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1 Einführung

1.1 Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC)

1.1.1 Herkunft und Vorkommen

Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSCs) sind eine heterogene Gruppe unreifer myeloider

Zellen (immature myeloid cells, IMC) [1]. Ihnen gemeinsam ist neben ihrem Ursprung aus dem

Knochenmark und ihrem unreifen Status die Fähigkeit, die Immunantwort effektiv

supprimieren zu können, wobei die Subpopulationen unterschiedliche Mechanismen nutzen [1].

Phänotypisch sind die MDSCs der Maus als CD11b+ GR1+ (granulocyte differentiation antigen)

Zellen beschrieben [2]. Diese machen unter physiologischen Bedingungen 20-30% der Zellen

im Knochenmark und 2-4% der Milzzellen aus. Im Lymphknoten kommen sie bei naiven Tieren

nicht vor [1]. Die CD11b+ GR1+ Zellen sind frühe monozytäre, granulozytäre und dendritische

Vorläuferzellen, wobei nur die monozytären und dendritischen Vorläuferzellen in vitro

erfolgreich ausdifferenziert werden können [3]. GR1 bezeichnet ein Epitop auf zwei

verschiedenen Oberflächenproteinen (Ly6C und Ly6G), die unabhängig voneinander

exprimiert und durch unterschiedliche Gene codiert werden. Der monozytären Zelllinie

entstammende MDSCs werden als CD11b+ Ly6G- und Ly6Chigh beschrieben (MO-MDSC),

während MDSCs der granulozytären Linie als CD11b+ Ly6G+ und Ly6Clow charakterisiert sind

(PMN-MDSC). Mit spezifischen Antikörpern für Ly6G und Ly6C können diese

Subpopulationen phänotypisch differenziert werden [3, 4]. PMN-MDSC machen meistens 20-

30% der CD11b+ GR1+ Zellen aus, und auch die MO-MDSC umfassen 20-30% dieser Zellen.

Unter physiologischen Bedingungen differenzieren die IMC zügig zu reifen dendritischen,

granulozytären oder monozytären Zellen aus [1].

1.1.2 Wirkungsmechanismen

Die suppressive Aktivität von MDSCs ist vielseitig. So können sie unter anderem IL-10 und

TGF-β produzieren und das angeborene Immunsystem durch Beeinflussung der

Zytokinproduktion von Makrophagen modulieren [5]. Ihre wohl zentralste und am

umfassendsten erforschte Funktion besteht jedoch in ihrer Rolle als potente Suppressoren der

T-Zell-Antwort und damit der Modulation des adaptiven Immunsystems. Für die meisten dieser

Mechanismen bedarf es direkter Zellkontakte [1].
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1.1.2.1 Arginin-Depletion und Stickstoffmonoxid

Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Depletion von Arginin aus der Mikroumgebung der

MDSC, dessen Verfügbarkeit für die Proliferation und Funktion der T-Zellen wesentlich zu

sein scheint [6–10]. So führen verminderte Konzentrationen an Arginin zu einer verringerten

Expression der CD3 ζ-Kette in T-Lymphozyten [9], verhindern die verstärkte Expression von

Cyclin D3 und Cyclin-abhängigen Kinase 4 und behindern dadurch die Proliferation der T-

Zellen [11, 7].

Die Depletion von Arginin erfolgt über zwei Mechanismen. Arginase 1, ein Enzym, das beiden

Subpopulationen von MDSC gleichermaßen zu eigen ist, katalysiert die Reaktion von L-

Arginin zu Ornithin und Harnstoff. Die induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase

(iNOS), die überwiegend in MO-MDSC eine Rolle spielt [3, 12], depletiert ebenfalls Arginin

und produziert zugleich NO [8, 10]. NO kann verschiedene Aminosäuren nitrosylieren, hemmt

JAK3 und STAT5 [13] sowie die Expression von MHC II [14] und führt zur Induktion der

Apoptose in T-Lymphozyten [15].

1.1.2.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Ein weiterer potenter Mechanismus der Immunsuppression insbesondere der PMN-MDSC [3,

12] ist die NADPH-abhängige Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Die suppressive

Potenz von MDSC aus Patienten und Mäusen konnte durch Hemmung der ROS-Produktion in

vitro vollständig aufgehoben werden [2, 16, 17].

1.1.2.3 Peroxynitrit

Peroxynitrit ist das Produkt einer Reaktion von NO mit einem Superoxidanion. Bei einer

Vielzahl an Tumorerkrankungen sind erhöhte Konzentrationen im Tumorgebiet mit einem

schlechteren Krankheitsverlauf assoziiert [18–24]. Auch das Auftreten nicht aktivierbarer T-

Zellen wird mit hohen Konzentrationen an Peroxynitrit in Verbindung gebracht [25]. Nitrat

bindet an verschiedenste Aminosäuren und bei direktem Zell-Zell-Kontakt an Aminosäuren des

CD8-Rezeptors. Diese Zellen können danach nicht mehr durch ihr Antigen aktiviert werden.

Antigenunabhängige Stimuli führten weiterhin zu einer Aktivierung der T-Zellen [26, 27].

1.1.2.4 Induktion und Aktivierung regulatorischer T-Zellen

Es wurde vielfach beschrieben, dass MDSC im Tumormodell die de novo-Entwicklung von

FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen fördern oder sie sogar induzieren kann [28, 29].

Außerdem können vorhandene regulatorische T-Zellen aktiviert werden [30, 31]. Für das

Auftreten dieser Effekte waren Tumor-spezifische T-Zellen, IFNγ und IL-10 notwendig [29].
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Auch wenn dieser Mechanismus im Rahmen der synergistischen Funktion von MDSC und

regulatorischen T-Zellen durchaus naheliegend erscheint, ist der Mechanismus hier noch nicht

eindeutig geklärt. So waren in einem Tumormodell CD152 (cytotoxic lymphocyte antigen 4,

CTLA4)-positive MDSC notwendig [28], während in einem anderen Tumormodell der

Mechanismus Arginase 1-vermittelt war und die Antigenpräsentation durch MDSC erforderte

[32]. Weitere Publikationen listen die Notwendigkeit der Expression von CD40 auf MDSC [30]

oder der Co-Expression von CD80 und CD86 durch MDSC auf [33], während andere

Untersuchungen keine Auswirkungen der MDSC zumindest auf die de novo-Generierung

regulatorischer T-Zellen feststellen konnten [12].

1.1.2.5 Antigenspezifität der T-Zellsuppression

In vitro-Daten deuten bislang insbesondere auf eine antigenunspezifische T-Zell-Suppression

hin. Die in der Mikroumgebung der MDSC vorhandene Arginase, ROS und NO hemmen die

T-Zellproliferation unabhängig von deren Antigenspezifität [34, 35]. Wie zentral dieser Effekt

in vivo eine Rolle spielt, ist jedoch strittig. T-Zellen aus peripheren lymphatischen Organen von

Mäusen mit Tumorerkrankung sind auf Stimuli durch den eigenen Tumor nicht reaktiv, andere

Stimuli wie IL-2-, CD3- und CD28-Antikörper führen jedoch zu einer adäquaten Aktivierung.

Selbige Beobachtungen konnten bei T-Zellen aus dem peripheren Blut von Tumorpatienten

gemacht werden [26, 36–39].

Stattdessen gibt es zahlreiche Hinweise auf eine ausgeprägte antigenspezifische Suppression

der T-Zellen. So wurde festgestellt, dass MDSC lösliche Antigene aufnehmen und diese auf

MHC-I und MHC-II T-Zellen präsentieren können [12, 26]. MHC-II wird jedoch nur von einem

kleinen Anteil tumorassoziierter MDSC exprimiert, so dass hier die Datenlage noch dünn ist

[1]. Die Dauer eines engen Zellkontaktes zwischen T-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen

ist deutlich länger als antigenunspezifische Zellinteraktionen [34, 40, 41]. Damit ROS und

Peroxynitrit an der T-Zelloberfläche und damit auch am T-Zell-Rezeptor ihre Wirkung

entfalten können, bedarf es einer solchen, längeren Interaktion. In vitro konnte festgestellt

werden, dass bei Gabe von spezifischem MHC-I Antikörper die Suppression der CD8+ T-Zellen

aufgehoben werden konnte [42]. Es sieht daher danach aus, dass der antigenspezifischen T-

Zell-Suppression in vivo eine hohe Bedeutung zukommt. Die antigenunspezifische Suppression

erscheint in erster Linie im Tumorgebiet von Bedeutung zu sein. Hierauf wird später näher

eingegangen.
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1.1.3 Veränderungen unter pathologischen Bedingungen

Unter physiologischen Bedingungen differenzieren IMC zügig aus und gelangen als reife

Granulozyten, dendritische Zellen oder Monozyten in die Peripherie. Wird das Immunsystem

mit einer ernsthafteren Erkrankung konfrontiert, kommt es zu einem partiellen Block der IMC-

Ausdifferenzierung und dadurch zur Expansion der sonst kleinen MDSC-Population [1]. Die

MDSC werden an den Ort der Erkrankung rekrutiert und sind auch im peripheren Blut und

sekundären lymphatischen Organen anzutreffen [1]. Vor Ort können sie durch eine Vielzahl an

Botenstoffen aktiviert werden. Hierzu zählt neben den Interleukinen-Iβ, -4, -10 und -13

beispielsweise auch TNF und Toll-like Rezeptoren [43–49]. Ausführlich beschrieben ist dieser

Vorgang bei Tumorerkrankungen. In an Tumoren erkrankten Mäusen machen MDSC teilweise

bis zu 40% der Milzzellen aus, normal sind 2-4% [1], und auch im Patientenblut konnte bei

Tumorerkrankungen ein Anstieg von MDSC um das bis zu zehnfache festgestellt werden [6,

36, 50, 51]. Die Menge an MDSC korreliert mit dem Schweregrad der Erkrankung und kann

als negativer prognostischer Marker für den Verlauf der Erkrankung dienen [52–54]. Der

Anstieg der PMN-MDSC-Population ist dabei stärker als der der MO-MDSC [3]. Auch im

Tumorgebiet finden sich hohe Konzentrationen an MDSC [1, 55]. Bei an Tumoren erkrankten

Mäusen beobachtet man nach MDSC-Depletion ein verzögertes Tumorwachstum [56] und eine

partielle Wiederherstellung der antitumoralen Immunantwort [56, 57]. Auch bei der

Angiogenese, dem invasiven Wachstum und der Metastasierung des Tumors scheinen MDSC

eine wesentliche Rolle zu spielen [1, 55, 58, 43, 44, 59–70].

Während MDSC bei Tumorerkrankungen allgemein eher zu einem schlechteren Verlauf führen,

lässt sich bislang keine eindeutige Tendenz ihrer Auswirkungen auf Autoimmunerkrankungen

erkennen [71]. So sind MDSC zumindest bei Frauen mit systemischem Lupus erythematodes

mit einem schlechteren Krankheitsverlauf assoziiert [72–74], während bei Autoimmunhepatitis

ein protektiver Effekt durch MDSC beobachtet wird [75–79]. Auf andere einzelne Krankheiten

bezogen ist die Studienlage nach wie vor widersprüchlich [55, 71]. So existiert bei rheumatoider

Arthritis sowohl eine Publikation, die MDSC eine eventuell IL-17 vermittelte

krankheitsfördernde Wirkung zuschreiben [80], als auch welche, in denen durch MDSC

gesundheitsfördernde Effekte beobachtet wurden [81–83]. Selbiges gilt für experimentelle

autoimmune Encephalomyelitis [84–86] und inflammatory bowel disease [87–92].

Bei Infektionen mit Trypanosoma cruzi [93, 94], Listeria monocytogenes, Leishmania major

[95], verschiedenen Helminthen [96–98] oder Candida albicans [99] kommt es ebenfalls zur
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systemischen Expansion der MDSC-Populationen. Auch traumatischer Stress kann einen

MDSC-Anstieg bewirken [100].

Es existieren verschiedene Botenstoffe, die die MDSC-Expansion bedingen können (COX2,

Prostaglandine [101–103], SCF [101], IL-6 [59], GM-CSF [103], VEGF [104] oder Interleukin-

6 [43, 44, 105–107]). Bei Tumorerkrankungen werden diese auch vom Tumor selbst gebildet

[43, 108, 44, 109–111, 55]. Die Signalwege führen meistens via Aktivierung der Janus-Kinase

zur Induktion von STAT3, worüber die MDSC-Expansion vermittelt zu sein scheint [1, 112–

115]. MDSC benötigen unabhängig von dem Signal zur Expansion einen separaten Stimulus

zur Aktivierung [1], der durch T-Zellen, Stromazellen des Tumors, Bakterien oder Viren

erfolgen kann [116]. Meistens handelt es sich hierbei um Liganden für Toll-like Rezeptoren, so

dass die Aktivierung der MDSC über Prinzipien des angeborenen Immunsystems erreicht

werden kann [1, 116]. Die Aktivierung scheint in erster Linie STAT1 assoziiert zu sein [1, 27].

Infolge der Aktivierung kommt es zur Hochregulation von Arginase 1, iNOS, sowie der

Synthese von ROS und Peroxynitrit [1, 12, 27, 58]. Dieses zweigliedrige System der Expansion

und Aktivierung erlaubt eine fein abgestimmte Modulation der Immunantwort.

1.1.4 Therapeutische Ansätze

Durch das große Spektrum an Erkrankungen, die mit Induktion oder Hemmung von MDSC

assoziiert sind, sind sie vielversprechende Ziele therapeutischer Ansätze. Insbesondere bei

Tumorerkrankungen, bei denen ausbleibende Impferfolge und die Rezidivproblematik eng mit

dem supprimierten Immunsystem verknüpft sind, erhofft man sich Fortschritte.

Einer der aussichtsreichsten Ansätze ist die Förderung der Ausdifferenzierung unreifer

myeloider Zellen. Dies gelingt beispielsweise durch Vitamin A Metaboliten [42, 117–119].

Hierdurch konnten bereits am Patienten und im Tumormausmodell verzögertes

Tumorwachstum mit einer Verbesserung der T-Zell-vermittelten Tumorabwehr erreicht werden

[36, 120, 121]. All-trans Retinsäure (ein Metabolit des Vitamin A) wirkte dabei unterschiedlich

auf MO- und PMN-MDSC. Während erstere ausdifferenzierten, wurde bei letzteren

vorwiegend die Apoptose induziert [1, 122].

Andere Ansätze versuchen, die MDSC-Funktion negativ zu beeinflussen, indem Arginase 1-,

iNOS-Expression oder die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies gehemmt wird. Erste Erfolge

konnten hier mit COX-2 Inhibitoren [123, 124], Phosphodieesterase-5 Inhibitoren [125] und

Nitroaspirin erreicht werden [126]. Erfolgversprechende Effekte zeigte auch eine Interleukin-

6-Blockade bei Mäusen mit Prostata-Karzinom [127, 128].
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1.2 Der Tumornekrose-Faktor (TNF) und seine Rezeptoren

TNF ist Teil der größten bekannten Zytokinfamilie [129]. Die sogenannte TNF-Superfamilie

wird über ihre Transmembranrezeptoren charakterisiert, die 1-6 cysteinreiche Abschnitte auf

ihrer extrazellulären Seite als Gemeinsamkeit aufweisen. Diese cysteinreichen Regionen sind

für die Bindung der Liganden entscheidend [130]. Die Rezeptoren der TNF-Superfamilie

vermitteln ihre Wirkung mittels weiterer Adapterproteine über intrazelluläre Signalkaskaden,

wobei zwei unterschiedliche Rezeptortypen unterschieden werden können. Es existieren

einerseits die sogenannten Todesrezeptoren (death receptors), die über ihre Todesdomäne

(death domain) zum Zelltod führen können. Dabei spielen Adaptorproteine wie TRADD

(TNFR-receptor associated protein with death domain) und FADD (Fas associated protein with

death domain) eine entscheidende Rolle [131–133]. Als zweite Rezeptorgruppe gibt es jene,

die über keine Todesdomäne verfügen. Stattdessen weisen diese eine TIM-domain (TRAF

interaction motif) auf, die beispielsweise über TRAF-Proteine (TNF-receptor adaptor factor)

ihre Wirkung entfalten können [131].

Die durch die TNF-Superfamilie vermittelten biologischen Effekte sind extrem vielseitig und

können sowohl zum Überleben und zur Aktivierung der Zelle, als auch zum Zelltod führen.

Ebenso können sie sowohl positive wie auch negative Auswirkungen bei

Entzündungsreaktionen, Autoimmunerkrankungen, Erregerabwehr oder Krebserkrankungen

haben.

1.2.1 Der Tumornekrose-Faktor

TNF wird als 26kDa großes Typ II Transmembranprotein synthetisiert (mTNF) [134, 135]. Es

kann entweder membrangebunden an seine zwei Rezeptoren binden oder durch die

Metalloprotease TACE (TNFα converting enzyme) von der Membran abgespalten werden, so

dass es als lösliches TNF (sTNF) vorliegt [136–142]. Sowohl lösliches als auch

membrangebundenes TNF kann als Monomer, Dimer oder Trimer vorliegen, wobei es lediglich

im trimerisierten Zustand seine Wirkung entfaltet [136].

1.2.2 Rezeptoren des Tumornekrose-Faktors

Membrangebundenes TNF vermittelt seine Wirkung über zwei unterschiedliche Rezeptoren,

TNFR1 und TNFR2, während lösliches TNF lediglich TNFR1 mit hinreichender Stärke

aktivieren kann [143, 144]. TNFR1 wird auf nahezu allen Körperzellen exprimiert und gehört

zu der Familie der Todesrezeptoren [144], während man TNFR2 nur auf bestimmten
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Zellpopulationen findet. Im Gegensatz zu TNFR1 weist es auch keine Todesdomäne auf,

sondern führt im Regelfall zum Zellerhalt [143]. Die TNFR2-exprimierenden Zellen sind unter

anderem Oligodendrozyten [145], Astrozyten [146], T-Zellen [147], Myozyten [148],

Thymozyten [149], Endothelzellen, MDSC [150], sowie fetale mesenchymale Stammzellen

[151, 152].

1.2.2.1 TNFR1

TNFR1 (p55/p60) besitzt vier cysteinreiche Domänen. Diese cysteinreichen Domänen spielen

eine entscheidende Rolle bei der Bindung des Liganden [153]. Weiterhin vermittelt die N-

terminale cysteinreiche Region die Trimerisierung des Rezeptors, ohne die eine

Ligandenbindung nicht möglich wäre [154]. Nach Ligandenbindung werden zwei

Signalkomplexe gebildet, die jedoch räumlich und zeitlich voneinander getrennt sind. Der eine

Signalweg wird aktiviert, solange TNFR1 noch in der äußeren Zellmembran verankert ist

(Komplex I), während der andere beginnt, nachdem der Rezeptor in die Zelle aufgenommen

worden ist (Komplex II) [155].

Komplex I, in dessen Signalkaskade TRADD, TRAF2, RIP1 und andere die Apoptose

verhindernden Adaptorproteine involviert sind [156–158], führt zur Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 [155, 157–159], was im Regelfall zur Synthese von

cFLIP führt und den Zellfortbestand unterstützt [160].

TNFR1 kann nach Aktivierung in die Zelle aufgenommen werden. Im Rahmen dessen findet

eine Konformationsänderung statt, die zur Bindung anderer Adaptorproteine führt [161]. Es

bildet sich der zweite Komplex, bei dem ebenfalls TRADD und RIP1 eine Rolle spielen, jedoch

auch FADD und Procaspase-8 involviert sind. Der Komplex II wird auch als death inducing

signaling complex (DISC) bezeichnet [155] und kann Caspase 8 aktivieren, was die Apoptose

einleitet. Der Aktivierungsschritt der Caspase 8 wird verhindert, sofern in der Zelle NF-κB

aktiviert ist. Die NF-κB-Aktivierung führt zur Synthese von cFLIP, einem Protein, das an DISC

bindet und darüber die Aktivierung der Caspase 8 und damit die Apoptose verhindern kann

[162].

1.2.2.2 TNFR2

TNFR2 (p75/p80) ist ebenfalls ein Transmembranrezeptor mit vier bindungsrelevanten

cysteinreichen Domänen [143]. Wenn mTNF an den Rezeptor bindet, kommt es zur

Trimerisierung des Rezeptors und darüber zur Interaktion mit diversen Proteinen wie TRAF2

[163, 164], einem Schlüsselprotein in der Signalkette [165]. TRAF2 führt zur Depletion von
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Inhibitor of NF-κB (IκB) und somit zur Aktivierung von NF-κB [166, 167]. Welche Effekte

durch NF-κB ausgelöst werden, hängt vom Zelltyp ab, im Regelfall wird jedoch unter anderem

durch die Expression von cFLIP das Überleben der Zelle gefördert [162]. Nach der Aktivierung

von TNFR2 wird TRAF2 prozessiert und letztendlich durch das Proteasom degradiert [154,

168–172]. Durch diese TRAF2-Depletion reguliert sich der Rezeptor in Maßen selbstständig

und verhindert so eine zu intensive Aktivierung [143, 173].

1.2.2.3 Wechselwirkungen zwischen TNFR1 und TNFR2

Bei Aktivierung des TNFR1 fördert Komplex I das Überleben der Zelle [174, 175], während

Komplex II die Apoptose induziert [155, 162]. Dieses Gleichgewicht kann durch Stimulation

von TNFR2 beeinflusst werden. TNFR2 führt zum Abbau von TRAF2 [154, 168–172], das

auch ein entscheidendes Adaptorprotein im Komplex I der Survival-Signalkaskade des TNFR1

ist [174, 175]. Durch TRAF2-Depletion wird dieser Weg gehemmt und der pro-apoptotische

Komplex II überwiegt [173]. Andererseits wird durch die TNFR2-vermittelte Depletion von

Inhibitor of NF-κB (IκB) [166, 167] NF-κB vermehrt aktiviert und folglich mehr cFLIP

gebildet, was vor Apoptose schützt [162].

Je nach Situation und vorhergehender Aktivierung der Zelle kann TNF also zur Aktivierung

der Zelle oder zu ihrem Tod führen. Welche Gene infolge einer Aktivierung exprimiert werden,

hängt wiederum vom Zelltyp und weiteren Einflüssen ab. TNF kann also eine Vielzahl an teils

gegensätzlichen Effekten haben, was die Vielseitigkeit und Komplexität des TNF-TNFR-

Systems deutlich macht.

1.2.3 Biologische Funktion des TNF

TNF ist ein Zytokin, das in erster Linie bei der Abwehr bakterieller Infektionen eine zentrale

Rolle spielt. Es wird von Makrophagen aber auch von T- und B-Zellen gebildet und rekrutiert

weitere Monozyten und neutrophile Granulozyten zum Entzündungsherd. Ein Mechanismus,

über den dies erreicht wird, ist die Wirkung von TNF auf Endothelzellen. Die Expression von

Adhäsionsmolekülen wie E-Selektin, VCAM-1 oder ICAM-1 wird hochreguliert und darüber

die transendotheliale Diapedese der Leukozyten gefördert. Außerdem regt es B-Zellen und T-

Zellen zur Proliferation an. Auch induziert es die Synthese von IL-1 und IL-6. Letzteres

veranlasst die Leber zur Bildung von Akutphase-Proteinen, so dass es bei höheren TNF-Dosen

zu einer generalisierten Reaktion mit Fieber kommen kann [152, 176–178].
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Allerdings ist TNF auch mit vielen nichtinfektiösen Erkrankungen assoziiert, darunter die

chronisch lymphatische Leukämie (ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom) [179], das

Ovarialkarzinom [180], das Neuroblastom [181] oder auch Typ II Diabetes mellitus [182].

1.2.4 TNF bei Tumorerkrankungen

Ein starkes Indiz für die Relevanz des TNF bei Tumorerkrankungen ist die Tatsache, dass bei

Tumorerkrankungen hohe Level an TNF im Tumorgebiet festgestellt werden, die teils vom

Tumor selbst produziert werden [183–187]. Im Allgemeinen wird TNF eine tumorfördernde

Wirkung zugeschrieben, da bei TNF-Rezeptor defizienten Mäusen (TNFR-/-) gesetzte Tumoren

häufig wieder verschwinden [188, 189], während TNF-Applikation bei Wildtyp-Mäusen (WT)

zu verstärkter Metastasierung führt [190]. Die möglichen Ursachen für diese Effekte sind

Gegenstand aktueller Forschung und dieser Arbeit.

Eine Überlegung ist, dass TNF über die Aktivierung von NF-κB seine Wirkung direkt an den

Tumorzellen entfaltet. Es ist bekannt, dass die NF-κB-Aktivierung ein wesentlicher Faktor für

Tumorwachstum sein kann. Ob erhöhte TNF- und NF-κB-Level tatsächlich direkt

zusammenhängen, bleibt bislang jedoch unklar [185, 186]. Weiterhin zeigte sich, dass TNF,

wie oben beschrieben, die Reaktion der Immunabwehr gegen den Tumor hemmt, indem es

sowohl MDSC und regulatorische T-Zellen induziert und aktiviert [150, 188], als auch direkt

Metastasierung fördert [191]. Andere Studien konzentrieren sich auch auf die TNF-vermittelte

Induktion von FAT10, einem Protein, das mit chromosomaler Instabilität in der Mitose

assoziiert ist und zu Unregelmäßigkeiten des Zellzyklus führen kann [192].

Grundlage dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass der günstigere Krankheitsverlauf von mit

Tumoren injizierten TNFR-/- Mäusen mit deutlich kleineren MDSC-Populationen assoziiert ist

und durch Gabe von TNFR+/+ MDSC das Tumorwachstum wiederhergestellt werden kann.

Dieser Effekt scheint TNFR2-vermittelt zu sein. TNFR2-/- Mäuse zeigen ebenso wie TNFR-/-

einen günstigeren Krankheitsverlauf, während der von TNFR1-/- Mäusen denen entsprechender

Wildtypen ähnelt. Dieser Effekt geht anscheinend auf eine verminderte Apoptose TNFR2+/+

MDSC zurück [188].

Inzwischen gibt es bereits klinische Studien in Phase I und II, in denen durch TNF-Blockade

tumorhemmende Effekte beobachtet wurden [193].
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1.2.5 TNF bei Autoimmunerkrankungen

Unter physiologischen Bedingungen durchlaufen T-Zellen im Thymus eine strenge Selektion,

die verhindert, dass T-Zellen heranreifen können, die durch ein körpereigenes Antigen aktiviert

werden. Bei Autoimmunerkrankungen geschieht ebendies. Es gelangen T-Zellen in die

Peripherie, die, nachdem sie auf ein körpereigenes Antigen gestoßen sind, zu autoreaktiven T-

Zellen ausdifferenzieren [152, 194]. Welche Rolle TNF in diesem Prozess spielt, ist Gegenstand

aktueller Forschung.

So gibt es einige Tiermodelle, die niedrige TNF-Level aufweisen und spontan

Autoimmunerkrankungen entwickeln [195]. Dies deutet auf einen protektiven Effekt des TNF

hin.

Interessant ist, dass ex vivo entnommene autoreaktive CD8+ T-Zellen von an Typ I Diabetes

erkrankten Patienten in vitro durch TNF spezifisch getötet werden konnten, während andere

CD8+ T-Zellen persistierten [196]. TNFR2-Agonisten konnten diese Wirkung ebenfalls

hervorrufen, während durch TNFR1-Agonisten kein gezielter Effekt erreicht wurde [196]. Das

Absterben autoreaktiver CD8+ Zellen ist anscheinend darauf zurückzuführen, dass diese bei

Typ I Diabetes eine Dysregulation des NFκB-Signalweges aufweisen und daher anders auf eine

TNFR2-Aktivierung reagieren. Ähnliche Effekte konnten auch bei Patienten mit Sklerodermie

beobachtet werden [197].

Die Möglichkeit des gezielten Abtötens autoreaktiver T-Zellen stellt einen äußerst

vielversprechenden Ansatz zur gezielten Therapie dieser komplexen Erkrankungen dar. Der

Einsatz von TNF-Agonisten am lebenden Organismus haben sich jedoch als äußerst

problematisch herausgestellt, da es zu systemisch-toxischen Nebenwirkungen kommen kann

[198–201]. Mäuse mit Tumorerkrankungen sind zudem hypersensibilisiert für TNF und

reagieren bereits bei geringen Dosierungen äußerst intensiv. Der Großteil der systemisch-

toxischen Nebenwirkungen scheint jedoch TNFR1-vermittelt zu sein [201].

Umgekehrt finden sich auch zahlreiche Autoimmunerkrankungen, bei denen TNF eine negative

Wirkung zugesprochen wird. Als Beispiel sei hier die Rheumatoide Arthritis aufgeführt, bei der

es TNF-vermittelt zu einer kontinuierlichen, dysregulierten Produktion diverser

proinflammatorischer Zytokine kommt, die mittels TNF-Blockade unterdrückt werden kann,

was zu einer Besserung der Symptome führt [202–207]. Die TNF-Blockade hat sich auch bei

anderen Autoimmunerkrankungen als positiv herausgestellt. Gegenwärtig sind in Deutschland

TNF-Inhibitoren für Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Spondylosis
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ankylosans und Psoriasis-Arthritis zugelassen und werden bei weiteren Erkrankungen, wie

Morbus Behçet Off-label eingesetzt [191].

Allgemein fällt auf, dass Störungen im TNF- und NFκB-Signalweg mit einer Vielzahl an

Autoimmunerkrankungen assoziiert sind (z.B. Morbus Crohn, Sjögren-Syndrom, Multiple

Sklerose, Systemischer Lupus erythematodes, Ankylosierende Spondylitis oder Typ I Diabetes

[208–226]). Diese genauer zu charakterisieren und daraus mögliche Therapieansätze

abzuleiten, ist Gegenstand aktueller Forschung.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bei vielen Erkrankungen kommt es zu chronischen, dysregulierten Entzündungsprozessen, bei

denen die Regulationsmechanismen des Organismus nicht mehr ausreichend greifen. Teil

dieser komplexen Pathomechanismen sind MDSC und TNF.

TNF ist als proinflammatorisches Zytokin bereits seit langem bekannt [227]. Seine Rolle konnte

jedoch aufgrund seiner außerordentlich vielseitigen und komplexen Wirkungsweisen bislang

nur unzureichend erklärt werden [191]. Auch überrascht, wie weiter oben dargelegt wurde, dass

es immer wieder zu scheinbar widersprüchlichen Effekten kommt. Diese widersprüchlichen

Effekte könnten durch die zwei in Teilen antagonistisch wirkenden Rezeptoren des TNF erklärt

werden [191, 228]. Eine unspezifische Verstärkung der TNF-Wirkung ist mit ausgeprägten

systemisch-toxischen Effekten verbunden [198–201]. Diese sind zu großen Teilen TNFR1-

vermittelt [201]. Über den TNFR2 erfüllt TNF jedoch auch wichtige lokale homöostatische

Funktionen [191, 228–231]. Eine selektive TNFR2-Aktivierung ist somit ein

erfolgsversprechender Therapieansatz. Einen solchen selektiven Agonisten, das TNC-sc-

mTNF80, hat die Arbeitsgruppe um Professor Wajant in Würzburg entwickelt und uns zur

Verfügung gestellt.

MDSC sind mit vielen Krankheiten assoziiert und als solche Objekt intensiver Forschungsarbeit

geworden. Ihre zentrale pathologische Funktion bei Tumorerkrankungen ist zunehmend besser

verstanden [55] und auch ihre Rolle bei Autoimmunerkrankungen wird intensiv erforscht [71].

Ihre Interaktion mit dem TNF/TNF-Rezeptor-System ist bislang jedoch nur unzureichend

untersucht worden. Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einer selektiven Aktivierung des

TNFR2 auf MDSC in vitro und in vivo genauer zu untersuchen und so potenzielle Ansatzpunkte

für die Entwicklung neuer Therapiemöglichkeiten zu finden.
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2 Materialien

2.1 Verwendete Geräte

CO2-Inkubatoren Integra Biosciences

Durchflusszytometer BD Calibur BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer BD LSRII BD Biosciences, Heidelberg

Inverses Mikroskop Leitz DM IL Leica Microsystems, Wetzlar

Inverses Mikroskop Olympus ck2 Olympus, Hamburg

Lichtmikroskop Axiostar Plus Carl Zeiss, Jena

MACS Multistand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Microplatereader Emax (Elisa) Molecular Devices, USA

Multikanalpipette (100μl und 300μl) Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zählkammer Brandt, Wertheim

Pipettensätze

 (10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl) Thermo Scientific, Langenselbold

 Reference (10µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg

 Research (10µl, 20µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg

 Lite XLS (2µl, 20l, 200l, 1000µl) Rainin, USA

 (20µl, 200µl, 1000µl) Gilson, Frankreich

 Discovery (1000µl) ABIMED, Langenfeld

 Labmate (10µl, 200µl) ABIMED, Langenfeld

Pipettierhilfe Accu-Jet Pro Brandt, Wertheim

Vortex MS2 Minishaker IKA, Staufen

Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA

Wasserbad TW20 Julabo, Seelbach
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Zentrifuge 5418 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg

2.2 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Cups Eppendorf, Hamburg & Sarstedt, Nümbrecht

FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht

Röhrchen 15ml, 50ml Sarstedt, Nümbrecht

Röhrchen 15ml, 50ml Greiner Bio-One, USA

Kanülen (20 G, 22G, 27G) BD Biosciences, Heidelberg

MACS Separation Columns 25 LS/MS/LD Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

PCR-Tubes Sarstedt, Nümbrecht

Petrischalen (6cm, 12cm) BD Biosciences, Heidelberg

Petrischalen (12cm) Corning, USA

Pipettenspitzen (10μl, 200μl, 300μl, 1000μl) Sarstedt, Nümbrecht

Pipettenspitzen (20µl, 200µl, 300µl, 1000µl) Rainin, USA

Sarstedt-Cups (1,5ml, 2ml) Sarstedt, Nümbrecht

Serologische Pipetten (steril) (5, 10 & 25ml) Sarstedt, Nümbrecht

Spritzen (steril) (1ml, 5ml, 10ml) BD Biosciences, Heidelberg

Sterilfilter (0,2 μm) Sartarious, Göttingen

Zellkultur Multiwellplatten (6, 96) Becton Dickinson Labware, USA

Zellsieb Cell Strainer 40 μm (Nylon) BD Bioscience, Heidelberg
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2.3 Reagenzien

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) Invitrogen, Karlsruhe

Diethylether Sigma Aldrich, Taufkirchen

DPBS Pan Biotec, Bergisch-Gladbach

Fötales Kälberserum PAN Biotech GmbH, Aidnach

Formaldehyd Sigma Aldrich, Taufkirchen

Grieß’sche Reagenz A und B Sigma Aldrich, Taufkirchen

Ionomycin Sigma Aldrich, Taufkirchen

MACS Anti-PE-MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Penicillin/Streptomycin PAN Biotech GmbH, Aidenach

RPMI 1640 PAA PAN Biotech GmbH, Aidenach

TNCscTNF80 Arbeitsgruppe Harald Wajandt,

Universität Würzburg, Klon 6/479

2.4 Puffer und Medien

ACK-Puffer 8,29g NH4Cl, 1g KHCO3,

37.2mg Na2EDTA, 800ml H2O, pH7,2-7,4,

steril filtriert oder autoklaviert, bei 4°C

gelagert

Block Puffer für R&D Elisa 1% BSA in PBS

FACS-Puffer 1% FCS in DPBS; 4°C

MACS-Puffer 0,5% BSA, 2 mM EDTA in PBS; 4°C

PBS 10x 1,37 M NaCl; 26,7 mM KCL; 15 mM

KH2PO4; 65mM Na2HPO4 x 2 H2O; pH 7,4;

autoklaviert
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Tris-Puffer 20 mM Trizma base, 150 mM NaCL;

pH 7,2-7,4; steril filtriert

Zellkulturmedium (steril) RPMI mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin,

0,1 mg/ml Streptomycin, 100 μM

β-Mercaptoethanol

2.5 Antikörper

Antigen Konjugat Verwendung Verdünnung Klon Hersteller Konzen-

tration

B220 PE MACS 1:400 0,2mg/ml

B220 PerCP FACS 1:1000-3200 RA3-

6B2

eBioscience 0,2mg/ml

CD3 - T-Zell-

proliferation

0,5µg/ml 2,7mg/ml

CD3 - T-Zell-

proliferation

0,5µg/ml 2,9mg/ml

CD28 - T-Zell-

proliferation

0,25µg/ml 37.51 eBiocience 1mg/ml

CD11b APC FACS 1:1000/1:20

00

eBioscience 0,2mg/ml

CD11b PE FACS, MACS 1:1000,

1:400

M1/70 eBioscience 0,2mg/ml

CD11c PE FACS, MACS 1:100, 1:400 HL3 BD

Bioscoences

0,2mg/ml

CD11c Biotin FACS 1:200 N418 eBioscience 0,5mg/ml

CD4 APC FACS 1:1000 RM4-5 BD Biosciences 0,2mg/ml

CD4 Biotin FACS 1:400 RM4-5 eBioscience 0,5mg/ml

CD4 FITC FACS 1:1000 RM4-5 BD Biosciences 0,5mg/ml

CD4 PE MACS 1:400 RM4-5 eBioscience 0,2mg/ml

CD4a PerCP FACS 1:1000 RM4-5 BD Biosciences 0,2mg/ml

CD8a PE MACS 1:400 53-6.7 BD Biosciences 0,2mg/ml
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CD8a PerCP FACS 1:1000 53-6.7 eBioscience 0,2mg/ml

CD8a AF647 FACS 1:1000 53-6.7 BD Biosciences 0,2mg/ml

CD8a AF700 FACS 1:200 53-6.7 eBioscience 0,2mg/ml

CD16/

CD32

- Fc-Block 1:40 1,8µg/ml

CD25 APC FACS 1:200 PC61.5 eBioscience 0,2mg/ml

FoxP3 FITC FACS 1:120 FJK-

16s

eBioscience 0,2mg/ml

Ly6C FITC FACS 1:500 AL-21 BD Biosciences 0,2mg/ml

Ly6G V450 FACS 1:400 1A8 BD Biosciences 0,2mg/ml

Ly6G PE FACS, MACS 1:800, 1:400 BD Biosciences 0,2mg/ml

NK1.1 PE MACS 1:400 PK136 BD Biosciences 0,2mg/ml

TNC-

scTNF80

- TNFR2-

Stimulation

Versuchs-

abhängig

6/479 Universität

Würzburg,

Arbeitsgruppe

Harald

Wajandt

2.6 Mäuse

C57/Bl6N Wildtyp (Janvier, Le Genest, Frankreich)

C57/Bl6 (Zucht: Universität Regensburg)

C57/Bl6 TNFR2-/- (Zucht: Universität Regensburg; Erickson, de Sauvage et al., 1994)

2.7 Software

CellQuest Pro (BD Biosciences) verwendet für die Auswertung der FACS-Daten

Graph Pad Prism (Version 4.02, 6.04, 7.01) verwendet für die statistischen Berechnungen

und graphischen Darstellungen
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Microsoft Excel 2003, 2007 und 2016 verwendet für die Dokumentation, Erstellung

von Tabellen und Sortierung der Daten

Microsoft Word 2003, 2007 und 2016 verwendet für die schriftliche Dokumentation

und das Verfassen der Promotionsarbeit

Citavi 4 und 5 verwendet für die Verwaltung der

Literaturverweise

2.8 TNC-sc-TNF80

Von der Forschungsgruppe um Prof. Harald Wajant von der Universität Würzburg erhielten wir

im Rahmen einer Kooperation einen spezifischen Agonisten für den TNF-Rezeptor 2. Als

Grundbaustein des Agonisten diente ein Trimer aus drei Proteinketten bestehend aus jeweils

drei fusionierten Maus-TNF (aa 91-235)-Domänen und einer Tenascin (TNC)-

Trimerisierungsdomäne, wobei die einzelnen Domänen durch Linkerpeptide verbunden sind.

Um eine selektive Aktivierung des TNFR2 zu erreichen, wurden Mutationen eingebracht, die

bei TNFR2-spezifischen Varianten humanen TNFs beschrieben wurden [232, 233]. Durch

Anhängen einer Flag-Domäne wurde die Reinigung mittels Affinitätschromatographie

ermöglicht.

Die erhaltene „nonamerische“ Variante des murinen TNF (TNC-sc-mTNF80, genau genommen

ein Trimer, das neun TNF enthält) imitiert die Wirkung von membrangebundenen TNFs.
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3 Methoden

3.1 Zellkulturbedingungen

Sofern die Zellen nicht direkt analysiert wurden, wurden die Experimente unter sterilen

Bedingungen in einer Sterilbank (laminar flowcabinetHERAsafe), sterilen Pipetten,

Reagenzien und einmal-Materialien durchgeführt. Die Zellen wurden wie unten

beschrieben bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die verwendeten

Medien wurden bereits aufgeführt.

3.2 Isolation und Aufreinigung der Milzzellen

Die Mäuse wurden mit einer Diethylether-Inhalationsnarkose sediert, mittels zervikaler

Dislokation getötet und anschließend mit Nadeln fixiert. Das Fell wurde mit 70% Ethanol

angefeuchtet. Ein kleiner Schnitt wurde linkslateral unter dem Rippenbogen gemacht und das

Peritoneum eröffnet. Die Milz wurde vorsichtig herausgezogen, von dem umliegenden Gewebe

abgetrennt und in eine Schale mit PBS/1%FCS gegeben. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle

weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank ausgeführt.

Die Milz wurde mit dem Spritzenstempel einer sterilen 2ml-Spritze gründlich zerdrückt und

die entstandene Zellsuspension in ein 15ml Tube überführt. Die Zellsuspension wurde für

ungefähr 1 Minute stehen gelassen, während sich der enthaltene Debris am Grund absetzte. Der

Überstand wurde in ein neues 15ml-Tube überführt und bei 300g und 4°C für 5 Minuten

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgeschüttet.

Im Anschluss wurden die Zellen in 5ml ACK-Buffer resuspendiert, um die Erythrozyten zu

lysieren und direkt erneut bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde

abgeschüttet und es wurden 2 Waschschritte mit je 5ml PBS/1%FCS vorgenommen.

3.3 Gewinnen der Zellen des Knochenmarks

Die Mäuse wurden mit einer Diethylether-Inhalationsnarkose sediert und mittels zervikaler

Dislokation getötet. Die Maus wurde fixiert, das Fell mit 70% Ethanol angefeuchtet und die

Knochen (im Regelfall Femores und manchmal Tibiae, in sehr seltenen Fällen auch Humerus)

entnommen und in kaltes PBS gegeben. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle weiteren Schritte

unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank ausgeführt.
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Die Knochen wurden zur Oberflächendesinfektion für 1-2 Minuten in 70% Ethanol gegeben,

bevor sie erneut in sterilem kalten PBS gelagert wurden. Die Epiphysen wurden mit einer

Schere abgetrennt und die Diaphyse mit einer 5ml-Spritze mit 27G-Kanüle gründlich in ein

50ml-Tube ausgespült. Nach Resuspension wurde die Zellsuspension bei 300g und 4°C für 8-

10 Minuten zentrifugiert und der Überstand abgeschüttet. Falls die Zellen später mittels MACS

aufgereinigt werden sollten, wurden Erythrozyten lysiert, indem das Pellet in 5ml ACK-Buffer

resuspendiert, bei 300g und 4°C für 8 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen

wurde. Danach wurden die Zellen in PBS/1%FCS aufgenommen und durch einen 40µm

Nylonfilter in ein neues Tube überführt. Der Filter wurde anschließend mit derselben Menge

PBS/1%FCS nachgespült und die Zellsuspension erneut bei 300g und 4°C für 5 Minuten

zentrifugiert.

Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet im für den Versuch zu benutzenden Medium

resuspendiert. Zum Zählen wurde ein Aliquot mit Türckscher Lösung verdünnt und, wie im

folgenden Abschnitt beschrieben, die Zellzahl bestimmt.

3.4 Gewinnen der Zellen des Lymphknotens für FACS-Färbung

Die inguinalen Lymphknoten wurden beidseitig entnommen, in ca. 5ml PBS/1%FCS in eine 6-

Well-Platte gegeben und mit dem oberen Ende des Spritzenstempels einer sterilen 2ml-Spritze

zerdrückt. Die Lösung wurde nach mehrfachem Resuspendieren in 15ml Tubes überführt und

bei 300g und 4°C für 5 Minuten pelletiert. Der Überstand wurde abgeschüttet und das Pellet in

3ml PBS/1%FCS gelöst. Die Zelllösung wurde dann über einen 40µm Nylonfilter in FACS-

Tubes zur FACS-Färbung überführt.

3.5 Blutentnahme für die durchflusszytometrische Analyse

3.5.1 Retrobulbäre Blutentnahme

Für die retrobulbäre Blutentnahme wurden die Mäuse zunächst mit einer Diethylether-

Inhalationsnarkose sediert, bis sie keine Reaktion mehr auf Berührungsreize zeigten. Die Maus

wurde im Nackengriff fixiert. Mit einer Glaskanüle wurde unter leichtem Drehen am medialen

Orbitarand in den Raum hinter dem Auge eingedrungen, bis die Kanüle sich mit Blut des

retrobulbären Sinus füllte. Das Blut wurde in 10ml PBS überführt und gut durchmischt. Die

Maus wurde anschließend mittels zervikaler Dislokation getötet.
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Die Proben wurden bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand

abgeschüttet. Das Pellet wurde in 10ml PBS resuspendiert und erneut bei 300g und 4°C für 5

Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Erythrozyten mit 10ml kalter

ACK-Lösung lysiert. Die Tubes wurden bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert und der

Überstand abgeschüttet. Es folgten ein Waschschritt mit 5ml PBS/1%FCS und erneute

Zentrifugation (300g, 4°C, 5 Minuten). Der Überstand wurde abgeschüttet, die Zellen in 3ml

PBS/1%FCS aufgenommen und in FACS-Tubes zur Färbung und anschließenden

durchflusszytometrischen Analyse überführt.

3.5.2 Intrakardiale Blutentnahme

Für die intrakardiale Blutentnahme wurden 50µl 50mM EDTA in PBS in die 1ml Spritze

aufgesogen. Nachdem die Maus mit einer Diethylether-Inhalationsnarkose sediert und mittels

zervikaler Dislokation getötet war, erfolgte die zügige Öffnung des Brustkorbs und die direkte

Punktion des Herzens. Es wurden 150-300µl Blut entnommen, direkt in einen Eppendorf-Cup

überführt und gut durchmischt. Die Proben wurden anschließend für die

durchflusszytometrische Analyse nach einem abweichenden Protokoll gefärbt, wie unten

aufgeführt.

Die intrakardiale Blutentnahme wurde auch durchgeführt, wenn die retrobulbäre Blutentnahme

nicht erfolgreich verlief. In diesem Fall wurde ohne EDTA gearbeitet und das Blut, wie bei der

retrobulbären Blutentnahme, anschließend in 10ml PBS gegeben und die Erythrozyten lysiert.

3.6 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Ausgangslösung mit Trypanblau oder bei

Knochenmarkzellen mit Türkscher Lösung verdünnt und die Zellen in einer Neubauer-

Zählkammer gezählt. Es wurden im Regelfall alle 4 Großquadrate gezählt, mindestens jedoch

150 Zellen.

Die Zellzahl wurde mittels folgender Formel ermittelt:äℎäℎ ß × ü ×10 = ℎ /
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3.7 CFSE-Färbung

Zur Bestimmung der Proliferation der CD4+ und CD8+ T-Zellen wurden diese mit

Carboxyfluoreszin-Succinimidylester (CFSE) gefärbt. Nach der Bestimmung der Zellzahl

wurde die Suspension bei 300g und 4°C für 5 Minuten pelletiert und der Überstand verworfen.

Zeitgleich wurde eine Lösung von 1ml 2 µM CFSE PBS/1%FCS je 107 Zellen hergestellt. Das

Pellet wurde in der CFSE-Lösung resuspendiert und für 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad

gelagert. Anschließend wurde das vierfache Volumen PBS/5%FCS zum Herauswaschen von

verbliebenem CFSE zugegeben, die Suspension bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert

und der Überstand abgeschüttet. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS/5%FCS. Für

die Weiterverwendung in der Zellkultur wurde das Pellet anschließend in Zellkulturmedium

resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

3.8 MACS-Aufreinigung der Ly6C+ Zellen aus dem

Knochenmark

Mit der magnetischen Zelltrennung (magnetic cell seperation, MACS) wurden

Knochenmarkzellen weiter aufgereinigt, um sie ex vivo in einen T-Zellsuppressionsassay zu

geben. Das Pellet wurde hierzu in MACS-Buffer aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und bei

300g und 4°C für 5-10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen

in 100µl MACS-Buffer pro 107 Zellen resuspendiert. Für die Fc-Blockade wurde FcγR-

Antikörper [2,84mg/ml] 1:400 verdünnt zugegeben und für 10 Minuten bei 4-8°C im

Kühlschrank inkubiert. Währenddessen wurde ein Mastermix mit αB220-PE, αCD4-PE, αCD8-

PE, αNK1.1-PE, αCD11c-PE und αLy6G-PE-Antikörper hergestellt und der Zellsuspension

zugegeben. Die finale Antikörperkonzentration betrug jeweils 1:400. Nach 10 Minuten

Inkubation bei 4°C wurden 1-2ml MACS-Buffer pro 107 Zellen zugegeben und die Lösung bei

300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen in

80µl MACS-Buffer pro 107 Zellen aufgenommen. Anschließend wurde nach gutem

Resuspendieren 20µl anti-PE-Beads pro 107 Zellen zugegeben, die Lösung gut durchmischt und

für 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Es erfolgte erneut ein Waschschritt mit 1-2ml MACS-Buffer

pro 107 Zellen und 300g und 4°C für 5 Minuten. Nach Verwerfen des Überstands wurde das

Pellet in 500µl MACS-Buffer resuspendiert.

Die LD-Säule wurde am Magneten mit 2ml MACS-Buffer equilibriert und im Anschluss das

Auffangtube gewechselt. Nun wurde die Zellsuspension auf die Säule gegeben und mit zweimal
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1ml MACS-Buffer nachgespült. Das Auffangtube wurde gewechselt und das Eluat

ausgeschwemmt, indem 5ml MACS-Buffer durch die Säule mit dem dafür vorgesehenen

Stempel zügig durchgepresst wurden. Vom Eluat und vom Durchfluss wurden geringe

Volumina zur Analyse im FACS abgenommen.

Der Durchfluss wurde resuspendiert und bei 300g und 4°C für 5 Minuten pelletiert. Der

Überstand wurde abgesaugt und die Zellen zunächst in einem geringen Volumen

Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellzahl wurde bestimmt und Medium bis zum Erhalt

einer Konzentration von 2x106 Zellen/ml zugegeben.

3.9 Gewinnung von CD11b+ Ly6C+ und CD11b+ Ly6G+ Zellen

aus der Milz mittels MACS

Die Milzzellen wurden wie beschrieben gewonnen, die Erythrozyten mit ACK-Lösung lysiert

und verworfen und die verbliebenen Milzzellen in 5ml MACS-Buffer aufgenommen. Die

Zellzahl wurde bestimmt und 1,8x108 Zellen für die weitere Verarbeitung in ein neues Tube

überführt (es wurden mehrere Milzen zu gleichen Anteilen gepoolt). Die Zellen wurden bei

300g und 4°C für 10 Minuten pelletiert, der Überstand abgeschüttet und in 100µl pro 107 Zellen

resuspendiert. Dann wurden αB220-PE, αCD4-PE, αCD8-PE, αNK1.1-PE und αCD11c-PE

Antikörper der Zellsuspension zugegeben. Die finale Antikörperkonzentration betrug jeweils

1:400. Die Lösung wurde gründlich durchmischt und 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit 2ml MACS-Buffer pro 107 Zellen bei 300g und 4°C für 10

Minuten. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet zunächst in 80µl MACS-Buffer pro

107 Zellen resuspendiert. Im Anschluss wurden 20µl αPE-Beads pro 107 Zellen zugegeben und

gut durchmischt (αPE-Beads wurden zuvor gut resuspendiert). Die Suspension wurde für 15

Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert, erneut mit 2ml MACS-Buffer pro 107 Zellen gewaschen

und der Überstand abgeschüttet. Das Pellet wurde in 500µl MACS-Buffer resuspendiert.

Die LD-Säule wurde am Magneten mit 2ml MACS-Buffer equilibriert. Das Auffangtube wurde

gewechselt, die Zelllösung auf die Säule gegeben und nach dem Durchlaufen derselben

zweimal mit 1ml MACS-Buffer nachgespült.

Die Zellen wurden zunächst gezählt und anschließend bei 300g und 4°C für 5 Minuten

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das Pellet in 20µl MACS-Buffer pro 107 Zellen

gelöst, 5µl αLy6G-Biotin-Antikörper pro 107 Zellen zugegeben und gut durchmischt. Die
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Suspension wurde für 10 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Danach wurden ohne

Waschschritt 15µl MACS-Buffer pro 107 Zellen zugegeben und mit 10µl αBiotin-Micobeads

pro 107 Zellen durchmischt. Die Lösung wurde erneut für 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln

inkubiert. Es folgt ein Waschschritt mit 1ml MACS-Buffer pro 107 Zellen und einer

Zentrifugation bei 300g und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen

in 500µl MACS-Buffer resuspendiert.

Die MS-Säule wurde am Magneten mit 500µl MACS-Buffer equilibriert. Nach dem Wechseln

des Auffangtubes wurde die Zellsuspension auf die Säule gegeben und mit dreimal 500µl

MACS-Buffer nachgespült. Die Zellen des hier erhaltenen Durchflusses wurden für die

Isolierung CD11b+ Ly6C+ Zellen weiter verwendet. Das Auffangtube wurde gewechselt und

das Eluat aus der MS-Säule gewonnen, indem 1ml MACS-Buffer mit dem vorgesehenen

Stempel mit Druck durch die Säule in ein separates Tube gepresst wurden. Das Eluat entspricht

den PMN-MDSC (definiert als CD11b+Ly6Cint Ly6G+). Die Zellzahl der PMN-MDSC wurde

bestimmt sowie ein geringes Volumen für die Analyse in FACS-Tubes zur Färbung überführt.

Die restlichen Zellen wurden zentrifugiert und in Zellkulturmedium aufgenommen, um diese

in einem Suppressionsassay einsetzen zu können.

Der Durchfluss wurde bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in 500µl

MACS-Buffer resuspendiert. Es folgte ein weiterer Depletionsschritt, wofür eine LD-Säule am

Magneten mit 2ml MACS-Buffer equilibriert wurde. Nach Wechseln des Auffangtubes wurde

die Zellsuspension auf die Säule gegeben und dreimal mit 1ml MACS-Buffer nachgespült. Die

Zellzahl wurde bestimmt und die Lösung bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Die

Zellen wurden in 80µl MACS-Buffer pro 107 Zellen aufgenommen und mit vorher gut

durchmischten 20µl αCD11b Microbeads versetzt. Die Lösung wurde gut resuspendiert und für

15 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 2ml MACS-Buffer

pro 107 Zellen und einer Zentrifugation bei 300g und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde

verworfen und die Zellen in 500µl MACS-Buffer resuspendiert.

Eine MS-Säule wurde mit 500µl MACS-Buffer am Magneten equilibriert. Das Auffangtube

wurde gewechselt, die Zelllösung auf die Säule gegeben und nach Durchlaufen dreimal mit

500µl MACS-Buffer nachgespült. Hiernach wurde das Auffangtube erneut gewechselt und das

Eluat aus der Säule geschwemmt, indem 1ml MACS-Buffer mit hohem Druck durch die Säule

durchgepresst wurde. Die im Durchfluss enthaltenen Zellen entsprechen den als CD11b+ Ly6G-

Ly6Chigh definierten MO-MDSC.
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Die erhaltenen MO-MDSC wurden gezählt, ein kleines Volumen zur FACS-Färbung und –

Analyse in FACS-Tubes überführt und die verbleibenden Zellen zentrifugiert und in einem

Suppressionsassay eingesetzt.

3.10 Kultivieren von Knochenmarkzellen

Zur Generierung der MDSC nutzten wir ein von der Forschungsgruppe um Manfred Lutz

etabliertes Modell zur in vitro-Generierung von MDSC [234, 235]. Knochenmarkzellen wurden

wie oben beschrieben gewonnen. Abhängig von der gewünschten Zellkonzentration wurde

GM-CSF-Medium zugegeben und die Zellen in entweder 10cm-Petrischalen (2x106 Zellen pro

Dish) oder 6-Well-Platten (5x105 pro Well) ausgesät. In manchen Experimenten wurden weitere

Reagenzien wie Kontrollüberstand, TNCscTNF80 oder hTNF zugegeben. Die Zellen wurden

für vier, sechs oder sieben Tage inkubiert und anschließend analysiert und weiterverwendet.

3.11 T-Zell-Suppressionsassay mit Knochenmarkzellen

In T-Zell-Suppressionsassays wurde die suppressive Aktivität von Zellen aus dem

Knochenmark oder der Milz getestet. Diese unterdrückten die Proliferation von hinzugegeben

CFSE-gefärbten und stimulierten Milzzellen.

Knochenmarkzellen konnten auf verschiedenen Wegen gewonnen werden:

 ex vivo und wie oben beschrieben mittels MACS aufgereinigt
 nach mehrtägiger Kultur (vier, sechs oder sieben Tage)
 nach mehrtägiger Kultur mit anschließender Sortierung in der Durchflusszytometrie

Suppressorische Milzzellen wurden ex vivo wie oben beschrieben mittels MACS gewonnen und

direkt in den Suppressionsassay gegeben.

Wenn die suppressorischen Zellen ex vivo verwendet wurden, inkubierten diese zunächst über

Nacht bei 37°C und 5% CO2, bevor am darauffolgenden Tag die CFSE-gefärbten Milzzellen

hinzugegeben wurden, da bei unverzüglicher Weiterverarbeitung ex vivo noch keine

suppressive Funktion beobachtet werden konnte [234, 235].

CFSE-gefärbte Milzzellen wurden als Effektorzellen eingesetzt. Als Negativ-Kontrollen und

zur CFSE-Kompensation bei der FACS-Analyse wurden unstimulierte Effektorzellen

verwendet. Die restlichen Effektorzellen wurden mit 0,25µg/ml αCD3-Antikörper und

0,125µg/ml αCD28-Antikörper stimuliert. Die stimulierten Effektorzellen wurden als
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Positivkontrolle und für die Analyse der Suppressionsfähigkeit der hinzu pipettierten

suppressorischen Zellen aus Knochenmark oder Milz verwendet.

Insgesamt wurden stets 2x105 Effektorzellen/Well einer 96-Well-Rundbodenplatte in

Kombination mit unterschiedlichen Mengen an suppressorischen Zellen genutzt. Als Verhältnis

der suppressorischen Zellen zu den Effektorzellen verwendeten wir meistens die

Verdünnungsstufen 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oder 1:32. Das Gesamtvolumen pro Well betrug

200µl. Die Zellen befanden sich in Zellkulturmedium.

An Tag 3 wurden sämtliche Zellen geerntet und zur Analyse in FACS-Tubes überführt.

3.12 Proliferationsassay

Milzzellen wurden nach obigem Protokoll mit CFSE gefärbt und 2x105 Zellen 200µl

Zellkulturmedium pro Well ausgesät. Die Stimulierung erfolgte in unterschiedlichen

Konzentrationen (Negativkontrolle, 0,004µg/ml, 0,02µg/ml, 0,1µg/ml und 0,5µg/ml) αCD3-

Antikörper. Unterschiedliche Konzentrationen verschiedener Reagenzien wurden zugegeben

(zum Beispiel gereinigtes TNCscTNF80, Überstand-TNCscTNF80, hTNF, Kontrollüberstand),

um deren Effekte auf das Proliferationsverhalten zu untersuchen.

Nach drei Tagen wurden die Zellen geerntet und in FACS-Tubes zur Analyse überführt.

3.13 Ernten der Zellen für die Analyse im FACS

Zunächst wurden die Platten makroskopisch und teilweise auch mikroskopisch inspiziert.

Anschließend wurden die Zellen durch Resuspension in Lösung gebracht und in FACS-Tubes

überführt, in denen bereits 1ml PBS/1%FCS vorgelegt war.

Sofern Überstände zur Analyse gewonnen werden sollte, wurden vor dem Resuspendieren

vorsichtig 150µl pro Well abgenommen und bei -20°C zur späteren Analyse im ELISA

weggefroren. Die Wells wurden mit 150µl PBS/1%FCS aufgefüllt und die Zellen nach dem im

obigen Absatz beschriebenen Schema geerntet und in FACS-Tubes überführt.
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3.14 Analyse in der Durchflusszytometrie

3.14.1 Färbung von Oberflächenmarkern zur Isolierung mit

Durchflusszytometrie

Nachdem die Zellen geerntet waren, wurde die Suspension bei 300g und 4°C für 5 Minuten

zentrifugiert, der Überstand abgeschüttet, das Pellet in PBS/1%FCS resuspendiert und

anschließend erneut bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde

verworfen, die Zellen in PBS/1%FCS gelöst und in sterile FACS-Tubes überführt. Die

Zellsuspension wurde bei 300g und 4°C für 5 Minuten erneut pelletiert und der Überstand

abgeschüttet. Je Tube wurden ca. 1µg Fcγ-Rezeptor-Antikörper zugegeben, gut resuspendiert

und für 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde Ly6C-

FITC [1:250] und Ly6G-PE [1:400] Antikörper zugegeben und erneut für 10 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS mit

anschließender Zentrifugation bei 300g und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde

abgeschüttet und die Zellen in 500µl PBS/1%FCS resuspendiert. Die Zelllösung wurde nach

dem oben beschriebenen Schema gezählt und über einen 40µm Nylonfilter in neue sterile

FACS-Tubes überführt. Im Anschluss wurden die Zellen am Durchflusszytometer nach

Ly6CintLy6G+ und Ly6ChighLy6G-sortiert und die erhaltenen Proben bei 300g und 4°C für 5

Minuten pelletiert. Der Überstand wurde abgeschüttet und die Zellen in Zellkulturmedium

aufgenommen. Nachdem die Zellzahl bestimmt war, konnten die Zellen weiter verarbeitet

werden.

3.14.2 Färbung von Oberflächenmarkern für durchflusszytometrische

Analyse

Nachdem die Zellen wie oben beschrieben geerntet und in FACS-Tubes überführt wurden,

folgte ein Pelletieren bei 300g und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde abgeschüttet. Es

folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS und erneutem Zentrifugieren. Nachdem die

Überstände abgeschüttet und verbleibende Flüssigkeitsreste am Tuberand abgetupft waren,

wurde 1µg FcγR-Antikörper pro Tube zugegeben. Der Antikörper wurde entweder direkt

zugegeben oder in einer Lösung mit einer Konzentration von 1µg/5µl als Tropfen an den oberen

Tuberand pipettiert und anschließend bei 300g und 4°C für 1 Minute zentrifugiert. Im Anschluss

wurden die Proben gut geschüttelt, damit etwaige Pellets gut resuspendiert waren. Die Proben

wurden für mindestens 5 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Während der
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Inkubation wurde ein Mastermix aus den Oberflächenfarbstoffen zusammengemischt. Bei der

Berechnung der notwendigen Konzentration der Farbstoffe gingen wir von einem

Gesamtvolumen im Tube von 50µl aus. Nach erfolgter Inkubation erfolgte die Zugabe des

Mastermixes. Dieser wurde entweder direkt hinzugegeben und gut resuspendiert oder als 5µl-

Tropfen an den Tube-Rand gesetzt, das Tube dann für 1 Minute bei 300g und 4°C zentrifugiert

und gut geschüttelt. Anschließend wurden die Proben für 10 Minuten bei Raumtemperatur im

Dunkeln inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS. Die Zellen wurden bei 300g und 4°C für 5

Minuten pelletiert, der Überstand abgeschüttet und die Tubes wie oben beschrieben abgetupft.

Sofern ein Biotin-konjugierter Antikörper verwendet wurde, folgte nun die Zugabe des

Streptavidin-konjugierten Farbstoffes und erneut eine Inkubation von 5-10 Minuten im

Dunkeln bei Raumtemperatur. Hiernach erfolgte erneut ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS.

Nachdem die Überstände abgeschüttet und die Tubes abgetupft waren, wurden die Proben mit

einer 2% Formaldehyd enthaltenen PBS/1%FCS-Lösung fixiert und für mindestens 20 Minuten

inkubiert bevor, sofern notwendig, weiteres Volumen zugegeben wurde.

Sofern nur wenige Proben vorlagen und die Analyse am FACS direkt erfolgen konnte, wurde

auf die Fixierung verzichtet.

3.14.3 Färbung von Oberflächenmarkern bei in EDTA abgenommenen

Blutproben für die durchflusszytometrische Analyse

Das Blut wurde aus den Eppendorf-Cups auf FACS-Tubes aufgeteilt. Da die Blutproben

deutlich mehr Zellen enthielten als die Proben aus Knochenmark, Milz oder Lymphknoten,

verwendeten wir sämtliche Antikörper in doppelter Menge. Der Mastermix wurde direkt in die

Probe gegeben, gut resuspendiert und für 20-30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Sofern

ein Biotin-konjugierter Antikörper verwendet wurde, erfolgte nun die Zugabe des

Streptavividin-konjugierten Fluorochroms, wobei erneut die doppelte Menge verwendet wurde.

Die Proben wurden für 10-15 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde

FACS-Lysis-Buffer mit vollentsalztem Wasser 1:10 verdünnt und 2ml je Probe zugegeben, gut

durchmischt und inkubiert. Die Proben wurden bei 300g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert

der Überstand abgeschüttet und verbliebene Flüssigkeitsreste am Tuberand auf Papier

abgetupft.
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Die Proben wurden mit je 200µl PBS/1%FCS/2% Formaldehyd fixiert und im Kühlschrank bis

zur Analyse im Durchflusszytometer gelagert.

Sofern noch eine intrazelluläre Färbung erfolgen sollte, wurde diese wie unten beschrieben

durchgeführt. Der letzte Fixationsschritt blieb in diesem Fall aus.

3.14.4 Färbung von FoxP3 für die durchflusszytometrische Analyse

Nachdem die Zellen geerntet und die Oberflächenfärbungen wie zuvor beschrieben

durchgeführt wurden, wurden die Zellen nach dem letzten Waschschritt in 500µl FoxP3-

Fixierpuffer resuspendiert und für ca. eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschließend wurde 1ml FoxP3-Waschpuffer zugegeben und die Proben bei 300g und 4°C für

5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und erneut mit einem Milliliter

FoxP3-Waschpuffer gewaschen. Nachdem der Überstand abgeschüttet wurde und die Tubes

abgetupft wurden, erfolgte eine Fc-Blockade mit 1µg FcγR-Rezeptor-Antikörper pro Tube. Der

Antikörper wurde entweder direkt oder in FoxP3-Waschpuffer als 5µl Tropfen oben an den

Tuberand pipettiert und eine Minute bei 300g und 4°C runter zentrifugiert. Die Tubes wurden

dann gründlich geschüttelt, um die Zellen in Suspension zu bringen. Während der

fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde eine Lösung mit 0,5µl

FoxP3-Antikörper pro 5µl in FoxP3-Waschpuffer hergestellt, die im Anschluss als 5µl Tropfen

an den oberen Tuberand pipettiert und eine Minute bei 300g und 4°C zentrifugiert wurde. Die

Tubes wurden ausgiebig geschüttelt und für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln

inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit 1ml FoxP3 Waschpuffer je Probe mit Zentrifugation bei 300g

und 4°C für 5 Minuten. Die Überstände wurden abgeschüttet und verbleibende Tropfen am

Tuberand auf Papier abgetupft. Das Zellpellet wurde in 200µl PBS/1%FCS mit 2%

Formaldehyd resuspendiert.

3.14.5 Photometrische NO-Bestimmung im Überstand

Überstände wurden abgenommen und zur späteren Analyse weggefroren. Zur Analyse wurden

die Überstände bei Raumtemperatur aufgetaut und 50µl auf eine Platte zur Analyse übertragen.

Mittels einer 10mM NO-Lösung wurde eine Standardkurve in Duplikaten angelegt. Die höchste

NO-Konzentration der Standardkurve betrug 100µM. Zur Verdünnung und als Negativkontrolle

wurde Zellkulturmedium genutzt. Nun wurden 50µl Grieß’sches Reagenz A und B zu gleichen
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Anteilen gemischt und in sämtliche Wells hinzugegeben. Die Extinktion wurde bei 540nm

gemessen.

3.15 In vivo Versuche

3.15.1 Subkutane Injektionen

Für subkutane Injektionen wurden die Mäuse mit dem Nacken-Schwanz-Griff fixiert und in

leichte Kopftieflage gebracht. Die Mäuse wurden abdominal rasiert und anschließend mit der

Spitzenöffnung nach oben zeigend in flachem Einstichwinkel vorsichtig injiziert. Das

Zurückziehen der Nadel erfolgte erst nach 3-5 Sekunden, um ein Rücklaufen eines Teils der

Flüssigkeit zu vermeiden.

3.15.2 Intraperitoneale Injektionen

Für intraperitoneale Injektionen wurden die Mäuse mit dem Nacken-Schwanz-Griff fixiert und

in leichte Kopftieflage gebracht. Anschließend wurde in relativ steilem Winkel die abdominale

Haut durchstoßen und die Injektion mit mittlerer Geschwindigkeit durchgeführt. Die Nadel

wurde zügig zurückgezogen und das Tier in seinen Käfig zurückgesetzt.

3.15.3 Subkutanes Setzen von Tumoren

Für Tumorexperimente wurden Zellen der BFS-1 Zelllinie verwendet. Die Tumorzellen

wurden aufgetaut, in Kultur mit RPMI, 10%FCS, 1%PBS-Medium gehalten und am Tag der

Injektion einmal in PBS gewaschen, gezählt und in einer Konzentration von 4x106 Zellen/ml

in eine 1ml Spritze überführt. Jedes Tier erhielt eine linksabdominale Injektion von 50µl

(2x105 Zellen) nach dem obigen Schema.
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4 Ergebnisse

4.1 Überstand und gereinigtes TNCscTNF80 sind biologisch aktiv

In vitro Studien am Institut haben bereits mehrfach dokumentiert, dass es durch spezifische

TNFR2-Aktivierung durch TNCscTNF80 (im folgenden scTNF80 genannt) zu einer

verstärkten T-Zell-Proliferation kommt. Um den gereinigten und aus dem Überstand gewonnen

Stock auf seine biologische Aktivität zu prüfen, wurde ein Proliferationsassay über drei Tage

durchgeführt. Die Zellen wurden aus der Milz gewonnen, CFSE-gelabelt und mit den

entsprechenden Reagenzien inkubiert. Die durchflusszytometrische Färbung und Analyse

erfolgte nach drei Tagen.

Wie erwartet war die Proliferation sowohl von CD4+, als auch von CD8+ Zellen in Gegenwart

von scTNF80 deutlich verstärkt. Überstand-scTNF80 und gereinigter Stock zeigten denselben

Effekt. Das gereinigte scTNF80 wies jedoch eine geringere biologische Aktivität auf - eine

Beobachtung, die auch in weiteren Versuchsanordnungen gemacht wurde. (Abb. 1)
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Abbildung 1 | 2x105 CFSE gelabelte Milzzellen je Well wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen anti-CD3-
Antikörper stimuliert. Nach drei Tagen im Inkubator wurden die Proben gefärbt und im Durchlusszytometer
analysiert. Ein Punkt entspricht dem Mittelwert dreier technischer Replikate, Standardabweichungen sind angegeben.
Das Experiment wurde einmal durchgeführt.

4.2 T-Zell-Suppressivität von MDSC ex vivo ist durch scTNF80

nicht beeinflusst

In einem ersten Experiment wurde die Auswirkungen von TNFR2-Aktivierung auf die

Funktion der MDSC im T-Zell-Suppressionsassay untersucht. Hierzu wurden

Knochenmarkzellen aus der Maus gewonnen und mittels magnetischer Depletion MO-MDSC

isoliert. Diese wurden mit oder ohne scTNF80 im T-Zellsuppressionsassay eingesetzt. Die

Responder-Milzzellen wurden aus TNFR2-/- Mäusen gewonnen, CFSE-gelabelt und mit αCD3-

und αCD28-Antikörper zur Proliferation angeregt. Nach drei Tagen erfolgte die

durchflusszytometrische Färbung und Analyse.

Es zeigte sich, dass unabhängig von der Gegenwart und Menge an scTNF80 MO-MDSC die T-

Zell-Proliferation in vergleichbaren Ausmaß hemmten und die TNFR2-Aktivierung keine

eindeutigen Auswirkungen hatte (Abb. 2).
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Abbildung 2 | MO-MDSC wurden aus dem Knochenmark von WT-Mäusen isoliert. Nach einer Nacht im Inkubator
wurden 2x105 CFSE-gefärbte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit αCD3/αCD28 für drei Tage stimuliert. Ein
Balken stellt den Mittelwert zweier technischer Replikate dar. Es wurde ein repräsentatives Experiment von insgesamt
zwei Experimenten ausgewählt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen.

4.3 Fehlen des TNFR2 beeinflusst Zelldifferenzierung in

Knochenmarkkultur

Wir verglichen die Entwicklung von TNFR2-kompetenten (TNFR2+/+) MDSC und TNFR2-/-

MDSC in Knochenmarkkultur. Um dies zu untersuchen, wurden Knochenmarkzellen aus WT-

Mäusen in GM-CSF-haltigem Medium in Gegenwart von scTNF80 inkubiert. Dieses Protokoll

wurde ursprünglich zur Generierung von dendritischen Zellen aus Vorläuferzellen genutzt

[236]. Im Rahmen der Reifung treten jedoch als Zwischenschritt MDSC auf [234, 235], die von

uns an Tag 4 genauer auf Expression der Oberflächenmarker CD11b, Ly6C und Ly6G im

Durchflusszytometer analysiert wurden.

Nach viertägiger Inkubation konnte eine leicht erhöhte Zellzahl bei TNFR2-/-

Knochenmarkkulturen festgestellt werden, wobei dieser Effekt statistisch nicht signifikant

ausfiel (Abb. 3). Aus Vorarbeiten am Institut ist dieser Effekt des Fehlens des TNFR2 bereits

bekannt und in anderen Experimenten auch schon statistisch signifikant ausgefallen.

Es zeigte sich, dass TNFR2-/- Knochenmarkkulturen geringere Anteile an CD11b+ Zellen

aufwiesen als entsprechende WT-Kontrollen. Dabei sank der Anteil der MO-MDSC genauso

wie der der PMN-MDSC. Die monozytären MDSC waren jedoch deutlicher betroffen (Abb. 3).
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Abbildung 3| Knochenmark aus WT und TNFR2-/- Mäusen wurde über vier Tage in GM-CSF-haltigem Medium
inkubiert. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G- und
Ly6Chigh definiert, PMN-MDSC als CD11b+ Ly6G+ und Ly6Cintermediate. Ein Punkt repräsentiert die Daten eines
einzelnen Tieres, die Balken bilden die Mittelwerte ab. Die p-Werte wurden mittels ungepaartem t-Test bestimmt. Daten
aus einem Experiment.
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Im Folgeschritt wurden die in viertägiger Kultur gereiften Knochenmarkzellen in einem T-Zell-

Suppressionsassay auf ihre Funktion hin untersucht. Hierfür wurden identische

Gesamtzellzahlen verwendet und keine Rücksicht auf Schwankungen von Subpopulationen

genommen. Die Knochenmarkzellen wurden zusammen mit CFSE-gelabelten und stimulierten

Milzzellen über drei Tage inkubiert und danach die Proliferation analysiert.

Es zeigte sich, dass T-Zellen schlechter proliferierten, wenn diese den Zellen aus WT-

Knochenmarkkultur ausgesetzt wurden. Zellen aus TNFR2-/- Knochenmarkkultur

supprimierten zwar ebenso in einer dosisabhängigen Wirkung, die Suppression war jedoch

deutlich schwächer ausgeprägt (Abb. 4).

ohne MDSC 1:8 1:4 1:2 1:1

Abbildung 4 | Über vier Tage in Gegenwart von GM-CSF-haltigem Medium generierte Knochenmarkzellen wurden
mit 2x105 CFSE-gelabelten und αCD3/αCD28-stimulierten Milzzellen in entsprechender Anzahl (genormt auf
Gesamtzellzahl) inkubiert. Nach drei Tagen wurde die Proliferation im Durchflusszytometer analysiert. Jeder Punkt
stellt zwei technische Replikate eines einzelnen Tieres dar, die Balken bilden die Mittelwerte ab. Zur Analyse wurde ein
Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet. Daten aus einem
Experiment.
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4.4 scTNF80 führt zu verringerter Recovery nach

Knochenmarkkultur

Nachdem die Auswirkungen eines Fehlens des TNFR2 charakterisiert waren, widmeten wir uns

der Untersuchung der Einflüsse einer TNFR2-spezifischen Aktivierung. Knochenmarkzellen

aus WT-Mäusen wurden hierzu in GM-CSF-haltigem Medium in Gegenwart von scTNF80

inkubiert. Wir führten an Tag 4, 6 und 7 genauere Analysen durch. Als Kontrollen dienten

Kontrollüberstand oder reines GM-CSF Medium ohne Zusatz weiterer Reagenzien. Beide

Kontrollen verhielten sich identisch.

Die absoluten Zellzahlen wurden nach vier, sechs und in Ausnahmefällen nach sieben Tagen

analysiert. Sowohl an Tag vier, wie auch an Tag sechs bzw. sieben war die Zellzahl in Kulturen

mit scTNF80 deutlich verringert (Abb. 5).

Abbildung 5 | Knochenmarkszellen wurden mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über vier bzw. sechs
oder sieben Tage inkubiert. Die Probe wurde mit Trypanblau verdünnt und die Zellzahl in einer Neubauer-
Zählkammer bestimmt. Jeder Punkt stellt die Daten eines Tieres dar, die Balken bilden die Mittelwerte ab. Die
Zellzahlen der Kontrollgruppe wurden dabei auf 1 normiert und die Werte der entsprechenden mit scTNF80-
behandelten Gruppe im Verhältnis dazu angegeben. Die p-Werte wurden mittels gepaartem t-Test bestimmt. Gepoolte
Daten aus mehreren Experimenten.

4.5 MDSC-Marker bei Kultivierung mit scTNF80 leicht erhöht

Um genauer zu verstehen, wie sich eine TNFR2-Aktivierung auf Knochenmarkzellen in Kultur

auswirkt, wurden das Knochenmark von vier einzelnen Tieren mit und ohne scTNF80 inkubiert

und in regelmäßigem Abstand auf MDSC im FACS untersucht. Die Ausbeute verhielt sich auch



39

hier wie erwartet: ab Tag vier war die Ausbeute bei Kultivierung mit scTNF80 deutlich

verringert (Abb. 6).
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Abbildung 6 | Knochenmarkszellen wurden mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert. Die Proben wurden mit Trypanblau verdünnt und die Zellzahl bestimmt. Jeder Punkt
stellt die Mittelwerte technischer Duplikate der Kulturen eines einzelnen Tieres dar, die Balken bilden die Mittelwerte
ab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet.
Daten aus einem Experiment.

Die entnommenen Proben wurden für die Durchflusszytometrie gefärbt und nach folgendem

Schema gegatet (Abb. 7).

Bild 1 Bild 2 Bild 3

Abbildung 7 | Knochenmarkszellen wurden mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen für die durchflusszytometrische Analyse gefärbt. Dargestellt ist das
Gatingschema: Bild 1: Gaten auf lebende Zellen; Bild 2: Gaten der lebenden Zellen auf CD11b+ Zellen; Bild 3: Gaten
der CD11b+ und lebenden Zellen auf CD11b+ Ly6G+ Ly6Cintermediate PMN-MDSC und CD11b+ Ly6G- Ly6Chigh MO-
MDSC

Bei der Analyse der Oberflächenmarker fiel auf, dass sich die beiden Gruppen in Bezug auf

CD11b+ Zellen nicht unterschieden. Ab Tag vier waren nahezu alle Zellen CD11b+ (Abb. 8).
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Abbildung 8 | Knochenmarkszellen wurde mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen für die durchflusszytometrische Analyse gefärbt. Jeder Punkt stellt die
Mittelwerte technischer Duplikate der Kulturen eines einzelnen Tieres dar, die Balken bilden den Mittelwert der vier
Einzeltiere ab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt. Daten aus einem Experiment.

Eine genauere Analyse der CD11b+ Zellen ergab, dass die Anteile von MO- und PMN-MDSC

über den untersuchten Zeitraum zügig sanken und bereits an Tag 4 als eigene Population kaum

noch auszumachen waren. Das Gating gestaltete sich daher schwierig (Abb. 9).
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Tier 2, Tag 0

Tier 2, Tag 2 Kontrolle mit scTNF80

Tier 2, Tag 4 Kontrolle mit scTNF80
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Abbildung 9 | Knochenmarkszellen wurden mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen für die durchflusszytometrische Analyse gefärbt. Dargestellt sind
Dotplots der lebenden CD11b positive Zellen aus den entsprechenden Proben. Auswahl eines repräsentativen Tieres
(Tier 2).

Tier 2, Tag 8 Kontrolle mit scTNF80

Tier 2, Tag 7 Kontrolle mit scTNF80

Tier 2, Tag 6 Kontrolle mit scTNF80
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Es zeigte sich ein leicht vergrößerter Anteil an MO- und PMN-MDSC in den mit scTNF80

inkubierten Proben (Abb. 10).

Abbildung 10 | Knochenmarkszellen wurden mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium über zwei, vier,
sechs, sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen für die durchflusszytometrische Analyse gefärbt. Jeder Punkt

stellt die Mittelwerte technischer Duplikate der Kulturen eines einzelnen Tieres dar, die Balken bilden den Mittelwert
der vier Einzeltiere ab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt. Daten aus einem Experiment.
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4.6 Knochenmark-Zellen weisen nach sechstägiger Inkubation

mit scTNF80 geringere suppressive Aktivität auf

Im Folgenden untersuchten wir die unter scTNF80 generierten Knochenmarkzellen auf ihre

suppressorische Aktivität in einem T-Zell-Suppressionsassay.

Hierzu wurden die Knochenmarkzellen nach vier- oder sechs- bzw. siebentägiger Kultur

geerntet, gewaschen, um das scTNF80 zu entfernen, und ohne weitere Isolierung mit CFSE-

gelabelten und stimulierten Milzzellen für drei Tage inkubiert. Zusätzlich wurde teilweise der

Überstand abgenommen und die NO-Konzentration bestimmt. Höhere NO-Konzentrationen

sind ein Indikator für gesteigerte MDSC-Aktivität [237].

Da der Effekt einer TNFR2-Aktivierung in Kultur Schwankungen unterworfen war, wurde

dieser Versuch mehrfach wiederholt. Trotz Schwankungen in der Stärke des Effekts durch

scTNF80 konnte deutlich gezeigt werden, dass TNFR2-Aktivierung zu einer verminderten

suppressiven Aktivität der MDSC führte. Dieser Effekt trat jedoch erst bei MDSC auf, die an

Tag 6 geerntet wurden, und war abhängig von der scTNF80-Dosis der MDSC-Kultur (Abb.

11,12). Nach viertägiger MDSC-Kultur konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Abb.

11). Die verringerte Proliferation der CD8+-T-Zellen an Tag 4 ist nicht signifikant (p=0,18) und

fand sich ausschließlich in der 1:1 Verdünnungsstufe. In anderen Verdünnungsansätzen konnte

dieser Trend nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11 | Knochenmarkzellen wurden nach vier- bzw. sechs- oder siebentägiger Kultur mit und ohne scTNF80
geerntet und mit 2x105 CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit αCD3/αCD28 stimuliert. Nach drei
Tagen wurden die Proben gefärbt und im FACS analysiert. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines Experiments und
ist Mittelwert mindestens zweier technische Replikate. Die Punkte eines Experiments sind über Linien verbunden. Zur
Analyse wurde ein gepaarter t-Test (p<0,5) durchgeführt.
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Abbildung 12 | Knochenmarkzellen wurden nach sechstägiger Kultur mit unterschiedlichen Konzentrationen scTNF80
geerntet und mit 2x105 CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit αCD3/αCD28 stimuliert. Nach drei
Tagen wurden die Proben gefärbt und im FACS analysiert. Jeder Punkt entspricht einem technischen Replikat. Daten
aus einem exemplarischen Experiment. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test
wurde der Holm-Šídák-Test verwendet. Daten aus einem Experiment.

Die Analyse der NO-Überstände zeigte, dass MDSC, die in Kultur über sechs Tage scTNF80

ausgesetzt waren, auch geringere Mengen an NO produzierten als entsprechende Kontrollen

(Abb. 13). Ein Ergebnis, das mit einer verminderten Suppression vereinbar ist (Abb. 12).

ohne MDSC 1:8 1:4 1:2 1:1
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Abbildung 13| Knochenmarkzellen wurden nach vier- bzw. sechstägiger Kultur mit und ohne scTNF80 geerntet und
mit 2x105 CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit αCD3/αCD28 stimuliert. Nach drei Tagen wurden
die Überstände genommen und NO-Konzentrationen bestimmt. Einzelne Punkte repräsentieren technische Replikate,
die Balken bilden die Mittelwerte ab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde
der Holm-Šídák-Test verwendet. Daten aus einem Experiment.
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4.7 scTNF80 führt in vivo zur Expansion der CD11b+ Zellen im

Knochenmark

Wie in der Einführung beschrieben, existieren umfassende Daten zu MDSC in TNF-/-, TNFR-/-

, TNFR1-/- und TNFR2-/- Mäusen und auch dazu, wie sich TNF-Gabe auf MDSC auswirkt.

Unbekannt ist jedoch nach wie vor, wie sich eine spezifische Aktivierung des TNFR2 in vivo

auswirkt.

Um dies zu untersuchen, wurde gesunden WT Mäusen gereinigtes scTNF80 intraperitoneal

verabreicht. Die Applikation erfolgte nach folgendem Schema.

Abbildung 14 | Applikationsschema bei naiven WT-Mäusen

In einem Experiment wurde der Analysezeitpunkt I (Tag 7) verwendet, in drei weiteren der

Analysezeitpunkt II (Tag 9). Die Tiere wurden getötet und es wurde das Blut, die inguinalen

Lymphknoten, die Milz und das Knochenmark durchflusszytometrisch analysiert. Zusätzlich

wurden MO-MDSC aus dem Knochenmark mittels magnetischer Depletion isoliert und

funktionell im T-Zell-Suppressionsassay untersucht.

Unabhängig vom Analysezeitpunkt ließ sich ein Anstieg der CD11b+ Population im

Knochenmark beobachten, der jedoch statistisch nicht relevant ausfiel (Abb. 15).
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Abbildung 15 | Zellen wurden aus dem Kochenmark gewonnen und gefärbt. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines
einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein ungepaarter t-Test (Analysezeitpunkt
I, Tag 7) bzw. ein One-Way-Anova (Analysezeitpunkt II, Tag 9) durchgeführt. An Analysezeitpunkt II wurden Daten
zweier identischer Experimente in einer Grafik dargestellt.

Eine genauere Analyse der CD11b+ Zellen ergab unterschiedliche Ergebnisse je nach

Analysezeitpunkt bei den MO-MDSC. Deren Anteil an den CD11b+ Zellen war an Tag 7

unverändert. In Bezug auf alle lebenden Zellen stieg er jedoch infolge der Expansion CD11b+

Zellen deutlich. An dem späteren Zeitpunkt, Tag 9, blieb der Anteil der MO-MDSC an den

Gesamtzellen unverändert. Der Anteil der MO-MDSC an CD11b+ Zellen verkleinerte sich

dementsprechend (Abb. 16).
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Abbildung 16 | Zellen wurden aus dem Knochenmark gewonnen und gefärbt. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines
einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein ungepaarter t-Test (Tag 7) bzw. ein
One-Way-Anova (Tag 9) durchgeführt. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G- und Ly6Chigh definiert.

Wir analysierten im Folgenden, wie suppressiv die MO-MDSC aus dem Knochenmark dieser

Tiere waren. Die MO-MDSC wurden über eine magnetische Depletion isoliert und für drei

Tage mit stimulierten Milzzellen von unbehandelten WT-Mäusen inkubiert.

Die funktionelle Analyse der MO-MDSC aus dem Knochenmark zeigte, dass passend zu

unseren in vitro-Daten die suppressive Aktivität der MDSC, die scTNF80 ausgesetzt waren,

verringert war. Dies galt jedoch nur für den früheren Analysezeitpunkt an Tag 7 (Abb. 17).
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Abbildung 17 | Knochenmarkzellen der Einzeltiere einer Gruppe wurde zu gleichen Anteilen gepoolt. MO-MDSC
wurden aus dem Knochenmark isoliert. Nach einer Nacht im Inkubator wurden 2x105 CFSE-gelabelte Milzzellen
hinzugegeben und die Kultur mit αCD/αCD28 für drei Tage stimuliert. Jeder Punkt repräsentiert ein technisches
Replikat, die Balken stellen die Mittelwerte dar Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-
Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet.
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Abbildung 18 | Aus dem Knochenmark wurden MO-MDSC isoliert. Nach einer Nacht im Inkubator wurden 2x105

CFSE-gefärbte und CFSE-gelabelte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit αCD3/αCD28 stimuliert. Jeder Punkt
stellt die Daten eines Tieres dar, die Linien die Mittelwerte. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt.

Am Analysezeitpunkt II sahen wir in drei unabhängigen Experimenten Schwankungen in beide

Richtungen. Ein Zusammenhang mit der eingesetzten scTNF80-Dosis bestand nicht. Nach
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gegenwärtiger Datenlage kann daher nicht mit Sicherheit von einer veränderten Suppressivität

der MO-MDSC aus dem Knochenmark (Abb. 18) ausgegangen werden.

Die deutlichsten Veränderungen konnten jedoch bei den PMN-MDSC beobachtet werden.

Deren Population wuchs durch scTNF80-Gabe sowohl in Bezug auf CD11b+ Zellen als auch

im Verhältnis zur Gesamtheit der im Knochenmark lebenden Zellen deutlich. Dies galt für beide

Analysezeitpunkte. Der Effekt war dosisabhängig (Abb. 19).
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Abbildung 19 | Zellen wurden aus dem Knochenmark gewonnen und gefärbt. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines
einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein ungepaarter t-Test (Analysezeitpunkt
I) bzw. ein One-Way-Anova (Analysezeitpunkt II) durchgeführt. PMN-MDSC sind als CD11b+ Ly6G+ und
Ly6Cintermediate definiert.
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4.8 scTNF80 führt zu leichter Expansion der PMN-MDSC in der

Milz

Nachdem gezeigt wurde, dass scTNF80 im Rahmen des Heranreifens im Knochenmark eine

Rolle spielt, stellte sich die Frage, inwiefern das Populationsgleichgewicht auch in der

Peripherie beeinflusst wird. Hierfür untersuchten wir inguinale Lymphknoten und die Milz.

Während im Lymphknoten konstant keine Veränderung gesehen werden konnte (Daten nicht

gezeigt), fanden sich in der Milz leichte Effekte, die in ihrer Tendenz gut zu den Daten aus dem

Knochenmark passten.

Auch hier existierten Unterschiede in Abhängigkeit vom Analysezeitpunkt. An Tag 7

erschienen die MDSC-Populationen unbeeinflusst durch scTNF80-Gabe, während zwei Tage

später, an Tag 9, eine leichte Expansion der PMN-MDSC zu beobachten war.

Populationsgrößen von MO-MDSC und CD11b+ Zellen insgesamt waren Schwankungen

unterworfen, zeigten jedoch keine eindeutige Tendenz (Abb. 20).
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Abbildung 20 | Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und die Zellen gefärbt. Jeder Punkt
repräsentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein unpaired
t-test (Tag 7) bzw. ein One-Way-Anova (Tag 9) durchgeführ, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet.
An Tag 9 wurden Daten zweier identischer Experimente in einer Grafik dargestellt. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G-

und Ly6Chigh definiert, PMN-MDSC als CD11b+ Ly6G+ und Ly6Cintermediate.
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4.9 Regulatorische T-Zellen werden durch scTNF80-Gabe in vivo

nicht beeinflusst

Aufgrund der Erkenntnis, dass TNFR2 auch wichtig für Differenzierung und Funktion von

regulatorischen T-Zellen ist [238] und MDSC regulatorische T-Zellen induzieren können [1,

28, 29], interessierte, wie sich deren Population infolge der scTNF80-Gabe verhält. Wir färbten

daher Milz, Lymphknoten und Blut auf CD4+ CD25+ FoxP3+ regulatorische T-Zellen.

Veränderungen durch scTNF80 konnten wir in keinem der Organe feststellen. Dies galt sowohl

für den Anteil an CD4+ Zellen, wie auch in Bezug auf alle Zellen im entsprechenden Organ

(Abb. 21).

Abbildung 21 | Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und zunächst Oberflächenmarker
gefärbt. Im Anschluss erfolgte die intrazelluläre FoxP3-Färbung. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines einzelnen
Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein unpaired t-test (Analysezeitpunkt I) bzw. ein One-
Way-Anova (Analysezeitpunkt II) durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet.
Regulatorische T-Zellen sind als CD4+ CD25+ FoxP3+ definiert.



56

4.10 scTNF80-Gabe beeinflusst den Gewichtsverlauf gesunder

WT-Mäuse nur geringfügig

Nachdem die Therapie mit TNF durch teils dramatische Nebenwirkungen limitiert ist [198–

200], wurde im Verlauf der in vivo-Experimente die Entwicklung des Körpergewichts der

Mäuse näher beobachtet. Da wesentliche Anteile der Nebenwirkungen TNFR1-vermittelt zu

sein scheinen [201], bestand die Hoffnung, dass sich scTNF80 als besser verträglich erweisen

würde.

Im Verlauf sämtlicher in vivo-Experimente konnte ein Anstieg des Körpergewichts beobachtet

werden, wobei dieser bei Gabe von scTNF80 leicht verlangsamt ausfiel.

Verhaltensauffälligkeiten oder Haarausfall traten nicht auf.

Abbildung 22 | Gewichtsverlauf von Mäusen mit dreimaliger intraperitonealer Injektion von gereinigtem scTNF80 und
PBS als Kontrollgruppe. Die Injektionen erfolgten gemäß dem oben dargestellten Applikationsschema an naiven WT-
Mäusen (Tag 0, 2 und 4). Gezeigt ist die Gewichtsveränderung in Prozent zum Gewicht bei Beginn der Injektionen.
Jeder Punkt stellt den Wert eines einzelnen Tieres dar, die Balken den Mittelwert. Zur Analyse wurde ein Two-Way-
Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test verwendet. Gepoolte Daten aus drei Experimente.

4.11 Deutlich stärkere Effekte von scTNF80 bei tumorkranken

Mäusen

Nachdem wir generelle Effekte einer TNFR2-Aktivierung auf naive Mäuse untersucht hatten,

wurde als Folgeschritt scTNF80 im Krankheitsmodell untersucht, um einen möglichen

therapeutischen Nutzen zu evaluieren. Aufgrund unserer in vitro Daten wurde von einer

verminderten Suppressionsfähigkeit der MDSC ausgegangen und ein Tumormodell gewählt, in
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dem wir uns einen therapeutischen Nutzen des scTNF80 erhofften. Für den Versuch wurde die

BFS-1 (Fibrosarkom) Tumorlinie verwendet, von der jeder Maus an Tag 0 2x105 Zellen

subkutan injiziert wurden. Die Therapie erfolgte mittels intraperitonealer Injektion mit 100µg

gereinigtem scTNF80 oder reinem PBS als Kontrolle nach folgendem Schema (Abb. 23).

Abbildung 23 | Applikationsschema bei mit Tumoren injizierten Mäusen

Der verwendete Batch der Tumorlinie war anscheinend fehlerhaft, da binnen zwei Wochen

sämtliche Tumore der Kontrollgruppe und fünf von sechs Tumoren der mit scTNF80

behandelten Gruppe wieder verschwanden (Abb. 24). Das Experiment wurde daraufhin

vorzeitig beendetet, um die Effekte von scTNF80 auf den Organismus analysieren zu können.

Der Analysezeitpunkt wurde wie bei dem Großteil unserer vorherigen in vivo Experimente fünf

Tage nach der letzten scTNF80-Applikation gesetzt.
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Abbildung 24 | An Tag 0 wurden 2x105 BFS-1 Tumorzellen in 50µl PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Gemessen wurde Breite und Länge des Tumors mit einem Schieberegler. Jeder Punkt stellt die berechnete
Tumoroberfläche aus den gemessenen Daten eines einzelnen Tieres dar. Die Punkte eines Tieres sind durch Linien
verbunden. Daten aus einem Experiment.

Wir analysierten, ebenso wie bei den in vivo Versuchen an gesunden Mäusen, Blut,

Lymphknoten, Milz und Knochenmark.
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4.12 MDSC im Knochenmark expandieren deutlich infolge von

scTNF80-Gabe bei Tumorerkrankung

Im Knochenmark kam es durch scTNF80-Gabe zu einem deutlichen Anstieg der CD11b+

Population. Dieser Anstieg geht auf die überproportionale Expansion der PMN-MDSC zurück.

Die MO-MDSC expandierten, den Anstieg der CD11b+ Population berücksichtigend, ebenfalls,

ihr Anteil an den CD11b+ Zellen blieb jedoch unverändert (Abb. 25).
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Abbildung 25 | An Tag 0 wurden 2x105 BFS-1 Tumorzellen in 50µl PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 16 Tagen wurden die Tiere analysiert. Zellen wurden aus dem Knochenmark gewonnen und gefärbt. Jeder Punkt
repräsentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein
ungepaarter t-Test durchgeführt. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G- und Ly6Chigh definiert, PMN-MDSC als CD11b+

Ly6G+ und Ly6Cintermediate. Daten aus einem Experiment.

Damit decken sich die Effekte in ihrer Richtung im Wesentlichen mit denen, die bereits an

gesunden WT-Mäusen durch scTNF80 hervorgerufen werden konnten. Die Stärke des Effekts

war jedoch deutlich verstärkt.

4.13 Ähnliche Effekte durch scTNF80 in der Milz bei

tumorerkrankten Mäusen

Ähnliches ergab sich bei der Analyse der Milz. Hier war an gesunden Mäusen aufgefallen, dass

die PMN-MDSC angestiegen waren, ansonsten konnten jedoch keine signifikanten

Veränderungen beobachtet werden. Unter pathologischen Bedingungen fiel auch hier die

Wirkung des scTNF80 deutlich stärker aus. Die Verschiebungen der Populationen glichen

denen im Knochenmark: CD11b+ expandierten, ebenso MO- und PMN-MDSC, wobei die

PMN-MDSC deutlich stärker reagierten als die MO-MDSC. Der Anteil der MO-MDSC an den

CD11b+ Zellen blieb auch hier unbeeinflusst durch scTNF80 (Abb. 26).
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Abbildung 26 | An Tag 0 wurden 2x105 BFS-1 Tumorzellen in 50µl PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 15 Tagen wurden die Tiere analysiert. Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und die
Zellen gefärbt. Jeder Punkt repräsentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur
Analyse wurde ein ungepaarter t-Test durchgeführt. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G- und Ly6Chigh definiert, PMN-
MDSC als CD11b+ Ly6G+ und Ly6Cint. Daten aus einem Experiment.
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Da im Krankheitsmodell die Veränderung der Suppressionsfähigkeit in der Peripherie ein

entscheidender Parameter ist, wurden in diesem Experiment nicht MDSC aus dem

Knochenmark, sondern aus der Milz gewonnene MO- und PMN-MDSC funktionell isoliert.

Um die Zellen zu gewinnen wurden die Milzen der Mäuse einer Gruppe gepoolt und mittels

magnetischer Selektion und Depletion in mehreren Schritten isoliert, so dass für den T-Zell-

Suppressionsassay gereinigte MO- und PMN-MDSC vorlagen.

In dem Versuch zeigten sich sowohl bei MO-MDSC und PMN-MDSC kaum suppressive

Aktivität. Auch der NO-Gehalt im Überstand wich nicht von Kontrollen ohne MDSC ab.

Unterschiede zwischen den Gruppen, wonach teilweise eine verminderte Suppressionsfähigkeit

der mit scTNF80-behandelten Gruppe vorliegt, sind daher nur eingeschränkt zu interpretieren

(Abb. 27).

ohne MDSC 1:8 1:4 1:2 1:1
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Abbildung 27 | An Tag 0 wurden 2x105 BFS-1 Tumorzellen in 50µl PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 15 Tagen wurden die Tiere analysiert. Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und die
Zellen der Einzeltiere einer Gruppe zu gleichen Anteilen gepoolt. PMN- und MO-MDSC wurden in mehreren Schritten
über Depletions- und Selektionssäulen mittels magnetischer Beads isoliert. Nach einer Nacht wurden pro Well 2x105

CFSE-gelabelte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit αCD3/αCD28 stimuliert. Nach drei Tagen wurden
Überstände zur NO-Bestimmung entnommen. Die im Well verbleibenden Zellen wurden gefärbt und die Proliferation
im Durchflusszytometer analysiert. Die einzelnen Punkte repräsentieren technische Replikate, die Balken stellen die
Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Šídák-Test
verwendet. MO-MDSC sind als CD11b+ Ly6G- und Ly6Chigh definiert, PMN-MDSC als CD11b+ Ly6G+ und Ly6Cint.
Daten aus einem Experiment.

4.14 Regulatorische T-Zell-Population bleibt auch bei

tumorkranken Mäusen durch scTNF80 unbeeinflusst

scTNF80-Gabe bei naiven Mäusen ließ die Populationsgröße regulatorischer T-Zellen

unbeeinflusst.

Ebenso wie bei scTNF80-Injektion bei gesunden Mäusen, konnten auch bei Mäusen mit

Tumorerkrankung keine Unterschiede in Bezug auf regulatorische T-Zellen festgestellt werden.

Dies bezieht sich sowohl auf ihren Anteil an CD4+ Zellen, wie auch auf ihren Anteil an

sämtlichen Zellen (Abb. 28). Da die Effekte des scTNF80 im pathologischen Modell deutlich

stärker waren, sieht es stark danach aus, dass scTNF80 Populationsgrößen regulatorischer T-

Zellen in vivo nicht beeinflusst.
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Abbildung 28 | An Tag 0 wurden 2x105 BFS-1 Tumorzellen in 50µl PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 15 Tagen wurden die Tiere analysiert. Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und
zunächst Oberflächenmarker gefärbt. Im Anschluss erfolgte die intrazelluläre FoxP3-Färbung. Jeder Punkt
repräsentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein
ungepaarter t-Test durchgeführt. Regulatorische T-Zellen sind als CD4+ CD25+ FoxP3+ definiert. Daten aus einem
Experiment.

4.15 scTNF80-Gabe beeinflusst auch bei tumorkranken Mäusen

den Gewichtsverlauf nur geringfügig

Da sich die Nebenwirkungen von TNF-Agonisten häufig therapielimitierend auswirken [198–

201] und an Tumoren erkrankte Mäuse für TNF hypersensibilisiert sind, so dass sich bereits bei

geringen Dosierungen ausgeprägte toxisch-systemische Nebenwirkungen entwickeln können
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[201], wurde neben offensichtlichen Auffälligkeiten auch der Gewichtsverlauf der Mäuse

während des Experiments verfolgt.

Es zeigte sich sowohl bei der Therapie-, wie auch bei der Kontrollgruppe ein vergleichbarer

Kurvenverlauf. Zunächst erfolgte eine stetige Gewichtszunahme bis Tag 11. Anschließend kam

es zu einem leichten Rückgang. Auffällig ist das stets leicht geringere Gewicht der Therapie-

Gruppe.

Andere Auffälligkeiten bezüglich des Verhaltens oder des Erscheinungsbildes (z.B.

Haarausfall) traten nicht auf.

Insgesamt zeigen sich somit ähnliche Ergebnisse wie bei gesunden WT-Mäusen. Indizien für

eine Hypersensibilisierung der Mäuse für scTNF80 bei Tumorerkrankungen wurden nicht

gefunden.

Abbildung 29 | Gewichtsverlauf von Mäusen mit subkutan gesetztem BFS-1-Tumor unter sechsmaliger
intraperitonealer Injektion von gereinigtem scTNF80 und PBS als Kontrollgruppe. Die Injektionen erfolgten gemäß
dem oben dargestellten Applikationsschema an WT-Mäusen (Tag 0, 2, 4, 7, 9 und 11). Gezeigt ist die
Gewichtsveränderung in Prozent zum Gewicht bei Beginn der Injektionen und Setzen des Tumors. Jeder Punkt stellt
den Wert eines einzelnen Tieres dar, die Balken den Mittelwert (der Balken der scTNF80-Gruppe ist zur besseren
Sichtbarkeit ebenfalls in schwarz). Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgeführt. Daten aus einem
Experiment.
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5 Diskussion
Tumor- oder Autoimmunerkrankungen sind hochkomplexe Krankheiten, die in der Therapie

eine große Herausforderung darstellen und nicht selten einen chronischen, teils tödlichen

Verlauf nehmen. Beiden gemeinsam ist eine ausgeprägte immunologische Komponente:

Während es bei Tumorerkrankungen zu einer gezielten Suppression des Immunsystems kommt,

liegt bei Autoimmunkrankheiten eine überschießende Reaktion der körpereigenen Abwehr vor.

Das Immunsystem zielgerichtet zu beeinflussen, ohne dessen grundsätzliche Abwehrfunktion

einzuschränken, gelingt bislang nur eingeschränkt.

Im Verlauf der letzten Jahre wurde festgestellt, dass beide Krankheitsformen sowohl MDSC-

als auch TNFR2-assoziiert sind. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, die Interaktion zwischen

TNFR2 und MDSC genauer zu charakterisieren und so potentielle Wege für eine

immunologisch-orientierte Pharmakotherapie aufzuzeigen.

In der Arbeitsgruppe war festgestellt worden, dass TNFR2-/- MDSC, wenn sie in vitro generiert

werden, schlechter differenzieren und die T-Zell-Proliferation weniger hemmen als

entsprechende MDSC aus Wildtyp-Mäusen [239]. Dieses Ergebnis passt gut zu bekannten

Publikationen über die Rolle des TNFR2 in MDSC in vivo. Dort wurde nachgewiesen, dass

sowohl TNFR-/- als auch TNFR2-/- Mäuse, weniger MDSC haben und deren Funktion zusätzlich

eingeschränkt ist. Tumore wachsen bei diesen Tieren langsamer und gehen teilweise spontan

in Remission [188, 189]. Bei TNFR1-/- Mäusen tritt dieser Effekt nicht auf. Damit ist unser

Ergebnis ein weiteres Indiz für die Relevanz eines intakten TNFR2-Signalweges für MDSC-

Expansion und -Funktion.

Da TNFR2-/- MDSC funktionell gehemmt sind, wurde ursprünglich vermutet, dass eine

spezifische TNFR2-Aktivierung in vitro zu mehr differenzierten und potenteren MDSC führen

würde. Diese Erwartung konnte in dieser Arbeit an GM-CSF-haltigen Knochenmarkzell-

Kulturen von Wildtyp-Mäusen nur teilweise bestätigt werden. Der Anteil an MDSC in der

Kultur war bereits ab Tag 2 stark rückläufig, so dass sich das korrekte Gating schwierig

gestaltete und bereits ein leichtes Überstrahlen benachbarter Populationen einen großen Effekt

haben kann. Inwiefern auf dieser Grundlage die erhöhten MDSC-Anteile tatsächlich relevant

sind, erscheint fraglich. Deutliche Auswirkungen scheint die zusätzliche agonistenvermittelte

TNFR2-Aktivierung im Rahmen der MDSC-Differenzierung in vitro somit nicht

hervorzurufen. Möglicherweise genügen die in den Kulturen vorliegenden Mengen an TNF für

eine optimale MDSC-Differenzierung.
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In der funktionellen Analyse zeigten sich die mit scTNF80 generierten MDSC entgegen unserer

Annahme weniger suppressiv als entsprechende Kontrollen. Damit waren sowohl TNFR2-/-

MDSC wie auch MDSC, die unter Stimulierung des TNFR2 kultiviert wurden, in vitro weniger

suppressiv als Wildtyp-MDSC. Es ist bekannt, dass MDSC unterschiedliche Stimuli für

Differenzierung und Aktivierung benötigen [55]. Inwiefern unter TNFR2-Aktivierung

generierte MDSC auch nach erneuter Aktivierung weniger suppressiv sind, wäre interessant

festzustellen.

Weiterhin fiel auf, dass die Zellausbeute nach Kultivierung mit scTNF80 deutlich verringert

war. Inwiefern dies auf geringere Proliferation oder gesteigerte Apoptose zurückzuführen ist,

blieb ungeklärt. Da einer TNFR2-Aktivierung im Regelfall eine überlebensfördernde Wirkung

zugeschrieben wird [162], überraschen diese Ergebnisse. TNFR2 kann jedoch auch pro-

apoptotisch wirken. Dies tritt beispielsweise bei wiederholter starker Aktivierung des TNFR2

auf. Hierdurch kommt es zu einem verstärkten Abbau von TRAF2, einem Adaptorprotein des

TNFR2-Signalwegs [154, 168–172]. Da TRAF2 jedoch auch Teil der Survival-Signalkaskade

bei TNFR1-Aktivierung ist, die zur Aktivierung von NFκB führt und anti-apoptotisch wirkt,

kann es infolge des Verbrauchs zu einem Überwiegen der pro-apoptotischen Signalkaskade bei

TNFR1-Aktivierung kommen [173–175]. Inwiefern TRAF2-Depletion tatsächlich Ursache der

verringerten Ausbeute ist, wurde nicht untersucht.

scTNF80 führt somit zu weniger Zellen nach Kultivierung von Knochenmarkzellen und die in

Gegenwart von scTNF80 aus Knochenmarkkultur generierten Zellen weisen zusätzlich eine

verminderte Funktion auf. CD4+- und CD8+-Lymphozyten proliferieren durch Zugabe von

scTNF80 hingegen verstärkt, so dass die in vitro Ergebnisse auf eine Verstärkung der

Immunantwort durch selektive TNFR2-Aktivierung hindeuten.

In vivo konnten am gesunden Tier nur leichte Effekte festgestellt werden. TNFR2-Aktivierung

führte hier zu einer Expansion der MDSC-Populationen. Dies könnte auf ein längeres

Überleben der MDSC zurückzuführen sein, da bekannt ist, dass TNFR2+/+ im Gegensatz zu

TNFR2-/- MDSC in vivo vor Apoptose geschützt sind [188]. In der Peripherie expandierten die

MDSC nur leicht mit einem Anstieg der PMN-MDSC in der Milz. Ein Befund, der dadurch

erklärt werden könnte, dass MDSC zwar durch TNFR2-Aktivierung im Knochenmark verstärkt

generiert, aufgrund fehlender entzündlicher Stimuli jedoch nicht mobilisiert und rekrutiert

wurden, so dass nur geringe Veränderungen in der Peripherie auftraten. Die Beobachtung, dass

PMN-MDSC sensibler als MO-MDSC reagieren und bei Ihnen deutlichere Effekte auftraten,
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deckt sich gut mit der Tatsache, dass diese sich auch in den meisten pathologischen Zuständen

expansionsfreudiger zeigen als monozytäre MDSC [1].

Die Frage nach einer veränderten suppressiven Aktivität durch scTNF80 der MDSC in vivo in

gesunden WT-Mäusen konnten wir nicht endgültig klären. Die Daten deuten auf eine

verminderte antigenunspezifische Suppressionsfähigkeit hin. Damit lägen tendenziell

entgegengesetzte Effekte des scTNF80 vor: Es werden mehr MDSC generiert, die jedoch

schlechter supprimieren. Da MDSC jedoch separate Stimuli für Generierung, Mobilisierung

und Aktivierung benötigen, erscheint es gut möglich, dass sich unter scTNF80 generierte

MDSC bei nachfolgender Aktivierung anders verhalten.

Im Tumormodell sollte ebendies geklärt werden. Wir untersuchten, wie sich die Wirkung des

scTNF80 verändert, wenn ein aktiviertes Immunsystem vorliegt. Unglücklicherweise wuchsen

die Tumore zwar zunächst, verschwanden aber nahezu allesamt wieder. Dies geschah sowohl

in der behandelten Gruppe als auch bei den mit PBS behandelten Kontrollen. Wir testeten

diesen Tumorzell-Batch anschließend erneut mit identischem Ergebnis. Bei anderen Batches

derselben Zellreihe zeigte sich adäquates Tumorwachstum. Die Frage nach einer Veränderung

im Krankheitsverlauf konnte daher nicht geklärt werden. Trotzdem waren die Ergebnisse des

Experiments von großem Interesse, da sie erstmalig die Effekte des scTNF80 auf die MDSC

eines aktivierten Immunsystems beschrieben.

In der genaueren Analyse der mit Tumorzellen injizierten Tiere konnte festgestellt werden, dass

scTNF80 zu ähnlichen Effekten führte wie am gesunden Tier. Unsere Erwartung, dass die

Effekte bei einem aktivierten Immunsystem deutlich stärker ausfallen würden, bewahrheitete

sich. MO- und PMN-MDSC im Knochenmark expandierten deutlich. Neu war, dass nun mit

dem immunologischen Stimulus auch in der Peripherie deutliche Wirkungen auftraten. Durch

scTNF80-Behandlung stieg der Anteil sowohl der MO-MDSC als auch der PMN-MDSC

deutlich an, insbesondere der Anteil der PMN-MDSC an sämtlichen Milzzellen stieg im Schnitt

um das Achtfache. Die Tatsache, dass dieser Effekt nur deutlich auftrat, wenn das

Immunsystem durch Tumorzellen herausgefordert wurde, deutet darauf hin, dass TNFR2-

Aktivierung alleine nicht fähig ist, um MDSC aus dem Knochenmark auszuschwemmen. Durch

scTNF80 steigt jedoch die Anzahl der MDSC im Knochenmark, die im Krankheitsfall durch

das Immunsystem rekrutiert werden und dann in der Peripherie deutlich vermehrt aufzufinden

sind.
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Im Tumorversuch entschlossen wir uns, periphere MDSC auf ihre Funktion zu untersuchen, da

Veränderungen dort direktere Schlussfolgerungen auf eine mögliche Beeinflussung des

Krankheitsverlaufs zulassen. Hierfür wählten wir zwecks Vergleichbarkeit die antigen-

unspezifische suppressive Aktivität, wie wir sie auch in vitro und in naiven Mäusen in vivo

untersucht hatten.

Aus welchem Grund die MDSC aus der Milz in diesen Untersuchungen nicht suppressiv waren,

lässt sich nicht mit letzter Sicherheit sagen. Da praktisch keine unspezifische Suppression

vorlag und auch kein NO synthetisiert wurde, können die beobachteten minimalen

Unterschiede zwischen den Gruppen nicht bewertet werden.

Inwiefern es durch scTNF80 im Tumormodell zu einer Veränderung der Antigen-spezifischen

Suppression durch MDSC kommt, ist ebenfalls noch zu klären.

Allgemein zeigten sich keine Hinweise auf ausgeprägte Nebenwirkungen des scTNF80.

Insbesondere in Anbetracht der Tatsache, dass die Therapie mit TNF-Agonisten mit starken

systemisch-toxischen Nebenwirkungen einhergeht [198–200], ist dieses Ergebnis positiv. Zwar

wurde bereits gezeigt, dass wesentliche Nebenwirkungen TNFR1-vermittelt auftreten [201],

doch war nicht auszuschließen, dass TNFR2-Agonisten durch Wegfangen des löslichen TNFR2

zu erhöhten TNF-Spiegeln und dadurch ebenfalls zu dramatischen Nebenwirkungen führen

könnten, zumal an Tumoren erkrankte Mäuse für TNF hypersensibilisiert sind [201]. Dass an

gesunden Mäusen kaum Effekte außerhalb des Knochenmarks zu beobachten waren und auch

mit Tumoren belastete Mäuse ebenso wie PBS-Kontrollen weiter leicht an Gewicht zulegten,

deutet auf eine nebenwirkungsarme Therapie mit deutlichen Effekten auf MDSC hin. An CD4+

T-Zellen, B-Zellen und regulatorischen T-Zellen konnten keine Effekte festgestellt werden, so

dass scTNF80 relativ selektiv zu wirken scheint.

Insgesamt zeigen die in vivo Experimente, dass durch TNFR2-Aktivierung die MDSC-

Population selektiv expandiert werden kann, diese Effekte am erkrankten Tier deutlich stärker

sind und am gesunden Tier nur geringe Veränderungen bewirkt werden. Die weitergehende

Erforschung des therapeutischen Nutzens einer TNFR2-Aktivierung ist daher vielversprechend

und erscheint unter anderem in dem weiten Feld der chronischen entzündlichen Erkrankungen

neue Möglichkeiten aufzuzeigen.
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6 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Effekte des spezifischen TNFR2-Agonisten

TNC-sc-mTNF80 auf MDSC in vitro untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Funktion

bereits ausgereifter MDSC durch TNFR2-Aktivierung nicht beeinflusst wurde. Die

Kultivierung der MDSC in GM-CSF mit TNFR2-Agonisten führte jedoch zu einer

verminderten Ausbeute nach Kultur und einer verringerten Suppressionsfähigkeit der T-

Zellproliferation mit verringerter NO-Produktion. Der beobachtete Effekt war mehrfach

reproduzierbar und klar dosisabhängig.

In vivo fand sich an gesunden Wildtyp-Mäusen durch TNFR2-Aktivierung lediglich eine auf

das Knochenmark beschränkte Expansion der MDSC-Populationen, ohne dass es zu

ausgeprägten systemischen Nebenwirkungen zu kommen schien. Andere Zellpopulationen, wie

regulatorische T-Zellen, B-Zellen oder T-Zellen wurden durch die selektive TNFR2-

Aktivierung nicht beeinflusst. Im Fibrosarkom-Tumormodell kam es vermutlich aufgrund eines

fehlerhaften Batches sowohl in der Kontroll- als auch in der Therapiegruppe zu einer spontanen

Remission der Tumore. Trotzdem fand sich durch den immunologischen Stimulus ein um ein

Vielfaches stärkerer Anstieg der MDSC-Populationen nach mehrmaliger Applikation des

TNFR2-Agonisten als bei gesunden Mäusen. Der Effekt beschränkte sich im Tumormodell

nicht auf das Knochenmark, sondern ließ sich auch deutlich in der Milz nachweisen. Anzeichen

für ausgeprägte systemische Nebenwirkungen fanden sich auch im Tumormodell nicht.
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7 Abkürzungsverzeichnis
ACK Ammonium-Chloride-Potassium

AF647 Alexa Fluor 647

AF700 Alexa Fluor 700

AP-1 activator protein 1

APC Allophycocyanin

BFS-1 murines Fibrosarkom

cFLIP cellular FLICE(Caspase-8)-inhibitory protein

CFSE Carboxyfluoresceinsuccinimidylester

CO2 Kohlendioxid

COX Cyclooxygenase

CTLA cytotoxic lymphocyte antigen

DISC death-inducing signaling complex

DPBS Dulbecco’s Phosphate-buffered saline

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

FACS fluorescence-activated cell sorting

FADD FAS-associated protein with death domain

FAT HLA-F-adjacent transcript 10

FCS fetal calf serum

FcγR Fc-γ-Rezeptor

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FoxP3 Forkhead Box P3

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

ICAM intercellular Adhesion Molecule

IFNγ Interferon-γ

IL Interleukin

IMC immature myeloid cell

iNOS inducable Nitric oxide synthase

IκB inhibitor of NF‑κB

JAK Janus-Kinase

KM Knochenmark

MACS magnetic activated cell sorting

MDSC myeloid-derived suppressor cells

MHC major histocompatibility complex
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MO-MDSC monozytäre MDSC

mTNF membrangebundener TNF

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NF‑κB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

NO Stickstoffmonoxid

ns nicht signifikant

PBS Phosphate-buffered saline

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll

PMN-MDSC polymorphonuclear (granulozytäre) MDSC

RIP receptor interacting protein

ROS reactive oxygen species

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

SCF stem cell factor

scTNF80 spezifischer TNFR2-Agonist (in späteren Publikationen auch STAR2)

STAT signal transducer and activator of transcription

sTNF soluble (löslicher) TNF

TACE TNFα converting enzyme

TGF-β tumor growth factor-β

TIM TRAF (TNF-receptor adaptor factor) interaction motif

TNCscTNF80 spezifischer TNFR2-Agonist (siehe auch scTNF80)

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor

TRADD Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein

TRAF TNF-receptor adaptor factor

Treg regulatorische T-Zellen

VCAM vascular cell adhesion protein

VEGF vascular endothelial growth factor

WT Wildtyp

* p-Wert < 0,5

** p-Wert < 0,05

*** p-Wert < 0,005

**** p-Wert < 0,0005
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