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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Bei Non-Hodgkin-Lymphomen wie dem follikularen Lymphom (FL), der chronisch
lymphatischen Leukamie (CLL) und dem kleinzelligen lymphozytischen Lymphom (engl.
small lymphocytic lymphoma — SLL), das von der WHO zur CLL gerechnet wird, handelt
es sich um hamatologische Malignome, die durch eine unkontrollierte Proliferation
klonaler B-Zellen gekennzeichnet sind. Sie fuhren in den meisten Fallen zu indolenten
Lymphadenopathien und konnen prinzipiell jedes Organ betreffen, was sich in der grol3en
Vielfalt klinischer Symptome widerspiegelt (Armitage et al., 2017). In den vergangenen
Jahrzehnten haben sich die therapeutischen Moglichkeiten der Non-Hodgkin-Lymphome
weiterentwickelt: von der klassischen Chemotherapie Uber die Immuntherapie hin zur
zielgerichteten Therapie (engl. targeted therapy). Einen Angriffspunkt solcher
zielgerichteten Therapien fur B-Zell-Malignome stellt die Phosphatidylinositol-3-Kinase
delta (PI3Kd) dar (Herman et al., 2010). Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) ist eine
Tyrosinkinase, die die Phosphorylierung des Membranlipids Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) katalysiert. PIP3
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Abb. 1: PI3Kd und ihre nachgeschalteten Signalwege. Mit freundlicher Genehmigung der

Gilead Sciences GmbH (©2013, Gilead Sciences Inc. All rights reserved)




wiederum aktiviert u.a. die Proteinkinase B (PKB, entspricht AKT) und hiertber die
nachgeschalteten Signalwege mTOR und NFkB, siehe Abb. 1.

Die katalytische Untereinheit der PI3K kommt in vier Isoformen vor: Die Isoformen a und
B werden in vielen Geweben exprimiert, die Isoformen y und & hingegen Uberwiegend in
hamatopoetischen Zellen. Ein Charakteristikum der B-Zell-Lymphome ist ein hyperaktiver
PI3Kd-Signalweg. An dieser Stelle entfaltet Idelalisib, ein sogenanntes ,small molecule’,
das die PIK3d hemmt, seine Wirkung. In der Behandlung von FL und CLL mit Idelalisib
konnten bemerkenswerte klinische Ergebnisse erzielt werden (Furman et al., 2014; Gopal
etal., 2014), so dass im September 2014 die Zulassung seitens der EMA fur folgende drei
Anwendungsgebiete bei erwachsenen Patient:innen erfolgte: zur Behandlung der CLL in
Kombination mit einem monoklonalen anti-CD20-Antikdrper (Rituximab) (1) nach
mindestens einer vorangegangenen Therapie oder (2) als Erstlinientherapie bei Vorliegen
einer 17p-Deletion oder einer TP53-Mutation bei Patientiinnen, fir die eine
Chemoimmuntherapie ungeeignet ist sowie (3) als Monotherapie zur Behandlung eines
FL, das refraktar nach zwei vorausgegangenen Therapielinien ist (European Medicines
Agency, 2014).

Unter Therapie mit Idelalisib in Kombination mit einer klassischen Immunchemotherapie
waren jedoch signifikant erhdhte Infektionsraten, beispielsweise mit Cytomegalievirus
(CMV) und Pneumocystis jirovecii (PJ), zu verzeichnen (de Weerdt et al., 2017). Im Marz
2016 schliel3lich veroffentliche der Hersteller Gilead Sciences GmbH einen Rote-Hand-
Brief zur Einschrankung der Anwendung von ldelalisib (Zydelig®), nachdem drei Studien
zu neuen Kombinationsschemata bzw. anderweitigen Patient:innenpopulationen
aufgrund einer erhdhten Anzahl infektionsbedingter Todesfalle abgebrochen werden
mussten. Der Einsatz als Erstlinientherapie bei Patientiinnen mit CLL und
nachgewiesener 17p-Deletion oder einer TP53-Mutation wird seither nicht mehr
empfohlen. Zudem wurden verschiedene Malinahmen zur Risikominimierung wahrend
der ldelalisib-Therapie festgelegt, u.a. die prophylaktische Behandlung gegen eine
Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie (PJP) wahrend der gesamten Dauer der Behandlung,
regelmafige klinische und laborchemische Untersuchungen auf das Vorliegen einer CMV-
Infektion sowie die Bestimmung der absoluten Neutrophilenzahl (ANZ) mindestens alle
zwei Wochen in den ersten sechs Monaten der Idelalisib-Therapie (Gilead Sciences
GmbH, 2016).



Eine Beeintrachtigung der T-Zell-vermittelten Immunitat durch direkte Auswirkungen von
Idelalisib auf die T-Zell-Migration und Zytokinproduktion wurde bereits als Nebenwirkung
beschrieben (Martinelli et al., 2018). Allerdings ist die T-Zell-vermittelte Immunitat und die
Einleitung einer suffizienten Immunantwort nicht nur von T-Zellen selbst abhangig,
sondern auch von professionellen Antigenprasentierenden Zellen (APC). Die potentesten
dieser APC sind die Dendritischen Zellen (DC); sie prasentieren spezifische Antigene in
Anwesenheit ko-stimulatorischer Moleklle und induzieren auf diese Weise CD8-positive
zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen) (Carbone et al., 1998). Bis dato lagen keine
Untersuchungen zum Einfluss einer potenziellen Modulation von DC durch Idelalisib vor.
In dieser Arbeit untersuchten wir daher den Effekt von lIdelalisib auf Phanotyp und
Funktion dendritischer Zellen, die Voraussetzung fur eine adaquate Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation der T-Zellen sind. Insbesondere wird herausgestellt, wie
die PI3Kd-Inhibition nicht nur direkt die Funktion der T-Zellen reduziert, sondern auch die

Antigen-spezifische T-Zell-Antwort durch Abschwachung der DC-Funktion beeinflusst.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Proben

Humane periphere mononukleare Zellen (PBMNC) wurden aus Buffy Coats von
freiwilligen, gesunden Blutspendern der Universitatsklinik Bonn mittels Ficoll-
Dichtezentrifugation (Heine, 2006) isoliert. Die Studie wurde seitens der Ethikkommission
an der Medizinischen Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
genehmigt (#173/09) und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
durchgefuhrt.

1.2.2 Medien und Reagenzien

Idelalisib wurde von Selleckchem bezogen. Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium
kultiviert, das Glutamax-l enthalt; zudem wurden 10%iges inaktiviertes fetales
Kalbsserum (RP10 Medium) sowie 1%iges Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) zugesetzt.
Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden alle Reagenzien uber Sigma-Aldrich

bezogen.



1.2.3 Generierung dendritischer Zellen

Aus den gewonnenen PBMNC wurden mittels Plastikadharenz monozytare DC generiert,
wie in vorherigen Arbeiten beschrieben (Heine et al., 2013). Die adharenten Monozyten
wurden mit RP10 Medium flr insgesamt sieben Tage inkubiert, an den Tagen 0, 2, 4 und
6 erfolgte die Zugabe der Zytokine GM-CSF (100 ng/ml, Leukine, Liquid Sargramostim)
und IL-4 (20 ng/ml, R&D Systems) zur Differenzierung der monozytaren in dendritische

Zellen.

1.2.4 Immunfarbungen

Zur Immunfarbung der generierten DC wurden Fluoreszenz-markierte monoklonale
Antikérper der Anbieter BD Biosciences, DakoDiagnostika, Immunotech, RD Systems und
eBioscience benutzt. Die Auswertung erfolgte via Durchflusszytometrie (FACS -

Fluorescence-activated cell sorter).

1.2.5 Farbung von Kern und Zytoskelett

Zur Anfarbung der Zellkerne der DC wurde die DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol, bezogen von Carl Roth) markiert, der sich insbesondere an
AT-reiche Regionen doppelstrangiger DNA anlagert. Zur Darstellung des Zytoskeletts
wurde Phalloidin (bezogen von Sigma-Aldrich) verwendet, das spezifisch an filamentdses
Aktin bindet und wiederum an einen grinen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Die auf
diese Weise gefarbten DC wurden im Anschluss mithilfe des Fluoreszenzmikroskopes

visualisiert.

1.2.6 Messung der Zytokin-Produktion

Zur Messung der Zytokin-Produktion wurde das eBioscienceTM ProcartaPlex Human
Th1/Th2 Zytokin-Panel (11-plex, Thermofisher) entsprechend der Herstellervorgaben
eingesetzt.

1.2.7 Gemischte Lymphozytenreaktion (MLR)
1 x 10° allogene PBMNC wurden mit vorbehandelten Stimulator-moDC ko-kultiviert. Am
funften Tag wurde [3H]-Thymidin (18,5 kBg/well; GE Healthcare) zugegeben und fir

weitere 16 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde der Einbau des Tritium-markierten
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Thymidin gemessen. Fur die inverse MLR wurden allogene PBMNC mit Idelalisib

vorbehandelt und mit unbehandelten DC fir funf Tage ko-inkubiert.

1.2.8 Bestimmung der Apoptoserate
Um die Apoptoserate zu ermitteln, wurden die DC einer Lebend-Tot-Farbung mit
Propidiumiodid (PI) unterzogen, im Anschluss wurde die Apoptoserate mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

1.2.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting

Der genaue Versuchsaufbau des Western Blots wurde bereits in vorherigen Arbeiten
erlautert und soll hier nur in Kirze dargestellt werden (Koerber et al., 2015): Aus den
geernteten Zellen wurden zunachst Lysate hergestellt und deren Proteinkonzentrationen
mithilfe eines Bicinchoninsaure-Verfahrens ermittelt (Pierce, Perbio Science, Bonn,
Deutschland). Jeweils 20 ug dieser Zelllysate wurden im Polyacrylamidgel der GroRe
nach aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Zur Markierung der
Proteine wurden monoklonale Antikorper der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa
Cruz, USA) eingesetzt. Zur Darstellung der Proteinbanden wurde ein verstarktes

Chemilumineszenz Kit verwendet (GE Healthcare).

1.2.10 Statistische Analyse

Samtliche Experimente wurden mindestens dreimal durchgefuhrt, hier werden
reprasentative Experimente gezeigt. Per Kolmogorov-Smirnov bzw. Shapiro-Wilk-Test
wurde eine Normalverteilung der Daten getestet. Die statistische Signifikanz der
normalverteilten Daten wurde mithilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (One-Way
Analysis of Variance — ANOVA) und dem Dunnett-Test unter Verwendung der Prism 8.4.3
Software (Graphpad Software) berechnet. Als Signifikanzniveau wurde a« = 0,05
festgelegt, sprich Ergebnisse des statistischen Signifikanztestes (p-Wert) < 0,05 wurden
als signifikant gewertet. Die jeweiligen p-Werte werden in den Legenden der Abbildungen
angegeben. Dargestellt sind der Mittelwert, sowie der Standardfehler des Mittelwertes

(standard error mean).
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Modulation der Differenzierung und der LPS-induzierten Reifung

Um die dosisabhangigen Effekte des PI3Kd-Inhibitors Idelalisib auf Zelldifferenzierung
und Expression der Aktivierungsmarker der DC zu verstehen, differenzierten wir
Monozyten zu monozytaren DC in Anwesenheit von GM-CSF und IL-4 (Zugabe an Tag O,
2, 4 und 6). Die Zugabe von Idelalisib bzw. DMSO erfolgte ebenfalls ab Tag 0 jeden
zweiten Tag. Wurden reife DC bendtigt, wurde die finale Reifung am 6. Tag durch Zugabe
von Lipopolysaccharid (LPS) induziert. Die Zellernte und —analyse erfolgte an Tag 7 (Abb.
2). Die eingesetzten Idelalisib-Konzentrationen korrelierten hierbei mit den in

Patient:innen-Seren gemessenen Konzentrationen.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Generierung von DC (Braun et al., 2021)

In einem ersten Schritt untersuchten wir den Effekt von Idelalisib auf die Morphologie der
DC, hierzu mikroskopierten wir die generierten DC sowohl im ungefarbten als auch im
Phalloidin/DAPI-gefarbten Zustand. In Abbildung 3 sind reprasentative Bilder
unbehandelter DC im Vergleich zu mit Idelalisib vorbehandelten DC dargestellt. Wir
beobachteten eine beeintrachtigte Bildung dendritischer Verastelungen durch Zugabe von

Idelalisib; die generierten Zellen ahnelten eher Monozyten als DC.
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Abb. 3: Reprasentative Bilder unbehandelter (linke Spalte) vs. mit Idelalisib vorbehandelter

(rechte Spalte) DC im ungefarbten Zustand (obere Zeile) bzw. nach DAPI/Phalloidin-Farbung
(untere Zeile) (Braun et al, 2021)

Im nachsten Schritt untersuchten wir, ob die Zugabe von lIdelalisib zu einer erhdhten

Apoptoserate der DC fuhrt, konnten aber bei den in vitro eingesetzten Dosierungen keinen

signifikanten toxischen Effekt ausmachen (Abb. 4).
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Mittels FACS-Analyse wurde die Expression verschiedener, fur DC charakteristischer
Oberflachenantigene untersucht. Die Expression des Monozyten-Markers CD14 blieb
durch Behandlung mit Idelalisib unbeeinflusst, wohingegen bei reifen DC die Expression
von CD1a, einem fur die Prasentation von Lipid- und Glycolipid-Antigenen relevanten
Oberflachenprotein, durch Idelalisib-Behandlung in Abhangigkeit von der Dosierung
signifikant hochreguliert wurde. LPS-gereifte und mit Idelalisib behandelte DC zeigten
eine signifikant reduzierte CD83-Expression im Vergleich zu DMSO-ausgesetzten
Monozyten. Andere Aktivierungsmarker wie bspw. CD86 und CD80, wurden durch
Idelalisib-Gabe nicht beeinflusst. Die Hemmung der PI3K®d resultierte aullerdem in einer
Herabregulation von PD-L1 auf unreifen DC, wahrend die CCR7-Expression
unbeeinflusst blieb. Nach LPS-induzierter Reifung der DC war die Veranderung der PD-

L1-Expression allerdings statistisch nicht relevant (Abb. 5 und 6).
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Abb.6: Die MFI der jeweiligen Oberflachen-Molekile dreier reprasentativer Versuche wurden
gepoolt und hier graphisch dargestellt. Die Signifikanz wurde mithilfe des Dunnett-
Mehrfachvergleichstestes (einfaktorielle Varianzanalyse) berechnet und bezieht sich auf die
Isotyp-Kontrolle. ns = nicht signifikant, *p < 0,05 (Braun et al., 2021)

1.3.2 Reduktion der allogenen T-Zell-Aktivierung durch monozytare DC

Weiterhin interessierte uns, auf welchem Wege ldelalisib die Interaktion zwischen DC und
T-Zellen verandert. So konnten wir in einer ,inversen‘ gemischten Lymphozytenreaktion
(MLR) zeigen, dass mit Idelalisib behandelte T-Zellen eine reduzierte Proliferation zeigten,

wenn sie gemeinsam mit allogenen (unbehandelten) DC inkubiert wurden (Abb. 7).
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Abb.7: Reduzierte T-Zell-Proliferation in der inversen gemischten Lymphozytenreaktion
(MLR). ns = nicht signifikant, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001
(Braun et al., 2021)
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Um die Fahigkeit mit Idelalisib vorbehandelter DC zur Orchestrierung der allogenen T-
Zellen beurteilen zu kénnen, ko-inkubierten wir vorbehandelte DC gemeinsam mit
unbehandelten T-Zellen (Abb. 8). Diese MLR zeigte eine eingeschrankte Induktion der T-
Zell-Proliferation durch mit Idelalisib vorbehandelte DC in vitro (Abb. 9). Somit konnte
gezeigt werden, dass Idelalisib sowohl T-Zellen als auch DC beeinflusst, indem es ihre
Fahigkeit allogene T-Zell-Antworten zu induzieren, herabsetzt und negativen Einfluss auf

die angeborene Immunreaktion ausubt.
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Abb. 8: Schematischer Versuchsaufbau der gemischten Lymphozytenreaktion (MLR)
(Braun et al., 2021)
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Abb. 9: Reduzierte T-Zell-Proliferation in der gemischten Lymphozytenreaktion (MLR)
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (Braun et al., 2021)



1.3.3 Idelalisib verandert die Zytokinsekretion LPS-gereifter DC

Neben ko-stimulierenden Signalen und Antigen-Prasentation beeinflussen DC die
Einleitung einer Immunantwort auch durch ihre Zytokinsekretion. Aus diesem Grund
analysierten wir die Ausschuttung entzindungsférdernder Zytokine durch DC nach
vorangegangener Idelalisib-Behandlung und LPS-Stimulation. Die von DC produzierten
Interleukine IL-12 und IL-2 sind fur die Aktivierung der T-Zellen verantwortlich. Interferon-
Y (INF-y), IL-4 und IL-13 leiten die T-Zell-Polarisierung ein bzw. erhalten diese aufrecht.
Des Weiteren wurde die Konzentration von TNFa als T-Zell-Effektor-Molekul analysiert.
Bei mit Idelalisib behandelten DC fanden wir signifikant verminderte Konzentrationen der
Zytokine TNFa, IL-13 und IL-12 im Vergleich zur Sekretion durch unbehandelte DC, die
Konzentrationen von IL-2 und INF-y verblieben hingegen unverandert. Die IL-4-Sekretion
durch unreife DC zeigte sich nach ldelalisib-Behandlung sogar deutlich erhéht; dieser

Effekt  wurde allerdings bei reifen DC aufgehoben (Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss von Idelalisib auf die Zytokinsekretion LPS-gereifter DC.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (Braun et al., 2021)
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1.3.4 Idelalisib hemmt den NFkB-Signalweg

Angesichts der signifikanten Herunterregulation der fur die T-Zell-Proliferation und

-Funktion verantwortlichen Zytokine, stellten wir uns die Frage, welche Auswirkungen dies

auf den NFkB-Signalweg, der dem PI3K/AKT-Signalweg nachgeschaltet ist, hat. Zu

diesem Zweck analysierten wir die
Proteinexpression der zum NFkB-
Proteinkomplex gehoérenden Rel-
Proteine Rel-A, Rel-B und c-Rel
mittels Western Blot. Reprasentative
Western Blots in Abb. 11 zeigen,
dass die beiden Proteine Rel-B und
c-Rel durch Zugabe von LPS zu
DC
werden, dieser Effekt aber durch
Idelalisib

dosisabhangig reduziert wurde. Die

monozytaren hochreguliert

Vorbehandlung mit
Expression von Rel-A blieb auch
nach ldelalisib-Zugabe unverandert

und diente als Ladekontrolle
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Abb. 11: Reduzierte Expression von c-Rel und Rel-
B nach Vorbehandlung mit Idelalisib und LPS-
Reifung (Braun et al., 2021)
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Abb. 12: Die endogene PI3K-
Expression sowie die Expression von
p-STAT3 werden durch Idelalisib
nicht verandert (Braun et al., 2021)

In einem weiteren Versuchsaufbau konnten wir

zeigen, dass weder die endogene PI3K-
Expression noch die Expression von p-STAT3
durch Behandlung mit Idelalisib verandert wurde.
Wie erwartet, wurde die Phosphorylierung der
PI3K durch Idelalisib gehemmt. Durch die R-Aktin-
Expression wird der Einsatz identischer
Proteinmengen in den Versuchsreihen bestatigt

(Abb. 12).
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1.4 Diskussion

1.4.1 Therapielimitierungen bei Einsatz von Idelalisib

In den vergangenen Jahren unterlag die Therapie der B-Zell-Lymphome angesichts der
Entwicklung neuartiger Medikamente einem starken Wandel: von der klassischen
Chemotherapie Uber die Immuntherapie hin zur zielgerichteten Therapie (,targeted
therapy’). Als vielversprechender Kandidat unter den ,small molecules’ der zielgerichteten
Therapien erhielt der PI3Kd-Inhibitor Idelalisib (Zydelig®) im September 2014 die
Zulassung seitens der EMA zur Behandlung der B-Non-Hodgkin-Lymphome CLL und FL.
Allerdings beobachtete man unter Therapie mit Idelalisib sowohl ernsthafte unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen (UAW) wie Transaminasenerhéhungen, Colitis und Diarrhoen als
auch lebensbedrohliche Infektionen, die zu Therapielimitierungen fuhrten (Furman et al.,
2014; de Weerdt et al., 2017).

Im Marz 2016 erschien schlie3lich ein Rote-Hand-Brief zu Idelalisib, der die Anwendung
von Idelalisib einschrankte und Malnahmen zur Risikominimierung wahrend der
Idelalisibtherapie, wie etwa regelmaliige klinische und virologische Screenings auf das
Vorliegen einer CMV-Infektion sowie Pneumocystis jirovecii-Prophylaxen fur die Dauer
der Idelalisib-Therapie vorschrieb. Der Einsatz von ldelalisib erfolgt im klinischen Alltag
seither nur noch zurlickhaltend, es kommen vermehrt alternative neue Substanzen wie
etwa der 2016 von der EMA zugelassene BCL2-Inhibitor Venetoclax oder die Bruton-

Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Ibrutinib) zum Einsatz.

1.4.2 Einfluss von Idelalisib auf das Immunsystem

Welche Mechanismen der immunsuppressiven Wirkung von ldelalisib zugrunde liegen,
konnte bislang nicht vollstandig geklart werden. Martinelli et al. (2018) konnten zeigen,
dass eine Therapie mit Idelalisib die T-Zell-vermittelte Immunitat einschrankt. Um der
Frage nachzugehen, welchen Einfluss Idelalisib auf dendritische Zellen nimmt,
generierten wir DC aus PBMNC unter Zugabe von Idelalisib und unterzogen diese
vorbehandelten Zellen verschiedenen Experimenten, um Veranderungen ihres Phanotyps

und ihrer Funktion zu detektieren.
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Unsere Untersuchungen zeigen nun, dass die Inhibition der PI3K& nicht nur Einfluss auf
T-Zellen und maligne B-Zellen austibt, sondern auch die Differenzierung und Funktion der
DC durch die In-vitro-Behandlung mit Idelalisib stark modifiziert wird.

Die Zugabe von lIdelalisib wahrend der Generierung monozytarer DC aus Monozyten
fuhrte zu einer defizitaren Differenzierung sowie einem veranderten Phanotyp der DC. So
war beispielsweise die Expression von CD83, einem Oberflachenprotein, das reife DC
exprimieren und das starkste ko-stimulierende Molekul in der Einleitung einer allogenen
T-Zell-Proliferation darstellt, nach LPS-Aktivierung und Idelalisib-Behandlung der DC
deutlich verringert (Zhou und Tedder, 1995). Diese verminderte Expression von CD83
kénnte sowohl den unreif imponierenden Phanotyp als auch das Unvermoégen der DC,
eine adaquate T-Zell-Proliferation auszulésen, erklaren. Bereits die alleinige
Herunterregulation von CD83 auf DC zieht eine Stérung der T-Zell-Antwort nach sich,
selbst wenn die Expression weiterer ko-stimulierender Molekule ungestort ist, wie schon
Aerts-Toegaert et al. (2007) zeigen konnten.

Die Beeintrachtigung der DC-Funktion wird aul3erdem anhand der verringerten Zytokin-
sekretion deutlich: nach LPS-Aktivierung zeigten sich bei mit ldelalisib behandelten DC
deutlich geringere Konzentrationen an IL-13, IL-12 und TNFa.

Wahrend einer CMV-Infektion konnten erhéhte Spiegel der von Th2-Zellen produzierten
Zytokine gemessen werden, die fur die Elimination des CMV-Virus unerlasslich sind (Essa
et al., 2009). Die Differenzierung der Tu2-Zellen wird durch IL-4 eingeleitet, dessen
Expression durch Idelalisib-Behandlung nicht herabgesetzt wird (Junttila, 2018). Fir das
Uberleben und den Erhalt der Funktionalitdt der Th2-Zellen ist hingegen IL-13
verantwortlich (Bellinghausen et al., 2003.; Yang et al., 2013). Eine verringerte IL-13
Sekretion fuhrt folglich zu einer verminderten Zytokinproduktion durch T-Helfer-2-Zellen
und konnte somit CMV-Infektionen begunstigen.

IL-12 spielt eine zentrale Rolle in der Induktion der T-Zell-Antwort (Trinchieri, 2003). Seine
Freisetzung ist daher Voraussetzung, um eine CMV-Primarinfektion mithilfe CD4-positiver
T-Zellen kontrollieren zu konnen (Popescu et al.,, 2016). So konnte neben der
Lymphozytopenie auch die verminderte Freisetzung von IL-12 und IL-13 durch
unzureichend differenzierte DC mit Idelalisib behandelter Patient:innen zur erhdhten
Anfalligkeit gegenliber CMV-Infektionen beitragen.
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Des Weiteren konnten wir zeigen, dass auch die direkte Hemmung des NFkB-
Signalweges durch ldelalisib zu einer Stérung der Funktion und einem unreif wirkenden
Phanotyp der DC fiihren kénnte. In Ubereinstimmung mit den von uns erhobenen Daten
konnten bereits fruihere Studien die Relevanz des NFkB-Signalweges fur die Entwicklung
dendritischer Zellen und die IL-12-Produktion unterstreichen (Ouaaz et al., 2002).

Eine weitere schwerwiegende Komplikation unter Idelalisib-Therapie stellt die
Pneumocystis jirovecii-Pneumonie dar. Fur die Elimination von Pneumocystis jirovecii ist
das Zytokin TNFa von grol3er Bedeutung (Chen et al., 1992). Die von uns gemessenen
verminderten TNFa-Spiegel nach Behandlung mit Idelalisib kénnten zum erhdhten Risiko
einer fatalen PJ-Pneumonie beitragen. Hier ist allerdings einschrankend zu
berucksichtigen, dass wir nur den Effekt von Idelalisib auf DC, nicht aber auf Makrophagen
untersuchten. Letztere stellen die wesentliche biologische Quelle fir TNFa dar, die TNFa-
Produktion durch DC macht nur einen geringen Anteil aus.

Das Unvermdgen Idelalisib-vorbehandelter DC nach infektidser Provokation eine robuste
Immunantwort einzuleiten, resultiert zudem aus der Tatsache, dass eine adaquate
Stimulation der T-Zellproliferation durch DC nach Zugabe von lIdelalisib nicht mehr
gewahrleistet ist. DC aktivieren naive T-Zellen Uber drei Signale: Antigen-Prasentation
(Signal 1), Ko-Stimulation (Signal 2) und Zytokin-Produktion (Signal 3) (Granucci et al.,
2013). Zwar war die Antigen-Prasentation nicht Bestandteil unserer Untersuchungen,
hinsichtlich der Ko-Stimulation und der Zytokin-Produktion konnten wir aber zeigen, dass
beide Signale durch Behandlung der DC mit Idelalisib verandert wurden. Unsere
Ergebnisse in Bezug auf die eingeschrankte T-Zell-Proliferation in der MLR kongruieren
hiermit.

Die von uns gefundenen Einflisse von lIdelalisib auf verschiedene Aspekte des
Immunsystems  konnten helfen, die zugrundeliegenden Mechanismen der
schwerwiegenden infektiosen Komplikationen unter Idelalisibtherapie, zu verstehen.
Idelalisib verringert die Expression mindestens eines ko-stimulierenden Molekils auf der
DC-Oberflache und, noch wichtiger, vermindert die Produktion verschiedener Zytokine
durch DC in vitro. Fir eine korrekte T-Zell-Differenzierung und Polarisierung sind
ebendiese Zytokine aber essenziell. Klinische Infektionen mit CMV oder PJ kdnnten daher
nicht nur Folge fehlerhafter T-Zell-Antworten, sondern auch durch insuffiziente T-Zell-

Polarisierung infolge verminderter Zytokinsekretion begrundet sein. Zwar wurden unsere
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Daten in vitro erhoben, klinische Beobachtungen implizieren aber die Relevanz unserer

Ergebnisse in vivo.

1.4.3 Neue Einsatzgebiete der PI3K&-Inhibitoren

Wahrend die schwerwiegenden infektiosen Komplikationen den Einsatz von Idelalisib zur
Behandlung der B-Zell-Lymphome limitieren, konnte die Suppression der T-Zellen und DC
auch neue Einsatzgebiete fur PI3Kd-Inhibitoren eroffnen, etwa fur myeloproliferative
Neoplasien (MPN), die durch chronische Entziindungsreaktionen beglnstigt werden
(Hasselbalch und Bjgrn, 2015). So lauft seit 2017 eine klinische Studie zum Einsatz einer
Kombination aus dem PI3Kd-Inhibitor Parsaclisib mit dem JAK-Inhibitor Ruxolitinib bei
Myelofibrosepatient:innen, die vielversprechende Zwischenergebnisse lieferte
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02718300). Die Ergebnisse werden bislang auf die
direkten Effekte der PI3K&-Inhibitoren auf die malignen Zellen zurlickgefiihrt (Bartalucci
et al., 2017). In Anbetracht der von uns erzielten Ergebnisse ist aber davon auszugehen,

dass auch die Auswirkungen des PI3Kd-Inhibitors auf die DC hierfur mitursachlich sind.
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1.5 Zusammenfassung

Der PI3Kd-Inhibitor Idelalisib wurde 2014 zur Behandlung der Non-Hodgkin-Lymphome
FL und CLL zugelassen. Aufgrund von gravierenden Infektionskomplikationen mit
Cytomegalievirus und Pneumocystis jirovecii ist der Einsatz von Idelalisib in den
vergangenen Jahren jedoch deutlich zuriickgegangen; im Jahr 2016 erschien ein ,Rote-
Hand-Brief* mit Einschrankungen der Anwendungsgebiete aufgrund des erhohten
Infektionsrisikos. Unser Ziel war es, den Einfluss von Idelalisib auf humane Dendritische
Zellen (DC) als wichtige Vermittler in der Einleitung der zellularen Immunantwort zu
untersuchen. Wir konnten zeigen, dass die Behandlung von aus Monozyten generierten
DC mit Idelalisib zu einem unreif imponierenden Phanotyp flhrt. Dariber hinaus konnten
mit Idelalisib behandelte DC nach Aktivierung mit dem TLR-9-Liganden Lipopolysaccharid
(LPS) in geringerem Mall ko-stimulatorische Molekile, insbesondere CD83,
hochregulieren als solche, die lediglich mit der Tragersubstanz behandelt worden waren.
Passend hierzu zeigte sich in Abhangigkeit von der angewendeten Dosis ein
zunehmendes Unvermogen der mit Idelalisib behandelten DC, eine suffiziente
Proliferation und Differenzierung allogener T-Zellen auszuldsen. Schlielich zeigte sich
auch die Aktivierung des NfkB-Signalweges bei Idelalisib-behandelten DC vermindert. Die
Inhibition der PI3K& wahrend der Zelldifferenzierung der DC fuhrte dartber hinaus zu
einer reduzierten Sekretion der Zytokine Interleukin-12, Interleukin-13 und TNFa nach
LPS-Stimulation. Diese sind fir die Elimination von Infektionserregern wie CMV und PJ
von grof3er Relevanz. In Zusammenschau dieser Befunde fiihrte die Behandlung der DC
mit ldelalisib somit nicht nur zu einer defizitaren DC, sondern auch zu einer reduzierten T-
Zell-Aktivierung. Unsere Ergebnisse deuten entsprechend darauf hin, dass schwere
Infektionskomplikationen nicht nur auf die direkte PI3K&-Inhibition in T-Zellen, sondern
auch auf eine gestdrte Funktion der DC bei mit Idelalisib therapierten Patient:innen
zurtckzufihren sein kdnnten. Unsere Arbeit liefert neue Einblicke in die Pathogenese
Idelalisib-assoziierter Infektionskomplikationen und koénnte Grundlagen flr neuartige

Therapieoptionen etwa flr myeloproliferative Neoplasien mit Idelalisib liefern.
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Abstract

The PI3K&-inhibitor Idelalisib is approved for the treatment of Non-Hodgkin lymphoma. However, its use has been decreased
within the last years due to deleterious infections such as cytomegalovirus and pneumocystis jirovecii. Here, we have inves-
tigated the effect of Idelalisib on human monocyte-derived dendritic cells (DCs) as important players in the induction of
immune responses. We found that Idelalisib-treated DCs displayed impaired T cell stimulatory function. PI3K3 inhibition
during differentiation resulted in decreased Interleukin-12, Interleukin-13 and TNFa production by DCs after lipopolysac-
charide stimulation. Moreover, DCs showed decreased expression of the activation marker CD83 after Idelalisib treatment.
Further, in line with this was the failure of Idelalisib-treated DCs to properly induce allogeneic T cells in a dose-dependent
manner. Finally, activation of the NFkB pathway was also ablated in Idelalisib-treated DCs. Our results implicate that severe
infectious complications may not only result from direct PI3K&-inhibition in T cells, but also from impaired DC function
in Idelalisib-treated patients. Here, we provide new insight into the pathogenesis of Idelalisib-associated infectious com-
plications. Our study may further provide a rationale for the use of Idelalisib as a novel therapeutic option in inflammatory
diseases.

Keywords Idelalisib - Infection - Dendritic cells - PI3K&

Introduction

Non-Hodgkin lymphoma, like follicular lymphoma (FL) and
small lymphocytic lymphoma/chronic lymphatic leukemia
(SLL/CLL), are hematological malignancies characterized
by uncontrolled proliferation of clonal B cells, which leads
to painless lymphadenopathy in most cases. Any organ may
be affected, which is reflected by the broad variety of clini-
cal presentations of these diseases [1]. Treatment options for
Non-Hodgkin lymphomas have evolved in the past decades

Christiane Braun and Sebastian Schlaweck have contributed
equally

< Annkristin Heine
Annkristin.Heine @ukbonn.de

Medical Clinic III, Clinic for Oncology, Hematology,
Immuno-Oncology and Rheumatology/Clinical
Immunology, University Hospital Bonn, Venusberg Campus
1, 53127 Bonn, Germany

Faculty of Medicine, Mildred Scheel School of Oncology
Aachen Bonn Cologne Diisseldorf (MSSO ABCD),
University Hospital of Bonn, 53127 Bonn, Germany

from classical chemotherapy to immunotherapy as well as
targeted therapy. Among targeted therapies, PI3Kd has been
identified as a potent target for B cell malignancies. PI3Kd
is a tyrosine kinase predominantly expressed in leukocytes.
It is located in the cytoplasm and activates the AKT/mTOR
pathway [2]. Idelalisib, a specific small molecule inhibit-
ing PI3KS, showed remarkable clinical results for the treat-
ment of FL as well as CLL [3, 4]. However, infection rates,
for example of cytomegalovirus (CMV) and pneumocystis
jirocevii (PJP) in patients treated with Idelalisib in combina-
tion with classical immune-chemotherapy, were significantly
increased [S5]. Impaired T cell-mediated immunity due to
direct effects on T cell migration and cytokine production
has already been described as a side effect of Idelalisib treat-
ment [6].

T cell-mediated immunity and the induction of a potent
immune response are not only T cell-dependent, but also
require professional antigen-presenting cells (APCs). Den-
dritic cells (DCs) presenting a specific antigen and express-
ing appropriate co-stimulatory molecules are the most
potent APCs. They can orchestrate immune responses of
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naive CD8+ T cells and subsequently induce cytotoxic T
cell responses [7].

In this study, we investigated the effect of Idelalisib on
DC function, which is a prerequisite for appropriate T cell
activation, differentiation and proliferation. Our study may
highlight how PI3K3 inhibition not only diminishes T cell
function directly, but also affects antigen-specific T cell
responses through attenuated DC function.

Methods
Samples

Human monocytes were isolated from buffy coats from vol-
untary blood donors at the University Hospital Bonn.

Media and reagents

Idelalisib was purchased from Selleckchem. Cells were cul-
tured in RPMI 1640 containing glutamax-I, supplemented
with 10% inactivated fetal calf serum (RP10 medium) and
1% penicillin/streptomycin (Invitrogen). Unless otherwise
indicated, all reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

Generation of DCs

Plastic adherence of peripheral blood allowed the genera-
tion of human moDCs, as previously described [8]. These
adherent cells were differentiated in RP10 medium. GM-
CSF (100 ng/ml; Leukine, Liquid Sargramostim) and IL-4
(20 ng/ml; R&D Systems) were supplemented from the
beginning every other day.

Immunostaining
Fluorescence-labeled, monoclonal antibodies commercially
available from BD Biosciences, DakoDiagnostika, Immuno-

tech, R&D Systems and eBioscience were used for staining
of generated DCs.

Determination of cytokine production
Cytokine secretion was analyzed using the eBioscience™

ProcartaPlex Human Thl /Th2 Zytokin-Panel (11-plex)
(Thermofisher) according to the manufacturer’s instructions.

Mixed lymphocyte reactions
1 x 10° allogeneic peripheral blood mononuclear cells

were co-cultured with pretreated and irradiated stimulator
moDCs. On day 5, after a 16 h pulse with [*H]-thymidine
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(18.5 kBg/well; GE Healthcare) Tritium-labeled thymidine
incorporation was measured.

Detection of apoptosis

Apoptosis in DCs was detected by live-dead staining using
the propidium iodide or 7-aminoactinomycin D—annexin V
staining kit from eBioscience.

Polyacrylamide gel electrophoresis and western
blotting

Western blotting was performed as described before [9].
Briefly, whole cell lysates were generated, and protein con-
centration was measured using a bicinchoninic acid assay
(Pierce, Perbio Science, Bonn, Germany). Whole cell lysates
(20 pg) were separated on a polyacrylamide gel and trans-
ferred onto a nitrocellulose membrane. Monoclonal antibod-
ies by Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, USA)
were used. An enhanced chemiluminescence kit was used
to detect protein bands (GE Healthcare).

Statistical analysis

All experiments were performed at least 3 times, with rep-
resentative experiments shown. Statistical significance was
calculated with one-way analysis of variance (ANOVA)
and Dunnett’s using the Prism 8.4.3 software (Graphpad
Software).

Results

Idelalisib modulates the differentiation of human
monocytes into DCs and decreases LPS-induced
maturation of moDCs

To understand dose-dependent effects of the PI3K$ inhibitor
on lineage and activation markers, we differentiated mono-
cytes into moDCs in the presence of GM-CSF and IL-4.
Idelalisib applications were performed from day 0, on every
other day, and final LPS maturation was induced on day 6
(Fig. 1A). Chosen concentrations of Idelalisib correlate with
patient”’s sera concentrations.

As a first approach, we investigated the effect of Idelal-
isib on DC morphology and observed impaired formation of
dendritic branches and trees. The generated cells resembled
monocytes rather than DCs. (Fig. 1B). Next, we analyzed
whether Idelalisib induces apoptosis in DCs, but did not
detect any significant toxic effects on DCs in the concentra-
tions used in vitro. (Fig. 1C). Expression of the monocyte
marker CD14 was not affected by Idelalisib treatment and
remained stable, whereas CD1a, a surface protein important
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for the presentation of lipid and glycolipid antigens, was
significantly upregulated by Idelalisib treatment after LPS
maturation in a dose-dependent manner. LPS-matured DCs
showed significantly reduced CD83 expression when com-
pared to vehicle-exposed monocytes, while other activation
markers such as CD86 and CD80, were not affected. PI3Kd
blockade also resulted in downregulation of PD-L1 on
immature moDCs, while CCR7 expression was not affected
by Idelalisib. However, the effect on PD-L1 expression was
not statistically significant after LPS maturation (Fig. 2A
and B).

AllogeneicT cell activation by human moDCs
is dampened by Idelalisib treatment

We were further interested in how Idelalisib modulates the
DC -T cell interaction. First, we were able to show that T
cells treated with Idelalisib showed reduced proliferation
when co-incubated with allogeneic moDCs. (Fig. 3B) To
assess the capacity of moDCs to orchestrate allogeneic T cell
proliferation, we co-incubated Idelalisib-pretreated moDCs
and untreated T cells. This mixed lymphocyte reaction
(MLR) showed impaired induction of allogeneic T cell pro-
liferation by Idelalisib-pretreated moDCs in vitro (Fig. 3C).

Thus, Idelalisib affects both T cells and DCs as it reduces
their capacity to induce allogeneic T cell responses.

Idelalisib alters the cytokine profile of LPS-matured
DCs

Besides co-stimulatory signaling and antigen presentation,
secretion of cytokines influences the induction of an immune
response. Therefore, pro-inflammatory cytokines were ana-
lyzed after Idelalisib treatment and LPS stimulation. IL-12
and IL-2 are produced by DCs and are essential for T cell
activation. Interferon y (INF y), IL-4 and IL-13 induce or
maintainT cell polarization. TNFa as a T cell effector mol-
ecule was measured. We detected significantly diminished
levels of TNFa, IL-13 and IL-12 in Idelalisib-pretreated
moDCs while levels of IL-2 and INF y remained unchanged.
In contrast, IL-4 secretion was even upregulated by Idelalisib
treatment of immature moDCs, but this effect was abolished
in mature moDCs (Fig. 4A).

Idelalisib inhibits the NFkB pathway downstream
of PI3K&

Due to significant downregulation of relevant cytokines for
T cell proliferation and function, we were interested in the
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«Fig.2 Modulation of co-stimulatory molecules by Idelalisib pre-
treatment A MoDCs were generated in the presence of IL-4 and
GM-CSF. Idelalisib was added every other day followed by subse-
quent LPS maturation on day 6, when indicated. Cells were harvested
on day 7 and analyzed for expression of surface markers via FACS.
Plots show mean fluorescent intensity (MFI) from one representative
experiment. B MFI of surface molecules from three representative
experiments were pooled and are shown. The significance was calcu-
lated according to the one-way ANOVA Dunnett multiple comparison
test and is related to the vehicle control. *P <0.05

NFxB pathway, which is downstream of PI3K. For this pur-
pose, we analyzed protein expression of Rel-B and c-Rel.
LPS-induced upregulation of both proteins in moDCs, which
was reduced by Idelalisib pre-treatment in a dose-dependent
manner. Rel-A remained unchanged. (Fig. 4B). As expected,
phosphorylation of PI3K was inhibited by Idelalisib. Neither
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Fig.3 Idelalisib affects proliferation of allogeneic T cells in a DC-
dependent manner A Schematic experimental design for a mixed
lymphocyte reaction. Human monocytes cultured under DC-driving
conditions with or without final LPS stimulation were exposed every
other day to different concentrations of Idelalisib (0.5 uM, 1 uM and
2 uM on day 0, 2, 4 and 6m) or DMSO throughout the differentiation
period. Afterward, moDCs were co-cultured with allogeneic cells for
five days. Thymidine incorporation was measured, and cell numbers
were calculated. B T cells were co-incubated for 24 h with Idelalisib.
(0.5 uM, 1 pM, 2 uM). Washed cells were co-incubated with differ-

cell count

endogenous PI3K expression nor expression of p-STAT3
were altered. (Fig. 4C).

Discussion

In the past decade, the treatment of Non-Hodgkin B cell
lymphoma, such as FL and CLL, has evolved due to the dis-
covery of novel drugs. Among small molecules and targeted
therapies, Idelalisib, an inhibitor of PI3K9, was a promising
new candidate.

Nevertheless, pneumonitis, elevation of transaminases,
colitis and diarrhea, as well as life-threatening infections,
are serious side effects [3, 5] and have limited the treatment.
Moreover, it has been shown that T cell-mediated immu-
nity is dampened by Idelalisib treatment [6], and infectious

* @ — harvest
measure thymidine

incorporation

5d co-culture
moDC+PBMNC

Idelalisib pre-treated DCs

1500001

100000

50000+

entiated moDCs naive for Idelalisib treatment for 5 days and T cell
counts 16 h after a 16 h pulse with [*H]-thymidine are shown. Filled
black graphs represent negative controls. C Monocytes were cultured
under DC-driving conditions and treated with Idelalisib (0.5 uM,
1 uM, 2 uM) every second day (day 0, 2, 4, 6), followed by LPS acti-
vation on day 6, when indicated. Pretreated moDCs were co-cultured
with untreated T cells for an additional five days. T cell counts 16 h
after a 16 h pulse with [*H]-thymidineare shown. Filled black graphs
represent negative controls
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Fig. 4 Idealisib alters cytokine production by LPS stimulated moDCs
and interferes with the NFkB pathway. A MoDCs were generated as
described in the presence of Idelalisib followed by subsequent LPS
maturation on day 6 when indicated. Supernatants were collected on
day 7 and analyzed for cytokine expression. The significance was cal-
culated according to the 1-way ANOVA Dunnett multiple compari-
son test and is related to the vehicle control. *P <0.05; **P <0.01;
*##%P <0.001, P<0.0001. B MoDCs generated in the presence of Ide-
lalisib or DMSO were partly stimulated with LPS on day 6. 24 h later,
protein was isolated, and lysates were analyzed for Rel-B, c-Rel and
Rel-A expression. Representative western blots show upregulation of
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Rel-a, Rel-B and c-Rel by TLR stimulation. Rel-B and c-Rel expres-
sion is dose-dependently inhibited by Idealisib. Rel-A expression is
unaffected by Idealisib exposure and serves as a loading control. C
Protein was harvested from pretreated MoDCs as described above.
Immunoprecipitates were analyzed for expression of PI3K, phospho-
rylated PI3K, phosphorylated STAT3 and B Actin by western blot-
ting. Representative blots are shown. Idelalisib does not affect expres-
sion of PI3K and p-STAT3, but phosphorylation of PI3K is inhibited
by Idealisib. Equal protein amounts are confirmed by  Actin expres-
sion
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complications are frequent [5]. Therefore, cytomegalovirus
(CMV) monitoring as well as pneumocystis jirovecii pneu-
monia (PJP) prophylaxis are now mandatory. These infec-
tious complications have led to a decreased and very cau-
tious use of Idelalisib, and its replacement, by other new
compounds in many cases in clinical routine [5]. However,
the exact mechanisms mediating the immunosuppressive
potential of Idelalisib have not been elucidated in detail yet.

Our report highlights that not only T cells and malig-
nant B cells are targeted by PI3Kd inhibition but also DC
differentiation and function are deeply modified by Idela-
lisib exposure in vitro. Differentiation of monocytes into
moDCs using GM-CSF and IL-4 was markedly impaired by
Idelalisib, which modulated proper DC differentiation and
phenotype. For example, expression of CD83, which identi-
fies mature DCs and is the most potent co-stimulatory mol-
ecule in the induction of allogeneic T cell proliferation, was
impaired upon LPS exposure and Idelalisib treatment [10].
A decrease of CD83 expression due to Idelalisib co-culture
may therefore emphasize the immature phenotype of these
cells as well as their inability to induce T cell proliferation.
As shown previously by a siRNA approach targeting human
DCs in vitro [11], the downregulation of CD83 alone is suf-
ficient for impaired T cell responses, even if expression of
other co-stimulatory molecules is unaffected. The impaired
DC function is further emphasized by diminished IL-12,
IL-13 and TNFa secretion after LPS challenge. IL-13 pro-
duction by DCs is important to maintain cytokine production
in T helper 2 (Th2) cells [12]. IL-4, which is unchanged by
Idelalisib treatment in mature moDCs, induces Th2 differ-
entiation [13]. IL-13, in contrast, orchestrates survival and
functionality of Th2 cells [12, 14]. Th2-type cytokines are
increased during CMV infection [15] and proper cytokine
production by Th2 cells, which is maintained by IL-13
derived from DCs, is necessary for CMV clearance.

IL-12 is a central cytokine in the induction of T cell
responses [16], and adequate release of IL-12 is required to
control primary CMYV infection in a CD4 + T cell-depend-
ent manner [17]. Aside from lymphopenia, the impaired
release of IL-12 and IL-13 by DCs may thus contribute to
the increased susceptibility of Idelalisib-treated patients to
CMV infection. Additionally, we were able to show that
direct inhibition of the NFxB pathway may be one-way how
Idelalisib impairs DC function and phenotype. In line with
our data, previous studies could underline the importance of
the NFxB pathway in DC development and IL-12 produc-
tion [18].

Another serious complication during Idelalisib treatment
is PJP infection. It has been shown previously that TNFa is
required for clearance of pneumocystis jirovecii [19] and
reduced TNFa levels, as shown here, may be why Idelalisib
treatment increases the risk of fatal PJP infection. However,

our results are limited because we only investigated the
effect of Idelalisib on DC function and not on macrophages,
which are a biologically significant source for TNFa.

Last, the inability of Idelalisib pretreated DCs to induce
robust immune responses is stressed by the fact that DCs
exposed to Idelalisib improperly stimulate allogeneic T
cell proliferation, which is another prerequisite to induce a
robust immune response after an infectious challenge. DCs
activate naive T cells via 3 signals: Antigen presentation
(signal 1), co-stimulation (signal 2) and cytokine produc-
tion (signal 3) [20]. Although we did not investigate antigen
presentation, we could unveil modulation of co-stimulation
and cytokine production by Idelalisib, which is further sup-
ported by our results regarding the induction of allogeneic
T cell proliferation.

Our results may help to understand the restricted use of
Idelalisib due to fatal infectious complications. Idelalisib
modulates the expression of at least one co-stimulatory
molecule and, more importantly, diminishes cytokine
production by DCs in vitro. These cytokines are essential
for proper T cell differentiation and polarization. Clinical
infection with CMV and PCP may therefore not only be
caused by defective T cell responses, but also by insuf-
ficient T cell polarization due to diminished cytokine
release. Although our data were generated in vitro, clinical
observations implicate relevance for our findings in vivo.

In contrast, suppression of T cells and DCs may open
new therapeutic venues for PI3Kd inhibition. For exam-
ple, in myeloproliferative neoplasms, which are driven
by chronic inflammation [21], a clinical trial combining
PI3KJ inhibition and standard treatment with the JAK
inhibitor Ruxolitinib showed promising interim results in
patients with myelofibrosis (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02718300). These promising results are supposed to
be caused by direct effects of PI3K inhibition on malignant
cells [22], but additional effects as shown in this work have
to be investigated as well.
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