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1 Einfuhrung

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 Fahigkeit, die Immunantwort effektiv

supprimieren zu kdnnen, wobei die Subpopulationen unterschiedliche M echanismen nutzen [1].

Phanotypisch sind die MDSCsder Mausas CD11b* GR1* (granul ocyte 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 bel naiven Tieren
nicht vor [1]. Die CD11b* GR1* Zellen sind friihe monozytére, granulozytére und dendritische
Vorlauferzellen, wobei nur die monozytéaren und dendritischen Vorlauferzellen in vitro
erfolgreich ausdifferenziert werden konnen [3]. GR1 bezeichnet ein Epitop auf zwei
verschiedenen Oberfléchenproteinen (Ly6C und Ly6G), die unabhangig voneinander
exprimiert und durch unterschiedliche Gene codiert werden. Der monozytéren Zelllinie
entstammende MDSCs werden als CD11b* Ly6G und Ly6C"9" beschrieben (MO-MDSC),
wahrend MDSCs der granulozytaren Linieals CD11b* Ly6G* und Ly6C'o" charakterisiert sind
(PMN-MDSC). Mit spezifischen Antikorpern fir Ly6G und Ly6C konnen diese
Subpopulationen phanotypisch 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 ziigig zu reifen dendritischen,

granulozytéren oder monozytéren Zellen aus [1].

1.1.2 Wirkungsmechanismen

Die suppressive Aktivitét von MDSCs ist vielseitig. So kénnen sie unter anderem IL-10 und
TGF-B produzieren und das angeborene Immunsystem durch Beeinflussung der
Zytokinproduktion von Makrophagen modulieren [5]. lhre wohl zentralste und am
umfassendsten erforschte Funktion besteht jedoch in ihrer Rolle als potente Suppressoren der
T-Zell-Antwort und damit der Modul ation des adaptiven Immunsystems. Fur die meisten dieser
Mechanismen bedarf es direkter Zellkontakte [1].



1.1.2.1 Arginin-Depletion und Stickstoffmonoxid

Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Depletion von Arginin aus der Mikroumgebung der
MDSC, dessen Verflgbarkeit fur die Proliferation und Funktion der T-Zellen wesentlich zu
sein scheint [6-10]. So fuhren verminderte Konzentrationen an Arginin zu einer verringerten
Expression der CD3 (-Kette in T-Lymphozyten [9], verhindern die verstérkte Expression von
Cyclin D3 und Cyclin-abhangigen Kinase 4 und behindern dadurch die Proliferation der T-
Zelen[11, 7].

Die Depletion von Arginin erfolgt Uber zwei Mechanismen. Arginase 1, ein Enzym, das beiden
Subpopulationen von MDSC gleichermal3en zu eigen ist, katalysiert die Reaktion von L-
Arginin zu Ornithin und Harnstoff. Die induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase
(INOS), die Uberwiegend in MO-MDSC eine Rolle spilt [3, 12], depletiert ebenfalls Arginin
und produziert zugleich NO [8, 10]. NO kann verschiedene Aminosauren nitrosylieren, hemmt
JAK3 und STAT5 [13] sowie die Expression von MHC 1l [14] und fihrt 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-abhangige Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Die suppressive
Potenz von MDSC aus Patienten und Mausen konnte durch Hemmung der ROS-Produktion in

vitro vollstandig 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 erhthte 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 Aminosduren und bei direktem Zell-Zell-K ontakt an Aminosauren des
CD8-Rezeptors. Diese Zellen kénnen danach nicht mehr durch ihr Antigen aktiviert werden.

Antigenunabhangige Stimuli flhrten 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 fordern oder sie sogar induzieren kann [28, 29].

AulRerdem konnen vorhandene regulatorische T-Zellen aktiviert werden [30, 31]. Fir das

Auftreten dieser Effekte waren Tumor-spezifische T-Zellen, IFNy und I1L-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 geklart. So waren in einem Tumormodell CD152 (cytotoxic lymphocyte antigen 4,
CTLA4)-positive MDSC notwendig [28], wahrend in einem anderen Tumormodell der
Mechanismus Arginase 1-vermittelt war und die Antigenprasentation 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], wahrend andere
Untersuchungen keine Auswirkungen der MDSC zumindest auf die de novo-Generierung
regulatorischer T-Zellen feststellen konnten [12].

1.1.2.5 Antigenspezifitat 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 unabhéngig von deren Antigenspezifitat [34, 35]. Wie zentral dieser Effekt
invivo eine Rolle spielt, ist jedoch strittig. T-Zellen aus peripheren lymphati schen Organen von
Méausen mit Tumorerkrankung sind auf Stimuli durch den eigenen Tumor nicht reaktiv, andere
Stimuli wie IL-2-, CD3- und CD28-Antikdrper fuhren jedoch zu einer addquaten 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 ausgeprégte antigenspezifische Suppression
der T-Zellen. So wurde festgestellt, dass MDSC |6sliche Antigene aufnehmen und diese auf
MHC-I und MHC-I1I T-Zellen présentieren konnen [12, 26]. MHC-I1 wird jedoch nur von einem
kleinen Anteil tumorassoziierter MDSC exprimiert, so dass hier die Datenlage noch diinn ist
[1]. Die Dauer eines engen Zellkontaktes zwischen T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen
ist deutlich langer a's antigenunspezifische Zellinteraktionen [34, 40, 41]. Damit ROS und
Peroxynitrit an der T-Zelloberflache und damit auch am T-Zell-Rezeptor ihre Wirkung
entfalten konnen, bedarf es einer solchen, langeren Interaktion. In vitro konnte festgestellt
werden, dass bel Gabe von spezifischem MHC-1 Antikorper die Suppression der CD8* T-Zellen
aufgehoben werden konnte [42]. Es sieht daher danach aus, dass der antigenspezifischen T-
Zéell-Suppression in vivo eine hohe Bedeutung zukommit. Die antigenunspezifische Suppression
erscheint in erster Linie im Tumorgebiet von Bedeutung zu sein. Hierauf wird spéter ndher

eingegangen.



1.1.3 Veranderungen unter pathologischen Bedingungen

Unter physiologischen Bedingungen differenzieren IMC ziigig 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
sekundaren lymphatischen Organen anzutreffen [1]. Vor Ort kdnnen sie durch eine Vielzahl an
Botenstoffen aktiviert werden. Hierzu zahlt neben den Interleukinen-13, -4, -10 und -13
beispielsweise auch TNF und Toll-like Rezeptoren [43-49]. Ausfuhrlich beschriebenist dieser
Vorgang bei Tumorerkrankungen. In an Tumoren erkrankten Mausen 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 fir den Verlauf der Erkrankung dienen [52-54]. Der
Anstieg der PMN-MDSC-Population ist dabel stérker als der der MO-MDSC [3]. Auch im
Tumorgebiet finden sich hohe Konzentrationen an MDSC [1, 55]. Bei an Tumoren erkrankten
M &usen beobachtet man nach MDSC-Depletion ein verzogertes Tumorwachstum [56] und eine
partielle Wiederherstellung der antitumoralen Immunantwort [56, 57]. Auch bel der
Angiogenese, dem invasiven Wachstum und der Metastasierung des Tumors scheinen MDSC
eine wesentliche Rolle zu spielen [1, 55, 58, 43, 44, 59-70].

Wahrend MDSC bei Tumorerkrankungen allgemein eher zu einem schlechteren Verlauf fihren,
lasst sich bislang keine eindeutige Tendenz ihrer Auswirkungen auf Autoimmunerkrankungen
erkennen [71]. So sind MDSC zumindest bei Frauen mit systemischem Lupus erythematodes
mit elnem schlechteren Krankheitsverlauf assoziiert [72-74], wéhrend bei Autoimmunhepatitis
ein protektiver Effekt durch MDSC beobachtet wird [ 75-79]. Auf andere einzelne Krankheiten
bezogen ist die Studienlage nach wievor widerspriichlich [55, 71]. So existiert bei rheumatoider
Arthritis sowohl eine Publikation, die MDSC eine eventuell IL-17 vermittelte
krankheitsférdernde Wirkung zuschreiben [80], als auch welche, in denen durch MDSC
gesundheitsfordernde Effekte beobachtet wurden [81-83]. Selbiges gilt fir 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



systemischen Expansion der MDSC-Populationen. Auch traumatischer Stress kann einen
MDSC-Anstieg bewirken [100].

Es existieren verschiedene Botenstoffe, die die MDSC-Expansion bedingen kénnen (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 fuhren meistens via Aktivierung der Janus-Kinase
zur Induktion von STAT3, wortiber die MDSC-Expansion vermittelt zu sein scheint [1, 112-
115]. MDSC benétigen unabhédngig 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 fir Toll-like Rezeptoren, so
dass die Aktivierung der MDSC Uber 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 Ansatze

Durch das grofe Spektrum an Erkrankungen, die mit Induktion oder Hemmung von MDSC
assoziiert sind, sind sie vielversprechende Ziele therapeutischer Ansétze. Insbesondere bei
Tumorerkrankungen, bei denen ausbleibende Impferfolge und die Rezidivproblematik eng mit

dem supprimierten Immunsystem verkntpft sind, erhofft man sich Fortschritte.

Einer der aussichtsreichsten Ansdize ist die Forderung der Ausdifferenzierung unreifer
myeloider Zellen. Dies gelingt beispielsweise durch Vitamin A Metaboliten [42, 117-119].
Hierdurch konnten bereits am Patienten und im Tumormausmodell verzdgertes
Tumorwachstum mit einer Verbesserung der T-Zell-vermittelten Tumorabwehr erreicht werden
[36, 120, 121]. All-trans Retinsdure (ein Metabolit des Vitamin A) wirkte dabei unterschiedlich
auf MO- und PMN-MDSC. Wahrend erstere ausdifferenzierten, wurde bei letzteren
vorwiegend die Apoptose induziert [1, 122].

Andere Ansétze versuchen, die MDSC-Funktion negativ zu beeinflussen, indem Arginase 1-,
iINOS-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 M&usen mit Prostata-Karzinom [127, 128].



1.2 Der Tumornekrose-Faktor (TNF) und seine Rezeptor en
TNF ist Tell der grofdten bekannten Zytokinfamilie [129]. Die sogenannte TNF-Superfamilie

wird Uber ihre Transmembranrezeptoren charakterisiert, die 1-6 cysteinreiche Abschnitte auf
ihrer extrazelluléren Seite als Gemeinsamkeit aufweisen. Diese cysteinreichen Regionen sind
fUr die Bindung der Liganden entscheidend [130]. Die Rezeptoren der TNF-Superfamilie
vermitteln ihre Wirkung mittels weiterer Adapterproteine tber intrazellulére Signalkaskaden,
wobei zwei unterschiedliche Rezeptortypen unterschieden werden kénnen. Es existieren
einerseits die sogenannten Todesrezeptoren (death receptors), die Uber ihre Todesdoméane
(death domain) zum Zelltod fuhren kénnen. 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 Uber keine Todesdoméne verfligen. Stattdessen weisen diese eine TIM-domain (TRAF
interaction motif) auf, die beispielsweise Uber TRAF-Proteine (TNF-receptor adaptor factor)
ihre Wirkung entfalten kénnen [131].

Die durch die TNF-Superfamilie vermittelten biologischen Effekte sind extrem vielseitig und
konnen sowohl zum Uberleben und zur Aktivierung der Zelle, als auch zum Zelltod fiihren.
Ebenso kénnen sie sowohl positive wie auch negative Auswirkungen bei
Entziindungsreaktionen, Autoimmunerkrankungen, Erregerabwehr oder Krebserkrankungen
haben.

1.2.1 Der Tumornekrose-Faktor

TNF wird als 26kDa grof3es Typ || Transmembranprotein synthetisiert (MTNF) [134, 135]. Es
kann entweder membrangebunden an seine zwei Rezeptoren binden oder durch die
Metalloprotease TACE (TNFa converting enzyme) von der Membran abgespalten werden, so
dass es as losliches TNF (STNF) vorliegt [136-142]. Sowohl lésliches als auch
membrangebundenes TNF kann als Monomer, Dimer oder Trimer vorliegen, wobel eslediglich

im trimerisierten Zustand seine Wirkung entfaltet [136].

1.2.2 Rezeptoren des Tumor nekrose-Faktors

Membrangebundenes TNF vermittelt seine Wirkung Uber zwei unterschiedliche Rezeptoren,
TNFR1 und TNFR2, wahrend losliches TNF lediglich TNFR1 mit hinreichender Stérke
aktivieren kann [143, 144]. TNFR1 wird auf nahezu allen Korperzellen exprimiert und gehort
zu der Familie der Todesrezeptoren [144], wadhrend man TNFR2 nur auf bestimmten
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Zellpopulationen findet. Im Gegensatz zu TNFR1 weist es auch keine Todesdoméne auf,
sondern fuhrt 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].

1221 TNFR1

TNFR1 (p55/p60) besitzt vier cysteinreiche Doméanen. Diese cysteinreichen Doménen 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 moglich wére [154]. Nach Ligandenbindung werden zwel
Signalkomplexe gebildet, die jedoch raumlich und zeitlich voneinander getrennt sind. Der eine
Signalweg wird aktiviert, solange TNFR1 noch in der aul3eren Zellmembran verankert ist
(Komplex I), wahrend der andere beginnt, nachdem der Rezeptor in die Zelle aufgenommen
worden ist (Komplex I1) [155].

Komplex 1, in dessen Signalkaskade TRADD, TRAF2, RIP1 und andere die Apoptose
verhindernden Adaptorproteine involviert sind [156-158], fihrt zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 [155, 157-159], was im Regelfall zur Synthese von
cFLIP fuhrt und den Zellfortbestand unterstiitzt [160].

TNFR1 kann nach Aktivierung in die Zelle aufgenommen werden. Im Rahmen dessen findet
eine Konformationsdnderung statt, die zur Bindung anderer Adaptorproteine fuhrt [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 11 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-kB
aktiviertist. Die NF-kB-Aktivierung fuhrt zur Synthese von cFLIP, einem Protein, dasan DISC
bindet und dartiber die Aktivierung der Caspase 8 und damit die Apoptose verhindern kann
[162].

1222 TNFR2

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

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

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

[163, 164], einem SchlUsselprotein in der Signalkette [165]. TRAF2 fuhrt zur Depletion von
10



Inhibitor of NF-kB (IkB) und somit zur Aktivierung von NF-kB [166, 167]. Welche Effekte
durch NF-kB ausgeldst werden, hangt vom Zelltyp ab, im Regelfall wird jedoch unter anderem
durch die Expression von cFL | P das Uberleben der Zelle gefordert [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 Mal3en selbststéndig

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

1.2.2.3 Wechsaelwirkungen zwischen TNFR1 und TNFR2

Bei Aktivierung des TNFR1 fordert Komplex | das Uberleben der Zelle [174, 175], wahrend
Komplex Il die Apoptose induziert [155, 162]. Dieses Gleichgewicht kann durch Stimulation
von TNFR2 beeinflusst werden. TNFR2 fuhrt zum Abbau von TRAF2 [154, 168-172], das
auch ein entscheidendes Adaptorprotein im Komplex | der Survival-Signalkaskade des TNFR1
ist [174, 175]. Durch TRAF2-Depletion wird dieser Weg gehemmt und der pro-apoptotische
Komplex Il Gberwiegt [173]. Andererseits wird durch die TNFR2-vermittelte Depletion von
Inhibitor of NF-kB (IkB) [166, 167] NF-kB vermehrt aktiviert und folglich mehr cFLIP
gebildet, was vor Apoptose schiitzt [162].

Je nach Situation und vorhergehender Aktivierung der Zelle kann TNF also zur Aktivierung
der Zelle oder zu ihrem Tod fuhren. Welche Gene infolge einer Aktivierung exprimiert werden,
hangt wiederum vom Zelltyp und weiteren Einflissen ab. TNF kann also eine Vielzahl an teils
gegensétzlichen Effekten haben, was die Vielsaitigkeit und Komplexitét des TNF-TNFR-
Systems deutlich macht.

1.2.3 Biologische Funktion des TNF

TNF ist ein Zytokin, das in erster Linie bel 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 Entziindungsherd. Ein Mechanismus,
Uber den dies erreicht wird, ist die Wirkung von TNF auf Endothel zellen. Die Expression von
Adhéasionsmolekilen wie E-Selektin, VCAM-1 oder ICAM-1 wird hochreguliert und dariber
die transendotheliale Diapedese der Leukozyten gefordert. Auf3erdem 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 hoheren TNF-Dosen
zu einer generalisierten Reaktion mit Fieber kommen kann [152, 176-178].
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Allerdings ist TNF auch mit vielen nichtinfektidsen Erkrankungen assoziiert, darunter die
chronisch lymphatische Leukamie (ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom) [179], das
Ovarialkarzinom [180], das Neuroblastom [181] oder auch Typ |1 Diabetes mellitus [182].

1.2.4 TNF bel Tumorerkrankungen

Ein starkes Indiz fir die Relevanz des TNF bel 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 tumorfdrdernde
Wirkung zugeschrieben, da bei TNF-Rezeptor defizienten Mausen (TNFR™") gesetzte Tumoren
haufig wieder verschwinden [188, 189], wahrend TNF-Applikation bei Wildtyp-Mausen (WT)
zu verstérkter Metastasierung fahrt [190]. Die moglichen Ursachen fir diese Effekte sind
Gegenstand aktueller Forschung und dieser Arbeit.

Eine Uberlegung ist, dass TNF (iber die Aktivierung von NF-kB seine Wirkung direkt an den
Tumorzellen entfaltet. Esist bekannt, dass die NF-kB-Aktivierung ein wesentlicher Faktor for
Tumorwachstum sein kann. Ob erhdhte TNF- und NF-kB-Level tatsichlich direkt
zusammenhangen, bleibt bisang 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 fordert [191]. Andere Studien konzentrieren sich auch auf die TNF-vermittelte
Induktion von FAT10, einem Protein, das mit chromosomaler Instabilitét in der Mitose

assoziiert ist und zu Unregel méf3igkeiten des Zellzyklus fihren kann [192].

Grundlage dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass der ginstigere Krankheitsverlauf von mit
Tumoren injizierten TNFR”- Mausen mit deutlich kleineren M DSC-Populationen assoziiert ist
und durch Gabe von TNFR** MDSC das Tumorwachstum wiederhergestellt werden kann.
Dieser Effekt scheint TNFR2-vermittelt zu sein. TNFR27- Mause zeigen ebenso wie TNFR™-
einen glnstigeren Krankheitsverlauf, wahrend der von TNFR17- Mdusen denen entsprechender
Wildtypen ahnelt. Dieser Effekt geht anscheinend auf eine verminderte Apoptose TNFR2*+
MDSC zuriick [188].

Inzwischen gibt es bereits klinische Studien in Phase | und 11, in denen durch TNF-Blockade
tumorhemmende Effekte beobachtet wurden [193].
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1.2.5 TNF bel Autoimmunerkrankungen

Unter physiologischen Bedingungen durchlaufen T-Zellen im Thymus eine strenge Selektion,
die verhindert, dass T-Zellen heranreifen kdnnen, die durch ein kdrpereigenes Antigen aktiviert
werden. Bei Autoimmunerkrankungen geschieht ebendies. Es gelangen T-Zellen in die
Peripherie, die, nachdem sie auf ein korpereigenes Antigen gestofen sind, zu autoreaktiven T-
Zellen ausdifferenzieren [152, 194]. Welche Rolle TNF in diesem Prozess spi€lt, ist Gegenstand
aktueller Forschung.

So gibt es enige 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 enthommene autoreaktive CD8* T-Zellen von an Typ | Diabetes
erkrankten Patienten in vitro durch TNF spezifisch getttet werden konnten, wahrend andere
CD8" T-Zellen persistierten [196]. TNFR2-Agonisten konnten diese Wirkung ebenfalls
hervorrufen, wahrend durch TNFR1-Agonisten kein gezielter Effekt erreicht wurde [196]. Das
Absterben autoreaktiver CD8" Zellen ist anscheinend darauf zurtickzufihren, dass diese bei
Typ | Diabetes eine Dysregulation des NFKB-Signalweges aufwei sen und daher anders auf eine
TNFR2-Aktivierung reagieren. Ahnliche Effekte konnten auch bei Patienten mit Sklerodermie
beobachtet werden [197].

Die Maoglichkeit des gezielten Abtbtens autoreaktiver T-Zellen stellt einen &uf3erst
vielversprechenden Ansatz zur gezielten Therapie dieser komplexen Erkrankungen dar. Der
Einsatz von TNF-Agonisten am lebenden Organismus haben sich jedoch as auRerst
problematisch herausgestellt, da es zu systemisch-toxischen Nebenwirkungen kommen kann
[198-201]. Méause mit Tumorerkrankungen sind zudem hypersensibilisiert fur TNF und
reagieren bereits bei geringen Dosierungen aul3erst intensiv. Der Grofdteil 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. AlsBeispiel sai hier die Rheumatoide Arthritisaufgefihrt, bel der
es TNF-vermittelt zu einer kontinuierlichen, dysregulierten Produktion diverser
proinflammatorischer Zytokine kommt, die mittels TNF-Blockade unterdriickt werden kann,
was zu einer Besserung der Symptome fuhrt [202-207]. Die TNF-Blockade hat sich auch bei
anderen Autoimmunerkrankungen als positiv herausgestellt. Gegenwartig sind in Deutschland

TNF-Inhibitoren fur Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Spondylosis
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ankylosans und Psoriasis-Arthritis zugelassen und werden bei weiteren Erkrankungen, wie
Morbus Behcet Off-label eingesetzt [191].

Allgemein féllt auf, dass Storungen im TNF- und NFkB-Signalweg mit einer Vielzahl an
Autoimmunerkrankungen assoziiert sind (z.B. Morbus Crohn, §ogren-Syndrom, Multiple
Sklerose, Systemischer Lupus erythematodes, Ankylosierende Spondylitis oder Typ | Diabetes
[208-226]). Diese genauer zu charakterisieren und daraus mogliche Therapieansétze

abzuleiten, ist Gegenstand aktueller Forschung.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bei vielen Erkrankungen kommt es zu chronischen, dysregulierten Entziindungsprozessen, bei
denen die Regulationsmechanismen des Organismus nicht mehr ausreichend greifen. Teil
dieser komplexen Pathomechanismen sind MDSC und TNF.

TNF ist a's proinflammatorisches Zytokin bereits seit langem bekannt [227]. Seine Rolle konnte
jedoch aufgrund seiner auf3erordentlich vielseitigen und komplexen Wirkungsweisen bislang
nur unzureichend erklart werden [191]. Auch Uberrascht, wie weiter oben dargel egt wurde, dass
es immer wieder zu scheinbar widerspriichlichen Effekten kommt. Diese widerspriichlichen
Effekte kbnnten durch die zwei in Teilen antagonistisch wirkenden Rezeptoren des TNF erklért
werden [191, 228]. Eine unspezifische Verstdrkung der TNF-Wirkung ist mit ausgeprégten
systemisch-toxischen Effekten verbunden [198-201]. Diese sind zu grofRen Teilen TNFR1-
vermittelt [201]. Uber den TNFR2 erfilllt TNF jedoch auch wichtige lokale homdostatische
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 Wirzburg entwickelt und uns zur
Verfligung gestellt.

MDSC sind mit vielen Krankheiten assoziiert und a s solche Objekt intensiver Forschungsarbeit
geworden. lhre zentrale pathol ogische Funktion bei Tumorerkrankungen ist zunehmend besser
verstanden [55] und auch ihre Rolle bei Autoimmunerkrankungen wird intensiv erforscht [71].
lhre Interaktion mit dem TNF/TNF-Rezeptor-System ist bisang jedoch nur unzureichend
untersucht worden. Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einer selektiven Aktivierung des
TNFR2 auf MDSC invitro und in vivo genauer zu untersuchen und so potenzielle Ansatzpunkte

fur die Entwicklung neuer Therapiemoglichkeiten zu finden.
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2 Materialien

2.1 Verwendete Ger ate
CO2-Inkubatoren

Durchflusszytometer BD Calibur
Durchflusszytometer BD LSRII

Inverses Mikroskop Leitz DM IL
Inverses Mikroskop Olympus ck2

Lichtmikroskop Axiostar Plus

MACS Multistand Miltenyi Biotec,

Microplatereader Emax (Elisa)

Multikanal pipette (100ul und 300ul)

Neubauer Zahlkammer

Pipettensétze

— (10 i, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)

— Reference (10ul, 1000pl)

— Research (10ul, 20ul, 100ul, 1000pl)
—  Lite XLS (2pul, 201, 2001, 1000ul)

— (20ul, 200ul, 1000ul)
— Discovery (1000ul)
— Labmate (10ul, 200ul)

Pipettierhilfe Accu-Jet Pro
Vortex MS2 Minishaker
Vortex Genie 2

Wasserbad TW20

Integra Biosciences

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
LeicaMicrosystems, Wetzlar
Olympus, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Bergisch Gladbach
Molecular Devices, USA
Eppendorf, Hamburg

Brandt, Wertheim

Thermo Scientific, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Rainin, USA

Gilson, Frankreich

ABIMED, Langenfeld

ABIMED, Langenfeld

Brandt, Wertheim
IKA, Staufen
Scientific Industries, USA

Julabo, Seelbach
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Zentrifuge 5418
Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5417R

2.2 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Cups

FACS-R8hrchen

Rohrchen 15ml, 50ml

Roéhrchen 15ml, 50ml

Kaniilen (20 G, 22G, 27G)

MACS Separation Columns 25 LS/MS/LD
PCR-Tubes

Petrischalen (6cm, 12cm)

Petrischalen (12cm)

Pipettenspitzen (10pl, 200ul, 300ul, 1000ul)
Pipettenspitzen (20pl, 200pul, 300ul, 1000pul)
Sarstedt-Cups (1,5ml, 2ml)

Serologische Pipetten (steril) (5, 10 & 25ml)
Spritzen (steril) (1ml, 5ml, 10ml)

Sterilfilter (0,2 um)

Zellkultur Multiwellplatten (6, 96)

Zellsieb Cell Strainer 40 um (Nylon)

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg & Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, USA

BD Biosciences, Heidelberg
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sarstedt, Nimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
Corning, USA

Sarstedt, Nimbrecht

Rainin, USA

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
Sartarious, Gottingen

Becton Dickinson Labware, USA

BD Bioscience, Heidelberg

16



2.3 Reagenzien

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
Diethylether

DPBS

Fotales Kalberserum

Formaldehyd

GrieR’sche Reagenz A und B

lonomycin

MACS Anti-PE-MicroBeads
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 PAA

TNCscTNF80

2.4 Puffer und Medien

ACK-Puffer

gelagert

Block Puffer fiir R&D Elisa
FACS-Puffer

MACS-Puffer

PBS

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Pan Biotec, Bergisch-Gladbach
PAN Biotech GmbH, Aidnach
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
PAN Biotech GmbH, Aidenach

PAN Biotech GmbH, Aidenach

Arbeitsgruppe Harald Wajandt,
Universitat Wirzburg, Klon 6/479

8,29g NH4Cl, 1g KHCOs3,
37.2mg NazEDTA, 800ml H;0, pH7,2-7,4,

steril filtriert oder autoklaviert, bei 4°C

1% BSA in PBS
1% FCS in DPBS; 4°C
0,5% BSA, 2 mM EDTA in PBS; 4°C

10x 1,37 M NaCl; 26,7 mM KCL; 15 mM
KH2PO4; 65mM Na2HPO4 x 2 H20; pH 7,4;

autoklaviert
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Tris-Puffer

Zellkulturmedium (steril)

2.5 Antikorper

20 mM Trizma base, 150 mM NaClL;

pH 7,2-7,4; steril filtriert

RPMI mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin,

0,1 mg/ml Streptomycin, 100 uM

B-Mercaptoethanol

Antigen | Konjugat | Verwendung | Verdiinnung | Klon Hersteller Konzen-
tration
B220 PE MACS 1:400 0,2mg/ml
B220 PerCP FACS 1:1000-3200 | RA3- eBioscience 0,2mg/ml
6B2

CD3 - T-Zell- 0,5ug/ml 2,7mg/ml
proliferation

CD3 - T-Zell- 0,5ug/ml 2,9mg/ml
proliferation

CD28 - T-Zell- 0,25ug/mi 37.51 | eBiocience 1mg/ml
proliferation

CD11b APC FACS 1:1000/1:20 eBioscience 0,2mg/ml

00
CD11b PE FACS, MACS | 1:1000, M1/70 | eBioscience 0,2mg/ml
1:400
CD11c PE FACS, MACS | 1:100, 1:400 | HL3 BD 0,2mg/ml
Bioscoences

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/ - Fc-Block 1:40 1,8ug/ml
CD32
CD25 APC FACS 1:200 PC61.5 | eBioscience 0,2mg/ml
FoxP3 FITC FACS 1:120 FJK- eBioscience 0,2mg/ml
16s

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- - TNFR2- Versuchs- 6/479 | Universitat
scTNF80 Stimulation abhangig Wiirzburg,

Arbeitsgruppe

Harald

Wajandt

2.6 Mause

C57/BI6N Wildtyp (Janvier, Le Genest, Frankreich)

C57/BI6 (Zucht: Universitat Regensburg)

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

2.7 Software

CellQuest Pro (BD Biosciences)

Graph Pad Prism (Version 4.02, 6.04, 7.01)

verwendet fiir die Auswertung der FACS-Daten

und graphischen Darstellungen

verwendet fir die statistischen Berechnungen
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Microsoft Excel 2003, 2007 und 2016 verwendet fir die Dokumentation, Erstellung

von Tabellen und Sortierung der Daten

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

und das Verfassen der Promotionsarbeit

Citavi4 und 5 verwendet flr die Verwaltung der

Literaturverweise

2.8 TNC-sc-TNF80

Von der Forschungsgruppe um Prof. Harald Wajant von der Universitdt Wirzburg erhielten wir
im Rahmen einer Kooperation einen spezifischen Agonisten fir den TNF-Rezeptor 2. Als
Grundbaustein des Agonisten diente ein Trimer aus drei Proteinketten bestehend aus jewells
drei fusionierten Maus-TNF (aa 91-235)-Doménen und einer Tenascin (TNC)-
Trimerisierungsdomane, wobei die einzelnen Doménen 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
Anhédngen einer Flag-Doméne wurde die Reinigung mittels Affinitétschromatographie

ermdglicht.

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

ein Trimer, das neun TNF enthalt) 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 durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unten
beschrieben bel 37°C, 5% CO2 und 95% L uftfeuchtigkeit inkubiert. Die verwendeten

Medien wurden bereits aufgefuhrt.

3.2 Isolation und Aufreinigung der Milzzellen

Die Mause wurden mit einer Diethylether-Inhaationsnarkose sediert, mittels zervikaler
Dislokation getdtet und anschlief3end mit Nadeln fixiert. Das Fell wurde mit 70% Ethanol
angefeuchtet. Ein kleiner Schnitt wurde linkslateral unter dem Rippenbogen gemacht und das
Peritoneum er¢ffnet. 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 ausgefihrt.

Die Milz wurde mit dem Spritzenstempel einer sterilen 2ml-Spritze grindlich zerdriickt und
die entstandene Zellsuspension in ein 15ml Tube Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde fir
ungefahr 1 Minute stehen gelassen, wahrend sich der enthaltene Debris am Grund absetzte. Der
Uberstand wurde in ein neues 15ml-Tube Uberfiihrt und bei 300g und 4°C fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet.

Im Anschluss wurden die Zellen in 5ml ACK-Buffer resuspendiert, um die Erythrozyten zu
lysieren und direkt erneut bei 300g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgeschittet und es wurden 2 Waschschritte mit je 5ml PBS/1%FCS vorgenommen.

3.3 Gewinnen der Zellen des Knochenmarks

Die Méause wurden mit einer Diethylether-Inhaationsnarkose sediert und mittels zervikaler
Dislokation getttet. Die Maus wurde fixiert, das Fell mit 70% Ethanol angefeuchtet und die
Knochen (im Regelfall Femores und manchmal Tibiae, in sehr seltenen Fallen auch Humerus)
entnommen und in kaltes PBS gegeben. Ab diesem Zeitpunkt wurden ale weiteren Schritte

unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank ausgefihrt.
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Die Knochen wurden zur Oberflachendesinfektion fur 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-Kanule grindlich in ein
50ml-Tube ausgespllt. Nach Resuspension wurde die Zellsuspension bei 300g und 4°C fiir 8-
10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Falls die Zellen spater mittelsMACS
aufgereinigt werden sollten, wurden Erythrozyten lysiert, indem das Pellet in 5ml ACK-Buffer
resuspendiert, bei 300g und 4°C fir 8 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen
wurde. Danach wurden die Zellen in PBS/1%FCS aufgenommen und durch einen 40um
Nylonfilter in ein neues Tube Uberfihrt. Der Filter wurde anschlief3end mit derselben Menge
PBS/1%FCS nachgespiilt und die Zellsuspension erneut bei 300g und 4°C fir 5 Minuten
zentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet im fiir den Versuch zu benutzenden Medium
resuspendiert. Zum Zahlen wurde ein Aliquot mit Turckscher Losung verdinnt und, wie im
folgenden Abschnitt beschrieben, die Zellzahl bestimmit.

3.4 Gewinnen der Zellen des Lymphknotens fiur FACS-Farbung

Dieinguinalen Lymphknoten wurden beidseitig entnommen, in ca. 5ml PBS/1%FCSin eine 6-
Well-Platte gegeben und mit dem oberen Ende des Spritzenstempels einer sterilen 2ml-Spritze
zerdriickt. Die Losung wurde nach mehrfachem Resuspendieren in 15ml Tubes Uberfihrt und
bei 300g und 4°C fiir 5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und das Pellet in
3ml PBS/1%FCS gel6st. Die Zelllésung wurde dann tber einen 40um Nylonfilter in FACS-
Tubes zur FACS-Farbung tberfhrt.

3.5 Blutentnahme flr die durchflusszytometrische Analyse

3.5.1 Retrobulbare Blutentnahme

Fir die retrobulbére Blutentnahme wurden die Mause zundchst mit einer Diethylether-
Inhalationsnarkose sediert, bis sie keine Reaktion mehr auf Berlhrungsreize zeigten. Die Maus
wurde im Nackengriff fixiert. Mit einer Glaskantle wurde unter leichtem Drehen am medialen
Orbitarand in den Raum hinter dem Auge eingedrungen, bis die Kantle sich mit Blut des
retrobulbéaren Sinus fullte. Das Blut wurde in 10ml PBS Uberfuhrt und gut durchmischt. Die
Maus wurde anschlief3end mittels zervikaler Dislokation getttet.
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Die Proben wurden bei 300g und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
abgeschiittet. Das Pellet wurde in 10ml PBS resuspendiert und erneut bei 300g und 4°C fir 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Erythrozyten mit 10ml kalter
ACK-L6sung lysiert. Die Tubes wurden bei 300g und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abgeschiittet. Es folgten ein Waschschritt mit 5ml PBS/1%FCS und erneute
Zentrifugation (300g, 4°C, 5 Minuten). Der Uberstand wurde abgeschiittet, die Zellen in 3ml
PBS/1%FCS aufgenommen und in FACS-Tubes zur Farbung und anschlief3enden
durchflusszytometrischen Analyse tberfihrt.

3.5.2 Intrakardiale Blutentnahme

Fir die intrakardiale Blutentnahme wurden 50ul 50mM EDTA in PBS in die 1ml Spritze
aufgesogen. Nachdem die Maus mit einer Diethylether-Inhal ationsnarkose sediert und mittels
zervikaler Dislokation getétet war, erfolgte die ziigige Offnung des Brustkorbs und die direkte
Punktion des Herzens. Es wurden 150-300ul Blut entnommen, direkt in einen Eppendorf-Cup
Uberfihrt und gut durchmischt. Die Proben wurden anschlieRend fir die
durchflusszytometrische Analyse nach einem abweichenden Protokoll gefarbt, wie unten

aufgefuhrt.

Dieintrakardiale Blutentnahme wurde auch durchgefiihrt, wenn die retrobulbére Blutentnahme
nicht erfolgreich verlief. In diesem Fall wurde ohne EDTA gearbeitet und das Blut, wie bei der
retrobulbéren Blutentnahme, anschlief3end in 10ml PBS gegeben und die Erythrozyten lysiert.

3.6 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Ausgangsl dsung mit Trypanblau oder bei
Knochenmarkzellen mit Turkscher Lésung verdinnt und die Zellen in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Es wurden im Regelfall alle 4 GroRRquadrate gezéhlt, mindestens jedoch
150 Zellen.

Die Zellzahl wurde mittels folgender Formel ermittelt:

gezahlte Zellen ) i
xVerdinnungsfaktor Xx10* = Zellzahl/ml

gezahlte Grofdquadrate
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3.7 CFSE-Férbung

Zur Bestimmung der Proliferation der CD4* und CD8" T-Zellen wurden diese mit
Carboxyfluoreszin-Succinimidylester (CFSE) geféarbt. Nach der Bestimmung der Zellzahl
wurde die Suspension bei 300g und 4°C fiir 5 Minuten pelletiert und der Uberstand verworfen.
Zeitgleich wurde eine Losung von 1ml 2 uM CFSE PBS/1%FCS je 107 Zellen hergestellt. Das
Pellet wurde in der CFSE-L6sung resuspendiert und fir 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad
gelagert. Anschlief3end wurde das vierfache Volumen PBS/5%FCS zum Herauswaschen von
verbliebenem CFSE zugegeben, die Suspension bei 300g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand abgeschiittet. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS/5%FCS. Fiir
die Weiterverwendung in der Zellkultur wurde das Pellet anschlie3end 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 fir 5-10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
in 100ul MACS-Buffer pro 10’ Zellen resuspendiert. Fir die Fc-Blockade wurde FcyR-
Antikorper [2,84mg/mi] 1:400 verdinnt zugegeben und fir 10 Minuten bel 4-8°C im
Khlschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde ein Mastermix mit aB220-PE, aCD4-PE, aCD8-
PE, aNK1.1-PE, aCD11c-PE und aLy6G-PE-Antikorper hergestellt und der Zellsuspension
zugegeben. Die finale Antikorperkonzentration betrug jeweils 1:400. Nach 10 Minuten
Inkubation bei 4°C wurden 1-2ml MACS-Buffer pro 107 Zellen zugegeben und die L 6sung bei
300g und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
80ul MACS-Buffer pro 10’ Zellen aufgenommen. AnschlieBend wurde nach gutem
Resuspendieren 20ul anti-PE-Beads pro 107 Zellen zugegeben, die L 6sung gut durchmischt und
fur 15 Minuten bel 4°C inkubiert. Es erfol gte erneut ein Waschschritt mit 1-2ml MACS-Buffer
pro 107 Zellen und 300g und 4°C fiir 5 Minuten. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das
Pellet in 500ul MACS-Buffer resuspendiert.

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

Auffangtube gewechselt. Nun wurde die Zellsuspension auf die Saule gegeben und mit zweimal
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Iml MACS-Buffer nachgespilt. Das Auffangtube wurde gewechselt und das Eluat
ausgeschwemmt, indem 5ml MACS-Buffer durch die Saule mit dem dafir vorgesehenen
Stempel ziigig durchgepresst wurden. Vom Eluat und vom Durchfluss wurden geringe

Volumina zur Analyse im FACS abgenommen.

Der Durchfluss wurde resuspendiert und bel 300g und 4°C fir 5 Minuten pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen zunichst in einem geringen Volumen
Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellzahl wurde bestimmt und Medium bis zum Erhalt

einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml zugegeben.

3.9 Gewinnungvon CD11b* Ly6C" und CD11b* Ly6G™* Zellen
ausder Milz mittelsMACS

Die Milzzellen wurden wie beschrieben gewonnen, die Erythrozyten mit ACK-L6sung lysiert
und verworfen und die verbliebenen Milzzellen in 5ml MACS-Buffer aufgenommen. Die
Zellzahl wurde bestimmt und 1,8x108 Zellen fur die weitere Verarbeitung in ein neues Tube
Uberfahrt (es wurden mehrere Milzen zu gleichen Anteilen gepoolt). Die Zellen wurden bei
300g und 4°C fur 10 Minuten pelletiert, der Uberstand abgeschiittet und in 100ul pro 107 Zellen
resuspendiert. Dann wurden aB220-PE, aCD4-PE, aCD8-PE, aNK1.1-PE und aCD11c-PE
Antikorper der Zellsuspension zugegeben. Die finale Antikdrperkonzentration betrug jeweils
1:400. Die L 6sung wurde grundlich 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 fur 10
Minuten. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet zunéchst in 80pl MACS-Buffer pro
107 Zellen resuspendiert. Im Anschluss wurden 20ul aPE-Beads pro 107 Zellen zugegeben und
gut durchmischt (aPE-Beads wurden zuvor gut resuspendiert). Die Suspension wurde fur 15
Minuten bei 4°C im Dunkelninkubiert, erneut mit 2ml MACS-Buffer pro 107 Zellen gewaschen
und der Uberstand abgeschiittet. Das Pellet wurde in 500ul MACS-Buffer resuspendiert.

Die LD-Saule wurde am Magneten mit 2ml MACS-Buffer equilibriert. Das Auffangtube wurde
gewechselt, die Zelllésung auf die Saule gegeben und nach dem Durchlaufen derselben
zweimal mit 1ml MACS-Buffer nachgespllt.

Die Zellen wurden zundchst gezéhlt und anschliefiend bei 300g und 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in 20pl MACS-Buffer pro 107 Zellen
gelost, 5ul aLy6G-Biotin-Antikorper pro 107 Zellen zugegeben und gut durchmischt. Die
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Suspension wurde fir 10 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Danach wurden ohne
Waschschritt 15u1 MACS-Buffer pro 107 Zellen zugegeben und mit 10ul aBiotin-Micobeads
pro 107 Zellen durchmischt. Die Losung wurde erneut fir 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 fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
in 500pl MACS-Buffer resuspendiert.

Die M S-Saule wurde am Magneten mit 500ul MACS-Buffer equilibriert. Nach dem Wechseln
des Auffangtubes wurde die Zellsuspension auf die Séule gegeben und mit dreimal 500pl
MACS-Buffer nachgesptilt. Die Zellen des hier erhaltenen Durchflusses wurden fir die
Isolierung CD11b* Ly6C* Zellen weiter verwendet. Das Auffangtube wurde gewechselt und
das Eluat aus der MS-Saule gewonnen, indem 1ml MACS-Buffer mit dem vorgesehenen
Stempel mit Druck durch die Saule in ein separates Tube gepresst wurden. Das Eluat entspricht
den PMN-MDSC (definiert als CD11b*Ly6C™ Ly6G*). Die Zellzahl der PMN-MDSC wurde
bestimmt sowie ein geringes Volumen fiur die Analyse in FACS-Tubes zur Farbung Gberfihrt.
Die restlichen Zellen wurden zentrifugiert und in Zellkulturmedium aufgenommen, um diese

in einem Suppressionsassay einsetzen zu konnen.

Der Durchfluss wurde bei 300g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in 500ul
MACS-Buffer resuspendiert. Es folgte ein weiterer Depletionsschritt, wofUr eine LD-S&ule am
Magneten mit 2ml MACS-Buffer equilibriert wurde. Nach Wechseln des A uffangtubes wurde
die Zellsuspension auf die Saule gegeben und dreimal mit 1ml MACS-Buffer nachgesplilt. Die
Zellzahl wurde bestimmt und die Lésung bei 300g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 80ul MACS-Buffer pro 107 Zellen aufgenommen und mit vorher gut
durchmischten 20ul aCD11b Microbeads versetzt. Die L6sung wurde gut resuspendiert und fir
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 fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 500ul MACS-Buffer resuspendiert.

Eine MS-Saule wurde mit 500ul MACS-Buffer am Magneten equilibriert. Das Auffangtube
wurde gewechselt, die Zelllésung auf die Sdule gegeben und nach Durchlaufen dreimal mit
500ul MACS-Buffer nachgesptilt. Hiernach wurde das Auffangtube erneut gewechselt und das
Eluat aus der Saule geschwemmt, indem 1ml MACS-Buffer mit hohem Druck durch die Séule
durchgepresst wurde. Die im Durchfluss enthaltenen Zellen entsprechen den als CD11b* Ly6G
Ly6CMo" definierten MO-MDSC.
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Die erhaltenen MO-MDSC wurden gezéhlt, ein kleines Volumen zur FACS-Farbung und —
Analyse in FACS-Tubes Uberfuhrt und die verbleibenden Zellen zentrifugiert und in einem

Suppressionsassay eingesetzt.

3.10 Kultivieren von Knochenmar kzellen

Zur Generierung der MDSC nutzten wir ein von der Forschungsgruppe um Manfred Lutz
etabliertesModell zur in vitro-Generierung von MDSC [234, 235]. Knochenmarkzellen wurden
wie oben beschrieben gewonnen. Abhéngig von der gewlinschten Zellkonzentration wurde
GM-CSF-Medium zugegeben und die Zellen in entweder 10cm-Petrischalen (2x10° Zellen pro
Dish) oder 6-Well-Platten (5x10° pro Well) ausgesét. In manchen Experi menten wurden weitere
Reagenzien wie KontrollUberstand, TNCscTNF80 oder hTNF zugegeben. Die Zellen wurden

flr vier, sechs oder sieben Tage inkubiert und anschlief3end analysiert und weiterverwendet.

3.11 T-Zell-Suppressionsassay mit Knochenmar kzellen

In T-Zell-Suppressionsassays wurde die suppressive Aktivitdét von Zellen aus dem
Knochenmark oder der Milz getestet. Diese unterdriickten die Proliferation von hinzugegeben
CFSE-gefarbten und stimulierten Milzzellen.

Knochenmarkzellen konnten auf verschiedenen Wegen gewonnen werden:

— exvivo und wie oben beschrieben mittels MACS aufgereinigt
— nach mehrtégiger Kultur (vier, sechs oder sieben Tage)
— nach mehrtégiger Kultur mit anschlief3ender 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 zunéchst tUber
Nacht bei 37°C und 5% CO2, bevor am darauffolgenden Tag die CFSE-gefarbten Milzzellen
hinzugegeben wurden, da bei unverzlglicher Weiterverarbeitung ex vivo noch keine

suppressive Funktion beobachtet werden konnte [234, 235].

CFSE-geférbte Milzzellen wurden als Effektorzellen eingesetzt. Als Negativ-Kontrollen und
zur CFSE-Kompensation bel der FACS-Analyse wurden unstimulierte Effektorzellen
verwendet. Die restlichen Effektorzellen wurden mit 0,25ug/ml aCD3-Antikdrper und
0,125ug/ml  aCD28-Antikorper stimuliert. Die stimulierten Effektorzellen wurden als
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Positivkontrolle und fir die Analyse der Suppressionsfahigkeit der hinzu pipettierten

suppressorischen Zellen aus Knochenmark oder Milz verwendet.

Insgesamt wurden stets 2x10° Effektorzellen/Well einer 96-Well-Rundbodenplatte in
Kombination mit unterschiedlichen Mengen an suppressorischen Zellen genutzt. Als Verhdltnis
der suppressorischen Zellen zu den Effektorzellen verwendeten wir meistens die
Verdinnungsstufen 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oder 1:32. Das Gesamtvolumen pro Well betrug
200ul. Die Z€llen befanden sich in Zellkulturmedium.

An Tag 3 wurden samtliche Zellen geerntet und zur Analyse in FACS-Tubes Uberfihrt.

3.12 Proliferationsassay

Milzzellen wurden nach obigem Protokoll mit CFSE gefarbt und 2x10° Zellen 200ul
Zellkulturmedium pro Well ausgesit. Die Stimulierung erfolgte in unterschiedlichen
Konzentrationen (Negativkontrolle, 0,004ug/ml, 0,02ug/ml, 0,1ug/ml und 0,5ug/ml) aCDS3-
Antikorper. Unterschiedliche Konzentrationen verschiedener Reagenzien wurden zugegeben
(zum Beispiel gereinigtes TNCscTNF80, Uberstand-TNCscTNF80, hTNF, Kontroll tiberstand),

um deren Effekte auf das Proliferationsverhalten zu untersuchen.

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

3.13 Ernten der Zellen fir die Analyseim FACS

Zunéchst wurden die Platten makroskopisch und teilweise auch mikroskopisch inspiziert.
Anschlief3end wurden die Zellen durch Resuspension in Losung gebracht und in FACS-Tubes
Uberfihrt, in denen bereits 1ml PBS/1%FCS vorgelegt war.

Sofern Ubersténde zur Analyse gewonnen werden sollte, wurden vor dem Resuspendieren
vorsichtig 150ul pro Well abgenommen und bel -20°C zur spateren Analyse im ELISA
weggefroren. Die Wells wurden mit 150ul PBS/1%FCS aufgefiillt und die Zellen nach dem im
obigen Absatz beschriebenen Schema geerntet und in FACS-Tubes tberfihrt.

28



3.14 Analysein der Durchflusszytometrie

3.14.1 Farbung von Oberflachenmarkern zur Isolierung mit

Dur chflusszytometrie
Nachdem die Zellen geerntet waren, wurde die Suspension bei 300g und 4°C fir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgeschiittet, das Pellet in PBS/1%FCS resuspendiert und
anschlieRend erneut bei 300g und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in PBS/1%FCS gelost und in sterile FACS-Tubes Uberfiihrt. Die
Zellsuspension wurde bei 300g und 4°C fur 5 Minuten erneut pelletiert und der Uberstand
abgeschiittet. Je Tube wurden ca. 1ug Fcy-Rezeptor-Antikorper zugegeben, gut resuspendiert
und fdr 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlief3end wurde Ly6C-
FITC [1:250] und Ly6G-PE [1:400] Antikorper zugegeben und erneut fir 10 Minuten bel
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS mit
anschlieRender Zentrifugation bei 300g und 4°C fur 5 Minuten. Der Uberstand wurde
abgeschittet und die Zellen in 500ul PBS/1%FCS resuspendiert. Die Zelllésung wurde nach
dem oben beschriebenen Schema gezahlt und Uber einen 40um Nylonfilter in neue sterile
FACS-Tubes Uberfuhrt. Im Anschluss wurden die Zellen am Durchflusszytometer nach
Ly6C™Ly6G* und Ly6C""y6G-sortiert und die erhaltenen Proben bei 300g und 4°C fir 5
Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellen in Zellkulturmedium
aufgenommen. Nachdem die Zellzahl bestimmt war, konnten die Zellen weiter verarbeitet

werden.

3.14.2 Farbung von Oberflachenmarkern fur durchflusszytometrische
Analyse

Nachdem die Zellen wie oben beschrieben geerntet und in FACS-Tubes tberfihrt wurden,
folgte ein Pelletieren bei 300g und 4°C fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde abgeschiittet. Es
folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS und erneutem Zentrifugieren. Nachdem die
Uberstande abgeschiittet und verbleibende Fliissigkeitsreste am Tuberand abgetupft waren,
wurde 1pg FcyR-Antikorper pro Tube zugegeben. Der Antikorper wurde entweder direkt
zugegeben oder in e ner LOsung mit einer Konzentration von 1jg/5ul als Tropfen an den oberen
Tuberand pipettiert und anschliefRend bei 300g und 4°C fir 1 Minute zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Proben gut geschiittelt, damit etwaige Pellets gut resuspendiert waren. Die Proben

wurden fir mindestens 5 Minuten bel Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Wahrend der
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Inkubation wurde ein Mastermix aus den Oberflachenfarbstoffen zusammengemischt. Bel der
Berechnung der notwendigen Konzentration der Farbstoffe gingen wir von einem
Gesamtvolumen im Tube von 50ul aus. Nach erfolgter Inkubation erfolgte die Zugabe des
Mastermixes. Dieser wurde entweder direkt hinzugegeben und gut resuspendiert oder als 5pl-
Tropfen an den Tube-Rand gesetzt, das Tube dann fir 1 Minute bei 300g und 4°C zentrifugiert
und gut geschiittelt. Anschlief3end wurden die Proben fir 10 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit 1ml PBS/1%FCS. Die Zellen wurden bei 300g und 4°C fir 5
Minuten pelletiert, der Uberstand abgeschiittet und die Tubes wie oben beschrieben abgetupft.

Sofern ein Biotin-konjugierter Antikdrper 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 Uberstande abgeschiittet und die Tubes abgetupft waren, wurden die Proben mit
einer 2% Formaldehyd enthaltenen PBS/1%FCS-L 6sung fixiert und fir 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 Farbung von Oberflachenmarkern bel in EDTA abgenommenen

Blutproben fir 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 samtliche Antikorper in doppelter Menge. Der Mastermix wurde direkt in die
Probe gegeben, gut resuspendiert und fir 20-30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Sofern
ein Biotin-konjugierter Antikorper verwendet wurde, erfolgte nun die Zugabe des
Streptavividin-konjugierten Fluorochroms, wobei erneut die doppel te Menge verwendet wurde.
Die Proben wurden fur 10-15 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde
FACS-Lysis-Buffer mit vollentsal ztem Wasser 1:10 verdinnt und 2ml je Probe zugegeben, gut
durchmischt und inkubiert. Die Proben wurden bei 300g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert
der Uberstand abgeschiittet und verbliebene Fliissigkeitsreste am Tuberand auf Papier
abgetupft.
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Die Proben wurden mit je 200ul PBS/1%FCS/2% Formaldehyd fixiert und im Kihlschrank bis
zur Analyse im Durchflusszytometer gelagert.

Sofern noch eine intrazelluldre Féarbung erfolgen sollte, wurde diese wie unten beschrieben
durchgefiihrt. Der letzte Fixationsschritt blieb in diesem Fall aus.

3.14.4 Farbung von FoxP3fur die durchflusszytometrische Analyse

Nachdem die Zellen geerntet und die Oberfléchenféarbungen wie zuvor beschrieben
durchgefuihrt wurden, wurden die Zellen nach dem letzten Waschschritt in 500ul FoxP3-
Fixierpuffer resuspendiert und fir ca. eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlief3end wurde 1ml FoxP3-Waschpuffer zugegeben und die Proben bei 300g und 4°C fir
5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und erneut mit einem Milliliter
FoxP3-Waschpuffer gewaschen. Nachdem der Uberstand abgeschiittet wurde und die Tubes
abgetupft wurden, erfolgte eine Fc-Blockade mit 1ug FcyR-Rezeptor-Antikorper pro Tube. Der
Antikorper wurde entweder direkt oder in FoxP3-Waschpuffer als 5ul Tropfen oben an den
Tuberand pipettiert und eine Minute bei 300g und 4°C runter zentrifugiert. Die Tubes wurden
dann grindlich geschittelt, um die Zellen in Suspension zu bringen. Wahrend der
finfminutigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde eine Losung mit O,5pl
FoxP3-Antikorper pro 5ul in FoxP3-Waschpuffer hergestellt, dieim Anschluss als 5ul Tropfen
an den oberen Tuberand pipettiert und eine Minute bei 300g und 4°C zentrifugiert wurde. Die
Tubes wurden ausgiebig geschittelt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln

inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit 1ml FoxP3 Waschpuffer je Probe mit Zentrifugation bei 300g
und 4°C fur 5 Minuten. Die Uberstande wurden abgeschiittet und verbleibende Tropfen am
Tuberand auf Papier abgetupft. Das Zellpellet wurde in 200ul PBS/1%FCS mit 2%
Formaldehyd resuspendiert.

3.14.5 Photometrische NO-Bestimmung im Uber stand

Uberstande wurden abgenommen und zur spateren Analyse weggefroren. Zur Analyse wurden
die Uberstande bei Raumtemperatur aufgetaut und 50ul auf eine Platte zur Analyse (ibertragen.
Mittelseiner 10mM NO-L 6sung wurde eine Standardkurve in Duplikaten angelegt. Die hdchste
NO-Konzentration der Standardkurve betrug 100uM. Zur Verdiinnung und als Negativkontrolle
wurde Zellkulturmedium genutzt. Nun wurden 50ul Grief3’sches Reagenz A und B zu gleichen
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Anteilen gemischt und in sdmtliche Wells hinzugegeben. Die Extinktion wurde bei 540nm

gemessen.

3.15 In vivo Versuche

3.15.1 Subkutanelnjektionen

Fur subkutane Injektionen wurden die Mause mit dem Nacken-Schwanz-Griff fixiert und in
leichte Kopftieflage gebracht. Die Mause wurden abdominal rasiert und anschlief3end mit der
Spitzentffnung nach oben zeigend in flachem Einstichwinkel vorsichtig injiziert. Das
Zuriickziehen der Nadel erfolgte erst nach 3-5 Sekunden, um ein Riicklaufen eines Teils der

Flussigkeit zu vermeiden.

3.15.2 Intraperitoneale I njektionen

Fur intraperitoneal e Injektionen wurden die Mause mit dem Nacken-Schwanz-Griff fixiert und
in leichte K opftieflage gebracht. Anschlief3end wurde in relativ steilem Winkel die abdominale
Haut durchstof3en und die Injektion mit mittlerer Geschwindigkeit durchgefiihrt. Die Nadel

wurde zligig zuriickgezogen und das Tier in seinen K&fig zurtickgesetzt.

3.15.3 Subkutanes Setzen von Tumoren

Fir 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, gezahlt und in einer Konzentration von 4x10° Zellen/m
in eine 1ml Spritze Gberfihrt. Jedes Tier erhielt eine linksabdominal e Injektion von 50ul
(2x10° Zellen) nach dem obigen Schema.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberstand 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
verstarkten T-Zell-Proliferation kommt. Um den gereinigten und aus dem Uberstand gewonnen
Stock auf seine biologische Aktivitét zu priifen, wurde ein Proliferationsassay Uber drei Tage
durchgefiihrt. Die Zellen wurden aus der Milz gewonnen, CFSE-gelabelt und mit den
entsprechenden Reagenzien inkubiert. Die durchflusszytometrische Féarbung und Analyse

erfolgte nach drei Tagen.

Wie erwartet war die Proliferation sowohl von CD4*, als auch von CD8* Zellen in Gegenwart
von scTNF80 deutlich verstarkt. Uberstand-scTNF80 und gereinigter Stock zeigten denselben
Effekt. Das gereinigte SCTNF80 wies jedoch eine geringere biologische Aktivitét auf - eine

Beobachtung, die auch in weiteren Versuchsanordnungen gemacht wurde. (Abb. 1)
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Abbildung 1 | 2x10° CFSE gelabelte Milzzellen je Well wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen anti-CD3-
Antikérper stimuliert. Nach drei Tagen im Inkubator wurden die Proben gefarbt und im Durchlusszytometer
analysiert. Ein Punkt entspricht dem Mittelwert dreier technischer Replikate, Standar dabweichungen sind angegeben.
Das Experiment wurde einmal dur chgefihrt.

4.2 T-Zell-Suppressivitat 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 TNFR27- M ausen gewonnen, CFSE-gelabelt und mit aCD3-
und aCD28-Antikorper zur Proliferation angeregt. Nach drei Tagen erfolgte die
durchflusszytometrische Farbung und Analyse.

Es zeigte sich, dass unabhéngig von der Gegenwart und Menge an ScTNF80 MO-MDSC die T-
Zéell-Proliferation in vergleichbaren Ausmald 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-Mausen isoliert. Nach einer Nacht im Inkubator
wur den 2x10° CFSE-gefar bte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit aCD3/aCD28 fur drei Tage stimuliert. Ein
Balken stellt den Mittelwert zweier technischer Replikate dar. Eswurde ein repréasentatives Experiment von insgesamt
zwei Experimenten ausgewahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standar dabweichungen.

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-
Mausen in GM-CSF-haltigem Medium in Gegenwart von scTNF80 inkubiert. Dieses Protokol |
wurde urspringlich zur Generierung von dendritischen Zellen aus Vorlauferzellen genutzt
[236]. Im Rahmen der Reifung treten jedoch als Zwischenschritt MDSC auf [234, 235], die von
uns an Tag 4 genauer auf Expression der Oberflachenmarker CD11b, Ly6C und Ly6G im
Durchflusszytometer analysiert wurden.

Nach viertagiger Inkubation konnte eine leicht erhdhte 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 TNFR27 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 monozytéaren MDSC waren jedoch deutlicher betroffen (Abb. 3).
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Zellzahl nach viertagiger Kultur CD11b+ Zellen
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Abbildung 3| Knochenmark aus WT und TNFR2/ Mausen wurde Uber vier Tage in GM-CSF-haltigem Medium
inkubiert. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G" und
Ly6Chio" definiert, PMN-MDSC als CD11b* Ly6G* und LyeCinemediate Ein punkt repréasentiert die Daten eines
einzelnen Tieres, dieBalken bilden dieMittelwerteab. Die p-Wertewur den mittelsungepaartem t-Test bestimmt. Daten
aus einem Experiment.
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Im Folgeschritt wurden diein viertégiger Kultur gereiften Knochenmarkzellen in einem T-Zell-

Suppressionsassay auf ihre Funktion hin untersucht. Hierfir identische

Gesamtzellzahlen verwendet und keine Rucksicht auf Schwankungen von Subpopulationen

wurden

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

Milzzellen tGiber 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 TNFR27  Knochenmarkkultur

supprimierten zwar ebenso in einer dosisabhangigen Wirkung, die Suppression war jedoch
deutlich schwécher ausgeprégt (Abb. 4).
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Abbildung 4 | Uber vier Tage in Gegenwart von GM-CSF-haltigem Medium generierte Knochenmarkzellen wurden
mit 2x10° CFSE-gelabelten und aCD3/aCD28-stimulierten Milzzellen in entsprechender Anzahl (genormt auf
Gesamtzellzahl) inkubiert. Nach drei Tagen wurde die Proliferation im Durchflusszytometer analysiert. Jeder Punkt
stellt zwel technische Replikate eineseinzelnen Tieresdar, die Balken bilden die Mittelwerteab. Zur Analysewurdeein

Two-Way-Anova durchgefiihrt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Sidak-Test verwendet. Daten aus einem
Experiment.
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4.4 scTNF80 fuihrt zu verringerter Recovery nach

K nochenmarkkultur

Nachdem die Auswirkungen eines Fehlens des TNFR2 charakterisiert waren, widmeten wir uns
der Untersuchung der Einflusse einer TNFR2-spezifischen Aktivierung. Knochenmarkzellen
aus WT-Mausen wurden hierzu in GM-CSF-haltigem Medium in Gegenwart von scTNF80
inkubiert. Wir fuhrten an Tag 4, 6 und 7 genauere Anaysen durch. Als Kontrollen dienten
KontrollUberstand oder reines GM-CSF Medium ohne Zusatz weiterer Reagenzien. Beide

Kontrollen verhielten sich identisch.

Die absoluten Zellzahlen wurden nach vier, sechs und in Ausnahmeféllen 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).
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Abbildung 5 | Knochenmar kszellen wur den mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium Uber vier bzw. sechs
oder sieben Tage inkubiert. Die Probe wurde mit Trypanblau verdinnt und die Zellzahl in einer Neubauer-
Zahlkammer 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 Gruppeim Verhaltnis dazu angegeben. Die p-Werte wur den mittels gepaartem t-Test bestimmt. Gepoolte
Daten aus mehreren Experimenten.

45 MDSC-Marker bei Kultivierung mit scTNF80 leicht erhoht

Um genauer zu verstehen, wie sich eine TNFR2-Aktivierung auf Knochenmarkzellen in Kultur
auswirkt, wurden das Knochenmark von vier einzelnen Tieren mit und ohne sScTNF80 inkubiert
und in regelméafiigem Abstand auf MDSC im FACS untersucht. Die Ausbeute verhielt sich auch
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hier wie erwartet: ab Tag vier war die Ausbeute bei Kultivierung mit scTNF80 deutlich
verringert (Abb. 6).

Zellzahl nach Kultur
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Abbildung 6 | Knochenmar kszellen wur den mit und ohnescTNF80in GM-CSF-haltigem M edium Uber zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert. Die Proben wurden mit Trypanblau verdinnt 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 dur chgefiihrt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Sidak-Test verwendet.
Daten aus einem Experiment.

Die entnommenen Proben wurden fir die Durchflusszytometrie geférbt und nach folgendem
Schema gegatet (Abb. 7).
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Abbildung 7 | Knochenmar kszellen wur den mit und ohnescTNF80in GM-CSF-haltigem M edium Uber zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen fur die durchflusszytometrische Analyse geférbt. Dargestellt ist das
Gatingschema: Bild 1: Gaten auf Iebende Zellen; Bild 2: Gaten der lebenden Zellen auf CD11b* Zellen; Bild 3: Gaten
der CD11b* und lebenden Zellen auf CD11b* Ly6G* Ly6Cintermediate ppN-M DSC und CD11b* Ly6G- Ly6CMe" M O-
MDSC

Bei der Analyse der Oberflachenmarker 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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CD11b+ Zellen nach Kultur
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Abbildung 8 | Knochenmarkszellen wur de mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium Uber zwel, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen fur die durchflusszytometrische Analyse gefarbt. 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 dur chgefiihrt. Daten aus einem Experiment.

Eine genauere Analyse der CD11b* Zellen ergab, dass die Anteile von MO- und PMN-MDSC
Uber den untersuchten Zeitraum ziigig sanken und bereits an Tag 4 als eigene Popul ation kaum

noch auszumachen waren. Das Gating gestaltete sich daher schwierig (Abb. 9).
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Tier 2, Tag 6 Kontrolle mit sScCTNF80
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Abbildung 9 | K nochenmar kszellen wur den mit und ohne scTNF80in GM-CSF-haltigem M edium Uber zwei, vier, sechs,
sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen flr die durchflusszytometrische Analyse geférbt. Dargestellt sind
Dotplots der lebenden CD11b positive Zellen aus den entsprechenden Proben. Auswahl eines reprasentativen Tieres
(Tier 2).
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Es zeigte sich ein leicht vergroRRerter Anteil an MO- und PMN-MDSC in den mit scTNF80
inkubierten Proben (Abb. 10).
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Abbildung 10 | Knochenmar kszellen wur den mit und ohne scTNF80 in GM-CSF-haltigem Medium tber zwei, vier,
sechs, sieben und acht Tage inkubiert und die Zellen fur die dur chflusszytometrische Analyse gefér bt. Jeder Punkt
stellt die Mittelwerte technischer Duplikate der Kulturen eineseinzelnen Tieresdar, die Balken bilden den Mittelwert
der vier Einzeltiereab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova dur chgefihrt. Daten aus einem Experiment.



4.6 Knochenmark-Zellen weisen nach sechstagiger Inkubation

mit scTNF80 geringer e suppressive Aktivitat auf

Im Folgenden untersuchten wir die unter scTNF80 generierten Knochenmarkzellen auf ihre

suppressorische Aktivitét in einem T-Zell-Suppressionsassay.

Hierzu wurden die Knochenmarkzellen nach vier- oder sechs- bzw. siebentagiger Kultur
geerntet, gewaschen, um das scTNF80 zu entfernen, und ohne weitere Isolierung mit CFSE-
gelabelten und stimulierten Milzzellen fur drei Tage inkubiert. Zusétzlich wurde teilweise der
Uberstand abgenommen und die NO-Konzentration bestimmt. Héhere NO-Konzentrationen
sind ein Indikator fir gesteigerte MDSC-Aktivitét [237].

Da der Effekt einer TNFR2-Aktivierung in Kultur Schwankungen unterworfen war, wurde
dieser Versuch mehrfach wiederholt. Trotz Schwankungen in der Stérke des Effekts durch
scTNF80 konnte deutlich gezeigt werden, dass TNFR2-Aktivierung zu einer verminderten
suppressiven Aktivitdt der MDSC fuhrte. Dieser Effekt trat jedoch erst bei MDSC auf, die an
Tag 6 geerntet wurden, und war abhéngig von der sScTNF80-Dosis der MDSC-Kultur (Abb.
11,12). Nach viertéagiger MDSC-Kultur konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Abb.
11). Dieverringerte Proliferation der CD8*-T-Zellen an Tag 4 ist nicht signifikant (p=0,18) und
fand sich ausschlief3lich in der 1:1 Verdinnungsstufe. In anderen Verdiinnungsansétzen konnte
dieser Trend nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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CD4 Suppression (Tag 6/7) CD8 Suppression (Tag 6/7)
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Abbildung 11 | Knochenmarkzellen wurden nach vier- bzw. sechs- oder siebentagiger Kultur mit und ohne scTNF80
geerntet und mit 2x10° CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit aCD3/aCD28 stimuliert. Nach drei
Tagen wurden die Proben geféarbt und im FACSanalysiert. Jeder Punkt reprasentiert die Daten eines Experimentsund
ist Mittelwert mindestens zweier technische Replikate. Die Punkte eines Experiments sind tiber Linien verbunden. Zur
Analyse wurde ein gepaarter t-Test (p<0,5) durchgefiihrt.
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Dosisabhédngigkeit der CD8-Suppression
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Abbildung 12 | Knochenmarkzellen wur den nach sechstégiger Kultur mit unter schiedlichen Konzentrationen scTNF80
geerntet und mit 2x10° CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit aCD3/aCD28 stimuliert. Nach drei
Tagen wurden die Proben gefarbt und im FACS analysiert. Jeder Punkt entspricht einem technischen Replikat. Daten

aus einem exemplarischen Experiment. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova durchgefuhrt, als Post-Hoc-Test
wurde der Holm-Sidak-Test verwendet. Daten aus einem Experiment.

Die Analyse der NO-Uberstande zeigte, dass MDSC, die in Kultur (iber 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).
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Abbildung 13| Knochenmarkzellen wurden nach vier- bzw. sechstgiger Kultur mit und ohne scTNF80 geer ntet und
mit gxlO5 CFSE-gelabelten Milzzellen inkubiert und die Kultur mit aCD3/aCD28 stimuliert. Nach drei Tagen wurden
die Uber stdnde genommen und NO-K onzentrationen bestimmt. Einzelne Punkte repr&sentier en technische Replikate,

die Balken bilden die Mittelwerte ab. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova dur chgeflihrt, als Post-Hoc-Test wurde
der Holm-Sidak-Test verwendet. Daten aus einem Experiment.
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4.7 scTNF80 fuhrt in vivo zur Expansion der CD11b* Zellen im

K nochenmark

Wiein der Einfuihrung beschrieben, existieren umfassende Daten zu MDSC in TNF/-, TNFR'
, TNFR17 und TNFR2’- Mé&usen 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 Méusen gereinigtes sScTNF80 intraperitoneal

verabreicht. Die Applikation erfolgte nach folgendem Schema.

1. Applikation 2. Applikation 3. Applikation Analyse | Analyse Il
L 1 1 ]
1 1 1 1 1
Tag0 Tag2 Tag4 Tag?7 Tag9

Abbildung 14 | Applikationsschema bei naiven WT-M ausen

In einem Experiment wurde der Analysezeitpunkt | (Tag 7) verwendet, in drei weiteren der
Analysezeitpunkt 1l (Tag 9). Die Tiere wurden getotet und es wurde das Blut, die inguinalen
Lymphknoten, die Milz und das Knochenmark durchflusszytometrisch analysiert. Zusétzlich
wurden MO-MDSC aus dem Knochenmark mittels magnetischer Depletion isoliert und

funktionell im T-Zell-Suppressionsassay untersucht.

Unabhangig vom Analysezeitpunkt lie3 sich ein Anstieg der CD11b* Population im
Knochenmark beobachten, der jedoch statistisch nicht relevant ausfiel (Abb. 15).
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Abbildung 15 | Zellen wur den aus dem K ochenmark gewonnen und geférbt. Jeder Punkt repréasentiert 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 I I, Tag 9) durchgefiuhrt. An Analysezeitpunkt |1 wurden Daten
zweier identischer Experimentein 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
unverandert. In Bezug auf alle lebenden Zellen stieg er jedoch infolge der Expansion CD11b*
Zellen deutlich. An dem spéteren Zeitpunkt, Tag 9, blieb der Anteil der MO-MDSC an den
Gesamtzellen unveréndert. Der Anteil der MO-MDSC an CD11b* Zellen verkleinerte sich
dementsprechend (Abb. 16).



Tag 7 Tag 9
MO-MDSC im Knochenmark MO-MDSC im Knochenmark

N
<

N
<

10+

-
(3]
1
|:

=
o
1

one way ANOVA *

[&,]
1

[=]

> o 3 ] &
¥ 00({6 S N Rl

Anteil an CD11b+ Zellenin %
[ ]

Anteil an CD11b+ Zellenin %
| |

SCTNFB80 scTNF80

Tag 7 Tag 9
MO-MDSC im Knochenmark MO-MDSC im Knochenmark

Fedek
84 I 1
- &

15 one way anova ns

A
10 ° " e

0 T T

(4
A\ QQQO” W 5\9 QQQ QQQQ
v

Anteil an lebenden Zellen in %
-
o :|
Anteil an lebenden Zellen in %

4-0&
SCTNF80 SCTNF80

Abbildung 16 | Zellen wur den aus dem Knochenmark gewonnen und gefér bt. Jeder Punkt repréasentiert 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) durchgefiihrt. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G™ und Ly6Chd" definiert.

Wir analysierten im Folgenden, wie suppressiv die MO-MDSC aus dem Knochenmark dieser
Tiere waren. Die MO-MDSC wurden Uber eine magnetische Depletion isoliert und fir drei

Tage mit stimulierten Milzzellen von unbehandelten WT-Mausen inkubiert.

Die funktionelle Analyse der MO-MDSC aus dem Knochenmark zeigte, dass passend zu
unseren in vitro-Daten die suppressive Aktivitdt der MDSC, die sScTNF80 ausgesetzt waren,
verringert war. Dies galt jedoch nur fur den friheren 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 2x10° CFSE-gelabelte Milzzellen
hinzugegeben und die Kultur mit aCD/aCD28 fur drei Tage stimuliert. Jeder Punkt représentiert ein technisches

Replikat, die Balken stellen die Mittelwerte dar Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova dur chgefuhrt, als Post-Hoc-
Test wurde der Holm-Sidak-Test verwendet.
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Abbildung 18 | Aus dem Knochenmark wurden MO-MDSC isoliert. Nach einer Nacht im Inkubator wurden 2x10°
CFSE-gefarbte und CFSE-gelabelte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit aCD3/aCD28 stimuliert. Jeder Punkt
stellt die Daten eines Tieres dar, die Linien die Mittelwerte. Zur Analyse wurde ein Two-Way-Anova dur chgefihrt.

Am Analysezeitpunkt |1 sahen wir in drei unabhéngigen Experimenten Schwankungen in beide
Richtungen. Ein Zusammenhang mit der eingesetzten scTNF80-Dosis bestand nicht. Nach
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gegenwartiger Datenlage kann daher nicht mit Sicherheit von einer veranderten Suppressivitat

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

Die deutlichsten Veranderungen konnten jedoch bei den PMN-MDSC beobachtet werden.
Deren Population wuchs durch scTNF80-Gabe sowohl in Bezug auf CD11b* Zellen als auch
im Verhdltnis zur Gesamtheit der im Knochenmark Iebenden Zellen deutlich. Diesgalt fur beide
Analysezeitpunkte. Der Effekt war dosisabhangig (Abb. 19).
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Abbildung 19 | Zellen wur den aus dem K nochenmark gewonnen und gefar bt. Jeder Punkt repréasentiert 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 11) durchgefihrt. PMN-MDSC sind als CD11lb* Ly6G* und
LyGC\mermed\ate deflr“ert

52



4.8 scTNF80 fuhrt 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. Hierflr untersuchten wir inguinale Lymphknoten und die Milz.

Waéhrend im Lymphknoten konstant keine Verénderung 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 Abhangigkeit vom Analysezeitpunkt. An Tag 7
erschienen die MDSC-Populationen unbeeinflusst durch scTNF80-Gabe, wahrend zwei Tage
spater, an Tag 9, ene leichte Expanson der PMN-MDSC zu beobachten war.
PopulationsgrofRen 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 gefarbt. Jeder Punkt
reprasentiert 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) dur chgefiihr, als Post-Hoc-Test wur de der Holm-Sidak-Test verwendet.
An Tag 9 wurden Daten zweier identischer Experimentein einer Grafik dargestellt. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G-
und Ly6C"9" definiert, PMN-MDSC als CD11b* Ly6G* und Ly6C!ntermediate,
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4.9 Regulatorische T-Zellen werden durch scTNF80-Gabein vivo
nicht beeinflusst

Aufgrund der Erkenntnis, dass TNFR2 auch wichtig fur Differenzierung und Funktion von
regulatorischen T-Zellen ist [238] und MDSC regulatorische T-Zellen induzieren kénnen [1,
28, 29], interessierte, wie sich deren Population infolge der sScTNF80-Gabe verhalt. Wir farbten
daher Milz, Lymphknoten und Blut auf CD4* CD25"' FoxP3*" regulatorische T-Zellen.
Veranderungen durch scTNF80 konnten wir in keinem der Organe feststellen. Dies galt sowohl
fUr den Anteil an CD4* Zellen, wie auch in Bezug auf alle Zellen im entsprechenden Organ
(Abb. 21).
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Abbildung 21 | Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und zunéchst Oberflachenmarker
gefarbt. Im Anschluss erfolgte die intrazellulére FoxP3-Farbung. Jeder Punkt repréasentiert die Daten eines einzelnen
Tieres, dieBalken stellen dieMittelwertedar. Zur Analysewurdeein unpaired t-test (Analysezeitpunkt I) bzw. ein One-
Way-Anova (Analysezeitpunkt 11) durchgefiihrt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Sidak-Test verwendet.
Regulatorische T-Zellen sind als CD4* CD25* FoxP3* definiert.
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4.10 scTNF80-Gabe beeinflusst den Gewichtsverlauf gesunder

WT-Maéause nur geringfigig
Nachdem die Therapie mit TNF durch teils dramatische Nebenwirkungen limitiert ist [198-
200], wurde im Verlauf der in vivo-Experimente die Entwicklung des Korpergewichts der
Maéause naher beobachtet. Da wesentliche Anteile der Nebenwirkungen TNFR1-vermittelt zu
sein scheinen [201], bestand die Hoffnung, dass sich sScTNF80 als besser vertréglich erweisen

wirde.

Im Verlauf sdmtlicher in vivo-Experimente konnte ein Anstieg des K érpergewichts beobachtet
werden, wobei dieser bel Gabe wvon scTNF80 leicht verlangsamt ausfiel.

Verhaltensauffalligkeiten oder Haarausfall traten nicht auf.

Gewichtsverlauf bei gesunden Mausen
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Abbildung 22 | Gewichtsverlauf von M ausen mit dreimaliger intraperitonealer | njektion von gereinigtem scTNF80 und
PBSals Kontrollgruppe. Die I njektionen erfolgten gemaf dem oben dar gestellten Applikationsschema an naiven WT-
Mausen (Tag 0, 2 und 4). Gezeigt ist die Gewichtsveranderung 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 durchgefiihrt, als Post-Hoc-Test wurde der Holm-Sidak-Test verwendet. Gepoolte Daten aus drei Experimente.

4.11 Deutlich starkere Effekte von scTNF80 bel tumor kranken

M ausen

Nachdem wir generelle Effekte einer TNFR2-Aktivierung auf naive Mause untersucht hatten,
wurde als Folgeschritt scTNF80 im Krankheitsmodell untersucht, um einen méglichen
therapeutischen Nutzen zu evaluieren. Aufgrund unserer in vitro Daten wurde von einer

verminderten Suppressionsfahigkeit der MDSC ausgegangen und ein Tumormodell gewdahlt, in
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dem wir uns einen therapeutischen Nutzen des scTNF80 erhofften. Fir den Versuch wurde die
BFS-1 (Fibrosarkom) Tumorlinie verwendet, von der jeder Maus an Tag 0 2x10° Zellen
subkutan injiziert wurden. Die Therapie erfolgte mittels intraperitonealer Injektion mit 100ug
gereinigtem scTNF80 oder reinem PBS a s Kontrolle nach folgendem Schema (Abb. 23).

Setzen der
Tumore und

1. Applikation 2. Applikation 3. Applikation 4. Applikation 5. Applikation 6. Applikation Analyse
1 | 1 i 1 1 Il
1 1 1 | 1 1 1

Tag 0 Tag 2 Tag4 Tag7 Tag9 Tag11 Tag 16

Abbildung 23 | Applikationsschema bei mit Tumoren injizierten Mausen

Der verwendete Batch der Tumorlinie war anscheinend fehlerhaft, da binnen zwei Wochen
samtliche Tumore der Kontrollgruppe und finf 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 kénnen.
Der Analysezeitpunkt wurde wie bei dem Grof3teil unserer vorherigen in vivo Experimente funf
Tage nach der letzten scTNF80-Applikation gesetzt.

Tumorwachstum
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Abbildung 24 | An Tag 0 wurden 2x10° BFS-1 Tumorzellen in 50ul PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Gemessen wurde Breite und Lange des Tumors mit einem Schieberegler. Jeder Punkt stellt die berechnete
Tumoroberflache 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 Mausen, 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 Uberproportionale Expansion der PMN-MDSC zurick.
Die MO-MDSC expandierten, den Anstieg der CD11b* Population berticksichtigend, ebenfalls,
ihr Anteil an den CD11b* Zellen blieb jedoch unverandert (Abb. 25).
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Abbildung 25 | An Tag 0 wurden 2x10° BFS-1 Tumorzellen in 50ul PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 16 Tagen wurden die Tiereanalysiert. Zellen wur den aus dem K nochenmark gewonnen und gefarbt. Jeder Punkt
reprasentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefiihrt. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G™ und Ly6C"9" definiert, PMN-MDSC als CD11b*
Ly6G™* und Ly6Cintemediate Daten aus einem Experiment.

Damit decken sich die Effekte in ihrer Richtung im Wesentlichen mit denen, die bereits an
gesunden WT-Mausen durch scTNF80 hervorgerufen werden konnten. Die Stérke des Effekts

war jedoch deutlich verstarkt.

4.13 Ahnliche Effekte durch scTNF80in der Milz bei

tumor er krankten M ausen

Ahnliches ergab sich bei der Analyse der Milz. Hier war an gesunden M&usen aufgefallen, dass
die PMN-MDSC angestiegen waren, ansonsten konnten jedoch keine signifikanten
Veranderungen beobachtet werden. Unter pathologischen Bedingungen fiel auch hier die
Wirkung des scTNF80 deutlich stérker aus. Die Verschiebungen der Populationen glichen
denen im Knochenmark: CD11b* expandierten, ebenso MO- und PMN-MDSC, wobei die
PMN-MDSC deutlich stérker reagierten alsdie MO-MDSC. Der Anteil der MO-MDSC an den
CD11b* Zellen blieb auch hier unbeeinflusst durch scTNF80 (Abb. 26).
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Tumorexperiment
CD11b+ Zellen in der Milz
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Abbildung 26 | An Tag 0 wurden 2x10° BFS-1 Tumorzellen in 50ul 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 gefarbt. Jeder Punkt repréasentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur
Analyse wur de ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G™ und Ly6Chd" definiert, PM N-
MDSC als CD11b* Ly6G* und Ly6C'™. Daten aus einem Experiment.
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Da im Krankheitsmodell die Verénderung der Suppressionsfahigkeit 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 Méause einer Gruppe gepoolt und mittels
magnetischer Selektion und Depletion in mehreren Schritten isoliert, so dass fur den T-Zell-
Suppressionsassay gereinigte MO- und PMN-MDSC vorlagen.

In dem Versuch zeigten sich sowohl bei MO-MDSC und PMN-MDSC kaum suppressive
Aktivitat. Auch der NO-Gehalt im Uberstand wich nicht von Kontrollen ohne MDSC ab.
Unterschiede zwischen den Gruppen, wonach teilwei se eine verminderte Suppressionsfahigkeit
der mit scTNF80-behandelten Gruppe vorliegt, sind daher nur eingeschrankt zu interpretieren
(Abb. 27).
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Tumorexperiment
NO-Konzentration im Uberstand
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Tumorexperiment
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Abbildung 27 | An Tag 0 wurden 2x10° BFS-1 Tumorzellen in 50ul 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 Einzeltiereeiner Gruppe zu gleichen Anteilen gepoolt. PM N- und M O-M DSC wurden in mehreren Schritten
Uber Depletions- und Selektionssdulen mittels magnetischer Beads isoliert. Nach einer Nacht wurden pro Well 2x10°
CFSE-gelabelte Milzzellen hinzugegeben und die Kultur mit aCD3/aCD28 stimuliert. Nach drei Tagen wurden
Uber stéande zur NO-Bestimmung entnommen. Die im Well ver bleibenden Zellen wur den gefarbt und die Proliferation
im Dur chflusszytometer analysiert. Die einzelnen Punkte repréasentieren technische Replikate, die Balken stellen die
Mittelwertedar. Zur Analysewurde ein Two-Way-Anova dur chgefiihrt, als Post-Hoc-Test wur de der Holm-Sidéak-Test
verwendet. MO-MDSC sind als CD11b* Ly6G™ und Ly6C"ie" definiert, PMN-MDSC als CD11b* Ly6G* und Ly6C™.

Daten aus einem Experiment.

4.14 Regulatorische T-Zell-Population bleibt auch bei

tumor kranken M ausen durch scT NF80 unbeeinflusst
SCTNF80-Gabe bei naiven Mausen lield die Populationsgrofle regulatorischer T-Zellen

unbeeinflusst.

Ebenso wie bei scTNF80-Injektion bei gesunden Mé&usen, konnten auch bei Mausen 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
sémtlichen Zellen (Abb. 28). Da die Effekte des scTNF80 im pathologischen Modell deutlich
starker waren, sieht es stark danach aus, dass sScTNF80 Populationsgrofien regulatorischer T-

Z¢€llen in vivo nicht beeinflusst.
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Tumorexperiment
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Abbildung 28 | An Tag 0 wurden 2x10° BFS-1 Tumorzellen in 50ul PBS je Maus linksabdominal subkutan injiziert.
Nach 15 Tagen wurden die Tiere analysiert. Zellen wurden aus der Milz gewonnen, die Erythrozyten lysiert und
zunachst Oberflachenmarker gefarbt. Im Anschluss erfolgte die intrazellulare FoxP3-Farbung. Jeder Punkt
reprasentiert die Daten eines einzelnen Tieres, die Balken stellen die Mittelwerte dar. Zur Analyse wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefihrt. Regulatorische T-Zellen sind als CD4* CD25" FoxP3* definiert. Daten aus einem
Experiment.

4.15 scTNF80-Gabe beainflusst auch bei tumor kranken M ausen

den Gewichtsverlauf nur geringfiigig
Da sich die Nebenwirkungen von TNF-Agonisten haufig therapielimitierend auswirken [198—

201] und an Tumoren erkrankte Mause fir TNF hypersensibilisiert sind, so dass sich bereits bei

geringen Dosierungen ausgepragte toxisch-systemische Nebenwirkungen entwickeln kdnnen
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[201], wurde neben offensichtlichen Auffaligkeiten auch der Gewichtsverlauf der Méause

wahrend des Experiments verfolgt.

Es zeigte sich sowohl bei der Therapie-, wie auch bei der Kontrollgruppe ein vergleichbarer
Kurvenverlauf. Zunéchst erfol gte eine stetige Gewichtszunahme bis Tag 11. Anschlief3end kam
es zu einem leichten Rickgang. Aufféllig ist das stets leicht geringere Gewicht der Therapie-
Gruppe.

Andere Auffélligkeiten beziiglich des Verhatens oder des Erscheinungsbildes (z.B.
Haarausfall) traten nicht auf.

Insgesamt zeigen sich somit &hnliche Ergebnisse wie bel gesunden WT-Mé&usen. Indizien fur

eine Hypersensibilisierung der Mause fir scTNF80 bei Tumorerkrankungen wurden nicht

gefunden.
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Abbildung 29 | Gewichtsverlauf von Mausen mit subkutan gesetztem BFS-1-Tumor unter sechsmaliger
intraperitonealer Injektion von gereinigtem scTNF80 und PBS als Kontrollgruppe. Die I njektionen erfolgten gemafd
dem oben dargestellten Applikationsschema an WT-Mausen (Tag 0, 2, 4, 7, 9 und 11). Gezeigt ist die
Gewichtsveranderung in Prozent zum Gewicht bei Beginn der I njektionen 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 durchgefuhrt. Daten aus einem
Experiment.
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5 Diskussion

Tumor- oder Autoimmunerkrankungen sind hochkomplexe Krankheiten, die in der Therapie

eine grofde Herausforderung darstellen und nicht selten einen chronischen, teils tédlichen
Verlauf nehmen. Beiden gemeinsam ist eine ausgepragte immunologische Komponente:
Wahrend esbel Tumorerkrankungen zu einer gezielten Suppression des |mmunsystems kommt,
liegt bei Autoimmunkrankheiten eine tberschief3ende Reaktion der korpereigenen Abwehr vor.
Das Immunsystem zielgerichtet zu beeinflussen, ohne dessen grundsétzliche Abwehrfunktion

einzuschranken, gelingt bislang nur eingeschrank.

Im Verlauf der letzten Jahre wurde festgestellt, dass beide Krankheitsformen sowohl MDSC-
alsauch TNFR2-assoziiert sind. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, die Interaktion zwischen
TNFR2 und MDSC genauer zu charakteriseren und so potentielle Wege fir eine

immunol ogisch-orientierte Pharmakotherapie aufzuzeigen.

In der Arbeitsgruppe war festgestellt worden, dass TNFR27- MDSC, wenn siein vitro generiert
werden, schlechter differenzieren und die T-Zell-Proliferation weniger hemmen als
entsprechende MDSC aus Wildtyp-Mausen [239]. Dieses Ergebnis passt gut zu bekannten
Publikationen Uber die Rolle des TNFR2 in MDSC in vivo. Dort wurde nachgewiesen, dass
sowohl TNFR- alsauch TNFR2”- Mause, weniger MDSC haben und deren Funktion zusétzlich
eingeschrankt ist. Tumore wachsen bel diesen Tieren langsamer und gehen teilweise spontan
in Remission [188, 189]. Bei TNFR17- Mausen tritt dieser Effekt nicht auf. Damit ist unser
Ergebnis ein weiteres Indiz fir die Relevanz eines intakten TNFR2-Signalweges fir MDSC-

Expansion und -Funktion.

Da TNFR27- MDSC funktionell gehemmt sind, wurde urspriinglich vermutet, dass eine
spezifische TNFR2-Aktivierung in vitro zu mehr differenzierten und potenteren MDSC fuhren
wuirde. Diese Erwartung konnte in dieser Arbeit an GM-CSF-haltigen Knochenmarkzell-
Kulturen von Wildtyp-Mausen nur teilweise bestétigt werden. Der Anteil an MDSC in der
Kultur war bereits ab Tag 2 stark rickléufig, so dass sich das korrekte Gating schwierig
gestaltete und bereits ein leichtes Uberstrahlen benachbarter Populationen einen groRen Effekt
haben kann. Inwiefern auf dieser Grundlage die erhthten MDSC-Anteile tatsachlich relevant
sind, erscheint fraglich. Deutliche Auswirkungen scheint die zusétzliche agonistenvermittelte
TNFR2-Aktivierung im Rahmen der MDSC-Differenzierung in vitro somit nicht
hervorzurufen. Moglicherweise gentigen die in den Kulturen vorliegenden Mengen an TNF fur

eine optimale MDSC-Differenzierung.
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In der funktionellen Analyse zeigten sich die mit sScTNF80 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 as Wildtyp-MDSC. Es ist bekannt, dass MDSC unterschiedliche Stimuli fir
Differenzierung und Aktivierung benttigen [55]. Inwiefern unter TNFR2-Aktivierung
generierte MDSC auch nach erneuter Aktivierung weniger suppressiv sind, wére interessant
festzustellen.

Weiterhin fiel auf, dass die Zellausbeute nach Kultivierung mit scTNF80 deutlich verringert
war. Inwiefern dies auf geringere Proliferation oder gesteigerte Apoptose zurtickzufiihren ist,
blieb ungeklart. Da einer TNFR2-Aktivierung im Regelfall eine Uberlebensfordernde Wirkung
zugeschrieben wird [162], Uberraschen diese Ergebnisse. TNFR2 kann jedoch auch pro-
apoptotisch wirken. Dies tritt beispielsweise bei wiederholter starker Aktivierung des TNFR2
auf. Hierdurch kommt es zu einem verstéarkten 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 NFkB fihrt und anti-apoptotisch wirkt,
kann es infolge des Verbrauchs zu einem Uberwiegen der pro-apoptotischen Signal kaskade bei
TNFR1-Aktivierung kommen [173-175]. Inwiefern TRAF2-Depletion tatséchlich Ursache der
verringerten Ausbeute ist, wurde nicht untersucht.

scTNF80 fuhrt somit zu weniger Zellen nach Kultivierung von Knochenmarkzellen und diein
Gegenwart von scTNF80 aus Knochenmarkkultur generierten Zellen weisen zusétzlich eine
verminderte Funktion auf. CD4*- und CD8*-Lymphozyten proliferieren durch Zugabe von
scTNF80 hingegen verstérkt, so dass die in vitro Ergebnisse auf eine Verstdrkung der
Immunantwort durch selektive TNFR2-Aktivierung hindeuten.

In vivo konnten am gesunden Tier nur leichte Effekte festgestellt werden. TNFR2-Aktivierung
fuhrte hier zu einer Expansion der MDSC-Populationen. Dies konnte auf ein langeres
Uberleben der MDSC zuriickzufilhren sein, da bekannt ist, dass TNFR2** im Gegensatz zu
TNFR27- MDSC in vivo vor Apoptose geschiitzt sind [188]. In der Peripherie expandierten die
MDSC nur leicht mit einem Anstieg der PMN-MDSC in der Milz. Ein Befund, der dadurch
erklért werden konnte, dass MDSC zwar durch TNFR2-Aktivierung im Knochenmark verstarkt
generiert, aufgrund fehlender entziindlicher Stimuli jedoch nicht mobilisiert und rekrutiert
wurden, so dass nur geringe Verdnderungen in der Peripherie auftraten. Die Beobachtung, dass
PMN-MDSC sensibler as 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 pathol ogischen Zustanden

expansionsfreudiger zeigen al's monozytdre MDSC [1].

Die Frage nach einer verénderten suppressiven Aktivitdt durch scTNF80 der MDSC in vivo in
gesunden WT-Mausen konnten wir nicht endgultig kléren. Die Daten deuten auf eine
verminderte antigenunspezifische Suppressionsféhigkeit hin. Damit |agen tendenziell
entgegengesetzte Effekte des scTNF80 vor: Es werden mehr MDSC generiert, die jedoch
schlechter supprimieren. Da MDSC jedoch separate Stimuli fur Generierung, Mobilisierung
und Aktivierung bendtigen, erscheint es gut mdoglich, dass sich unter scTNF80 generierte

MDSC bei nachfolgender Aktivierung anders verhalten.

Im Tumormodell sollte ebendies geklart werden. Wir untersuchten, wie sich die Wirkung des
scTNF80 verandert, wenn ein aktiviertes Immunsystem vorliegt. Unglticklicherweise wuchsen
die Tumore zwar zunéchst, verschwanden aber nahezu allesamt wieder. Dies geschah sowohl
in der behandelten Gruppe as auch bei den mit PBS behandelten Kontrollen. Wir testeten
diesen Tumorzell-Batch anschlieffend erneut mit identischem Ergebnis. Bei anderen Batches
derselben Zellreihe zeigte sich adaquates Tumorwachstum. Die Frage nach einer Veranderung
im Krankheitsverlauf konnte daher nicht geklart werden. Trotzdem waren die Ergebnisse des
Experiments von grof3em 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 festgestel It werden, dass
scTNF80 zu &hnlichen Effekten fuhrte wie am gesunden Tier. Unsere Erwartung, dass die
Effekte bei einem aktivierten Immunsystem deutlich stérker ausfallen wirden, 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 séamtlichen 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 aleinenicht fahigist, 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
Veranderungen dort direktere Schlussfolgerungen auf eine mogliche Beeinflussung des
Krankheitsverlaufs zulassen. Hierfir wahlten wir zwecks Vergleichbarkeit die antigen-
unspezifische suppressive Aktivitét, wie wir sie auch in vitro und in naiven Mausen in vivo

untersucht hatten.

Auswelchem Grund die MDSC aus der Milz in diesen Untersuchungen nicht suppressiv waren,
lasst sich nicht mit letzter Sicherheit sagen. Da praktisch keine unspezifische Suppression
vorlag und auch kein NO synthetisiert wurde, konnen die beobachteten minimalen

Unterschiede zwischen den Gruppen nicht bewertet werden.

Inwiefern es durch scTNF80 im Tumormodell zu einer Veradnderung der Antigen-spezifischen

Suppression durch MDSC kommt, ist ebenfalls noch zu kléren.

Allgemein zeigten sich keine Hinweise auf ausgepragte 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 auszuschlief3en, dass TNFR2-Agonisten durch Wegfangen des|6slichen TNFR2
zu erhdhten TNF-Spiegeln und dadurch ebenfalls zu dramatischen Nebenwirkungen fihren
konnten, zumal an Tumoren erkrankte Mause fur TNF hypersensibilisiert sind [201]. Dass an
gesunden Mausen kaum Effekte aulRerhalb des Knochenmarks zu beobachten waren und auch
mit Tumoren belastete M&use 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 starker
sind und am gesunden Tier nur geringe Veradnderungen bewirkt werden. Die weitergehende
Erforschung des therapeutischen Nutzens einer TNFR2-Aktivierung ist daher vielversprechend
und erscheint unter anderem in dem weiten Feld der chronischen entziindlichen Erkrankungen

neue Moglichkeiten 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 fihrte jedoch zu einer
verminderten Ausbeute nach Kultur und einer verringerten Suppressionsfahigkeit der T-
Zéllproliferation mit verringerter NO-Produktion. Der beobachtete Effekt war mehrfach
reproduzierbar und klar dosisabhangig.

In vivo fand sich an gesunden Wildtyp-Mausen durch TNFR2-Aktivierung lediglich eine auf
das Knochenmark beschrankte Expansion der MDSC-Populationen, ohne dass es zu
ausgepragten systemischen Nebenwirkungen zu kommen schien. Andere Zellpopul ationen, wie
regulatorische T-Zellen, B-Zellen oder T-Zellen wurden durch die selektive TNFR2-
Aktivierung nicht beeinflusst. Im Fibrosarkom-Tumormodel| kam es vermutlich aufgrund eines
fehlerhaften Batches sowohl in der Kontroll- as auch in der Therapiegruppe zu einer spontanen
Remission der Tumore. Trotzdem fand sich durch den immunologischen Stimulus ein um ein
Vidfaches starkerer Anstieg der MDSC-Populationen nach mehrmaliger Applikation des
TNFR2-Agonisten as bel gesunden Mausen. Der Effekt beschrankte sich im Tumormodell
nicht auf das Knochenmark, sondern lief3 sich auch deutlich in der Milz nachweisen. Anzeichen

fUr ausgeprégte systemische Nebenwirkungen fanden sich auch im Tumormodell nicht.
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7 Abklrzungsver zeichnis

ACK
AF647
AF700
AP-1
APC
BFS-1
cFLIP
CFSE
CO>
COX
CTLA
DISC
DPBS
EDTA
FACS
FADD
FAT
FCS
FcyR
FITC
FoxP3
GM-CSF
ICAM
IFNy
IL
IMC
iNOS
IkB
JAK
KM
MACS
MDSC
MHC

Ammonium-Chloride-Potassium
Alexa Fluor 647

AlexaFluor 700

activator protein 1

Allophycocyanin

murines Fibrosarkom

cellular FLICE(Caspase-8)-inhibitory protein
Carboxyfluorescei nsuccinimidyl ester
Kohlendioxid

Cyclooxygenase

cytotoxic lymphocyte antigen
death-inducing signaling complex
Dulbecco’s Phosphate-buffered saline
Ethylendiamintetraessigsure
fluorescence-activated cell sorting
FAS-associated protein with death domain
HLA-F-adjacent transcript 10

fetal calf serum

Fc-y-Rezeptor

Fluorescein Isothiocyanat

Forkhead Box P3

granul ocyte-macrophage col ony-stimul ating factor

intercellular Adhesion Molecule
Interferon-y

Interleukin

immature myeloid cell

inducable Nitric oxide synthase
inhibitor of NF-kB

Janus-Kinase

Knochenmark

magnetic activated cell sorting
myel oid-derived suppressor cells

major histocompatibility complex
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MO-MDSC
MTNF
NADPH
NF-kB

NO

ns

PBS

PE

PerCP
PMN-MDSC
RIP

ROS

RPMI

SCF
scTNF80
STAT
STNF
TACE
TGF-B

TIM
TNCscTNF80
TNF
TNFR
TRADD
TRAF

Treg

VCAM
VEGF

WT

*
**
* k%

*kk*x

monozytére MDSC

membrangebundener TNF

Ni coti nami dadenindinukleoti dphosphat
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