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Kurzreferat

Ruxolitinib ist ein Inhibitor der Janus-Kinase 1 und 2, der in der Behandlung
myeloproliferativer Neoplasien klinisch zur Anwendung kommt. Das immunsuppressive
Potential von Ruxolitinib ist inzwischen klinisch und experimentell gut dokumentiert. In
Voruntersuchungen aus unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass die intrazellulére
Konzentration von ,small molecule® Kinase-Inhibitoren deren Effektivitat stark beeinflusst.
Hieraus generierten wir die Hypothese, dass die Expression von ABC-Transporterproteinen,
die Hemmung von T-Zellen durch den JAK-Inhibitor Ruxolitinib beeinflusst. In
durchflusszytometrischen Messungen fanden wir eine Korrelation der ABC-Transporter
Oberflachenexpression mit der Aktivierbarkeit von humanen T-Zellen unter Ruxolitinib
Behandlung. Dies war in Proben von Patienten und gesunden Probanden nachweisbar. Durch
genetische Inaktivierung des prddominant exprimierten Transporters ABCB1 mittels RNA
Interferenz konnten wir darlber hinaus funktionell zeigen, dass dieser fur die Ruxolitinib
Sensitivitét der Zellen eine Rolle spielt. Dartiber hinaus fuhrte die genetische Inaktivierung von
ABCBL1 in T-Zellen gesunder Probanden nach Behandlung mit Ruxolitinib zu einer
verminderten Proliferation. Weiterhin konnten wir mithilfe einer ABCB1-Efflux Messung
belegen, dass Ruxolitinib tatsachlich ein ABCB1 Substrat ist. Wir gehen aufgrund unserer
Ergebnisse davon aus, dass eine niedrige ABC-Transporter Expression ein potentieller
Prédikator fir eine erhohte intrazellulare Akkumulation von Ruxolitinib sein kdnnte und somit
Patienten mit erhohtem Risiko fur infektiose Komplikationen unter Ruxolitinib Therapie
identifizieren konnte. Hieraus ergibt sich ein Ansatz fir prospektive klinische Studien um die
individuelle Risikokalkulation und Infektions-Pravention fir Patienten unter Ruxolitinib

Therapie zu verbessern.
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1. Einfuhrung

1.1 Aktivierung von Immunzellen und die Rolle der Janus-Kinasen — Bedeutung fr die
Immunfunktion und inflammatorische Erkrankungen.

Die Zellen des Immunsystems benétigen zur Aktivierung ihrer Funktion verschiedenste
Signale, die abhé&ngig von Ort und Zeitpunkt der Exposition unterschiedliche Wirkungen haben
kénnen. Dabei haben neben den Antigen-Rezeptor vermittelten Signalen kostimulatorische
Molekile und Zytokin vermittelte Signale eine wichtige Funktion zur Modulation der Immun-

Aktivierung.

In T-Zellen wird das Antigen vermittelte Signal tber den T-Zell-Rezeptorkomplex generiert.
Der T-Zell-Rezeptor (TCR) besteht aus einer a- und - Untereinheit. Der TCR ist assoziiert mit
zwei CD3 Transmembranproteinen bestehend aus verschiedenen Untereinheiten. Zur
Generierung des TCR Signals werden zusétzlich die Molekile CD4 bzw. CD8 benétigt, welche
die ,,Light Chain Kinase® (LCK) aktivieren. Die LCK phosphoryliert das ,,immunoreceptor
tyrosine-based activation motif (ITAM), einen Teil des TCR Komplexes. Erst durch diese
Phosphorylierung kann das TCR Signal durch die ITAMs auf die ZAP70 Kinase bertragen
werden. Zur folgenden Aktivierung wichtiger zellularer Signalwege wird ein weiteres
assoziiertes Molekul, ,,The Linker for Activation of T cells* (LAT) benétig. LAT wird
intrazellular von ZAP70 phosphoryliert und aktiviert in der T-Zelle unter anderem den
PI3K/AKT und den MAP-Kinase Signalweg. Zur physiologischen Aktivierung der T-Zelle ist
auBerdem eine Kostimulation tiber CD28 notwendig um z.B. eine effiziente T-Zell Proliferation
auszuldsen (Kannan et al. 2012; Schartl M et al. 2009).

Die Konsequenz einer TCR Stimulation fur die Zelle ist jedoch stark abhangig von Zytokin
vermittelten Signalen, die ebenfalls auf die Zelle wirken (Huang und August 2015). Zytokine
sind Botenstoffe die Proliferation, Differenzierung und Migration von Immun-Zellen
regulieren. Zu ihnen zédhlen unter anderem Interleukine (IL), Interferone (INF), Kolonie-
stimulierende Faktoren (CSF) und Tumornekrosefaktoren (TNF). Zytokine spielen somit eine
grole Rolle in der Regulierung des Immunsystems und damit auch fir viele
Autoimmunerkrankungen wie z.B. Rheumatoide Arthritis (RA), Colitis ulcerosa, Psoriasis,
Alopecia areata und Multiple Sklerose. Dabei sind vor allem IL-1, IL-6, IL-17, 1L-23, TNF-a,
INF-y, ausschlaggebend fir die Manifestation und den Verlauf der Erkrankungen (Islam et al.
2015; Pasquali et al. 2015; Ferreira et al. 2014; Xing et al. 2014; Tanemura et al. 2013; Strober
und Fuss 2011; Nestle et al. 2009; Feldmann und Maini 2008; Ghoreschi et al. 2007) . Die



Vermittlung der Zytokin Signale erfolgt tber Zytokinrezeptoren. Interleukine, Interferone,
Kolonie stimulierende Faktoren, Erythropoetin, Thrombopoetin, und Wachstumshormone
binden an Typ | und Typ Il Zytokin Rezeptoren (Boulay et al. 2003; Drachman et al. 1999).
Diese sind Transmembranproteine die durch eine Bindung des entsprechenden Zytokins
Dimere bilden und Gber ihre zytoplasmatischen Doménen Signalkaskaden aktivieren. Janus-
Kinasen sind intrazellular mit vielen dieser Rezeptoren assoziiert. Nach Aktivierung des
Zytokin-Rezeptors durch Bindung eines Liganden kommt es zur Phosphorylierung von JAKs
welche dann u.a. die ,,Signal Transducers and Activators of Transcription (STATS)
phosphorylieren und aktivieren. Die STATs dimerisieren nach Aktivierung und starten im
Zellkern die Transkription ihrer Zielgene. Weiterhin findet unterhalb der JAKSs eine
Signaltransduktion uber die "Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade" (MAPK), sowie tber
den Proteinkinase B — Signalweg (P13K/Akt) statt. Dadurch sind Zytokin-Rezeptoren unter
anderem in der Lage Proliferation, Differenzierung und andere funktionelle Parameter von
Zellen zu beeinflussen (Jang und Baik 2013; O'Shea und Murray 2008). Zytokinrezeptoren sind
in der Lage unterschiedliche Typen von Janus Kinasen zu rekrutieren, welche wiederum
verschiedene STAT- Proteine aktivieren. Zu der Familie der Janus-Kinasen (JAKs) gehdren
JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2 (Yamaoka et al. 2004; Leonard und O'Shea 1998). Neben den
schon erwéhnten immunologischen Erkrankungen spielen JAKs eine wichtige Rolle in der
Pathogenese myeloproliferativer Neoplasien (MPN). Bei dieser Gruppe von hdmatologischen
Erkrankungen kommt es zu einer verstarkten Proliferation einer oder mehrerer myeloischer
Zellreihen, maligeblich durch eine aktivierende Mutation im JAK2-Gen (Kralovics et al. 2005;
Levine et al. 2005; Baxter et al. 2005; James et al. 2005). Interessanter Weise kommt es bei
diesen Erkrankungen neben der Hyperproliferation zu einer verstarkten Produktion
proinflammatorischer Zytokine (Pourcelot et al. 2014). Die JAKs sind aufgrund ihrer
Beteiligung an verschiedensten Signalwegen proinflammatorischer Zytokine ein attraktives
Ziel fir eine therapeutische Intervention bei entzlindlichen Erkrankungen (Ghoreschi und
Gadina 2014). Bei der Therapie von myeloproliferativen Neoplasien fiihrt der JAK Inhibitor
Ruxolitinib zu einer deutliche Symptomreduktion im Vergleich zur Standarttherapie
(Vannucchi 2015; Harrison et al. 2012), allerdings treten geh&uft infektiose Nebenwirkungen
auf (Caocci et al. 2014; Wysham et al. 2013; Goldberg et al. 2013; Colomba et al. 2012).

1.2 Klassifikation, Diagnostik und Therapie der Myeloproliferativen Neoplasien
Als Myeloproliferative Neoplasien (MPN) lassen sich eine Reihe von Syndromen
zusammenfassen, bei denen es durch einen Stammzelldefekt zur abnormen Proliferation einer

oder mehrerer hdmatopoetischer Zellreihen kommt (Levine und Gilliland 2008; Braun und



Aries 2000; Adamson et al. 1976). Innerhalb der MPN unterscheidet man zwischen
unterschiedlichen zugrunde liegenden Mutationen. Dabei wird vor allem die Philadelphia
Chromosom-positive chronisch myeloische Leukdmie (CML) von den Philadelphia negativen
MPN abgegrenzt. Bei der CML kommt es durch eine Translokation von Teilen des
Chromosoms 22 auf das Chromosom 9 (t[9;22]-Philadelphia-Chromosom) zur Entstehung
eines BCR-ABL-Fusionsgens, welches als Protoonkogen fiir eine Tyrosinkinase kodiert. Durch
konstitutive Aktivierung der Kinase kommt es zu einem uberschieenden Wachstum
hauptséchlich funktionstlichtiger Granulozyten mit unreifen Vorstufen der Granulopoese im
peripheren Blut (Braun und Aries 2000). In diesen Patienten kann durch eine medikamentdse
Hemmung der BCR-ABL Kinase eine Langzeit Remission der CML erreicht werden. Taglich
eingenommen ermoglicht der Kinase-Inhibitor Imatinib CML Patienten ein 10-Jahres
Uberleben von ca. 86%. Zur Therapie Imatinib resistenter CML Patienten sind BCR-ABL-
Inhibitoren der zweiten Generation wie Nilotinib sowie der Multikinase Inhibitor Dasatinib als

Mittel der zweiten Wahl zugelassen (Baccarani et al. 2015).

Zu den Philadelphia Chromosom-negativen MPN zahlen die Polycythamia Vera (PV), die
Essentielle Thrombozythamie (ET) und die Myelofibrose (MF). Bei der Polycythdmia Vera
kommt zu es einer gesteigerten Proliferation hauptsachlich der erythroiden Zellreihe, wobeli
zusétzlich die Megakaryopoese und damit die Thrombopoese sowie die Granulopoese
gesteigert sein kénnen. Daraus resultieren eine erhdhte Viskositat des Blutes und damit eine
verstarkte Thrombosegefahr. Allerdings kann es in einigen Fallen durch Dysfunktion von
Thrombozyten auch zu einer erhdhten Blutungsneigung kommen (Lengfelder 2013; Braun und
Aries 2000). Als Standarttherapie werden bei einem Hamatokrit Uber 45%, vor allem bei
jungeren Patienten, Aderlasse im Abstand von einer bis mehreren Wochen durchgefihrt.
Hydroxyurea ist das wichtigste Medikament fur die zytoreduktive Therapie vor allem bei
alteren Patienten. Aufgrund der moglichen Beeintrdchtigung der Fruchtbarkeit und der
toxischen Wirkung auf Haut und Schleimhaut vor allem bei Langzeitanwendung ist dieses
Medikament bei jingeren Patienten zurtickhaltend einzusetzen. Fur diese Patienten (jlinger 60
Jahre) bleibt neben Aderlassen vor allem die Immuntherapie mit Interferon-a eine wichtige
therapeutische Option (Lengfelder et al. 2006). In der Spatphase der Erkrankung kommt es bei
ca. 25% der Patienten zu einer progredienten Knochenmark-Fibrose (Post-PV-Myelofibrose)
und stark zunehmender Splenomegalie. Je nach Behandlung kann es bei 1,5-13% der Patienten
zu einer Transformation in eine akute Leukdmie kommen (Tefferi et al. 2013; Bonicelli et al.
2013).



Bei der Essentiellen Thrombozythdmie (ET) kommt es zu einer massiv gesteigerten
Thrombozytopoese. Die Patienten fallen nicht selten mit Thrombozytenzahlen tiber 1000/nl
auf. Zur Reduktion der Thrombozyten wird Hydroxyurea als First-Line Therapie zur
Zytoreduktion eingesetzt. Weiterhin zeigen Fallstudien eine gute Wirksamkeit von Interferon-
a und Anagrelide, welches spezifisch die Thrombopoese hemmt (Braun und Aries 2000). Diese
beiden therapeutischen Optionen sind sowohl fir jiingere als auch fir dltere Patienten geeignet.
Auch die ET kann in eine Myelofibrose oder in eine Leukamie transformieren (Tefferi und
Barbui 2015).

Bei der Myelofibrose kommt es zu einer Vermehrung von Retikulinfasern im Knochenmark
und damit zu einer Verdrangung der Hdmatopoese gefolgt von Knochenmarksinsuffizienz in
spateren Stadien. Man unterscheidet die priméare Myelofibrose und die sekundére Post- PV-
oder Post- ET- Myelofibrose. Meist kommt es nach einem initialen Anstieg der Leuko- und
Thrombozyten im Verlauf zu einer Panzytopenie. Fir die Myelofibrose gilt die allogene
Stammzelltransplantation als einziger kurativer Ansatz. Durch das oft schon vorgeschrittene
Alter der Patienten ist diese oft mit schweren Komplikationen verbunden und bedarf damit einer
sorgféltigen Risikoabwagung. Je nach Blutbild des Patienten kdnnen die bei PV und ET

besprochenen Standardmedikamente zum Einsatz kommen.

Bei ca. 96% der PV-Patienten, und etwa 50% der ET- und PMF (Primére Myelofibrose) —
Patienten kann eine Punktmutation im JAK2 Gen nachgewiesen werden, die zu einer
Aktivierung von JAK2 fiihrt (JAK2V617F). Dabei kommt es zum Austausch von Guanin durch
Thymidin an der 2343. Nukleotid-Position im JAK2-Gen und dadurch zu einem Basentausch
von Valin gegen Phenylalanin an der Aminoséaureposition 617 des JAK2 Molekils. Es resultiert
eine unkontrolliert gesteigerte Kinaseaktivitit und eine damit verbundene erhohte
Proliferationsrate (Kralovics et al. 2005; Levine et al. 2005; Baxter et al. 2005; James et al.
2005). Setzt man den Anteil des mutierten Allels in Beziehung zum Anteil des gesamten JAK2
Allels in der DNA aus Blutproben von Patienten zeigt sich typischerweise mit einem
Fortschreiten der Erkrankung ein Anstieg der Mutationslast (allele burden) der Patienten. Damit
einhergehend zeigen Patienten mit hoherer Mutationslast einen schwereren Krankheitsverlauf
(Takahashi et al. 2013; Silver et al. 2011; Larsen et al. 2007; Vannucchi et al. 2007). In der
Mehrzahl der JAK2V617F negativen ET und PMF Patienten kénnen Mutationen im
Calreticulin oder MPL-Gen sowie in etwa 4% der JAK2V617F negativen PV Patienten eine
JAK2 Exon 12 Mutation gefunden werden. PV Patienten mit einer JAK2 Exon 12 Mutation
weisen zum Diagnosezeitpunkt oft ein jlingeres Erkrankungsalter, hohere Hamoglobin- und
niedrigere Thrombozyten Werte auf als PV Patienten mit JAK2617F Mutation (Scott et al.

10



2007). Eine Mutation im Thrombopoetin Rezeptor MPL (MPL W515L oder W515K) in PMF
und ET Patienten flihrt zu einer Thrombopoetin unabhéngigen Rezeptor Aktivierung (Pikman
et al. 2006). Dadurch kommt es zu einer Steigerung der Megakaryopoese und Thrombopoese
ohne eine zusétzlich gesteigerte Erythropoese wie bei vielen Patienten mit JAK2V617F
Mutation (Beer et al. 2008). PMF Patienten, welche die MPL Mutationen tragen, weisen ein
oft hoheres Alter, hohere Thrombozytenwerte, niedrigere Hdmoglobin Werte sowie eine
geringere Knochenmarkszellularitdt auf und mussen haufiger Transfundiert werden.
Thrombotische Ereignisse treten nicht haufiger auf (Beer et al. 2008; Guglielmelli et al. 2007).
MPL Mutationen finden sich bei ca. 7% aller PMF Patienten, bzw. in 15% der JAK2V617F
negativen PMF-Patienten sowie bei 4,1 % aller ET -, bzw. 8,5 % aller JAK2V617F negativen
ET-Patienten (Beer et al. 2008). Bei 70-84% der JAK2V617F negativen MPN Patienten kann
eine Frame-Shift Mutation im Calreticulin Gen (CALR) gefunden werden (Nangalia et al.
2013). Dabei handelt es sich um ein Kalzium bindendes Protein, dass die Weitergabe
fehlgefalteter Proteine vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat verhindert
(Michalak et al. 2002). Patienten mit einer CALR Mutation weisen im Vergleich zu JAK2V617F
positiven Patienten ein eher jlngeres Alter, eine starker ausgepragte Splenomegalie sowie
hohere Thrombozytenwerte und einen niedrigeren Hamoglobin Wert auf (Sazawal et al. 2015;
Michalak et al. 2002).

Neben den schon genannten Symptomen treten bei den MPN Patienten eine Erhéhung
inflammatorischer Zytokine, eine teilweise enorme Splenomegalie, und unspezifische
Symptome wie Fatigue, Schlafstorungen, Juckreiz, Nachtschweil}, Kopfschmerzen,
Gewichtsverlust und Fieber gehduft auf (Scherber et al. 2011). Diese Symptome sind bei
Patienten mit JAK2V617F Mutation starker ausgepragt als bei JAK2V617F negativen
Patienten. JAK2V617F positive PMF-Patienten weisen zudem héhere Leukozyten Werte, eine
héufigere Notwendigkeit fur zytoreduktive Therapien, hohere Raten an leukdmischen
Transformationen und eine dadurch erniedrigte Uberlebenszeit auf (Barosi et al. 2007;
Campbell et al. 2006). Durch die Inhibition von JAK2 und JAK1 durch Ruxolitinib kann eine
drastische Verbesserung dieser inflammatorischen Symptome erzielt werden. Es kommt zu
einer GroRenabnahme der Milz, einem Abfall der inflammatorischen Zytokine im Serum und
zu einem gesteigerten Wohlbefinden der Patienten (Verstovsek et al. 2013; Harrison et al. 2012;
Tefferi et al. 2011; Verstovsek et al. 2010). Der Einsatz von Ruxolitinib hat die
Therapiemdglichkeiten myeloproliferativer Neoplasien revolutioniert. Ruxolitinib zeigt eine
gute Vertraglichkeit mit wenigen Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Schwindel, sowie

einer transienten Andmie und Thrombopenie, die durch eine passagere Dosisreduktion
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verbessert werden kénnen (Galli et al. 2014). Der enorme Vorteil gegenlber der bisherigen
Standarttherapie liegt in einer im Vergleich zu Hydroxyurea besseren Symptomkontrolle und
der geringeren Toxizitét (v.a. der Haut-Toxizitat). Auch in PV Patienten konnte ein Vorteil der
Ruxolitinib Therapie in Bezug auf Krankheitsprogress und inflammatorischer Symptomen
gezeigt werden (Vannucchi et al. 2015). Auf Basis dieser Daten erfolgte in Deutschland im Mai
2015 die Zulassung fur Ruxolitinib als Zweitlinien Therapie nach Hydroxyurea fir PV. In
Studien konnte gezeigt werden, dass Ruxolitinib die Differenzierung von dendritischen Zellen
einschrankt und zu einer Verminderung der NK- und T-Zell Aktivierung fihrt (Parampalli
Yajnanarayana et al. 2015; Schonberg et al. 2015; Heine et al. 2013b; Heine et al. 2013a). Auch
in der Therapie der nach allogener Stammzelltransplantation auftretenden Graft-versus-Host
Erkrankung zeigt Ruxolitinib eine gute Effizienz durch seine Hemmung zytotoxischer T-Zellen
(Spoerl et al. 2014). Diese durch JAK Inhibition ausgel6ste Immunmodulation und die damit
verbundene reduzierte immunologische Kompetenz, fuhrt jedoch bei einigen wenigen Patienten
zum Auftreten infektioser Komplikationen. In der Literatur finden sich Berichte Uber Herpes-
Zoster und -Simplex Reaktivierungen, Retinale Toxoplasmose, Tuberkulose Reaktivierung,
Cryptococcus neoformans Pneumonie und progressive multifokale Leukenzephalopathie
assoziiert mit einer Ruxolitinib Behandlung (Keizer et al. 2015; Vannucchi et al. 2015; Caocci
etal. 2014; Wysham et al. 2013; Goldberg et al. 2013; Wathes et al. 2013; Colomba et al. 2012).

1.3 JAK1/2 Inhibitoren hemmen die T-Zell-Aktivitat mit einer grol3en Heterogenitat
zwischen verschiedenen Individuen.
Durch Daten aus der Literatur wissen wir, dass die Funktion und Differenzierung von T-Zellen
in Patienten unter Ruxolitinib Therapie massiv gestort ist (Parampalli Yajnanarayana et al.
2015). In den Vorarbeiten unserer Gruppe zum Thema JAK-Inhibition in T-Zellen, haben wir
uns mit der Bedeutung von JAK1 und JAK2 fir die T-Zell Funktion beschéaftigt. Unter
Behandlung mit Ruxolitinib kommt es zur Reduktion der Proliferation und Aktivierung von
CD4- und CD8- positiven T-Zellen in MPN-Patienten und gesunden Spendern. Wir konnten in
vitro und in vivo zeigen, dass die Hemmung von JAK1 mal3geblich fur den immunsuppressiven
Phénotyp, der unter Ruxolitinib Behandlung beobachtet wird, verantwortlich ist (Perner et al.
2015). Eine spezifische pharmakologische Inhibition von JAK2 mit dem Hemmstoff BSK805,
sowie genetische Inaktivierung von JAK2 hatten in diesen Experimenten keinen Einfluss auf
die T-Zell Proliferation in vitro. Nach genetischer Inaktivierung von JAK1 mittels RNA-
Interferenz (RNAIi) hingegen, war der immunsuppressive Phanotyp, der nach
pharmakologischer Inhibition von JAK1/2 (z.B. durch Ruxolitinib) beobachtet wurde,

reproduzierbar. Zur Bestétigung dieses Phanotyps in vivo, verwendeten wir ein Mausmodell
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der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD). Hierbei wurden nicht-syngene T-Zellen, mit
Knockdown von JAK1 oder JAK2 (RNA-Interferenz) bzw. ,Non-targeting Controls®, in
bestrahlte Mduse injiziert. Nach zwei Wochen erfolgte die Tétung der Tiere und die Analyse
des GvHD Grades im Darm per histologischer Untersuchung. Auch hier zeigte sich ein
immunsuppressiver Effekt als Reduktion des GvHD-Grades lediglich nach Knockdown von
JAK1.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass nach Knockdown von JAK1 eine Blockade des STAT1
Signals unterhalb des Interferon-gamma Rezeptors, sowie eine Hemmung von STAT1, STATS,
ERK und AKT unterhalb des IL2-Rezeptors stattfindet. Nach JAK2 Knockdown findet sich in
keinem dieser Signalwege eine reduzierte Phosphorylierung im Western Blot. Diese Daten
spiegeln unsere Beobachtungen nach spezifischer bzw. unspezifischer Hemmung der JAKSs
durch entsprechende Pharmaka wieder.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach genetischer Inaktivierung von JAKL, tritt bei
pharmakologischer Inhibition z.B. durch Ruxolitinib bei vielen Experimenten eine grofie
Heterogenitat der Messwerte auf. Bezogen auf den Aktivierungsmarker CD69 und die Analyse
von zelluldrer Proliferation, finden sich Patienten und Probanden ohne Zeichen einer T-Zell
Hemmung genauso wie einzelne Proben mit einer sehr ausgepragten Immunkompromitierung.
Ausgehend von dieser Beobachtung haben wir die Hypothese aufgestellt, dass zellulére
Transportmechanismen dafir sorgen, dass Ruxolitinib in T-Zellen verschiedener Probanden
unterschiedlich potent wirkt.

1.4  ABC-Transporter: Funktion, Bedeutung und bekannte Substrate

ATP-Binding Cassette (ABC) Transporter sind eine Proteinfamilie, die ubiquitar in Pro- und
Eukaryonten vorkommt (Wu et al. 2011; Borths et al. 2002; Higgins 1992). Sie haben
unterschiedliche Funktionen wobei sie immer Stoffe aktiv durch Membranen gegen das
Konzentrationsgefalle transportieren. Die Energiebereitstellung erfolgt Gber die hydrolytische
Spaltung von ATP in ADP (Locher und Borths 2004; Locher 2004). Bisher sind 48
verschiedene ABC-Transporter identifiziert, die in 7 Untergruppen ABCA-ABCG eingeteilt
werden (Wu et al. 2008; Dean et al. 2001). ABC-Transporter bestehen aus zwei nucleotid-
binding-domains (NBDs) und zwei Transmembran-Domanen (TMDs). Sie werden topologisch
basierend auf der NBD Sequenz Kklassifiziert (Rees et al. 2009; Deeley et al. 2006).
ABC-Transporter sind unverzichtbar fur den Transport von wichtigen Substraten wie
Aminosauren, Kohlenhydraten, Metaboliten, Peptiden, Lipiden, Proteinen sowie
Medikamenten durch extra- und intrazellulare Membranen (Dean et al. 2001). Dieser

Mechanismus dient unter anderem zum Schutz der Zelle vor toxischen Stoffen (Sarkadi et al.
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2006). Die intrazellulare Konzentration von Substraten der ABC-Transporter ist abhangig von
deren Expression und von in der Normalbevolkerung vorkommenden Polymorphismen in ABC-
Genen, welche sich auf die Aktivitdt auswirken konnen (Choi und Yu 2014; Bruhn und
Cascorbi 2014). AuBerdem sind zahlreiche klinisch angewandte Medikamente Substrate der
ABC-Transporter. Besonders in der Therapie von malignen Erkrankungen mit zytotoxischen
Substanzen ist die Beteiligung dieser Proteine gut charakterisiert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Aktivitat von ABC-Transportern eine wichtige Rolle fur die h Wirkung vieler
Chemotherapeutika hat. Wichtige Beispiele hierfir sind Anthracycline, Vinca-Alkaloide,
Metotrexat, Mitoxantron oder Taxane (Hoffmann und Kroemer 2004).

Bezlglich des Einflusses der ABC-Transporter auf die Sensitivitit von Zellen des
Immunsystems gegentiber Kklinisch angewandten Therapeutika, finden sich weniger
Informationen in der Literatur. Gut beschrieben ist der Einfluss von ABC-Transportern auf die
Wirksamkeit antiviraler Substanzen wie h oder h in der HIV Therapie (g et al. 2013; Roy et al.
2009). In vielen Studien unter anderem aus unserer Gruppe, konnte gezeigt werden, dass die
ABC-Transporter ABCB1, ABCC1 und ABCG2 eine entscheidende Rolle fur Resistenzen
gegeniiber TKIs wie Imatinib, Nilotinib und Dasatinib in der Therapie der CML spielen
(Agrawal et al. 2014; Eadie et al. 2014; Lipka et al. 2012; Gromicho et al. 2011). Eine erhohte
Aktivitat von ABC-Transportern flhrt dabei zu einem vermehrten Efflux des jeweiligen TKI
und somit zur verminderten Wirksamkeit. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der JAK1/2
Inhibitor Momelotinib ebenfalls ein Substrat von ABCB1 und ABCG?2 ist. Beide Transporter
wirken hier synergistisch an der Blut-Hirn-Schranke zum effektiven Export von Momelotinib
aus dem ZNS (Durmus et al. 2013).

ABC-Transporter tben somit einen entscheidenden Einfluss auf die intrazellulére
Verflgbarkeit verschiedenster Medikamente aus. Studien in Knockout-Méausen konnten zeigen,
dass nach genetischer Inaktivierung von ABCB1 eine massive Akkumulation von Substraten
unter anderem im ZNS stattfindet (Schinkel et al. 1994). Die zellulare Verfligbarkeit von
Substanzen ist somit immens von ABC-Transportern im jeweiligen Kompartiment abhéngig

und kann durch die Messung von Plasmaspiegeln nur schwer abgeschatzt werden.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation von Determinanten, fur das Ausmal} der T-Zell
Hemmung in Patienten unter Therapie mit dem Janus-Kinase-Inhibitor Ruxolitinib. Aufgrund
von Daten unserer Gruppe sowie Hinweisen aus der Literatur, haben wir uns fir eine
Untersuchung der ABC-Transporter ABCB1, ABCC1 und ABCG2 entschieden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Verwendete Suspensions-Zelllinien

Zelllinie

Firma/Herkunft

HEL Zellen (sekunddre AML M6
Rezidiv, Expression von JAK2V617F)

im

DSMZ Braunschweig

Verwendete adharente Zelllinien

Zelllinie

Firma/Herkunft

Zelllinie)

293T (humane embryonale Nierenkarzinom

DSMZ Braunschweig

Bakterienstamme

Bakterienstamm

Eigenschaft

Firma/Herkunft

One shot Top 10
chemically competent
E.coli

argF)U169, deoR,

phoA,

F-®80dlacZAM15, A(lacZY A-
recAl, endAl, hsdR17(rK-, mK+),

supE44, A-thi-1, gyrA96, relAl

Life Technologies

Plasmide
Plasmid Sequenz des Inserts Vektor/ | Firma/Herkunft
Grole

Non-Target shRNA (scr- | 5°- pLKO.1- | Sigma Aldrich /

shRNA) CCGGGCGCGATAGCGCTAATAA | 1 ro/ St. Louis
TTTCTCGAGAAATTATTAGCGC | 5 410
TATCGCGCTTTTT-3’ ’

ABCB1 shRNA1 5- pLKO.1- | Sigma Aldrich /
CCGGCCGAACACATTGGAAGG | oy St Louis
AAATCTCGAGATTTCCTTCCAA | 54y p
TGTGTTCGGTTTTTG-3’ ’

ABCB1 shRNA2 5- pLKO.1- | Sigma Aldrich /
CCGGGCAGCAATTAGAACTGTG | 1 ro/ St Louis
ATTCTCGAGAATCACAGTTCTA | -\

ATTGCTGCTTTTTG-3 ’

ABCB1 shRNA3 5- pLKO.1- | Sigma Aldrich /
CCGGCGACAGAATAGTAACTTG | 1 ro/ St Louis
TTTCTCGAGAAACAAGTTACTA | -1\

TTCTGTCGTTTTTG-3’ ’

ABCB1 shRNA4 5- pLKO.1- | Sigma Aldrich /

CCGGGCTCATCGTTTGTCTACA | g/ St. Louis
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GTTCTCGAGAACTGTAGACAAA | 7 1kb
CGATGAGCTTTTTG-3’

ABCB1 shRNA5 5°- pLKO.1- | Sigma Aldrich /
CCGGGCTGCTTTCCTGCTGATC | 1 ro St. Louis
TATCTCGAGATAGATCAGCAGG | 5 410
AAAGCAGCTTTTTG-3’ ’

psPAX Lentivirales Packungsplasmid | 10,7kb Didier Trono Lab

pDM2 Codiert flr ein lentivirales 5,8kb Didier Trono Lab
Hull-Antigen

Inhibitoren
Inhibitor Firma/Herkunft

Ruxolitinib (JAK1, JAK2)

Novartis

U0126 (MEK/ERK)

Cell Signaling Technology

LY?294002 (AKT/PI3K)

Calbiochem® Merck Millipore

Chemikalien und Fertiglésungen

Substanz Firma/Herkunft
Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe
Agar Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Asparagin

Carl Roth, Karlsruhe

Bacto-Hefeextrakt

Carl Roth, Karlsruhe

Bacto-Trypton

Carl Roth, Karlsruhe

Bromphenol Blau

BSA, Fraktion V

Carl Roth, Karlsruhe

Complete (Protease Inhibitor Cocktail)

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigsaure (EGTA)

Roth

Ficoll-Paque PLUS

GE Healthcare

Freka®-Derm Hautdesinfektionsmittel

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld

FUGENE®

Promega

Glycerol

Carl Roth, Karlsruhe

Glycin

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco® DPBS (1 x)

Life Technologies
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Gibco® RPMI

Life Technologies

Gibco® DMEM (1 x)

Life Technologies

Hefeextrakt Roth

HEPES Carl Roth, Karlsruhe

Hoechst 33324 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
IGEPAL CA-630 (Octylphenoxy | Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

poly(ethyleneoxy)ethanol)

Isopropanol Merck, Darmstadt
Kélberserum (FBS) PAA Laboratories, Pasching. Osterreich
L-Glutamin Life Technologies

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Magnesiumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumflourid NaF

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Natriumorthovanadat Na3vO4

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Natriumpyruvat

Life Technologies

N-dodecyl B-maltoside

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Nichtessenzielle AS, 10-fach konzentriert

Life Technologies

Opti-MEM®

Life Technologies

Penicillin-Streptomycin

Life Technologies

Pepton Roth
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Phytohemagglutinin-L (PHA-L) Roche

Plasmocin™ Prophylactic

Life Technologies

Proleukin®S (humanes rekombinantes IL-2) | Novartis
Rhodamin 123 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
RNAse freies Wasser QIAGEN

Salzséure

Carl Roth, Karlsruhe

S.0.C. Medium

Life Technologies

SuperSignal® Chemolumineszenz Substrat

Life Technologies

SYTOX® Blue

Life Technologies
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Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Carl Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Trockenmilchpulver

Fluka-Chemie, Deisenhofen

Trypanblau Life Technologies
Tween 20 Fluka-Chemie, Deisenhofen
Verapamil Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Verwendete Zellkultur- und Reaktionsgefal3e

Gefaly Firma
Eppendorfgefald 1,5ml Eppendorf
Eppendorfgefal’ 2,0ml Eppendorf
BRAND plates 96 Well BRAND

CELLSTAR®Cell Culture 24 Well Plates

Greiner Bio One

Cryovial® Cryotubes

Simport

FACS Rohrchen 4ml

BD

Falcon-GefaR 15ml

Greiner Bio One

Falcon-Gefalt 50ml

Greiner Bio One

TC-6- Well-Platten (Suspension) Sarstedt

Corning® Tissue culture treated dish Corning
Verwendete Geréte

Gerat Firma

Bakterienschiittler Heraeus Instruments

B1O-RAD Mini-Protean® Blotting System BIO-RAD

CO2 -Inkubator CB210 Binder

Durchflusszytometer ,,FACS Canto 1T BD

Dynal®Magnet Invitrogen

Fusion FX7 (Western Blot Entwickler) PeglLab

Heizblock PeqLab

Mikroliter Pipetten diverse Volumina Eppendorf

Mikroskop ,,Primo Vert* Zeiss

Mikrozentrifuge 5415R Eppendorf

NanoDrop2000 Thermo Scientific

Neubauer-Z&hlkammer neoLab
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Pipetus® Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeréte
Plattenphotometer ,,Sunrise* Tecan

Schittelgerét CAT

Zellkulturbank VWR

Zentrifuge ,,Multifuge 3SR+ Thermo Scientific

Sonstige Materialien

Material Firma

CELLSTAR® Serologische Pipetten 10ml Greiner Bio One

CELLSTAR® Serologische Pipetten 25ml Greiner Bio One

CellTiter96®AQueous One Solution Proliferation Assay (MTS) Promega

epT.l.P.S. Standard Pipettenspitzen 0,5ul-20ul; 20p1-200ul; 50ul- | Eppendorf

1000l

I-MAG Streptavidin Particles Plus BD

Nitrozellulose Membran: Amershan Protran GE- Healthcare

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN

Serologische Pipetten Sarstedt

Vacutainer®K2E (EDTA) Blutentnahmeréhrchen BD

Vacutainer® Safety-Lok Blutentnahme Set BD

Vacutainer®-Halter BD

Whatman® gel blotting paper Sigma-Aldrich
Verwendete primare und sekundare Antikdrper

Antikorper (Klon) Firma

anti-human ABCBL1 (E1Y7B) rabbit mAb Cell Signaling Technology

anti-human ABCB1 (UIC2) CD234 APC BioLegend

anti-human ABCC1 (1U2H10) mouse mAb Alexa Flour 488 | NOVUS Biologicals

anti-human ABCG2 (5D3) mouse PE BioLegend

anti-human Anti-GAPDH 6C5 mouse mAb Meridian Life Science

anti-human Biotin CD14 (HCD14) BiolLegend

anti-human Biotin CD19 (HIB19) BioLegend

anti-human CD3 (SK7) mouse APC/Cy7 BioLegend

anti-human CD4 (OKT4) mouse Brilliant Violett 510 BiolLegend

anti-human CD69 (FN50) mouse PE/Cy7 BioLegend
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Software

Software

Anwendung Firma

FACS DIVA Software

Mess-Management am “FACS Canto I1” BD

FlowJo Software Analyse und Auswertung von FACS- Tree star
Daten

FUSION FX-7 Software | Entwicklung von Western Blot PeglLab
Membranen

GraphPad Prism 5

Statistische und graphische Auswertung GraphPad Inc.

der Daten
Microsoft Excel 2013 Datensammlung Microsoft Office
Microsoft Word 2013 Verfassung der Promotionsarbeit Microsoft Office
NanoDrop 2000 Software | Photometrische Bestimmung von DNA Thermo
Scientific
Tecan Magelan Software | Photometrische Bestimmung der Tecan
Absorption im Rahmen des MTS Assay
Standardl6sung und Puffer
Additiva
1x PBS 100 ml
1x PBS mit R-Mercaptoethanol (175 pl/ 500 ml PBS) 100 ml
Hepespuffer, 1 M, pH 7,2 steril 100 ml
Natriumpyruvat, 100 mM 100 ml
L-Glutamin, 200 mM 100 ml
Nichtessenzielle AS, 10-fach konzentriert 60 ml
Asparagin (10 mg/ml) 20 ml

Die Losung wird angemischt und anschlieBend steril-filtriert.

10 X Western Blot Puffer

Tris

Glycin
SDS
H20

60,59

288 g

209

Auffillen auf 2000 ml
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Lysepuffer 1 (Lyse von HEL Zellen)

Hepespuffer, 1 M, pH 7,4 steril

Glycerol
NaCl
TritonX100
MgCl2
EGTA
H20

Lysepuffer 2 (Lyse von T-Zellen)

N-dodecyl B-maltoside
IGEPAL CA-630
Na3VvO4

PMSF

NaF

EDTA

TrispH 7.5

NaCl

10X TBST Puffer
NaCl
Tris

Tween 20
H20

Transferpuffer
10 x Western Blot Puffer
H20
Ethanol 96%

SDS-Probenpuffer
Tris, pH 6,8

Glycerol
SDS
R-Mercaptoethanol

Bromphenol Blau

50 mM

10 %

150 mM

1%

1,5mM

5mM

Auffullen auf 1000 ml

1%

1%

1 mM

1 mM
10 mM
10 mM
50 mM
150 mM

150 mM

50 mM

0,05 %

Auffullen auf 500 ml

100 ml
700 m
200 ml

250 mM

50 %

10 %

25 %

1 Spatelspitze
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Trenngelpuffer
Tris Base 1,5M 36,34g in 200ml H20, eingestellt auf pH 8,8

Sammelgelpuffer

Tris Base 1M 24,23¢g in 200ml H20, eingestellt auf pH 6,8
LB-Medium

Pepton 109

Hefeextrakt 59

NaCl 59

Agar 159

H20 Auffillen auf 1000 ml

LB Agar-Platten (Die Losung wird autoklaviert, 50mg/ml Ampicillin zugegeben und dann in

sterile Petrischalen gegossen
LB-Medium 500ml

Bacterio Agar 750
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Isolation und Zellkultur humaner mononukleérer Zellen

Unter Mononuklearzellen versteht man im Falle eines gesunden Probanden Monozyten,
NK-Zellen sowie B- und T-Lymphozyten. Diese werden mittels eines Dichtegradienten per
Zentrifugation von den anderen Blutzellen getrennt. Hierbei werden die unterschiedlichen
Sedimentationskonstanten der Blutzellen genutzt und durch ein Saccharosepolymer-
Gemisch, dem Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare, Miinchen) voneinander separiert. Das
Saccharosepolymer-Gemisch hat eine Dichte von 1.077 g/ml.

Die Blutprobenentnahme erfolgte im informierten Einverstandnis der Probanden und
Patienten, geméal der Deklaration von Helsinki, im Rahmen unserer von der lokalen
Ethikkommission genehmigten Studie ,,Untersuchung onkogener Signaltranduktionswege
bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) und bei myeloproliferativen Syndromen
(MPS)* (Ethik Protokoll 15/08). Die Blutentnahmen und Aufklarungsgesprache fanden im
Rahmen der Hamatologischen Spezialambulanz fur Myeloproliferative Neoplasien am
Uniklinikum Magdeburg zwischen September 2014 und Mai 2015 statt. Das Blut wurde mit
dem BD Vacutainer® Blutentnahmesystem entnommen (Antikoagulation mit EDTA) und
in ein 50ml Falcon- Gefal} uberfuhrt. Mit PBS/1%FBS wurde das Blut (1:1) verdinnt und
damit 15ml vorgelegtes Ficoll-Pagque™ PLUS in einem neuen 50ml Falcon-Gefal} langsam
uberschichtet. Danach erfolgte die Zentrifugation 25 Minuten bei 1400U/min und
deaktivierter Bremse. Die tiber dem Ficoll separierten Mononuklearzellen wurden mit einer
Pipette abgesaugt und in ein neues Gefal} tberfuhrt, zwei Mal mit PBS+1%FBS gewaschen

und nach Erylyse in Zellkultur-Medium Gberfhrt.

2.2.1.2 _Lineage Depletion“ zur Isolation humaner T-Zellen

Fur die Knockdown Experimente war es notwendig die T-Zellen gesunder Probanden aus
PBMCs aufzureinigen. Dafur verwendeten wir die Methode der ,,lineage depletion. Dabei
werden T-Zellen negativ selektioniert, indem mit Biotin gekoppelte ,,Lineage* Antikorper
an nicht-T-Zellen hybridisiert werden, wodurch anschlieBend eine magnetische Separation
stattfinden kann. Die so markierten Zellen kdnnen von einem speziellen Magneten (Dynal)
an den Rand der Reagenzglaser gezogen werden, sodass sie von den (brigen, nicht
magnetisch markierten Zellen der L6sung getrennt werden kénnen.

Daflir wurden die PBMCs aus gesunden Probanden Proben in 500ul PBS/1%FBS
resuspendiert und jeweils 1ul der Biotin gekoppelte Antikérper fur CD19 und CD14
dazugegeben. Somit erfolgt eine Entfernung der Monozyten und B-Zellen. Eine Depletion
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von Granulozyten ist dabei nicht notwendig, da diese bereits bei der Aufreinigung uber
Ficoll depletiert werden. Nach einer 45 minutigen Inkubationszeit bei 4°C auf dem Roller
wurden die Zellen zwei Mal in 50ml PBS/1%FBS gewaschen, in 6ml PBS/1%FBS
resuspendiert und auf Eis gestellt. Die magnetischen Streptavidin-Partikel werden in einem
15ml Falcon gewaschen und anschliefend mit der Antikdrper-beladenen Zellsuspension
resuspendiert. Zur Hybridisierung der magnetischen Partikel mit den Zell-gebundenen
Antikorpern wurde diese Losung nochmals fur 45 Minuten bei 4°C rollend inkubiert.
AnschlieBend wurde das jeweilige Falcon in den Dynal Magneten gestellt und fur sechs
Minuten separiert. Zellen, die der Magnet nicht an die Wand des Falcons gezogen hat,
werden vorsichtig mit einer Pipette entfernt und in ein neues 15ml Falcon tberflhrt. Dieser
Separationsvorgang wird vier Mal wiederholt um die magnetischen Partikel mit den
Monozyten und B-Zellen komplett aus der Suspension zu entfernen. AnschlieBend wird die
Losung zentrifugiert, zwei Mal gewaschen und in Zellkulturmedium resuspendiert. Die nun
vorliegenden T-Zellen (Reinheit >90%) konnen nun fur weitere Experimente verwendet

werden.

2.2.1.3 Zellkulturbedingungen fir Zelllinien und primére T-Zellen

Bei den von uns verwendeten primaren Zellen handelt es sich zum einen um
Mononuklearzellen und separierte T-Lymphozyten. Diese wurden in Gibco® RPMI11640-
Medium versetzt mit 10% fetalem Kalberserum (FCS), 5ml Penicillin-Streptomycin- Mix
(Endkonzentration jeweils S0ug/ml) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Bei
unseren verwendeten Zelllinien handelt es sich um HEL-Zellen (humane Erytholeukamie)
und HEK-293T Zellen. Die HEL-Zellen wurden kultiviert in Gibco® RPMI1640-Medium
versetzt mit 29ml Additiva, 10% fetalem Ké&lberserum (FCS), 5ml Penicillin-Streptomycin-
Mix (Endkonzentration jeweils 50pg/ml) sowie 100ul Plasmocin™ Prophylactic
(2,5mg/ml) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. Die HEK-293T-Zellen wurden in
Gibco® DMEM-Medium versetzt mit 29ml Additiva, 10% FBS, 5ml Penicillin-
Streptomycin-Mix, 5ml Gibco® L-Glutamin, 500pul 1M NaOH, 5ml 1M Hepespuffer sowie
100pl Plasmocin™ Prophylactic (2,5mg/ml) kultiviert und bei 37°C und 5% CO?2 inkubiert.

2.2.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Fur die dauerhafte Aufbewahrung der Mononuklearzellen der gesunden Probanden wurden
pro Proband je 5 Millionen Zellen pro Kryokontainer kryokonserviert. Daflr wurden die
Zellen in 800ul PBS, 100pl FBS und 100ul DMSO aufgenommen und mit Hilfe des

,Nalgene® Cell Freezing Containers* eingefroren. Mithilfe von Isopropanol als Isolator
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werden die Zellen so im -80°C Kihlschrank langsam Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
abgekdihlt bevor sie im Flussigstickstofftank bei -169°C eingelagert werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen fir finf Minuten bei 37°C zugig aufgetaut, mit PBS
gewaschen, um das zelltoxische DMSO zu entfernen, fir 5 Minuten bei 1400U/min

zentrifugiert und in Zellkulturmedium aufgenommen.

2.2.1.5 Ermittlung der Zellzahl

Fur die Ermittlung der Zellzahl benutzten wir eine 0,0025mm? Neubauer Zahlkammer.

Dafiir wurden 10pl der zu ermittelten Zellsuspension entnommen und mit 90ul Trypanblau-
Losung (0,4%) verdinnt. Davon wurden 10upl entnommen und auf die Neubauer-
Zahlkammer aufgebracht, sodass in den vier Grol3quadranten die lebenden Zellen unter dem
Mikroskop ausgezahlt werden konnten. Trypanblau besitzt die Eigenschaft, lebende Zellen
von toten Zellen unterscheiden zu konnen, in dem es durch die erhdhte Zellmembran-
Permeabilitat toter Zellen diese anféarbt, wéhrend lebende Zellen frei vom blauen Farbstoff
bleiben. Die gezéhlten Zellen kénnen mittels folgender Formel in die Anzahl lebender
Zellen /ml umgerechnet werden: Lebende Zellen/ml = Anzahl gezéhlter Zellen/Anzahl
gezahlter Quadranten x Verdinnungsfaktor x 10.000.

2.2.1.6 Transfektion von HEK-293T Zellen mit lentiviralen Partikeln

Die 293T-Zellen wurden aufgetaut und mit PBS+1%FBS gewaschen. Die Kultivierung
erfolgte in Gibco® DMEM Medium (mit Zusidtzen siehe ,,Kulturbedingungen®) auf
Zellkultur-Petrischalen fiir adhérente Zellen (Abbildung 1A). Nach zwei Tagen wurde der
Uberstand der 293T-Zellen bei einer Bodenkonfluenz von 60-70% verworfen und mit 4ml
Virusmedium ersetzt. Die fiir die Transfektion bendétigten lentiviralen Plasmide werden als
Suspension vorbereitet. Die Plasmid-Suspension enthalt 3ug des shRNA codierenden
Zielplasmids, sowie je 3ug der Packungsplasmide PSPAX.2 und PDM2.G. Die Plasmide
wurden in einem EppendorfgefaR in 900ul Opti-MEM® aufgenommen (Abbildung 1B).
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 59ul FUGENE® HD Transfection Reagent
(Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) zur Plasmid Suspension. Bei FUGENE® handelt es
sich um Substanz mit der Fahigkeit in wéssriger Losung Liposomen zu bilden und in diesen
DNA einschlielRen. Diese Liposomen sind in der Lage Zellmembranen zu durchdringen und
so molekularbiologische Werkzeuge in die Zellen zu transportieren. Die Mischung aus
Plasmiden, Opti-MEM® und FUGENE® wird fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wird die Ldsung vorsichtig unter langsamem Schwenken auf die
HEK-293T Zellen getropft (Abbildung 1B).
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24 Stunden nach Transfektion und Inkubation bei 37°C wurde der Uberstand verworfen und
mit 8ml neuem Gibco® DMEM Medium ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde der
Lentivirus-Partikel beinhaltende Uberstand mit einer 20ml Spritze abgezogen und durch
einen Virusfilter mit einer PorengréRe von 0,45um gefiltert um den Viruslberstand von
Zellfragmenten zu trennen (Abbildung 1 C). Die fertige Virussuspension wurde entweder

eingefroren oder direkt zur Infektion der HEL und T-Zellen verwendet.
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Abbildung 1: Herstellung lentiviraler Patikel und Infektion von Zielzellen

(A-C) Virusproduktion in HEK-293T Zellen. (E,D) Infektion von Zielzellen mit lentiviralen
Partikeln.

2.2.1.7 Infektion von Zellen mit lentiviralen Partikeln zum Knockdown von ABCB1

Fur die Infektion wurden je zwei Millionen HEL oder drei Millionen T-Zellen mit 1mi
Virus-Uberstand fiir 1,5 Stunden bei 2000U/min und 33°C zentrifugiert. Danach wurden
die Zellen in eine 24-Well Platte uberfiihrt und fir 18 Stunden bei 37°C inkubiert
(Abbildung 1D). Danach wurden die Zellen in PBS/1%FBS gewaschen, bei 1400U/min
finf Minuten zentrifugiert und in 4ml RPMI Medium aufgenommen. Die anschlieRende
Kultivierung erfolgte in 6-Well Platten. Zwei Tage nach der Infektion mit ShRNA haltigen
Viruspartikeln ist mit einem ,,Knockdown® des Ziel-Gens zu rechnen und die Zellen
konnen fir Experimente verwendet werden (Abbildung 1E). Zur effektiven Infektion der
humanen T-Zellen durch diese Methode, erfolgte im Voraus eine VVorstimulation mit 0,1%
PHA.
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2.2.2 Molekularbiologie
2.2.2.1 Transformation von E.coli und Plasmid Praparation

Fur die Vervielféltigung der ABCB1 shRNA Plasmide fuhrten wir eine Re-transformation
in eine E. coli Kultur mit anschlieBender Aufreinigung des Plasmids durch. Der ,,Top 10*
E.coli Stamm (chemisch kompetente Zellen) wurde aus -80°C aufgetaut und vorsichtig auf
1pl des jeweiligen Vektors in ein 1,5ml Eppendorfgefal pipettiert und fir 20 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien fiir 30 Sekunden bei 42° C einem Hitzeschock
ausgesetzt. Nach Zugabe von 300ul vorgewarmten S.0.C.-Medium wurden die Bakterien
fur eine Stunde bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Bakterien wurden nun auf die LB-
Ampicillin Agar-Platte fraktioniert ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde jeweils eine Kolonie der Bakterien gepickt und in ein 15ml Falcon-
GefalR mit 5ml Flissig LB-Medium und 5ul Ampicillin suspendiert und wieder bei 37°C
Uber Nacht schuttelnd inkubiert. Flr die Aufreinigung der Plasmide verwendeten wir das
,,QIAprep Spin Miniprep Kit“. Die Bakterien werden als erstes in 250ul P1 Puffer sorgfaltig
suspendiert. Mit dem P2 Puffer werden die Bakterien lysiert und anschlieRen der Essigséure
haltige N3 Puffer zum Ausféllen der Bakterien-DNA dazugegeben. Die Eppendorf Gefalie
mit der denaturierten Bakterien-DNA wurden fir zehn Minuten bei 13000U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wird nun in die ,,QIAprep Spin“ Saulen uberfihrt und in
mehreren Schritten gewaschen. Dabei werden unterschiedliche Puffer nacheinander
zugesetzt und die Losung in den ,,QlAprep Spin‘“ Saulen zentrifugiert. Das Zentrifugat wird
verworfen und neuer Puffer auf den Filter mit den enthaltenden Plasmiden pipettiert. Am
Ende wird die Plasmid DNA in DNAse/RNAse freiem Wasser geldst und noch einmal in
einer neuen sauberen ,,QlAprep Spin“ Sdule zentrifugiert. Jetzt enthalt das Zentrifugat die
gewunschte Plasmid DNA. Die DNA Konzentration und Reinheit wurde anschlieRend

mittels Nano Drop 2000 gemessen.

2.2.3 Biochemische Analysen
2.2.3.1 Western Blot

Fur die Bestimmung des ABCB1 Proteinlevels nach Knockdown wurden die infizierten
HEL und T-Zellen mit jeweils drei Millionen Zellen in gleichen Teilen fir jeden Ansatz
(scr-shRNA, ABCB1-shRNA1, ABCB1-shRNAZ2) aufgeteilt und drei Mal in PBS/1%FBS
gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt die Zellen mit jeweils 120pul Lysepuffer 1 fiir
HEL Zellen und 120ul Lysepuffer 2 fur T-Zellen versetzt und in neue Eppendorf Gefélie
uberfuhrt und 30 Minuten auf Eis lysiert. Daraufhin wurden die Zellen bei 13000U/min fiir
5 min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt und das Pellet
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verworfen. Nun sind die Zellen fur die Durchfuhrung des Western Blots bereit, kdnnen aber
auch fur die spatere Durchfiihrung weggefroren werden. Fir den Western Blot werden 30ul
des Lysats mit 5ml SDS-Probenpuffer versetzt und fir funf Minuten im Hitzeblock
aufgekocht. Die Laufkammer mit dem Gel (8% Acrylamid) wird mit 1x Western Blot Puffer
aufgefullt und 90ul des Lysats in die Geltaschen pipettiert. Nach einer Laufzeit von 90
Minuten bei 100V wird die Laufkammer demontiert und das Gel in Transferpuffer
eingeweicht und danach zusammen mit der Nitrocellulose Membran in das Western-
Blotting Papier und dann in die Halterung fiir das Blot-Sandwich eingespannt und bei 100V
fiir weitere 90 Minuten geblottet. Die Halterung wird demontiert, die Membran fur zehn
Minuten in 1x TBST Puffer gewaschen. Zum Blocken werden die Membranen mit 5%
Milchpulver in 1x TBST Puffer fir eine Stunde geschittelt und danach wieder drei Mal in
1x TBST Puffer gewaschen. Die Membranen werden geschnitten und mit dem
entsprechenden priméren Antikorper versetzt. Die Losung fur die Priméren Antikdrper
enthdlt 1x TBST Puffer und 5% BSA sowie den ABCB1-AK in einer Konzentration von
1/1000 sowie den GAPDH-AK in einer Konzentration von 1/3000. Bei 4°C werden die
Membranen in dieser Losung fur 12-18 Stunden in einem 50ml Falcon Gefal auf dem Roller
inkubiert. AnschlieRend werden die Membranen wieder drei Mal fur zehn Minuten in 1x
TBST Puffer gewaschen und danach mit dem sekundéren Antikorper versetzt. Fur ABCB1
handelt es sich dabei um einen sekundéaren anti-rabbit AK wéhrend GAPDH ein anti-mouse
AK ist. Beide werden in einer Konzentration von 1/2000 in 1x TBST Puffer und 5%
Milchpulver gemischt. Die Membran wird in dieser Lésung fur eine Stunde geschdittelt
inkubiert und danach wieder drei Mal flr zehn Minuten mit 1x TBST Puffer gewaschen.
Nun wird nach Zugabe von Super Signal® Chemolumineszenz der Membranstreifen im
Fusion Western Blot Entwickler fotografiert. Die Banden wurden densitometrisch mittels

ImagelJ analysiert.

2.2.3.2 Proliferationsmessung mittels MTS-Assay

Das ,,CellTiter96® AQueous One Solution Proliferation Assay* ist eine kolorimetrische
Methode zur Ermittlung der metabolischen Aktivitat einer Zellsuspension, als Korrelat zur
Zellzahl (und damit der Proliferation beim Ausbringen gleicher Zellzahlen zum Zeitpunkt
0). In stoffwechselaktiven Zellen spiegeln GAD(P)H-spezifische Oxydoreduktasen in
einem bestimmten Mal} die Vitalitats- und Proliferationseigenschaften der Zellen wieder.
Diese Enzyme reduzieren den MTS Farbstoff (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) in das unlosliche violette Formazan. Fir unsere Versuche

wurden die Zellen in Triplikaten mit verschiedenen Ruxolitinib Konzentrationen und
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Losungsmittelkontrolle (DMSO) auf einer 96 Well Platte behandelt. Daflir haben wir 30000
oder 50000 Zellen pro well aufgebracht. Diesen Versuch fuhrten wir fir die scr-shRNA,
ABCB1-shRNA1 und ABCB1-shRNAZ2 auf einer Platte durch. Die Zellen wurden fir drei
Tage (HEL Zellen) bzw. fir vier Tage (T-Zellen) bei 37°C inkubiert. Die MTS-Ldsung
wurde im Wasserbad aufgetaut und je 20ul/well auf die Platten aufgetragen. Nach weiteren
drei Stunden wurde im ,,Tecan® Sunrise* Plattenphotometer die Absorption jedes Wells bei
490nm gemessen. VVon jedem Messwert wurde zur Korrektur der Wert der ,,Leer-Kontrolle*
(nur RPMI) abgezogen. Fiir die erhaltenen Werte bei der Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen Ruxolitinib wurde eine Ratio (Abs.rux / Abs.omso) gebildet. Der so
entstandene Faktor gibt die relative Proliferation unter der entsprechenden Ruxolitinib
Dosis im Vergleich zur DMSO Kontrolle an.

2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Allgemeines zur Methode

Unter dem Begriff Durchflusszytometrie versteht man ein Messverfahren, in dem Zellen

zum einen uber ihre GroRe und Granularitat, zum anderen tber die Markierung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gezahlt und sortiert werden kdnnen. Dabei flieRen die Zellen in einer
Reihe mit hoher Geschwindigkeit an einer Spannungs/- bzw. Lichtquelle (Laser) vorbei.
Hier geben die Zellen je nach ihrer Form, ihren Eigenschaften (z.B. Granularitat) oder
Fluoreszenz-Farbung ein bestimmtes Streulicht oder Fluoreszenzsignal ab, welches mithilfe
eines Detektors gemessen wird. Man unterscheidet Vorwaértsstreulicht (FCS/ Forward
Scatter) welches die GroRe der Zelle angibt von Seitwaértsstreulicht (SSC/ Side Scatter)
welches die Granularitat der Zellen, die Menge der Vesikel und die GroRe des Zellkerns
wiederspiegelt. Bei dem von uns verwendeten FACS Gerat handelt sich um das FACS
Canto Il (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) mit der ,,FACS DIVA™
Software” (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) als Mess-Software.
Bearbeitet wurden die Daten mittels FlowJo™ (Tree star, Ashland, Oregon, USA).

2.2.4.2 Messung der ABC-Transporter und CD69 Expression auf T-Zellen

Fur die Messung der CD69 und ABC-Transporter Oberflachenexpression auf den T-Zellen
gesunder Probanden wurden zwei Millionen Mononuklearzellen in 1ml Gibco® RPMI auf
einer 24-Well Platte ausplattiert. Die Zellen jedes Probanden wurden entweder mit der
Losungsmittelkontrolle DMSO oder Ruxolitinib in einer Konzentration von 100nM
behandelt. Die Zellen wurden fur eine Stunde bei 37°C mit Ruxolitinib bzw. DMSO

inkubiert und danach mit 5ul PHA stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
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wurden die Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern fur die ABC-Transporter
ABCBL1, ABCC1 und ABCG2 sowie fur die Oberflachenmarker CD3 und CD4 geférbt. Die
Fraktion der CD3-positiven und CD4-negativen T-Zellen wurde als CD8- Zell-Fraktion
definiert. AuRerdem flihrten wir flr jeden ABC-Transporter-Antikorper eine 1gG-Kontrolle
mit. Die PBMCs von Patienten unter Ruxolitinib Therapie wurden stimuliert (PHA-L,
5ug/ml) und unstimuliert (als Negativkontrolle) auf 6-Well Platten aufgebracht. Nach 24
Stunden wurden durchflusszytometrisch ABC-Transporter- und CD69-Expression auf T-

Zellen der Patienten analog zu den gesunden Probanden bestimmt.

2.2.4.3 Messung der Proliferation mittels CFSE-Assay

Carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE) ist ein zellpermeabler Fluoreszenzfarbstoff
der kovalent an intrazelluldrer Lysine bindet. CFSE bleibt durch die stabile chemische
Bindung lange in der Zelle vorhanden und wird bei Zellteilung zu etwa gleichen Teilen an
die Tochterzellen weitergegeben. Mit steigender Zellteilungszahl nimmt das
Fluoreszenzsignal der einzelnen Zellen ab. Durch Messung der Fluoreszenzsignale mittels
Durchflusszytometrie kdnnen so die Proliferationseigenschaften von Zellen ermittelt
werden. Fir unsere Versuche verwendeten wir das CellTrace™ CFSE Cell Proliferation
Kit. Nach Isolation von Mononuklearzellen mittels FICOLL wurden die Zellen gezéhlt und
je zwei Millionen Zellen in 15ml Falcon GefaRe uberfuhrt. Danach wurden die Zellen
gewaschen, in 1ml PBS/1%FBS resuspendiert und mit CFSE zu einer Endkonzentration zu
5uM versetzt. Der Ansatz wurde 15 Minuten bei 37°C inkubiert, danach mit PBS/1%FBS
3x gewaschen und in Zellkulturmedium aufgenommen. Fir jeden Probanden wurde ein
Ansatz (Iml Volumen) mit der Losungsmittelkontrolle DMSO, sowie Ruxolitinib in einer
Konzentration von 100nM in einer 24 Well Platte angelegt. Die Zellen wurden mit Spg/ml
PHA und 1001E/ml IL2 stimuliert und fur fiinf Tage inkubiert. Die Proliferationsrate wurde
daraufhin durchflusszytometrisch bestimmt. Das Messfenster setzten wir dabei auf die
Gruppe der schnell proliferierenden Zellen, tblicherweise ~ 50% der am stérksten
proliferierenden Zellen in der DMSO Kontrolle.

2.2.4.4 Messung von Apoptose bzw. Ausschluss toter Zellen

Zum Ausschluss toter Zellen bei unseren durchflusszytometrischen Messungen
verwendeten wir den Fluoreszenzfarbstoff SYTOX® Blue ,,Dead Cell Stain® (Invitrogen,
Karlsruhe). Dieser Farbstoff farbt durch die erhohte Membranpermeabilitéat toter Zellen
Nukleinsdauren an, die in violettem Licht bei 405 nm blau aufleuchten. So konnten wir
durchflusszytometrisch den Anteil toter Zellen bestimmen. Zur Detektion friiherer Stadien
der Apoptose verwendeten wir AnnexinV V. Dieses markiert an der Zelloberflache
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exprimierte Phosphatidylserine und kann an einen Fluoreszensfarbstoff gebunden in der

Durchflusszytometrie erkannt werden.

2.2.4.5 ABC-Transporter Efflux Assay (Rhodamin123/Hoechst33324)
Zur funktionellen Bestimmung der Transportfunktion von ABCB1 und ABCG2 wurden die
fluoreszierenden Substrate Rhodamin123 (ABCB1) und Hoechst33342 (ABCG2)
verwendet. PBMCs aus dem peripheren Blut gesunder Probanden wurden nach Isolation flr
18h mit PHA (0,5%) und IL2 (50U/ml) stimuliert. Anschlieend wurden die Zellen fur 1h
bei 37°C mit den fluoreszierenden Substraten beladen (Rhodaminl23: 200ng/ml,
Hoechst33342: 5ug/ml). Zusétzlich erfolgte eine Co-Inkubation mit Ruxolitinib (50nM,
100nM, 500nM, 1uM), Verapamil (50uM als Positivkontrolle fur ABCB1) und DMSO als

Losungsmittelkontrolle. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit

PBS (+1%FBS) gewaschen und in neuem Zellkulturmedium resuspendiert. Wie initial
werden wieder Ruxolitinib, Verapamil oder DMSO als Substrate/Inhibitoren bzw.
Kontrollen hinzugefugt. Es erfolgte nun eine weitere Inkubation fiir 1h. In dieser Zeit
werden die fluoreszierenden Substrate nun durch ABCB1 und ABCG2 aus den Zellen
heraus transportiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine Oberflachenfarbung zur
Identifikation von CD4- und CD8- positiven T-Zellen (siehe 2.2.4.2) sowie die Messung im
FACS zur Registrierung der MFI der beiden Farbstoffe in den Zellpopulationen. Dabei
entspricht eine Zunahme der MFI im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle einer Retention

von Farbstoff in den Zellen und somit einer eingeschrankten ABC-Transportfunktion.

2.2.5 Software-Anwendungen und Statistik
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mittels Flowjo Software. Es
wurde ein ,,Gating® fiir CD69, sowie fiir CFSE durchgefiihrt, wihrend fir die ABC-
Transporter mit der Mittleren-Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) jedes Probanden gearbeitet
wurde. Alle Daten wurden als Rohdaten mithilfe von Microsoft Exel (Version 2013)
archiviert. Die grafische Verarbeitung sowie die statistischen Berechnungen wurden mit
,,GraphPad Prism* (Version 5) durchgefiihrt. Die durchflusszytometrische Quantifizierung
(,,Gating®) von CD69 bzw. CFSE wurde als nicht-parametrischer Datensatz mit dem
., Wilcoxon-matched-pairs-test™ statistisch ausgewertet. Fiir die statistische Erfassung der
Proliferation im MTS Assay, sowie der Anderung der ABCB1 Expression (MFI) auf T-
Zellen unter Behandlung mit Inhibitoren wichtiger zelluldrer Signalwege, wurde im Sinne
einer Auswertung parametrischer Daten ein gepaarter t-Test verwendet. Zum Vergleich der
ABC-Transporter MFI und CD69 Expression bzw. Proliferation wurde eine Korrelation

nach Pearson berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Die HOhe der Expression von ABC-Transportern ist ein Marker fir die
Aktivierbarkeit von T-Zellen mit Ruxolitinib behandelter MPN Patienten.
Auf der Suche nach einem Mechanismus zur Erklarung der Heterogenitat der
Immunsuppression nach JAK-Inhibition haben wir Proben von MPN Patienten unter
Ruxolitinib Therapie untersucht. Dafur haben wir aus frischem peripherem Blut von 15
Patienten Mononuklearzellen isoliert und fir 24 Stunden mit dem Mitogen PHA (0,5%)
stimuliert. AnschlieRend wurde durchflusszytometrisch die Oberflachen-Expression von
ABCB1, ABCC1, ABCG2 sowie die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf T-
Zellen (CD3 positive Zellen) bestimmt (Abbildung 2 A-F). CDG69 ist einer der am zeitigsten
auf der Oberflache von T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimierten Glykoproteine im
Rahmen der T-Zell-Aktivierung, zugehorig zur Superfamilie der C-Typ- Lectine (Ziegler et
al. 1994). Als pleiotroper Immunregulator spielt CD69 eine wichtige Rolle fur verschiedene
Funktionen wahrend der T-Zell-Aktivierung (Ziegler et al. 1994). Die genauen
Mechanismen mit denen CD69 Einfluss auf wichtige Zellfunktionen nimmt, sind jedoch nur
zum Teil bekannt. Besonders in der Durchflusszytometrie hat sich CD69 als
Aktivierungsmarker mit Korrelation zur Proliferation nach TCR Stimulation etabliert
(Simms und Ellis 1996). Fir die Fahigkeit zur T-Zell Aktivierung unter Ruxolitinib Therapie
zeigte sich, wie in den Vorarbeiten, eine grof3e Heterogenitat. Wahrend die T-Zellen einiger
Patienten eine hohe Induktion der CD69 Expression aufweisen, zeigte sich in den Proben
anderer Patienten nur eine moderate bis sehr schwache CD69 Induzierbarkeit unter
Ruxolitinib Therapie. Dabei schwankte die Anzahl der CD69 positiven Zellen 24 Stunden
nach Stimulation zwischen ca. 10% - 60% aller T-Zellen. Die Starke der Aktivierung steht
dabei im Zusammenhang mit der Oberflachen-Expression der untersuchten ABC-
Transporter (Abbildung 3A-C). Je hoher die Expression der ABC-Transporter auf T-Zellen
war, desto groBer war das Potential zur CD69 Induktion nach Stimulation mit PHA.
Interessanterweise fanden wir diese Korrelation bei allen der drei untersuchten ABC-
Transporter. Aufgrund dieses Zusammenhangs vermuten wir, dass die untersuchten ABC-
Transporter eine Rolle fur den zellularen Export von Ruxolitinib spielen, &hnlich wie dies
fur andere TKI oder JAK-Inhibitoren beschrieben ist. Patienten mit niedriger ABC-
Transporter Expression koénnten damit anfélliger gegeniiber den beschriebenen

opportunistischen Infektionen unter Ruxolitinib Therapie sein.
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Abbildung 2: Durchflusszytometrische Messung der Expression von ABC-Transportern und CD69
auf der Zellmembran von T-Zellen Ruxolitinib behandelter Patienten.

(A,B,C) Histogramme der Fluoreszenzintensitaten der ABC-Transporter Messung (blau) und der
zugehorigen 1gG-Kontrolle (rot) fur ABCB1 (A), ABCCL1 (B), ABCG2 (C) auf T-Zellen 24h nach
Aktivierung mit 5 pg/ml PHA beispielhaft in einem Patienten. (D) ABCB1 Expression von zwei
exemplarischen Patienten im Vergleich. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied der ABCB1
Expression. (E) CD69, ein Aktivierungsmarker von T-Zellen, wurde zuséatzlich in jedem Ansatz
durchflusszytometrisch gemessen. In der Patientenprobe mit hoher ABCB1 Expression zeigt sich ein
normaler Expressions-Anstieg von CD69 24h nach Aktivierung (>50% positive Zellen) im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle (graue Linie). (F) In der Probe mit niedriger ABCB1-Expression kommt
es nach Aktivierung nur zu einer eingeschrankten CD69 Expressions-Steigerung im Sinne einer
gehemmten T-Zell Antwort.
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Uns interessierte aulerdem, ob andere Faktoren wie zum Beispiel die Zusatzmedikation mit
anderen Medikamenten mit potentiellem Einfluss auf Zellen des Immunsystems, wie Aspirin
(ASS), Hydroxyurea (HU), Pomalidomid, Panobinostat, Sonidegib und Busulfan Einfluss auf
die Aktivierbarkeit von T-Zellen haben. Durch die Korrelation unserer Ergebnisse mit den
klinischen Hintergrund-Informationen der einzelnen Patienten konnten wir unsere Daten auf
verschiedene Storfaktoren prifen. Die eingenommene Ruxolitinib Dosis, der MPN-Subtyp, der
Mutationsstatus, Alter und die Co-Medikation, hatte keinen signifikanten Einfluss auf die T-
Zell Aktivierbarkeit im untersuchten Patientenmaterial (Abbildung 4 A-J). Interessanterweise
sehen wir auch hier, dass nicht unterschiedliche Ruxolitinib Dosen (10mg-40mg / Tag) einen

Einfluss auf die T-Zell Aktivierung haben, sondern dass dieser Effekt stark von der ABC-
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Abbildung  3:  Zusammenhang
zwischen T-Zell Aktivierbarkeit und

ABC-Transporter  Expression __in
Proben aus MPN-Patienten unter
Ruxolitinib Therapie.

(A,B,C) Korrelation der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI =
MFIlagc-MFligs) von  ABCBI],
ABCC1 und ABCG2 mit der CD69
Expression auf T-Zellen  mit
Ruxolitinib ~ behandelter =~ MPN-
Patienten. (A) Fir ABCBL zeigt sich
ein  signifikanter ~Zusammenhang
(Korrelation nach Pearson), wéhrend
ABCC1 (B) und ABCG2 (C) dem
gleichen Trend folgend jedoch nicht
signifikant sind. Am Boden der
Diagramme ist der
Korrelationskoeffizient (r) und der
jeweilge p - Wert dargestellt.

Transporter Expression der Patienten abzuhangen scheint.
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Abbildung 4: Variable klinische Einflussfaktoren haben keinen Einfluss auf die CD69 und ABCB1 Expression in
T-Zellen mit Ruxolitinib behandelter MPN-Patienten.

(A-H) Die Patienten wurden fiir die Einflussfaktoren MPN-Subtyp, Alter, Mutationsstatus und Ruxolitinib Dosis
pro Tag in einzelne Gruppen eingeteilt und die fiir die Patienten gemessenen CD69 (A,C,E,G) und ABCB1
(B,D,F,H) Expressionen miteinander verglichen. (A,B) Zwischen den einzelnen MPN-Subtypen sehen wir keine
Unterschiede in Bezug auf die CD69 oder ABCB1 Oberflachenexpression. (C,D) Auch beim Alter sehen wir eine
homogene Verteilung von CD69 und ABCB1 Expression zwischen den Altersgruppen. (E,F) Bezlglich des
Mutationsstatus kann ebenfalls kein Unterschied ausgemacht werden. (G,H) Durch eine Dosissteigerung von
Ruxolitinib wird keine Veranderung der T-Zell Aktivierung oder ABCB1-Expression erreicht. (1,J) Die Ko-
Medikation mit anderen potentiell immunsuppressiven Substanzen hat in unseren Experimenten keinen Einfluss auf
die CD69- und ABCB1-Expression
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3.2 Die Expression von ABC-Transportern korreliert mit der Empfindlichkeit
gegenuber Ruxolitinib in CD8-positiven T-Zellen gesunder Probanden.
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Abbildung 5: Ruxolitinib hemmt die Aktivierung und Proliferation in T-Zellen gesunder Spender

(A) Der prozentuale Anteil an CD69 positiven CD4- und CD8 -positiven T-Zellen gesunder Probanden
nach Behandlung der Zellen mit 100nM Ruxolitinib im Vergleich zur Lésungsmittel-Kontrolle DMSO.
Es zeigt sich eine deutlich erniedrigte CD69 Expression nach Ruxolitinib Behandlung. (B) Die relative
CD69-Expression als Quotient aus der absoluten CD69 Expression nach Ruxolitinib Behandlung und der
DMSO Kontrolle. (C) Anteil schnell proliferierender Zellen unter Behandlung mit Ruxolitinib oder der
Losungsmittelkontrolle DMSO. (D) Die relative Proliferation berechnet analog zu CD69. Nach
Behandlung mit Ruxolitinib zeigt sich besonders hier eine deutliche Heterogenitét.

Um den in den Patientenproben beobachteten Zusammenhang weiter zu untersuchen haben wir
Mononuklearzellen (PBMCs) von 53 gesunden Probanden untersucht. Dafir isolierten wir die
PBMCs mittels FICOLL aus dem Blut der gesunden Probanden und nahmen diese in Zellkultur-
Medium auf. AnschlieBend haben wir jede Probe mit dem Ldsungsmittel DMSO bzw.
Ruxolitinib behandelt und mit PHA stimuliert. Nach 24 Stunden wurde durchflusszytometrisch
in beiden Proben die CD69 Expression auf CD4- und CD8- positiven T-Zellen bestimmt. CD4-
positive Zellen reprasentieren die T-Helferzellen, wahrend CDB8-Zellen zytotoxische T-

Lymphozyten sind. In unseren Messungen zeigte sich sowohl in den CD4- als auch in der CD8-
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positiven T-Zellen eine deutliche Reduktion der prozentualen Anzahl CD69 positiver Zellen
durch Ruxolitinib (Abbildung 5A,B).

Die verwendete Ruxolitinib Dosis von 100nM entspricht einer in der Therapie von MPN
Patienten relevanten Plasma Konzentration (Shilling et al. 2010). Besonders in den CD8-, in

geringerem AusmaR auch in den CD4- T-Zellen sehen wir eine grof’e Spannweite in der
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Bestimmung der ABC-Transporter Expression auf der
Zellmembran von T-Zellen gesunder Probanden.

(A-D) Die Oberfachen Expression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 auf CD4- und CD8- positiven T-
Zellen, als mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI = MFlagc-MFligg). (A) Fir ABCBL1 zeigt sich die
durchschnittlich héchste Oberflachenexpression im Vergleich zu ABCC1 und ABCG2. Im Vergleich
zwischen CD4- und CD8- positiven T-Zellen ist kein mafigelblicher Unterschied in der Expression von
ABCBL1 (B), ABCC1 (C) und ABCG2 (D) erkennbar.

Reduktion der CD69 Induktion nach Ruxolitinib Behandlung. Diese Messwerte bestatigen die
Beobachtungen unserer bisherigen Studien und zeigen wieder eine starke Heterogenitat in einer
groeren Kohorte gesunder Probanden. Um einen besseren Eindruck Uber die generelle
Verteilung und Quantitat von ABC-Transportern auf der Oberflache von T-Zellen zu gewinnen
untersuchten wir die Expression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 auf der Oberflache von
CD4- und CD8- positiven T-Zellen in allen 53 gesunden Probanden. Dabei stellte sich ABCB1
wie im Patientenmaterial als am starksten exprimierter Transporter heraus (Abbildung 6).
Diese Beobachtungen sind fur CD4- und CD8- positive T-Zellen vergleichbar. In Hinblick auf
unsere Beobachtungen aus den Patientenproben, interessierte uns, ob es auch in den gesunden
Probanden einen Zusammenhang zwischen der Starke der ABC-Transporter Expression und

der Immunsuppression durch Ruxolitinib gibt.
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Abbildung 7: Korrelation der ABC-Transporter Oberfldchenexpression mit der Reduktion der CD69
Induktion durch Behandlung mit Ruxolitinib in Proben gesunder Probanden.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat der ABC-Transporter ABCB1 (A,B), ABCC1 (C,D) und ABCG2
(E,F) auf der Oberflaiche CD4- und CD8- positiver T-Zellen korreliert mit der relativen CD69
Expression nach in vitro Behandlung mit Ruxolitinib (CD69 ratio = CD69rux/CD69bwmso). (B,D,F) Wir
sehen einen signifikanten Zusammenhang in den CD8- positiven T-Zellen fiir alle drei untersuchten
ABC-Transporter. (A,C,E) In den CD4- positiven T-Zellen zeigt sich dieser Zusammenhang nicht.
Unten in jedem Bild angegeben sind der Korrelationskoeffizient (r) und der zugehérige p-Wert.
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Dafiir errechneten wir fur jeden Probanden einen Faktor der die Reduktion der CD69 positiven
Zellen unter Ruxolitinib Behandlung im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle angibt
(X=CD69RY*/CD69PMS0) (Abbildung 5B). Diesen Faktor setzten wir in Korrelation mit der
jeweiligen ABC-Transporter Expression des Probanden. Hier zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der Oberflachen Expression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 mit der
Reduktion von CD69 positiven Zellen unter Ruxolitinib Behandlung (Abbildung 7A-F).
Allerdings ist dieser Zusammenhang nur in den CD8- positiven T-Zellen signifikant. Diese
Daten lassen vermuten, dass die Menge an exprimierten ABC-Transportern auf T-Zellen eine
Rolle daflr spielt, inwieweit die T-Zellen in ihrer Aktivierbarkeit durch Ruxolitinib gehemmt
werden. Das kénnte damit zusammenhdangen, dass Ruxolitinib besser und schneller aus den
Zellen nach extrazellul&r transportiert wird und sich die intrazelluldre Wirkung auf die T-Zellen
dadurch reduziert. Dies konnte auch erklaren warum wir sowohl in Ruxolitinib behandelten
Patienten, als auch in den gesunden Probanden eine starke Heterogenitat in der Aktivierbarkeit
der T-Zellen sehen. Patienten und Probanden mit einer hohen Oberfldchen Expression von
ABC-Transportern zeigen eine starkere CD69 Induktion als Surrogat Marker fir eine hohere T-
Zell-Aktivitat, als Patienten und Probanden die weniger ABC-Transporter auf ihren T-Zellen
exprimieren.

Zur ersten Uberpriifung der funktionellen Konsequenzen der beobachteten CD69 Hemmung
haben wir mittels CFSE Assay die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen finf Tage nach
Stimulation mit PHA durchflusszytometrisch bestimmt. Diesen Versuch fihrten wir mit
Mononuklearzellen von 20 gesunden Probanden durch, wobei wir die Proliferation der T-Zellen
unter Behandlung mit Ruxolitinib mit der Proliferation unter Behandlung mit dem
Losungsmittel DMSO verglichen. Dabei untersuchten wir die Menge der schnell
proliferierenden T-Zellen (Abbildung 5C). Auch hier errechneten wir fiir jeden Probanden
wieder einen Faktor fiir die Reduktion der T-Zell Proliferation (analog zu CD69) (Abbildung
5D) und setzten diesen in Bezug zu der jeweiligen ABC-Transporter Oberflachen- Expression
von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 auf CD4- und CD8- positiven T-Zellen. Ein Zusammenhang
zwischen ABC-Transporter Oberflachen Expression und der Reduktion der schnell
proliferierenden T-Zellen konnte mittels CFSE Assay bei 100nM Ruxolitinib weder in den
CD8- noch in den CD4- positiven T-Zellen gezeigt werden (Abbildung 8 A-F).
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Abbildung 8: Korrelation der ABC-Transporter Oberflachenexpression mit der
Proliferationsrate nach Behandlung mit Ruxolitinib in Proben gesunder Probanden.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der ABC-Transporter ABCB1 (A,B), ABCCL1 (C,D) und
ABCG2 (E,F) auf der Oberflache CD4- und CD8- positiver T-Zellen korreliert mit der
Proliferation nach Behandlung mit Ruxolitinib (Proliferation ratio =
Proliferationrux/Proliferationpmso). Weder in den CD8- noch in den CD4- positiven T-Zellen ist
ein Zusammenhang erkennbar. Unten in jedem Bild angegeben sind der Korrelationskoeffizient
(r) und der zugehdorige p-Wert.
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3.3 Die Expression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 korrelieren auf humanen Zellen

Um eine Aussage Uber die Expression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 im Verhéltnis
zueinander zu treffen, haben wir die Ergebnisse der einzelnen ABC-Transporter Messungen der
53 gesunden Probanden intra-individuell verglichen. Dabei zeigt sich in CD4- und in CD8-
positiven T-Zellen ein Zusammenhang der Oberflachen Expression von ABCB1 sowohl mit
ABCC1 (Abbildung 9A,B) als auch mit ABCG2 (Abbildung 9C,D). Wir zeigen damit, dass
es ,,ABC-high“ bzw. ,,ABC-weak* exprimierende Probanden gibt. Aufgrund dieser Ergebnisse
gehen wir davon aus, dass die Expression der untersuchten ABC-Transporter in T-Zellen

maoglicherweise durch die gleichen regulatorischen Signalwege gesteuert wird.
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Abbildung 9: Korrelation der Oberflachenexpression von ABCB1 mit der Oberflachenexpression
von ABCC1 und ABCG?2 auf T-Zellen gesunder Probanden.

(A-D) Es wurden die mittleren Fluoreszenzintensitdten von ABCB1 mit denen von ABCC1 und
ABCG?2 auf der Oberflache CD4- (A,C) und CD8- (B,D) positiver T-Zellen korreliert. Es zeigt sich
sowohl zwischen ABCB1 und ABCC1 (A,B) als auch fur ABCB1 und ABCG2 (C,D) ein
Zusammenhang in CD4- und CD8- positiven T-Zellen. In jedem Bild finden sich unten der
Korrelationskoeffizient (r) und der zugehdrige p-Wert.
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Unter Berlicksichtigung unserer Beobachtung, dass ABCB1 der am stérksten exprimierte ABC-
Transporter auf T-Zellen ist, haben wir uns entschieden in den folgenden Experimenten die

Zusammenhange fokussiert auf ABCBL1 als Modell zu untersuchen.

3.4 Genetische Inaktivierung von ABCB1 mittels RNAi in HEL Zellen

Zur Festigung unserer Hypothese, dass ABC-Transporter (insbesondere ABCBL1) eine Rolle fir
die Wirksamkeit von Ruxolitinib in T-Zellen haben, rekapitulieren wir unsere Ansatze mittels
genetische Inaktivierung von ABCBL1. Dafir nutzten wir die Methode der RNA Interferenz
(Abbildung 1). Wir verwendeten zwei verschiedene shRNAs (ShRNA1 und shRNA2) zum
spezifischen Knockdown von ABCBL. Diese wahlten wir als die effektivsten Konstrukte aus
einer Reihe von funf verschiedenen shRNAs nach einer ersten Validierung in HEL Zellen aus.
HEL Zellen sind eine humane erytroleukamische Zelllinie (AML M6) mit Expression einer
JAK2V617F Mutation. Diese Zelllinie ist bekannt fir eine hohe funktionelle ABC-Transporter
Expression (Marks et al. 1996, Ishida et al. 1990, Ishida et al. 1989). Wir wahlten diese Zelllinie
als Modell um zun&chst in einem stark JAK2-abhangigen System den Effekt des ABCB1
Knockdown auf die Ruxolitinib Sensitivitat zu Gberprifen. Nach Infektion der HEL Zellen mit
lentiviralen Partikeln, welche die verschiedenen ABCB1-shRNAs bzw. das Kontroll-Plasmid
(scr-shRNA) enthalten, wurden diese in Zellkulturmedium fir drei Tage kultiviert und mir
Puromycin selektioniert. Um einen Effekt des Knockdown sichtbar zu machen und einen
funktionellen Zusammenhang darstellen zu kdnnen titrierten wir Ruxolitinib in einer
Konzentrationsreihe von 50nM, 100nM, 250nM, 500nM und 1uM fir eine Behandlungszeit
von 48 Stunden auf die infizierten HEL Zellen. Als Referenz verwendeten wir eine Kontrolle
mit dem Ldsungsmittel DMSO. Wir begannen mit einem Assay zur Apoptose-Messung nach
Behandlung der HEL Zellen mit den unterschiedlichen Ruxolitinib Konzentrationen. Dafiir
verwendeten wir AnnexinV V/SYTOX® Blue Farbung, zur Detektion apoptotischer Zellen.
Dabei markiert AnnexinV V Zellen, die Phosphatidylserine an ihrer Zelloberflache
exprimieren, was ein Zeichen fir die beginnende Apoptose ist. Durch Bindung von AnnexinV
V an einen Fluoreszenzfarbstoff kdnnen diese Zellen mittels Durchflusszytometrie sichtbar
gemacht werden. Zusatzlich farbten wir mittels SYTOX® blue tote und nekrotische Zellen.
SYTOX® blue hat die Eigenschaft Nukleinsduren anzuféarben, wobei es nur in die Zellen
gelangt wenn die Zellmembran im Rahmen des Zelltodes permeabel wird. Mittels
Durchflusszytometrie konnten wir so messen, wie viele Zellen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Dosen Ruxolitinib noch vital sind. Aus der Subtraktion dieser lebendigen
Zellen von 100% ergibt sich der Anteil toter Zellen. Generell zeigen unsere Messungen, dass
sowohl in der nicht zielgerichteten scr-shRNA als auch in ABCB1-shRNAL und -shRNAZ2 eine
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mit der Dosis von Ruxolitinib ansteigende Apoptose Rate auszumachen ist. In unseren
Untersuchungen zeigte sich auflerdem, dass in den Zellen die mit der scr-shRNA infiziert
wurden die Apoptose Rate am niedrigsten war. In Bezug dazu zeigte sich nach Infektion mit
ABCB1 -shRNA1 und -shRNA2 eine erhthte Apoptose-Rate bei allen verwendeten
Konzentrationen (Abbildung 10A).
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Abbildung 10: ABCB1 Knockdown in HEL Zellen

(A) Durchflusszytometrisch bestimmte Apoptose-Rate in HEL Zellen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Ruxolitinib Konzentrationen. Wir sehen einen deutlichen Anstiegt der Apoptose
in den Zellen mit ABCB1 Knockdown, wobei die ABCB1-shRNAL eine signifikante Steigerung der
Apoptose im Vergleich zur scr-shRNA aufweist. (B,C) Die Knockdown Effizienz im Western Blot
und der entsprechenden densitometrischen Auswertung ist bei der ABCB1-shRNA1 dabei durchweg
starker als mit der ABCB1-shRNAZ2. (D) Auch in der mittels MTS-Assay gemessenen Proliferation
unter Behandlung mit unterschiedlichen Dosen Ruxolitinib sehen wir in ABCB1-shRNA1 und
ABCB1-shRNAZ2 eine deutlich erniedrigte Proliferation. Die Messwerte der ABCB1-shRNA1 sind
dabei signifikant geringer als in der Kontrolle
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Dabei war die Apoptose Rate der shRNA1 durchweg signifikant héher als die scr-shRNA
wéhrend sich bei der shRNA2 nur bei 100nM Ruxolitinib eine signifikante Apoptose
Steigerung in Bezug zur scr-shRNA fand. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass durch
einen Knockdown von ABCBL, die Fahigkeit der HEL Zellen Ruxolitinib aus der Zelle zu
schleusen und sich dadurch vor den toxischen Eigenschaften zu schitzen reduziert wird.
Deshalb reagieren diese Zellen mit héherer Apoptose. Der Unterschied in der Apoptose Rate
der ABCB1-shRNAL und shRNAZ2 infizierten HEL Zellen lasst sich auf eine unterschiedliche
Knockdown Effizienz der shRNA Konstrukte in HEL Zellen zurtickfiihren. Die ABCB1-
shRNAL zeigte in HEL Zellen stets den starkeren Knockdown (>90%), wahrend die ABCB1-
ShRNAZ2 lediglich eine Reduktion des ABCB1-Levels um ca. 80% erreicht (Abbildung
10B,C). Somit scheint fiir einen ausgeprégten Effekt ein nahezu kompletter Knockdown von

ABCB1 von Noten zu sein.

Um eine weitere Aussage Uber die Auswirkungen des ABCB1 Knockdown zu treffen flhrten
wir ein MTS-Assay zur Messung der Proliferation der HEL Zellen durch. In diesem
Experiment titrierten wir Ruxolitinib in Konzentrationen von 12,5nM -1uM in Triplikaten auf
einer 96 Well Platte. Dabei verglichen wir wieder die scr-shRNA, ABCB1-shRNA1 und
ABCB1-shRNA2. Von diesem Experiment erstellten wir vier unabhangige Replikate. Dabei
inkubierten wir die Zellen nach Ruxolitinib-Behandlung firr drei Tage bei 37°C. Danach
bestimmten wir photometrisch die metabolische Aktivitat, als Aquivalent zur Zellzahl, nach
Zugabe des MTS Farbstoffes in jedes Well. Mittels Plattenphotometer wurde die Absorption
bei 490nm gemessen. In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass die Proliferation der HEL
Zellen unter steigender Ruxolitinib Konzentration wie erwartet reduziert wird. Die mit ABCB1-
shRNAL infizierten HEL Zellen sind in ihrer Proliferationsfahigkeit am meisten gehemmt. Sie
weisen eine signifikante Proliferationsreduktion in den Konzentrationen 100nM, 250nM und
500 nM gegeniiber den scr-shRNA HEL Zellen auf (Abbildung 10 D). Auch die mit der
ABCB1-shRNAZ2 infizierten HEL Zellen proliferieren langsamer als die scr-shRNA infizierten
Zellen. Dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant. Auch in diesem Experiment zeigt sich analog
zur Apoptose, dass der starkere ABCB1-Knockdown der shRNA1 den starkeren und
signifikanten Phanotyp in den HEL Zellen ergibt. Diese Untersuchungen untermauern unsere
Hypothese, dass ABCBL1 eine Schlisselrolle in der Ausschleusung von Ruxolitinib aus Zellen
spielt. Umso weniger ABCB1 von der Zelle gebildet und an der Zellmembran exprimiert wird,
desto sensibler ist die Zelle auf die toxischen Eigenschaften von Ruxolitinib. Besonders in den
mittleren Ruxolitinib Dosen (100-500nM), ergab sich nach ABCB1 Knockdown eine deutliche
Sensitivierung der Zellen gegeniiber Ruxolitinib. In den HEL Zellen mit dem starksten

44



Knockdown von ABCBL1 sehen wir, analog zu den Apoptose-Messungen, auch die grofite
Sensitivitat auf Ruxolitinib. Bei einer Ruxolitinib Konzentration von 1uM l&sst sich kein
Unterschied zwischen den unterschiedlichen Konstrukten mehr ausmachen.

3.5 Einfluss des ABCB1 Knockdown auf die Proliferation humaner T- Zellen

Neben dem Zelllinien-Model der HEL Zellen, wollten wir auch in humanen T-Zellen
untersuchen, welche Auswirkungen der Knockdown von ABCBL1 auf die Proliferation der
Zellen hat. Dafiir separierten wir Blut von sechs gesunden Probanden mittels FICOLL in
PBMCs und isolierten mittels Lineage-Cell-Depletion die T-Zellen. Die T-Zellen wurden mit
1pg/ml PHA fir 18h bei 37°C vorstimuliert und danach mit den lentiviralen Partikeln, die
entweder scr-shRNA, ABCB1-shRNAL1 oder ABCB1-shRNAZ2 enthielten, infiziert. Die
infizierten Zellen wurden wiederum 18 Stunden in Virus kultiviert. Danach wurde das Medium
durch Zellkultur-Medium ersetzt und die T- Zellen fir weitere 48 Stunden Kkultiviert
(Abbildung 1). Nach diesen 48 Stunden wurden die Zellen gezahlt und auf eine 96 Well Platte
aufgebracht. Dabei haben wir bei den ersten beiden Probanden jeweils 20.000 Zellen pro Well
aufgetragen, uns flr die weiteren vier Probanden zur besseren Darstellung der Effekte flr
50.000 Zellen pro Well entschieden. Die Zellen wurden in Triplikaten aufgetragen und mit
Konzentration von 12,5nM- 1uM Ruxolitinib behandelt. Nach vier Tagen Inkubation wurde
mittels MTS-Assay die Proliferationsrate, analog zu den HEL Zellen gemessen (Abbildung 11
A). Unsere Messungen zeigen, dass die Proliferationsrate durch einen Knockdown von ABCB1
in den Konzentrationen 12,5nM, 25nM, 50nM und 100nM im Vergleich zu scr-shRNA
reduziert wird. In den meisten Probanden Proben konnte im Gegensatz zu den HEL Zellen ein
starkerer Knockdown bei der ABCB1-shRNAZ2 erreicht werden (Abbildung 11 B). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass auch in humanen T-Zellen durch einen Knockdown von ABCBL die
Sensitivitat der Zellen gegentiber Ruxolitinib steigt und die Proliferation der Zellen starker
gehemmt wird. Ab einer Ruxolitinib Dosis tiber 100nM sehen wir keinen Unterschied zwischen
den Zellen die mit scr-shRNA, ABCB1-shRNA1 oder ABCB1-shRNAZ2 infiziert wurden. Mit
diesem Experiment haben wir auf genetischer Ebene modellhaft fir ABCB1 gezeigt, dass neben
der gefundenen Korrelation zwischen ABC-Transporter Expression und der Induzierbarkeit des
Aktivierungsmarkers CD69, die T- Zell Proliferation als wichtiger funktioneller Parameter der
T-Zell-Aktivierung mit der ABC-Transporter Expression korreliert ist.
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Abbildung 11: ABCB1 Knockdown in T-Zellen gesunder Probanden.

(A) Proliferation von T-Zellen nach Knockdown von ABCB1 gemessen mittels MTS-Assay in
gesunden Probanden nach Behandlung mit unterschiedliche Konzentrationen Ruxolitinib. Wir sehen
eine deutliche Verminderung der Proliferation in den Zellen mit ABCB1 knockdown im Vergleich zur
Kontrolle. (B) Bezogen auf die Knockdown-Effizienz zeigt die ABCB1-shRNA2 den stérkeren
Phénotyp in der densitometrischen Auswertung der Western-Blot Kontrollen. (C-H) Die mittels MTS-
Assay gemessene Proliferation sowie Western-Blot fir ABCB1 Knockdown in den einzelnen
Probanden. Deutlich zeigt sich der Zusammenhang zwischen Knockdown-Effizienz und T-Zell
Hemmung.
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Das gleichzeitige Fehlen von zwei Transportproteinen z.B. von ABCB1 und ABCG2, kénnte
somit zu einem drastischeren Phanotyp als der alleinige Knockdown von ABCBL fuhren.

3.6 Der Einfluss der JAK/STAT, PISK/AKT und MEK/ERK Signaltransduktion auf
die Oberflachenexpression von ABCBL1 in T-Zellen

Zur Klarung der Frage inwieweit die JAK-Inhibition selbst die Expression von ABCB1
veréndert bzw. welche anderen Signaltransduktionswege fur die Expression wichtig sind, haben
wir die Oberflachenexpression von ABCB1 nach Behandlung mit verschiedenen Kinase-
Inhibitoren gemessen. Bei der Stimulation von T-Zellen mit PHA kommt es zu einer
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors (TCR), durch eine Quervernetzung mit CD2. Diese Form der
TCR-Stimulation kommt bei der physiologischen Aktivierung von T-Zellen iber CD3 und
CD28 durch prasentierte Antigene nicht vor. Trotzdem werden die wichtigen Signalwege
unterhalb des TCR auch nach unspezifischer PHA Stimulation aktiviert. Es kommt dabei zu
einer Aktivierung des Ras/sMEK/ERK und PI3K/Akt Signalwegs (Abbildung 14). Die JAKs
spielen bei der Aktivierung von T-Zellen eine additive Rolle, indem sie modulatorische Signale
Uber Zytokin- Rezeptoren vermitteln. Auch unterhalb der JAKs werden neben den STATS,
Ras/MEK/Erk und PI3K/Akt aktiviert. In der Literatur ist ein Zusammenhang zwischen
MAPK/ERK Signalweg und ABCB1 Expression beschrieben (Chen et al. 2015; Tomiyasu et
al. 2013). Ebenfalls finden sich viele Hinweise fir eine Beteiligung des PI3K/AKT Signalwegs
an der Regulation der ABC-Transporter Expression (Yun et al. 2015; Hour et al. 2015; Xie et
al. 2013). Daruber hinaus ist unterhalb der JAKs STAT3 dafiir bekannt, die ABCB1 Expression
zu beeinflussen (Bourguignon et al. 2008). Aufgrund dieser Daten vermuteten wir einen
Einfluss der JAK/STAT, PI3K/AKT und MEK/ERK Signalwege auf die ABCB1
Oberflachenexpression in stimulierten humanen T-Zellen. Dafiir haben wir PBMCs aus flnf
gesunden Probanden isoliert und zundchst die basale ABCB1 Oberflachenexpression
durchflusszytometrisch gemessen. Hier zeigte sich, dass ABCB1 auch auf unstimulierten T-
Zellen exprimiert ist. Danach wurden die Zellen fur 24 Stunden mit PHA bzw. PHA + IL2
stimuliert und mit Ruxolitinib, dem MEKZ1/2 -Inhibitor UO126 und dem PI3K-Inhibitor
LY294002 behandelt. Nach diesen 24 Stunden wurde wieder die ABCB1 Expression gemessen.
Wir verglichen die Messwerte unter Kinase-Inhibitor Behandlung mit einer DMSO Kontrolle
und dem basalen Messwert. Durch Stimulation mit PHA bzw. PHA + IL2 steigt die ABCB1
Expression in T-Zellen im Vergleich zum basal Messwert an. Bei der Behandlung mit
Ruxolitinib zeigte sich nach 24 Stunden eine signifikant erniedrigte ABCB1 Expression nach
PHA+IL2 Stimulation im Vergleich zur DMSO Kontrolle (Abbildung 12). Bei
ausschlielRlicher PHA Stimulation zeigt sich keine Signifikanz jedoch der gleiche Trend.
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Diese Beobachtungen erkldren sich ber die Tatsache, dass die JAKs nicht im TCR
Signalweg, wohl aber unterhalb des IL2 Rezeptors involviert sind. (Abbildung 14) Das
unter alleiniger PHA Stimulation in einigen Zellen gesunder Probanden trotzdem ein Effekt
zu sehen ist erklaren wir damit, dass durch die Stimulation der Zelle mit PHA eine endogene
Zytokin Produktion stattfindet, welche wiederum zur autokrinen Aktivierung von Janus-
Kinasen fihren kann. Wir benutzen IL2 als Modell fir JAK vermittelte Zytokin
Signaltransduktion unter der Vorstellung, dass es additive Effekte mit Zytokinen gibt. Die

Ergebnisse nach Ruxolitinib Behandlung unterscheiden sich kaum zwischen
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Abbildung 12: Einfluss des JAK/STAT Signalwegs auf die ABCB1 Expression

Es wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von ABCB1 auf CD4 (A,C) - und CD8 (B,D)
-positiven T-Zellen direkt am Tag der Blutentnahme (basal), und 24 Stunden nach Stimulation
mit PHA (A,B) und PHA+IL2 (C,D) gemessen. Dabei zeigt sich nach Stimulation mit PHA+1L2
eine signifikante Reduktion der ABCB1 Expression unter in vitro Behandlung mit Ruxolitinib
im Vergleich zur DMSO Kontrolle (C,D), wéhrend in der ausschlieBlich mit PHA stimulierten
Gruppe der gleiche Trend, jedoch keine Signifikanz gezeigt werden konnte (A,B). AuRerdem
sieht man in den Stimulierten T-Zellen eine Zunahme der Oberflachenexpression im Vergleich
zu den basalen Messwerten vor Stimulation (A-D).
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den CD4- und CD8- positiven T-Zellen. Die Behandlung durch den MEKZ1/2 Inhibitor
UO0126 und dem PI3K-Inhibitor LY294002 bewirkt eine im Vergleich zur DMSO Kontrolle

* *
L. 3500-
3500 —‘ ‘ *%
3000 3000+
— 25004 = 25004
s =
= q m 20004
8 2000 @
2 2
< 4 500+ 1500
1000 1000+
CD4+ PHA 24h CD8+ PHA 24h
500 T T T 500 . . .
DMSO UO126  LY294002 DMSO uo126 LY 294002
MEK1/2  PI3K MEK12 — PI3K
Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor
C - D "
*%
35001 adakad | 3500- —\ ‘
3000 3000+
25004 2500+

ABCB1 MFI
- N
g 8
: =
ABCB1 MFI
a 3
g s

10004 1000
CD4+ PHAI/IL2 24h CD8+ PHA/IL2 24h
500 T T T 500 T T T
DMSO UO126  LY294002 DMSO Uo126 LY294002
MEK1/2 PI3K MEK1/2 PI3K
Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor

Abbildung 13: Einfluss des Ras/Mek/Erk und PI3K/Akt Signalweges auf die Expression von ABCB1.

Es wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von ABCB1 auf der Oberflache von CD4 (A,C) - und
CD8 (B,D) -positiven T-Zellen 24 Stunden nach Stimulation mit PHA (A,B) und PHA+IL2 (C,D)
gemessen. Dabei zeigt sich nach Stimulation eine signifikante Reduktion der ABCB1 Expression unter
Behandlung mit UO126 (MEK1/2 Inhibitor) und LY294002 (PI3K Inhibitor) im Vergleich zur DMSO
Kontrolle in CD4- und CD8- positiven T-Zellen. (A-D). Unter der Inhibition mit UO126 zeigt sich dabei
der stérkste Effekt.

deutlich starkere Reduktion der ABCB1 Oberflachenexpression als die Behandlung mit
Ruxolitinib. Diesen Effekt sehen wir sowohl in den CD4- als auch in den CD8- positiven T-
Zellen (Abbildung 13). Generell sehen wir in den mit PHA +IL2 stimulierten Zellen eine
noch deutlich ausgepragtere Reduktion der ABCB1 Oberflachenexpression gegendber der

DMSO Kontrolle als in den lediglich mit PHA stimulierten Zellen. Dieser Effekt ist
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maoglicherweise durch die Kostimulation von ERK und AKT uber die JAK Kinasen und die

Synergie zwischen dem TCR und dem IL2-Rezeptor in Bezug auf die MEK/ERK und
PI3K/AKT Signalwege zu erklaren (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Modell der Funktion
und Reqgulation von ABCB1 auf T-
Zellen.

(A) Kooperation von TCR- und
Zytokin-Signaltransduktion in der
Regulation der ABCB1 Expression
zum Export von Ruxolitinib oder
anderer Substrate aus T-Zellen. (B)
Einfluss von Ruxolitinib auf die
Expression von ABCB1. Es kommt
zum  Wegfall  der  Zytokin-
vermittelten  Signale. (C) Eine
Blockade des MEK/ERK bzw.
PI3K/Akt Signalweges reduziert
drastisch die Expression von ABCB1
auf T-Zellen.



Durch unsere Untersuchungen konnten wir zeigen, dass durch Stimulation von T-Zellen die
ABCB1 Oberflachenexpression steigt (Abbildung 12, Abbildung 14A). Die Behandlung mit
Ruxolitinib, flhrt zu einer Reduktion der ABCB1 Oberflachen Expression (Abbildung 12,
Abbildung 14 B). Dies ist ein Hinweis darauf, dass Ruxolitinib selbst seine Wirkung in der
Zelle verlangern konnte. Dies wiirde durch Inhibition der JAK1 und damit der Reduktion der
ABCB1 Oberflachenexpression durch Hemmung zellularer Signalwege maglich erscheinen.
Konsistent mit publizierten Daten sind auch in unseren Untersuchungen mit humanen T-Zellen
der PISBK/AKT und MEK/ERK Signalweg Regulatoren der ABCB1 Expression (Abbildung
13, Abbildung 14C).

3.7 Messung der Transportfunktion von ABCB1 und ABCG2 unter Ruxolitinib
Behandlung

Um abschlielend die Frage zu klaren, inwieweit Ruxolitinib tatséchlich ein Substrat bzw.
Inhibitor der untersuchten ABC-Transporter ist, haben wir ein Efflux-Assay mit
fluoreszierenden ABC-Substraten durchgefiihrt. Hierfur verwendeten wir Rhodamin123 als
Substrat fir ABCB1 und Hoechst33342 als Substrat fir ABCG2. Die Zellen wurden wie in
2.2.4.5 beschrieben mit den fluoreszierenden Substraten beladen und nach Inkubation mit
Ruxolitinib, Verapamil (als Positivkontrolle) oder DMSO (Ldsungsmittelkontrolle)
durchflusszytometrisch gemessen. Es zeigte sich, dass Ruxolitinib in den von uns verwendeten
Konzentrationen mit der biologischen Funktion von ABCBL1 interagiert. Wir konnten sowohl
in CD4- als auch in CD8- positiven T-Zellen zeigen, dass es durch Ruxolitinib Behandlung zu
einer signifikanten Hemmung des Rhodamin123-Efflux ber ABCB1 kommt (Abbildung
15A). Der Effekt von 100nM Ruxolitinib ist in unseren Experimenten vergleichbar mit dem
von Verapamil, einem bekannten Substrat und kompetitiven Inhibitor von ABCB1. Im
Gegensatz dazu konnten wir keinen Einfluss von Ruxolitinib auf die Transportfunktion von
ABCG?2 feststellen (Abbildung 15B). Diese Beobachtung legt nahe, dass anders als fir
Momelotinib beschrieben, im Falle von Ruxolitinib keine Synergie zwischen ABCB1 und
ABCG?2 besteht.
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Abbildung 15: Ruxolitinib hemmt den Substrat-Efflux Gber ABCB1.

(A) MFI von Rhodaminl123 in stimulierten PBMCs gesunder Probanden unter Behandlung mit
Ruxaolitinib, Verapamil oder DMSO zur Ermittlung der Pumpfunktion von ABCB1 in CD4- (links) und
CD8- (rechts) positiven T-Zellen. (B) Experiment analog zu A, Darstellung der MFI von Hoechst33342
zur Detektion der Pumpfunktion von ABCG2.
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4  Diskussion

Durch unsere Untersuchungen kénnen wir einen Zusammenhang zwischen der ABCB1-,
ABCC1- und ABCG2-Transporter Expression und der Aktivierbarkeit von T-Zellen, gemessen
durch den Aktivierungsmarker CD69 unter Ruxolitinib Behandlung, zeigen. Je mehr ABC-
Transporter auf der T-Zelle exprimiert sind, desto resistenter scheinen die T-Zellen gegenuber
dem hemmenden Einfluss von Ruxolitinib zu sein. Diese Korrelation zeigt sich in CD3-
positiven Zellen von mit Ruxolitinib behandelten Patienten und in CD8- positiven Zellen der
gesunden Probanden als signifikant. Wir verwendeten CD69 als einen Globalmarker der T-Zell
Aktivierung. Durch die Komplexitat der Biologie aktivierter T-Zellen kénnen wir durch die
Messung dieses einzelnen Markers jedoch keine umfassende Aussage Uber Parameter der T-
Zell-Funktion treffen. Beispielsweise konnten detaillierte Analysen von T-Zell Zytokin-
Profilen oder Untersuchungen zur Differenzierung von T-Zellen im Zusammenhang mit der
ABC-Transporter Expression néheren Aufschluss tber den Einfluss auf den funktionellen
Status der Zellen erbringen. Wir konnten aufgrund der geringen Anzahl untersuchter Patienten
und der relativen Seltenheit infektioser Nebenwirkungen in unserer Studie keinen
Zusammenhang zwischen CD69 Expression und Klinischer Symptomatik zeigen. Ob die
Patienten z.B. bei niedriger CD69 Expression hdufiger an Infektionen leiden, ist in weiteren
klinischen Studien zu untersuchen. Mdglicherweise gibt es fiir eine Korrelation mit klinischer
Immunsuppression spezifischere Marker als CD69. Trotz aller Vorbehalte gehen wir davon aus,
durch die Messung von CD69 modellhaft die T-Zell Aktivierung abbilden zu kénnen.

Ein mdglicher Storfaktor im Rahmen der ABC-Transporter Expressions-Messung kdnnte sich
dadurch ergeben, dass wir lediglich die Expression der jeweiligen Transporter ABCB1, ABCC1
und ABCG2, jedoch nicht deren Funktionalitdt Uberprift haben. Aus Studien in der
Normalbevolkerung sind mehrere Polymorphismen der ABC-Transporter Gene bekannt,
welche zu unterschiedlichen Phé&notypen fiihren (Bruhn und Cascorbi 2014). In unseren
Untersuchungen haben wir keine ,,Single Nucleotide Polymorphisms® (SNPs) iberprift. Auch
in diesem Fall konnten klinische Studien zu SNPs, z.B. im ABCB1 Gen, im Zusammenhang mit
der Infektanfalligkeit von MPN Patienten unter Ruxolitinib von Interesse fir die
Therapieoptimierung sein. Die von uns durchgefihrte Efflux-Messung kdnnte sich an dieser
Stelle als hilfreich erweisen, da sie sowohl die Expression als auch die Funktion der
untersuchten ABC-Transporter abbildet.

Des Weiteren stellt sich die Frage, weshalb wir ausschlieBlich in den CD8- positiven T-Zellen
einen signifikanten Zusammenhang von CD69 und ABC-Transporter Expression sehen, nicht
jedoch in den CD4- positiven Zellen. Es ist bekannt, dass viele Erkrankungen, wie

53



beispielsweise die Alopecia areata oder Immunreaktionen wie die GvHD, in denen die Therapie
mit Ruxolitinib einen positiven Effekt zeigt, malgeblich durch CD8- positive T-Zellen
vermittelt sind (Xing et al. 2014; Ju et al. 2014; Choi et al. 2014). Unsere Beobachtungen, die
einen CD8 pradominanten Phénotyp belegen, sind mit dieser Verteilung konsistent.

Besonders in CD8- positiven T-Zellen scheint ein relativ enger Zusammenhang zwischen CD69
Expression und Stéarke der T-Zell Aktivierung zu bestehen. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl
die Expression der ABC-Transporter als auch die Efflux-Hemmung von ABCB1 durch
Ruxolitinib in unseren Experimenten auf CD4- und CD8- positiven T-Zellen vergleichbar
waren, gehen wir davon aus, dass die prinzipiellen Mechanismen in beiden Zellpopulationen
ahnlich sind. Aufgrund der Heterogenitat der CD4- positiven Zellpopulation bildet CD69 hier
maoglicherweise die biologische Realitat weniger gut ab als in den CD8 positiven T-Zellen.
Beispielsweise liegt ein direkter Einfluss von Ruxolitinib auf die Differenzierung der T-
Helferzellen oder das Profil der sekretierten Zytokine nahe. Aus der Literatur ist bekannt, dass
auch die Funktion und Differenzierung der CD4- positiven T-Zellen maRgeblich durch
Ruxolitinib gehemmt wird (Heine et al. 2013a). Eine genaue Charakterisierung des Einflusses
von ABC-Transportern auf CD4-positiven Zellen unter Ruxolitinib Behandlung erscheint somit
sinnvoll und kdnnte weiter zum Verstandnis der heterogenen Immunkompromitierung in
Patienten beitragen.

Dartiber hinaus konnten wir mittels genetischer Inaktivierung von ABCB1 auf funktioneller
Ebene zeigen, dass die Abundanz dieses Transportproteins die Sensitivitdt von T-Zellen
gegeniiber Ruxolitinib beeinflusst. ABCB1 ist ein in der Literatur sehr gut und haufig
beschriebener ABC-Transporter. Er erzielte in unseren Experimenten die durchschnittlich
héchsten MFIs und war auch ohne Stimulation ausreichend auf den Zellen nachweisbar. Zudem
sahen wir in den Patientenproben lediglich in der Korrelation von ABCB1 mit der CD69
Expression einen signifikanten Zusammenhang. Auch bei der Korrelation von ABCB1 zu
ABCC1 und ABCG2 féllt auf, dass sowohl ABCC1 als auch ABCG2 beide mit ABCBL in ihrer
Expression signifikant korrelieren. Daher entschieden wir uns fiur ABCB1 um eine beispielhafte
Untersuchung durchzufiihren. In unseren Experimenten konnten wir bestatigen, dass ein
ABCB1 Knockdown in HEL und T-Zellen die Sensitivitat gegendiber Ruxolitinib erhoht. Dieser
Effekt zeigt sich in der Apoptose der HEL Zellen und in der Messung der Proliferation in HEL-
und primdren humanen T-Zellen. Dabei sahen wir jeweils nur bei hoher Knockdown Effizienz
einen signifikanten Ph&notyp. Ein milder Knockdown von ABCBL fihrte ebenfalls zu einer
Reduktion, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen. Mdglicherweise kommt es zu einer

kompensatorischen Aktivitatssteigerung anderer teil-redundanter ABC-Transporter. Wir gehen
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davon aus, dass der zwar signifikante, aber dennoch relativ milde Effekt im Hinblick auf die
Proliferation durch die alleinige Inaktivierung von ABCB1 bedingt ist. In der Literatur sind
synergistische Effekte von ABCB1 und ABCG2 beschrieben, durch die es zur Potenzierung der
intrazellularen Akkumulation von TKIs durch Doppel-Knockdown kommt (Durmus et al.
2013). Aufgrund dieser Daten vermuteten wir auch fiir Ruxolitinib eine Synergie zwischen
ABCBL1 und ABCG2. Durch genetische Inaktivierung von ABCB1 konnten wir modelhaft
zeigen, welche funktionellen Effekte die ABC-Transporter auf die T-Zell Funktionen haben
konnen.

Um einen direkten Nachweis der Interaktion zwischen Ruxolitinib und ABCB1 zu erbringen
haben wir im Weiteren ein Efflux-Assay mit Rhodaminl123, einem ABCB1 Substrat,
durchgefuhrt. Hier gelang uns der Nachweis einer direkten Interaktion zwischen Ruxolitinib
und ABCBL. Ruxolitinib hemmt in klinisch relevanten Dosen (ab 100nM) den zelluléren Efflux
von Rhodamin123. Somit konnen wir die Schlussfolgerung ziehen, dass Ruxolitinib entweder
ein kompetitiver Inhibitor (Substrat) oder ein allosterischer Hemmstoff von ABCBL1 ist. Die
Beobachtungen zur Korrelation der ABCB1 Expression mit der T-Zell Aktivierung, sowie die
RNAI Experimente suggerieren, dass Ruxolitinib tatsachlich von ABCBL1 transportiert wird und
somit ein Substrat von ABCBL ist. Eine Synergie zwischen ABCB1 und ABCG2 im Transport
von Ruxolitinib (wie fur Momelotinib beschrieben) kdnnen wir auf Basis unserer Experimente
nicht bestatigen (Durmus et al. 2013). Die Mdglichkeit von Synergien mit anderen ABC-
Transportern, die hier nicht untersucht wurden ist dabei méglich und wahrscheinlich.

Im Rahmen unserer Experimente haben wir erste Hinweise erhalten, dass der PI3K/AKT und
MEK/ERK Signalweg eine Rolle in der Regulation der ABCB1 Expression in T-Zellen spielt.
Auch in diesen Experimenten verwendeten wir ABCBL1 als Modell und gehen davon aus, dass
dieser Regulationsmechanismus moglicherweise auch fiir andere ABC-Transporter zutreffend
ist. Es ist umfassend beschrieben, dass die PI3K/AKT und MEK/ERK Signalwege zentrale
Regulatoren in aktivierten T-Zellen sind (Kortum et al. 2013; Cantrell 2002). Mit ihrer
Aktivierung durch Stimulation mit PHA und Co-Stimulation mit IL2 wird die ABCB1
Oberflachenexpression auf T-Zellen in unseren Experimenten gesteigert. Dieser Effekt ist
durch Inhibitoren dieser Signalwege, in unserem Fall durch den MEK1/2 Inhibitor UO126 und
den PI3K-Inhibitor LY294002 hemmbar (Abbildung 13, Abbildung 14C). Aufgrund des
Zusammenhangs zwischen dem PI3K/AKT und MEK/ERK Signalweg und der ABCB1
Expression in T-Zellen, spekulieren wir welche Funktionen die ABC-Transporter ohne die

Anwesenheit eines TKI wie Ruxolitinib fir die T-Zellen haben. ABC-Transporter kdnnten an
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dem Transfer immunmodulatorischer Peptide und Lipide beteiligt sein, und somit eine Rolle in
der Homoostase der T-Zellen in vivo einnehmen.

Auch unter dem Einfluss von Ruxolitinib sehen wir eine Minderung der ABCB1
Oberflachenexpression auf T-Zellen (Abbildung 12). Dieser Effekt ist jedoch nur unter
Kostimulation mit IL-2 und einem damit aktivierten JAK/STAT Signalwegs ausgepragt. Wir
wissen aus unseren Vorarbeiten, dass Ruxolitinib sowohl eine Blockade des JAK/STAT
Signalwegs, als auch des MAP-Kinase- und PI3K-Signalwegs nach IL2 Stimulation von T-
Zellen bewirkt. Wir vermuten deshalb, dass die Hemmung der ABCB1 Expression unter
Ruxolitinib auf eine Blockade des MAP-Kinase bzw. PI3BK/AKT Signalwegs unterhalb des IL2
Rezeptors zurlckzufuhren ist. Aufgrund der fortbestehenden Aktivierung dieser Signalwege
durch den TCR-Komplex kann es jedoch nur zu einer schwachen Reduktion der ABCB1
Expression durch den Wegfall des synergistischen IL2 Signals kommen (Abbildung 14 B).
ABC-Transporter vermittelter Efflux als Schutzmechanismus der T-Zelle gewinnt besonders
im Hinblick auf Ruxolitinib-Therapie-assoziierte Infektionen an Bedeutung. Wir vermuten,
dass Patienten mit einer geringen Expression von ABC-Transporter auf T-Zellen, durch die
Behandlung mit Ruxolitinib eher an Infektionen erkranken, da ihre T-Zellen nicht adéquat in
der Lage sind, sich vor zu viel intrazellularem Ruxolitinib zu schitzen. Durch eine erniedrigte
Anzahl an ABC-Transportern in der Zellmembran, kénnten z.B. weniger Ruxolitinib Molekiile
nach extrazelluldr transportiert werden. Dadurch konnte es zur verminderten Proliferation und
Differenzierung von T-Zellen, sowie zu einer Hemmung Zytokin-vermittelter Signale kommen.
Zukunftige klinische Studien kdnnten die Frage adressieren, ob sich durch die Bestimmung der
ABC-Transporter Expression ein Infekt-Risiko fir Patienten unter Ruxolitinib-Therapie
vorhersagen lasst. Hierdurch kdnnten Patienten mit einer sehr niedrigen ABC-Transporter
Expression und dem Risiko fur begleitende Infektionen schon frihzeitig mit einer
entsprechenden medikamentdsen Infektionsprophylaxe behandelt werden. Die Komplikationen
unter Ruxolitinib Therapie kdnnten so weiter minimiert werden, ohne das Therapie-Ansprechen
zu reduzieren. Unsere Arbeit liefert erste Hinweise darauf, dass ABCB1 sich als ein
Risikomarker fir Patienten in Behandlung mit JAK-Inhibitoren eignen konnte. In der
Korrelation der CD69 Aktivierbarkeit in T-Zellen mit der eingenommen Ruxolitinib Dosis der
jeweiligen MPN Patienten konnten wir keinen Zusammenhang feststellen. Diese Beobachtung
suggeriert, dass kein linearer Zusammenhang zwischen intrazelluldrer- und Serum-
Konzentration besteht.  Vielmehr scheint die Heterogenitdt in der T-Zell Hemmung

pradominant durch eine unterschiedliche ABC-Expression hervorgerufen zu sein.
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Neben den MPN finden sich auch in vielen soliden Tumoren gehduft Mutationen in
Tyrosinkinase-Rezeptoren oder Uber-Expression dieser Molekiile. Beispiele dafiir sind ABL,
BTK, FLT3, ¢c-KIT, HER2/neu, FGFR, VEGFR, PDGFR oder EGFR (Drake et al. 2014;
Traxler 2003). Fast alle dieser Rezeptoren vermitteln nach Aktivierung durch lhre Liganden
Signale Uber den MAP-Kinase- bzw. PI3K/Akt Signalweg. Dieser Zusammenhang kodnnte
erklaren warum viele Tumoren eine hohe Expression von ABC-Transportern zeigen. Obwohl
bei den meisten malignen Tumoren die Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren auf lange
Sicht oft unbefriedigende Ergebnisse liefert, konnte eine Co-Medikation mit diesen Substanzen
auf Basis der bisherigen Erkenntnisse die antitumorale Wirkung einer Chemotherapie
verbessern.

Bei der Optimierung einer therapeutischen Intervention ist somit die Balance zwischen einer
Hemmung der ABC-Transporter zur Verbesserung der zytostatischen Wirkung und einer
ausreichenden Restaktivitat der Membranpumpen zur Vermeidung toxischer Nebenwirkungen
zu finden. Wichtig ist vor allem die Kenntnis von ABC-Transporter Substraten um die
Verschreibung Kritischer Wirkstoffkombinationen aus Unwissenheit zu vermeiden. Nach
intensiver Prufung in klinischen Studien, kdnnte den ABC-Transportern eine dhnliche Rolle bei
der Préadiktion von Arzneimittelinteraktion zukommen, wie aktuell dem CytochromP450

System.
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5 Zusammenfassung

Wir haben in unseren Untersuchungen den JAK1/2 Inhibitor Ruxolitinib als ein Substrat des
ABCB1-Transporters identifiziert. Ruxolitinib ist der erste JAK Inhibitor mit Zulassung fur
Polycythdmia Vera (PV) und Myelofibrose (MF) in Deutschland. Dabei hemmt Ruxolitinib die
mutierte JAK2V617F Kinase in hamatopoetischen Zellen genauso wie die mit Zytokin-
Rezeptoren  assoziierten  Wildtyp-JAKs, z.B. in  Immunzellen. Durch diesen
immunmodulierenden Einfluss kommt es bei einigen Patienten unter Ruxolitinib Behandlung
zum Teil zu schweren infektidsen Komplikationen. Vorarbeiten unserer Gruppe zeigten eine
starke Heterogenitat der T-Zell Hemmung durch Ruxolitinib zwischen den einzelnen
untersuchten Individuen. Das flhrte uns zu der Zielstellung, eine Ursache flr das heterogene
Ansprechen der T-Zellen auf die Ruxolitinib Behandlung im Sinne einer starken oder
schwachen Hemmung zu finden. Wir entschieden uns fur die Untersuchung von ABC-
Transportern auf T-Zellen. Nach Stimulation von T-Zellen Ruxolitinib behandelter Patienten
zeigt sich eine starke Einschrankung der Immunfunktion nur in Proben mit einer geringen
Expression der Transportproteine ABCB1, ABCC1 und ABCG2. Um unsere Ergebnisse zu
validieren, fiihrten wir Messungen mit PBMCs einer gréReren Kohorte gesunder Probanden
durch. Dabei fanden wir einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Aktivierbarkeit von
T-Zellen und der Oberflachenexpression von ABCB1, ABCC1 und ABCG2 auf CD8-positiven
T-Zellen. Um einen funktionellen Beweis fur die Beteiligung von ABC-Transportern an der
Modulation der Ruxolitinib Sensitivitat zu erbringen, fiihrten wir eine genetische Inaktivierung
von ABCB1 mittels RNA Interferenz durch. In T-Zellen gesunder Probanden fiihrte
Inaktivierung von ABCBL1 zu einer vermehrten Hemmung der T-Zell Proliferation nach
Ruxolitinib Behandlung. Auch in der humanen Zelllinie HEL kann durch Inaktivierung von
ABCBL1 ein Zusammenhang zur Ruxolitinib Empfindlichkeit gezeigt werden. Durch die
Messung des Efflux fluoreszierender ABC-Substrate aus T-Zellen konnten wir abschlie3end
zeigen, dass Ruxolitinib Substrat bzw. Inhibitor von ABCB1, nicht jedoch von ABCG2, ist.
Unsere Daten lassen darauf schlieBen, dass niedrige ABC-Transporter Expression ein
Prédikator fur infektiose Komplikationen unter Ruxolitinib Therapie sein konnte. Durch die
Identifikation dieses Zusammenhangs ergeben sich potentiell neue Ansétze fir klinische
Studien zur Verbesserung des Therapie-Managements bei Patienten unter Behandlung mit

Ruxolitinib.
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