrophagen wurden mit MHCII (positiv)
und CD163 (positiv) charakterisiert.

Imatinib induzierte in allen drei Zellpopulationexsine Abnahme des pH-Wertes. Diese
Befunde bestatigten die Hypothese, dass die Reguldes pH-Wertes in allen untersuchten

Wirtszellen vonM.tb durch die Abl-Tyrosinkinase gesteuert wird.
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4.5.2. Vergleich verschiedener Kinase-Inhibitoren af die Regulation des pH-Wertes in
Makrophagen

In der Zelle gibt es eine Vielzahl von multifunkigllen Kinasen, die PI3P-Kinase [66], die
MAP-Kinase p38 [67] und die Src-Kinase Hck [68]elrdlussen die Physiologie des
Phagolysosoms. Ebenso sind diese Kinasen bei dmkiBlung der Phagosomen-Reifung
durch M.tb von Bedeutung [66]. Daher sollte in den folgendexperimenten Uberpruft
werden, ob diese Kinasen die Ansauerung, ahnliehdis Abl-Tyrosinkinase, modulieren.
Dazu wurden die Kinase-Inhibitoren Wortmannin (RKiRase), SB203580 (MAP-Kinase
p38) und PP2 (Src-Kinasen) eingesetzt. Zusatzliskden mit Nilotinib und Dasatinib zwei
Weiterentwicklungen von Imatinib getestet. Makrogdra wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen dieser Inhibitoren fir 24h inkubiemit LysoSensor gefarbt und am
Durchflusszytometer analysiert. Nur Inhibitoren,lete eine hohe Spezifitat fur die Abl-
Tyrosinkinase haben (Imatinib, Nilotinib), induzesm in Makrophagen eine Azidifizierung
der Lysosomen (Abb.22). Inhibitor

10nM 100nM 1uM 10uM 100pM

Abl-Tyrosinkinase
(Imatinib)

Abl-Tyrosinkinase
(Nilotinib)

Tyrosinkinase
(Dasatinib)

Src-Kinasen
(PP2)

MAP-Kinase
(SB203580)

PI3P-Kinase
(Wortmannin)

0%
A

LysoSensox >

Abb.22: Imatinib und Nilotinib induzieren eine Ansiung der Lysosomen. Makrophagen wurden mit
verschiedenen Kinase-Inhibitoren fiir 24h inkubiemtl die Anséuerung mittels LysoSensor (4uM) genmesse
Zur Messung wurden 50xi0Zellen am Durchflusszytometer aufgenommen. Die illbing zeigt ein
charakteristisches Ergebnis von drei Experimenten.
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Im Gegensatz dazu hatte der Tyrosinkinase Inhibiasatinib, der die Abl-Tyrosinkinase
weniger spezifisch bindet, nur einen schwachen kEfeuf den pH-Wert. Die anderen
Inhibitoren zeigten keine Wirkung auf den pH-West dlysosomen.

Diese Ergebnisse wurden im Folgenden am Fluorededroskop mittels LysoTracker
Farbung validiert. Auch hier zeigten nur Imatin@8% 6%, p=0,002) und Nilotinib (6%
+2%, p=0,002) eine signifikante Wirkung auf diedihg von sauren Lysosomen (Abb.23).
Diese Befunde sind ein Indiz dafiir, dass die Angigeder Lysosomen spezifisch von der
Abl-Tyrosinkinase reguliert wird, und dass diesalion im Vergleich zu anderen Kinasen

ein Alleinstellungsmerkmal darstellt.

Medium Imatinib Nilotinib

LysoTracker

Dasatinib PP2 SB203580

LysoSensor positive Zellen (%)

wnipaiy
guunew|
qiunofiN
qiuneseq
Zdd
085€024dS
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Abb. 23: Imatinib und Nilotinib induzieren eine Angerung der Lysosomen. Makrophagen wurden mit
Inhibitoren (Imatinib: 5uM, Nilotinib: 2uM, Dasailm 100nM, PP2: 10uM, SB203580: 10uM) fur 24h
inkubiert. Der pH in den Lysosomen wurde mit Lysadker (100nM, rot) markiert und die Zellkerne mit
Hoechst 33258 (1pg/ml, blau) gefarbt. Zur Auswegtwurden jeweils 100 Makrophagen analysiert. A)gZei
eine reprasentative Aufnahme von drei ExperimefftérgrolRerung 630-fach). B) Makrophagen wurden mit
den Inhibitoren inkubiert und mit LysoSensor (4uMefarbt. Die Quantifizierung wurde am
Durchflusszytometer durchgefihrt. Die Balken geldem Mittelwert und die SD an. Die Sterne stehen fir
p<0,05.
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4.5.3. Einfluss von c-Abl siRNA auf den pH-Wert inMakrophagen

Trotz der Spezifitat von Imatinib und Nilotinib fidie Abl-Tyrosinkinase, neutralisieren sie
zusatzlich mit geringerer Effektivitat die KinasdPDGF-Rezeptor und c-Kit. Um zu
beweisen, dass die Abl-Tyrosinkinase allein firRegulation des pH-Wertes der Lysosomen
verantwortlich ist, verwendeten wir siRNA, welchemplementar zur Abl-Tyrosinkinasen
MRNA ist. Ziel war es die Translation der Abl-Tyrdgnase in Makrophagen zu verhindern
und dann den pH-Wert der Lysosomen zu untersuchkén.diese Experimente wurden
Makrophagen mittels Elektroporation mit siRNA tranert. Um unspezifische Effekte der
Abl-Tyrosinkinasen-siRNA auszuschliel3en, wurden Makagen parallel mit unspezifischer
siRNA transfiziert. Nach der Transfektion wurdere dilakrophagen (0,75x30fiir 24h in
einer 12-well Platte inkubiert. Ein Ansatz wurdesigrt um mittels Westernblot die
Transfektionseffizienz zu bestimmen (Abb.24). Hierzurde die Bandenintensitat, der Abl-
Tyrosinkinase, der einzelnen Anséatze mit einem Demeter gemessen und mit GelScan 5.1
ausgewertet (Daten nicht gezeigt). Parallel wurde;, pH-Wert der Makrophagen mit
LysoSensor am Fluoreszenz-Mikroskop bestimmt. DigeBnisse aus dem Westernblot
zeigen in allen Experimenten (n=3), dass durchsgezifische siRNA die Proteinmenge an

Abl-Tyrosinkinase nach 24h in Makrophagen reduzientde.

Abl-Tyrosinkinase i—
| —
(140 kD)

Abl spezifische

untransfiziert
unspezifische
siRNA

siRNA

Abb. 24: Durch Behandlung mit spezifischer siRNAdnilie Abl-Tyrosinkinase herunterreguliert. Makragien
wurden mit Abl-Tyrosinkinase spezifischer siRNA oddt unspezifischer —siRNA transfiziert. Nach 2¢brde

die Transfektionseffizienz im Westernblot unterducimd mittels Densitometer ausgewertet (Daten nicht
gezeigt). Die Abbildung zeigt ein charakteristissliggebnis von drei unabhangigen Experimenten.
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Die gleichen Makrophagen zeigen in der LysoSenswbung eine gesteigerte Ansauerung
der Lysosomen. Makrophagen, welche mit unspeziéisaiRNA behandelt wurden, bilden
keine sauren Kompartimente (Abb.25). Diese Expemimebeweisen, dass die Abl-

Tyrosinkinase die Azidifizierung der Lysosomen imtanen Makrophagen kontrolliert.

unspezifische siRNA Abl spezifische sSiRNA

LysoSensor >

Abb. 25 Durch Behandlung mit spezifischer siRNA steigt Aiessauerung der Lysosomen in Makrophagen.
24h nach der Transfektion wurden Makrophagen mgoSensor (4pM) und mit Hoechst 33258 (1pg/ml)
gefarbt und im Fluoreszenz-Mikroskop untersuchiifigiLysoSensor, blau: Hoechst 33258; Vergrof3eridty 6

fach). Die Abbildung zeigt ein typisches Ergebnis @&luoreszenz-Mikroskop von drei unabhangigen
Experimenten.
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4.6. Intrazellulare Lokalisation von Imatinib induzierten Lysosomen undM.tb

Die bisherigen Experimente legen nahe, dass dieine des mykobakteriellen Wachstums
durch Imatinib (Abb.10) durch eine gesteigerte Arséng der Lysosomen verursacht wird.
Vorraussetzung hierfir ist, dass die Imatinib indien Lysosomen mit Mykobakterien
kolokalisieren. Daher wurden in den folgenden Ekpenten Makrophagen mit
Succinimidyl-Ester markiertetM.tb infiziert, mit Imatinib inkubiert und schliel3licimit
LysoSensor gefarbt. Die Lokalisation von Mykobaiderund sauren Arealen wurde mit
einem konfokalen Laser Mikroskop untersucht. Esdsaor 100 gefarbte Mykobakterien
ausgezahlt und ihre Kolokalisation mit Lysosomeerphift (Abb.26A). Die Kolokalisation
von M.tb stieg durch Imatinib im Durchschnitt von 8% +7%f &1% 8% signifikant an
(p<0,002) (Abb.26B). Zusammenfassend zeigen diegeeriinente, dass Mykobakterien in
Imatinib-behandelten Makrophagen in sauren Komipeeriten residieren was ein méglicher
Mechanismus fur das verminderte Wachstum sein lednnt
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. 3 T
M.tb LysoSensor Uberlagerung =
: T 2
[
» 30 +
Medium ?
>
=
S
s 20 +
[
i)
3
Imatinib =
S 10
o
C
~

Medium Imatinib

Abb.26: Imatinib induziert eine Kolokalisation voM.tb mit Lysosomen. Makrophagen wurden mit
Succinimidyl-Ester markierterM.tb infiziert (24h, MOI5), mit Imatinib inkubiert (24h5uM) und am
Konfokalen Laser Mikroskop untersucht. A) Das @sePanel zeigt unbehandelte Makrophagen, das untere
Panel Makrophagen, welche mit Imatinib inkubiertrden. M.tb (rot) wird mit Lysosensor (griin) Uberlagert
(gelb). B) Zusammenfassung der ermittelten Kolaeion vonM.tb mit Lysosomen. Die Balken geben den
Mittelwert und die horizontalen Linien die Standagveichung wieder.
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4.7. Hemmung der Imatinib induzierten Ansauerung duch Concanamycin A

Nachdem wir gezeigt hatten, dass durch Inhibierudey Abl-Tyrosinkinase i) das
mykobakterielle Wachstum in Makrophagen abnimn)t,die Ansauerung der Lysosomen
induziert wird und iii) M.tb sich in sauren Lysosomen befindet, wollten wireustichen, ob
diese Befunde kausal zusammenhangen. Dazu wurdendieib induzierte Ansauerung in
infizierten Makrophagen durch den vATPase Inhib@@ncanamycin A antagonisiert. Zuerst
Uberpruften wir, ob sich die Ansduerung mit Conoay@n A aufheben lasst. Ein Teil der
Makrophagen wurde mit Imatinib inkubiert, der aredéreil wurde mit Concanamycin A
vorbehandelt. Die Erniedrigung des pH-Wertes desolspmen wurde mit LysoSensor im
Durchflusszytometer und im Fluoreszenz-Mikroskopoldeehtet. Die Ergebnisse am
Fluoreszenz-Mikroskop zeigten, dass durch Concanommy Behandlung die Anzahl
LysoSensor positiver Zellen erniedrigt wurde (AMA2 Die Imatinib induzierte Ansauerung
der Lysosomen lief3 sich durch Blockade der vVATRase90% reduzieren (p=0,01) (Abb.
27B) (Imatinib:29% +11% vs. Imatinib + Concanamygin3% +1%).

A Imatinib Imatinib B
ConcanamycinA
50—+ p<0.01

<
X
<
(2]

? ? 3 0T
n n o
[}
=

2 30
o
o]
2

o 20+
(%]
o]
n
>
-l

10+

Lysosensor >
Imatinib + +
Concanamycin A - +

Abb.27: Die Imatinib induzierte Anséduerung wird clurConcanamycin A antagonisiert. Makrophagen wurden
mit Concanamycin A (2h, 50nM) inkubiert und ansef&nd mit Imatinib behandelt. Der pH-Wert wurdetetst
LysoSensor (4uM, grun) bestimmt und im Durchflusseyeter oder im Fluoreszenz-Mikroskop ausgeweftet.
Eine charakteristische Aufnahme am Durchflusszyteméberes Panel) und am Mikroskop (unteres Panel,
VergréRerung 630-fach). Das Gate wurde im Verglemh einer Medium-Kontrolle gelegt. B) Zur
Quantifizierung wurden 30xfOMakrophagen am Durchflusszytometer aufgenommen. Gmph gibt die
Ergebnisse von vier unabhéngigen Spendern wiedethdizontalen Linien geben den Mittelwert wieder
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Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Hengmier Ansduerung auf das Wachstum
von M.tb auswirkt. Makrophagen wurden infiziert und fir idieage mit Imatinib und
Concanamycin inkubiert. Die Zellviabilitat wurde rdb die Inhibitoren nicht signifikant
beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

Durch Imatinib alleine wurde das Wachstum um 53%6%2signifikant inhibiert (p<0,0005).
Dieser Effekt wurde durch Concanamycin A fast wélslig aufgehoben (18% x8,5%;
p<0,01) (Abb. 28). Diese Ergebnisse beweisen, di@zsantibakterielle Wirkung von Imatinib
durch eine Erniedrigung des pH-Wertes in den Lysesobewirkt wird.
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Abb.28: Hemmung der Imatinib induzierten Ansaueruhgch Concanamycin A. Makrophagen wurden mit
M.tb infiziert (MOI5, 24h), in An- und Abwesenheit v@oncanamycin A (50nM) mit Imatinib behandelt. Nach
drei Tagen wurde das mykobakterielle Wachstum dMelktierung der Zelllysate bestimmt. Die Abbildugipt

die Zusammenfassung von funf unabhéngigen Expetenenieder. Die Balken zeigen den Mittelwert und di
Standardabweichung.
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4.8. Wirkung von Serum Imatinib-behandelter CML-Patienten auf den pH-Wert der
Lysosomen

Durch die Therapie von CML-Patienten mit Imatinitkesteht die Mdoglichkeit mit
Patientenproben die Relevanz devitro- Befundeex vivo zu untersuchen. Hierzu wurden im
Zeitraum von Februar 2009 bis September 2009 19 @Msltienten rekrutiert. Ziel war es, zu
untersuchen, ob die Abnahme des pH-Wertes und drealZne der antimykobakteriellen

Aktivitat auch bei Patienten unter Imatinib-Theepachweisbar sind.

4.8.1. Wirkung von Patientenserum auf den pH-Wert en Lysosomen

Der Hauptbefund der vorausgegangenen Experimente d@gs durch Inhibition der Abl-
Tyrosinkinase der pH-Wert in den Lysosomen erngtdsiird. Die therapeutisch erzielbaren
Imatinib-Spiegel entsprechen der Konzentrationchelin unseren Experimenten eingesetzt
wurden (1uM-5uM) [69]. Daher spekulierten wir, ddss Patientenseren den gleichen Effekt
auf die Lysosomen haben wirden wie exogen zur délik hinzugegebenes Imatinib.
Makrophagen gesunder Spender wurden mit Kontroilh8egesunder Spender oder mit
Patientenserum fir 24h inkubiert (beide 50% im Kigtur-Medium). Alle untersuchten
Patientenseren (n=5) induzierten im Vergleich zwn déontrollseren eine signifikante

Steigerung der LysoSensor positiven Zellen (Abh.29)
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Abb. 29: Serum von Patienten unter Imatinib-Thezdfihrt zu einer Ansduerung der Lysosomen. Makrgeha
wurden mit Kontroll-Serum oder mit Serum von CMLtiBaten unter Imatinib Therapie inkubiert (50%, R4h
Die Azidifizierung der Lysosomen wurden mittels bgensor (4puM) im Durchflusszytometer (50%10
Makrophagen) sichtbar gemacht. Im Fluoreszenz-Mikop wurden 100 Makrophagen je Experiment
untersucht. A) Eine reprasentative Aufnahme am feszenz-Mikroskop (LysoSensor: griin; 630-fach)DB)
Zellen wurden am Durchflusszytometer aufgenommerd wie LysoSensor positiven Makrophagen
quantifiziert. Die Abbildung zeigt die Ergebnissenv5 unabhéngigen Experimenten. Die horizontalemehi
geben den Mittelwert wieder.
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4.8.2. Wirkung von Patientenserum auf das Wachstumon M.tb

Nachdem wir gezeigt hatten, dass Serum von CMLeRtn unter Imatinib-Therapie die
Ansauerung der Lysosomen in Makrophagen induZiberpriften wir, ob diese Anséduerung
auch das mykobakteriellen Wachstum hemmt. Hierzwubrerten wir Makrophagen mit
Serum von gesunden Spendern oder mit Serum vonnimdiehandelten Patienten. Die
Anzahl der lebendigen Mykobakterien wurde nach @iegien durch Plattierung der Zelllysate
bestimmt (Abb. 30). Das Patientenserum hemmte dashgfum vorM.tb deutlich starker
(1,98 +0,78) als die Kontrollseren (5,34 £3,19)B5).
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Abb. 30: Serum von Patienten unter Imatinib-Thexapduziert antimykobakterielle Aktivitat in Makrbagen.
Makrophagen (n=6) wurden ni.tb infiziert (MOI5, 24h) und fir drei Tage mit Seruran Kontroll-Spendern
oder mit Serum von Patienten unter Imatinib-Therdg@handelt (50%). Die Anzahl lebendiger Baktevieinde
durch Plattierung von Zelllysaten bestimmt. Die Adling zeigt die Ergebnisse von 6 unabhangigen
Experimenten. Die horizontalen Linien geben dertéitert an.

4.9. Untersuchung des pH-Wertes in Monozyten Imatiib behandelter CML-Patienten
Durch die Inhibition der Abl-Tyrosinkinase wird dpH-Wert in den Lysosomen erniedrigt
und das Wachstum von Mykobakterien reduziert. Inigémden sollte die Frage geklart
werden, ob die Imatinib-Therapie auch in zirkulreten Monozyten von CML-Patienten zu
einer Ansauerung der Lysosomen fuhrt. Um dies antveorten, farbten wir Vollblut direkt
nach der Blutentnahme mit LysoSensor. Die Monozytarden anschliel3end mit anti-CD14
Antikorpern markiert, um die Ansduerung gezielt @D14 Monozyten untersuchen zu
konnen. Dadurch. Zur Kontrolle wurde Vollblut voesyinden Spendern identisch behandelt
und untersucht (Abb.31A). Die mittlere Fluoreszetemsitat (MFI) lag bei CDI4
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Monozyten von gesunden Spendern im Mittel bei eiédl von 434 +220. In den mit
Imatinib behandelten Patienten dagegen stieg dié SWffaifikant auf 1462 +528 (p<0,005)
(Abb. 31B).
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Abb. 31: Unter Imatinib-Therapie sinkt der pH-Wetér Lysosomen in Monozyten. 250ul Vollblut von
gesunden Spendern (n=9) und von CML-Patienten (oafdr Imatinib-Therapie wurde mit LysoSensor (4uM)
gefarbt. Die Monozyten wurden anschlieRend mit miranti-CD14 Antikdrper markiert. A) Zur Auswertung
wurden 3000 CDI4Monozyten (abgegrenzt zu einer Isotyp-Kontrolle) Burchflusszytometer aufgenommen
und die MFI der LysoSensor Farbung im Histogrammsgawertet. Die Abbildung zeigt ein charakteristech
Ergebnis. B) Die Abbildung zeigt das Ergebnis v@niddividuellen Spendern. Die horizontalen Liniezbgn
den Mittelwert der MFI wieder.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dads dierédmatinib-Therapie der pH-Wert
in Monozyten gesenkt wird. Dieser Effekt kdnnte @iegeborene Immunantwort gegen

intrazellulare Bakterien wibl.tb beeinflussen.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Abl-Tynkgiase den pH-Wert der Lysosomen
reguliert. Die Inhibierung der Abl-Tyrosinkinasehfti zu einer Anséduerung der Lysosomen
und einem verminderten Wachstum von intrazellulamMykobakterien. Serum Imatinib
behandelter Patienten erniedrigt den pH-Wert in tdpkagen und reduziert das Wachstum
von intrazellularen Mykobakterien. Die Wirkung vématinib ist klinisch relevant, da eine

orale Therapie den pH-Wert in zirkulierenden Mortemyerniedrigt.

5.1. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die Ansduerungler Lysosomen

Die Hauptfunktionen der Abl-Tyrosinkinase sind diegulation der Proliferation, der
Apoptose und des Aktinzytoskeletts [5, 6, 12, Eaisatzlich reguliert die Abl-Tyrosinkinase
vesikulare Abbauprozesse. Die Inhibition der Abkdsinkinase moduliert den lysosomalen
Transport, wodurch ein Autophagozytose ahnlicherz&ss induziert wird [10, 11, 70]. In
dieser Arbeit wird die Regulation des pH-Wertes Hgsosomen als neue zellbiologische
Funktion der Abl-Tyrosinkinase aufgedeckt. Fur déechanismus der Ansduerung sind drei
Hypothesen denkbar:

1. Die AbI-Tyrosinkinase moduliert die Ansauerunger dLysosomen durch das
Aktinzytoskelett (Abb.32.A) Die Abl-Tyrosinkinaseesitzt eine Aktin-Binde-Doméne [3]
und Imatinib inhibiert die Polymerisierung des Alaytoskeletts [12, 71]. Aktin transportiert
Untereinheiten der vATPase und lysosomale Enzynme kysosom [72]. Ebenso wird das
Lysosom selbst durch das Aktinzytoskelett zu seiB&stimmungsort gebracht [73]. Dieser
Transport des Lysosoms durch das Zytoplasma, bessbtfdie Ansduerung des Organells
[74]. Daher konnte die Inhibition der Abl-Tyrosimdse zu Veradnderungen des
Aktinzytoskeletts flihren und dadurch den pH-Werdén Lysosomen beeinflussen.

2. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die Expressiorsdsomaler Proteine (Abb.32 B). Der
Transkriptionsfaktor FoxO3a reguliert die Expreasion lysosomalen Proteinen und wird in
Zellen von CML-Patienten durch Imatinib aktiviert7y, 76]. Die lysosomalen
Protonentransporter vATPase (Untereinheit a3) umdride channel 3 (CLC-3) flihren zu
einem erniedrigten pH-Wert in den Lysosomen undehaBindemotive fur FoxO3a in ihrer
Promotorregion [72, 77]. Demzufolge konnte die Inton der Abl-Tyrosinkinase den
Transkriptionsfaktor FoxO3a aktivieren, wodurch @ianskription von der vATPase a3 und
CLC-3 induziert wird. Durch die vermehrte Expressiound Aktivitat dieser

Protonentransporter wirde der pH-Wert in den Lysesosinken.
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3. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die Ansauerungr ddysosomen durch Phosphorylierung
von lysosomalen Membranproteinen (Abb.32 C). Dadefr ceroid-lipofuscinosis 3 (CLN3)
[78] befindet sich auf der Membran von Lysosomend beeinflusst den pH-Wert. CLN3
besitzt Phosphorylierungsstellen fir Kinasen auf dgosolischen Seite [79]. Wird CLN3
dort phosphoryliert, fuhrt dies zum Abbau des Meanproteins durch Ubiquitin [80].
Deshalb ware es denkbar, dass durch Inhibition Ad#+Tyrosinkinase CLN3 nicht mehr

phosphoryliert vorliegt und dadurch stabilisiertraviSomit kdme es zu einer gesteigerten

Ansauerung in den Lysosomen.

A

Abb.32: Mechanismen der Ansauerung durch Imati)Die Abl-Tyrosinkinase moduliert die Ansauerungrd
Lysosomen durch das Aktinzytoskelett. B) Die Ablrdsinkinase reguliert die Expression lysosomaletdine.
C) Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die Ansduerungy dlysosomen durch Phosphorylierung von lysosomalen

Membranproteinen.
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5.2. Die Manipulation der Abl-Tyrosinkinase durch Infektionserreger

Durch den Einfluss der Abl-Tyrosinkinase auf greuginde zellbiologische Prozesse, wie
Regulation des Aktinzytoskelettes, Proliferatiord Regulation des lysosomalen pH, ist sie
ein attraktiver Interaktionspartner fur viele Infiekiserreger.

Die PathogeneShigella flexneri, Chlamydia trachomatis, Pseudomonas aeruginosa und
Salmonella enterica profitieren von der Eigenschaft der Abl-Tyrosinkgeamit Aktin zu
interagieren. Sie aktivieren von extrazellular éiel-Tyrosinkinase und manipulieren das
Aktinzytoskelett um ihre Aufnahme in die Wirtszefla initiieren [32, 81, 82, 83]. Vaccinia
Viren nutzen ebenfalls die Abl-Tyrosinkinase um édginzytoskelett zu modulieren. Durch
Aktin-Molekule werden die Viren aus ihren Zellenfdrelert um die nachste Zelle infizieren
zu kénnen. Eine Inhibition der Abl-Tyrosinkinasenftizu einer geringeren Viruslast in der
Maus [84].

Neben der Beeinflussung von Aktin, nutzt das muAhBS Virus eine weitere Eigenschaft
der Abl-Tyrosinkinase, namlich die Regulation devli®eration. Durch Bindung eines viralen
Proteins an die SH3-Domane der Abl-Tyrosinkinasangsioziert die Abl-Tyrosinkinase in
den Kern. Dadurch induziert sie eine Proliferataer Zelle, wodurch die Erreger ungestort
replizieren kbnnen [85].

Anaplasma phagocytophilum und Helicobacter pylori benutzen die Abl-Tyrosinkinase, um
die Zytokinproduktion zu manipulieren. Die Erregesinsportieren eigene Proteine in die
Wirtszelle, welche die gleiche Erkennungssequemzefile Phosphorylierung besitzen wie
zellulare Proteine. Diese eingeschleusten Proteiaglen von der Abl-Tyrosinkinase als
Substrat erkannt und phosphoryliert [86, 87]. Dié$hrt zur Aktivierung von
proinflammatorischen Genen (IL-8) und zum Uberledes Erregers [88]. Die Fahigkeit der
Abl-Tyrosinkinase den pH-Wert der Lysosomen zu ntieden, wird vonM.tb ausgenutzt. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dagstb die Abl-Tyrosinkinase in Makrophagen aktiviert (&b
7). Anders als bei meisten Erregern, veranderte aber nicht der Aufnahme vémtb (Abb.

8). Durch Inhibition der Abl-Tyrosinkinase sinktrdeH-Wert in den Lysosomen. Daher ist es
denkbar, dass der Erreger die Abl-Tyrosinkinasevigkt, um die Ansduerung des Phagosoms
zu verhindern.

Eine Vielzahl an Infektionserregern bemachtigenh sater Abl-Tyrosinkinase um ihre
Invasions- und Evasionsmechanismen zu starten. @aéiagt ihnen, indem sie die Abl-
Tyrosinkinase aktivieren und dadurch grundlegen@dlbiplogische Prozesse fir sich

verfugbar machen. Daher muss vor Beginn einer agermit Imatinib bertcksichtigt
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werden, dass durch die Inhibition der Abl-Tyrosmdse gleichzeitig ein Angriffspunkt fur
viele Infektionserreger blockiert wird.

5.3. Die Funktion der Abl-Tyrosinkinase bei der Tulerkulose

Da die Abl-Tyrosinkinase eine Vielzahl immunolodiec Funktionen von T-Zellen und
Makrophagen beeinflusst, ist sie moglicherweiseSghlisselenzym bei der Immunantwort
gegen intrazellulare Erreger, wiktb (Abb.33).

1. Zvtokine 2. Chemokine 3. T-Zellen
TNF CCL-5
CCL-3
IFN-y
CCL-2 CD4+ f CD8+ T-Zelle
IL-12

5. AnsHuerung 4. Antigenpriisentation

MMakrophage/ DZ

Abb. 33: Funktion der Abl-Tyrosinkinase bei der lonmmantwort gegen die Tuberkulose

1. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die ProduktioonvZytokinen. TNF und IL-12 wird in
Makrophagen durch Inhibition der Abl-Tyrosinkinagehemmt [89, 38]. Die Freisetzung von
TNF ist bei der Immunantwort gegen die Tuberkulese Leitzytokin [90]. TNF vermittelt
selbst und Uber andere Zytokine einen standigdaxivon Granulozyten und Monozyten in
den Alveolar-Raum [91, 92]. Darlber hinaus induZieMF die Freisetzung von Chemokinen
und die Expression von Ahasionsmolekilen welcheipehe T-Zellen zum Granulom
rekrutieren. Entsprechend bleibt in TNF-defizienkfusen die Formierung von Granulomen

aus und es kommt zu einer zunehmenden Ausbreitand@akterien [93]. Zusatzlich kann
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TNF zur Apoptose der infizierten Zellen sowie mobérweise zum Freisetzen der
Mykobakterien fuhren. Diese konnen durch frisch a@e peripheren Blut rekrutierte
Monozyten aufgenommen und abgetdtet werden [94fciDdas Zusammenspiel von TNF
und IFNy werden antibakterielle Molekile, wie SauerstoffiduStickstoffoxid-Radikale,
produziert [95]. Auf der anderen Seite kann TNF ralmich dem Immunsystem
entgegenarbeiten. Exogen zugesetztes TNF fuhkitro zu einem starkeren Wachstum von
M.tb [96], wahrend die Inhibition der TNF Synthese Wéaschstum vermindern kann [97].
IL-12 aktiviert T-Zellen und induziert die Wandegumon DZ zu den Lymphknoten [98, 99].
Genetisch bedingte Immundefekte, die die IL-12 Kealskbetreffen, fihren zu einer erhdhten
Anfalligkeit gegenuber mykobakteriellen Infektion§t00]. Da die Abl-Tyrosinkinase die
Sekretion von IL-12 moduliert, ist sie entscheiddiid die Steuerung IL-12 vermittelter
Effektormechanismen.

Ebenso wird die antigenspezifische Sekretion va¥-{Rn T-Zellen durch Imatinib inhibiert
[101]. IFN-y aktiviert antimikrobielle Effektormechanismen inakfophagen und erhdht die
MHC Il Produktion [102]. Die Relevanz von IFNbei der Tuberkulose wird in der knock out
Maus deutlich, hier ist das Fehlen von Ik¢Nmit einem schwereren Krankheitsverlauf der
Tuberkulose assoziiert [103, 104]. Die Abl-Tyrositdse reguliert die Produktion von TNF,
IL-12 und IFNy. Diese Zytokine sind erforderlich fur eine prote&timmunantwort bei der
Tuberkulose und setzen eine funktionierende Abb$ytkinase voraus.

2. Die Abl-Tyrosinkinase beeinflusst die Freiseguron Chemokinen. Die Sekretion von
CCL-2, CCL-3 und CCL-5 wird in DZ reduziert, wenrese mit Imatinib behandelt wurden
[38]. Eine Infektion von AM mit Mykobakterien fuheur Freisetzung von CCL5, CCL-3 und
CCL2. Bei der Tuberkulose fuhrt CCL-5 und CCL3 zgtasche Lymphozyten zum
Granulom und verstarkt die zytotoxische Wirkung vicZellen [105, 106]. CCL-2 induziert
die Wanderung von Monozyten und CD#-Zellen zum Ort der Infektion. Dagegen fiihrt
eine Uberproduktion an CCL-2 zu einer erhéhten Spiszilitat bei der Tuberkulose [107].
Damit steuert die Abl-Tyrosinkinase die Migratiomnv zytotoxischen Lymphozyten und
Monozyten zum Granulom und verhindert so die StnguwonM.tb bei der Immunantwort
der Tuberkulose.

3. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die T-Zell Antwtolmatinib inhibiert die Proliferation, die
Sekretion von Granzym B und die Zytokinfreisetzwmmn CD4 und CD8 T-Zellen [108,
109]. CD4 T-Zellen produzieren antigenspezifisch IFNund CD40 Ligand welches
Makrophagen zur Abtétung von intrazellulandrtb aktiviert [110]. Zusétzlich sind CD4T-

Zellen in der Lage mit dem Fas-Liganden infizietgakrophagen oder intrazellulare
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Mykobakterien direkt abzutéten [111]. In der Maiisirt die Depletion von CO4T-Zellen

zu einem schwereren Krankheitsverlauf bei mykolyadten Infektionen. Hierdurch wird die
Relevanz von CD4T-Zellen bei der Tuberkulose deutlich [112]. Di®E T-Zellen haben
dartiber hinaus eine zytolytische Funktion. Siegyes mithilfe von zytotoxischen Substanzen
wie Perforin und Granulysin infizierte Makrophagemd toten Mykobakterien direkt ab [113,
114]. Ein Verlust an zytotoxischen Lymphozyten geimher mit einer erhdhten Tuberkulose
Inzidenz [115]. Diese Effektormechanismen der CDad CD§ T-Zellen werden durch die
Abl-Tyrosinkinase reguliert, die somit moglicheraei die T-Zell-Antwort bei der
Tuberkulose mit beeinflusst. Zuklnftige Experimembéissen zeigen, oM.tb infizierte
Mause unter Imatinib-Therapie noch eine protektiv&ell-Antwort gegen den Erreger
generieren kénnen.

4. Die Antigenprasentation wird durch die Abl-Tyirdsnase moduliert. Durch Inhibition der
Abl-Tyrosinkinase wird die Expression von antigeigantierenden Molekilen (MHCII,
CD1la) und kostimulatorischen Molekilen (CD80, Cp8fhoht [116]. CD1a ist notwendig
um Lipid-Antigene den T-Zellen prasentieren zu h@m Diese Lipid-reaktive T-Zellen
kommen gehauft bei Tuberkulose Patienten vor und &1 der Lage Mykobakterien gezielt
abzuttten [117, 118]. Die Bedeutung von CD1 Molekibei der Immunantwort gegéhtb
zeigt sich in der CD1 transfizierten Maus [119]ef8 Mause generierten CD1-restringierte
T-Zellen, welcheM.tb infizierte Zellen lysierten und IFN- produzierten. Um diesem
Abwehmechanismus zu entgehen kavitb die Prasentation von mykobakteriellen Lipide
manipulieren, indem es die Expression von CD1 Mikekherunterreguliert [120]. Die
Expression von antigenprasentierenden Molekulenflistdie Aktivierung des adaptiven
Immunsystems gegevi.tb notwendig.

5. Die Abl-Tyrosinkinase reguliert die Ansauerureg tysosomen. Wir konnten zeigen, dass
durch Inhibition der Abl-Tyrosinkinase der pH-Wealeés mykobakteriellen Kompartiments
sinkt, und hierdurciM.tb in seinem Wachstum gehemmt wird (Abb.26, Abb.R8}b schiitzt
sich vor einem niedrigen pH (4,5-5,5), indem einsién zwischen dem mykobakteriellen
Phagosom und dem Lysosom verhindert wird [121].cBwinen niedrigen pH-Wert kdbnnen
aus Nitrit (NQ) die Radikale NO und N©Ogeneriert werden, welche einen bakteriziden
Effekt auf M.tb haben [122]. Zusatzlich wird Eisen durch Lactosfarrin gebunden, wenn
das Enzym durch den sauren pH aktiviert wurde, ass#l.tb Eisen entzogen wird [123].
Ebenso bendtigt TLR9 einen niedrigen pH um CpG-Motzu erkennen und eine effektive
Ty-1 Antwort gegerM.tb zu generieren [124, 125]. Da die Abl-Tyrosinkinaes pH-Wert
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der Lysosomen und somit des mykobakteriellen Kotirtpants reguliert, hat sie
maoglicherweise eine zentrale Funktion bei der Imamiwort gegen die Tuberkulose.

Durch die Regulation der Zytokine, der Chemokiner, @-Zellen, der Antigenprasentation
und der Anséuerung von Makrophagen ist eine funldrende Abl-Tyrosinkinase
wahrscheinlich unersetzlich fur eine wirksame Imamtwort gegerM.tb. Daher stellt sich
die Frage, warum es unter Imatinib-Therapie nickh&yft zu Reaktivierungen einer
Tuberkulose kommt. Diese Arbeit zeigt, das Imatinibht nur eine immunsupprimierende
Wirkung auf das Immunsystem hat, sondern das Imbatiarch die Senkung des pH-Wertes
in den Lysosomen eine immunprotektive Wirkung ki lnmunabwehr gegen intrazellulare
Bakterien besitzt.

Weiterfihrende Experimente muissten zeigen, welchswikkung die Inhibition der Abl-
Tyrosinkinasen vivo auf die Immunabwehr gegévi.tb hat. Hierzu kdnnten Abl knock out
Mause mitM.tb infiziert werden, oder infizierte Mause mit Imabnbehandelt werden.
Ergebnisse aus diesen Experimenten kénnten moghelse darauf hindeuten, das sich

spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren zur Therama intrazellularen Erregern eignen.
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