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1 Einfiihrung

1.1 Die Immunabwehr

Das Immunsystem bezeichnet die Vielzahl humoraler und zellulirer Komponenten, deren
Aufgabe es ist, Fremdkorper, unerwiinschte Mikroorganismen oder fehlerhafte korpereigene
Zellen zu zerstoren. Man unterscheidet eine schnelle angeborene von einer langsameren

adaptiven Immunantwort [1].

1.1.1 Das angeborene (unspezifische) Immunsystem

Die angeborene Immunantwort ist antigenunspezifisch. Thre Hauptaufgabe besteht darin,
Krankheitserreger zu erkennen und eine schnelle Abwehrreaktion am Ort der Infektion
einzuleiten [2]. Das angeborene Immunsystem umfasst grundsitzlich vier Bereiche:
Physikalische und chemische Barrieren (Haut, Schleimhéute), 16sliche Faktoren (Defensine,
Lysozym, Interferone, Akute-Phase-Proteine), das Komplementsystem und Abwehrzellen
(Dendritische Zellen, Mastzellen, Eosinophile, Basophile, Natiirliche Killerzellen und
Phagozyten wie Monozyten, Makrophagen und Neutrophile [3]) [4]. Dendritische Zellen und
Makrophagen stellen als antigenpridsentierende Zellen (APCs) ein wichtiges Bindeglied
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort dar. Sie erkennen pathogentypische
Strukturen, nehmen das Pathogen auf, wandern in periphere lymphatische Gewebe und
prasentieren an ihrer Oberfliche Antigenfragmente. Zusitzlich werden Oberflidchenproteine
produziert, die als kostimulierende Molekiile bezeichnet werden und T-Zellen dazu anregen,
sich zu vermehren und zu differenzieren. Makrophagen beseitigen auch Zellen, die von der
adaptiven Immunantwort angegriffen werden. Aulerdem sezernieren sie Zytokine und
Chemokine, die zur Entstechung von Entziindungen beitragen [3]. Zellen des angeborenen
Immunsystems tragen eine Vielzahl an Rezeptoren, die pathogentypische Strukturen erkennen.
Diese Rezeptoren werden als Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors,
PRR) bezeichnet. Eine besonders wichtige Gruppe der PRRs umfasst die Toll-like-Rezeptoren
(TLR). Es sind mehr als zehn verschiedene TLR bekannt, die jeweils unterschiedliche
Strukturen, darunter Lipopolysaccharid (LPS), unmethylierte CpG DNA oder ssRNA erkennen,

die in Mikroben, nicht jedoch im gesunden Gewebe von Sidugern, vorkommen [3].

1.1.2 Das adaptive (spezifische) Immunsystem
Die adaptive Immunantwort ist antigenspezifisch. Sie wird ausgeldst, wenn die angeborene

Immunantwort eine Infektion oder fehlerhafte Zellen nicht beseitigen kann [3, 4]. Lymphozyten
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bilden die zellulire Komponente des adaptiven Immunsystems. Man unterscheidet B-

Lymphozyten, die nach Aktivierung zu Plasmazellen differenzieren, und T-Lymphozyten.

Lymphfliissigkeit und in den peripheren lymphatischen Organen. Antikorper bilden die 16sliche

Komponente des adaptiven Immunsystems [3].

T-Zellen entstammen dem Knochenmark, verlassen dieses jedoch bald, um im Thymus
auszureifen. An ihrem T-Zell-Rezeptor kann die T-Zelle Antigene binden. Zur Aktivierung
bedarf es jedoch zusitzlich der Stimulierung durch eine antigenprisentierende Zelle. Man
unterscheidet zwei groBe Unterpopulationen, die CD8" T-Killerzellen und die CD4* T-
Effektorzellen. Zu den CD4" Zellen zihlen die T-Helferzellen (Tul-Zellen, Tu2-Zellen, Tyl7-
Zellen) und die regulatorischen T-Zellen (Treg) [3]. Aktivierte T-Killerzellen toten infizierte
oder anderweitig dysfunktionale Zellen durch zytotoxische Substanzen wie Perforin und

Granulysin. T-Helferzellen beeinflussen nach Aktivierung die Funktion anderer Immunzellen

wie T-Killerzellen, B-Zellen, Makrophagen oder NK-Zellen [2, 3].

B-Lymphozyten stammen ebenfalls aus dem Knochenmark und differenzieren dort zu reifen
Zellen. Sie sind an der humoralen Immunantwort beteiligt. Erkennt eine B-Zelle ein Pathogen,
so wird es intrazelluldr prozessiert und an ihrer Oberfldche préasentiert. Nun kann eine T-Zelle

die B-Zelle aktivieren, die sich daraufhin teilt und antigenspezifische Antikorper sezerniert.

Markiertes Antigen kann direkt durch den Antikérper neutralisiert, durch das

Komplementsystem zerstort oder von Phagozyten aufgenommen werden [1-3].

1.2 Regulatorische T Zellen

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind eine Unterpopulation der CD4* T-Helferzellen, die
suppressive Eigenschaften besitzen [5]. Die Expression des forkhead box protein P3 (FoxP3)
stellt den Marker mit der groBten Spezifitit fiir Treg dar [5, 6]. FoxP3 ist ein Hauptregulator
der Entwicklung und Funktion der Treg [5, 7]. Mutationen im FoxP3-Gen fiihren beim
Menschen zum IPEX-Syndrom, einer letalen Autoimmunerkrankung [7, 8]. Eine Aktivierung
des TNFR2 (Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2) stabilisiert die anhaltende Expression von FoxP3
[9] und kennzeichnet die Treg-Population, die maximal suppressiv wirken kann [7, 9, 10].
Marker fiir humane regulatorische T-Zellen sind die a-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) und
das cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) [5]. Aktuell werden Treg in der
Regel als CD4*CD25*FoxP3* Zellen beschrieben [5, 10—12]. Urspriinglich wurden natiirliche
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Treg (nTreg) und adaptive bzw. induzierbare Treg (iTreg) unterschieden [11, 12]. Eine neuere

Unterteilung berticksichtigt den Ursprung der Zellen und differenziert zwischen Treg aus dem

Thymiig (tTrag antanrachoan doan nTrag) h~ a1qg dar Darinharia (v Trag antanrachan dan iTrag)
Ly Hiud \(tiCyg, ChSpPiClnCii Ul 11 1CE) 04 w. dud UCH riiipnCiiC\p1iCyg, ClikpiClnlii Ui 111CE)
[5,13]

1.2.1.1 tTreg

tTreg stellen in etwa 5-10 % der CD4* Zellen im peripheren Blut und in sekundéren
lymphatischen Organen. In anderem Gewebe oder im Knochenmark kommen sie kaum vor
[11]. Die Entwicklung von Treg im Thymus ist abhingig von Signalen des T-Zell-Rezeptors
(TCR) und diverser Zytokine [5, 11]. IL-2 scheint ein entscheidender Vermittler in der
Entwicklung von FoxP3-positiven Zellen aus CD25"FoxP3" Zellen zu sein. Auch TGF-J spielt
eine wichtige Rolle in der Induktion der Expression von FoxP3 und somit in der Entwicklung

und dem Uberleben der tTreg [S].

1.2.1.2 pTreg

Die Zahl an pTreg ist abhidngig von ihrer inflammatorischen Umgebung und dem passenden
Zytokinmilieu [5, 12]. Grundsitzlich sind auch hier TGF-B und IL-2 notwendig, um
CD4*CD25FoxP3" naive T-Zellen zu pTreg umzuwandeln. Allerdings haben auch andere
Zytokine Einfluss auf die Differenzierung naiver T-Zellen. Wihrend antiinflammatorische
Zytokine die Entwicklung der pTreg unterstiitzen [S5], hemmt die Gegenwart
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p und IL-6 5, 9] die Ausbildung von pTreg und fordert
die Entwicklung von Tul7-Zellen [5, 6, 8, 9]. Andererseits ist die Zahl suppressiver FoxP3-

positiver Zellen in einigen Entziindungsherden erhoht. Eine entziindliche Umgebung scheint

also auch in der Lage zu sein, die phidnotypische und funktionale Stabilitit der Treg zu fordern

[9].

1.2.1.3 Funktion

Treg sind von groBer Bedeutung fiir die Immuntoleranz [8]. Aktivierte Treg supprimieren
proinflammatorische Zellen [5, 11]. Sie hemmen die Aktivierung und Proliferation von CD4*
und CD8* Zellen sowie Neutrophile, B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen
[11] und NK-Zellen [7]. Die Suppressionsmechanismen kénnen in 4 Gruppen eingeteilt
werden: Die Produktion inhibitorischer Zytokine (IL-10, TGFB [8]), Suppression durch
Zytolyse, Suppression durch Storung des Zellstoffwechsels und die Modulation von Reifung
und Funktion Dendritischer Zellen [11, 13]. Die Expression gewisser Membranmolekiile auf

Treg kann ebenfalls zu Suppression fithren. CTLA-4 beispielsweise wirkt tiber seine Liganden
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CD80 und CD86 hemmend auf APCs. Das Ekto-Enzym CD39 (E-NTPDasel) wirkt durch den
Abbau von ATP suppressiv [13].

Bei Zustdnden chronischer Entziindung wie Autoimmunerkrankungen, Infektionen, Sepsis und
Tumorerkrankungen akkumulieren Treg. Diese Akkumulation konnte unter anderem TNFR2-
vermittelt sein und einen negativen Feedbackmechanismus zur Abschwichung -einer

protrahierten Immunantwort darstellen [7].

1 < - —

Myeloide Suppressorzelien
Der Begriff Myeloide Suppressorzellen (myeloid derived suppressor cells; MDSC) beschreibt
eine heterogene Gruppe unreifer myeloider Zellen [14—16], die sich zu dendritischen Zellen,
Makrophagen oder Granulozyten ausdifferenzieren konnen [14, 16]. MDSC machen etwa 20-
30% der Zellen im Knochenmark und 2-4% der Milzzellen aus. Phénotypisch sind MDSC in
Miusen als CD11b*Grl* Zellen definiert [15, 16], wobei zwei funktionell verschiedene
Subpopulationen unterschieden werden. Granulozytire MDSC (G-MDSC) werden als
CD11b*Ly6G*Ly6C"*"™id beschrieben [17, 18]. Sie stellen den GroBteil der zirkulierenden
MDSC dar [18]. MDSC, die zur monozytiren Zelllinie gehoren (M-MDSC), sind als
CD11b*Ly6G Ly6C"e" charakterisiert [16-18]. Beim Menschen sind MDSC schlechter
charakterisiert, da keine einheitlichen phédnotypischen Marker zur Verfiigung stehen [19]. In
der Regel sind sie hier als CD33*CD11b*HLA-DR"°Y" definiert. Anhand der Expression von

CDi4 werden G-MDSC (CD14) und M-MDSC (CD14") unterschieden {19, 20].

Die Akkumulation und suppressive Funktion der MDSC wird durch verschiedene
proinflammatorische Molekiile wie IL-1p, IL-6, PGE>, den Komplementfaktor C5a [16], die
Proteine S1I00AS8 und S100A9 [14, 16] sowie TNF gefordert [14].

Gemeinsam ist beiden Zeiilinien die Féhigkeit, sowohl angeborene ais auch erworbene
Immunantworten zu supprimieren [17]. G-MDSC wirken vor allem durch die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) [16, 18, 21]. Sie sind allerdings
weniger suppressiv fiir T-Zellen als M-MDSC, die hauptsichlich iiber die Expression der
Enzyme iNOS (inducible NO Synthase [19]) und ARGI1 (Arginase 1 [19]) sowie durch die

Produktion reaktiver Nitrogenspezies wirken [18, 21].

Auch iiber TGF-B und die Herabregelung der TCR-assoziierten (-Kette konnen MDSC

suppressiv wirken [16].
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In gesunden Individuen finden sich MDSC vor allem im Knochenmark, aber kaum in

sekundéren lymphatischen Organen. In vielen Pathologien, die durch chronische Entziindung

-
)
§
2
3
>
3
3
3
2
D
n
.
3

Akkumulation von MDSC in lymphatischen Organen [15, 22]. Die Expansion der MDSC ist
mit einer Reduktion reifer myeloider Zellen wie DC und Makrophagen assoziiert und stort die

normale Homoostase [17].

1.4 Gegenseitige Beeinflussung von MDSC und Treg

Es fillt auf, dass sowohl MDSC als auch Treg in Zustinden chronischer Entziindung
akkumulieren. MDSC f6rdern tiber diverse Signalwege die Expansion von Treg [19, 21, 23,
24] sowie die Konversion naiver CD4* T-Zellen zu pTreg [21]. Neben der Produktion 16slicher
Faktoren wie TGF-f [20, 21, 23] und IL-10 [20, 21] scheint die Interaktion von CD40/CD40L
eine Rolle zu spielen [21, 23]. Die zuvor genannte Suppression von T-Zellen durch reaktive

Nitrogenspezies hat keinen Einfluss auf die Induktion von Treg [23].

Treg beeinflussen wiederum die Anzahl und Funktion der MDSC. Holmgaard et al. zeigten in
einem Tumormodell, dass die Depletion von Treg die Zahl an tumorinfiltrierenden MDSC
reduzierte. Dieser Effekt konnte durch die Gabe von Treg umgekehrt werden. Zudem waren

MDSC aus Treg-depletierten Médusen weniger suppressiv auf T-Zellen [25].

1.5 Tumornekrosefaktor (TNF) und seine Rezeptoren

1.5.1 Struktur des TNF
Tumornekrosefaktor (TNF, ehemals TNF-a) ist namengebendes Mitglied der groBten
bekannten Zytokinfamilie, der TNF Superfamilie (TNFSF) [26-28]. TNF wird iiberwiegend

von aktivierten Makrophagen und Monozyten [28—31], aber auch von anderen Zelltypen wie

L DU N SR TR TR | I A A rnnl L TR LS T J IR | U TORPR TR TR T I
gldaien  IVIUSKEIZELICn, AdlpoZzyten  |[24], lyllpnauscnen Zceien, enao

helzellen oder

=
=

Fibroblasten produziert [33].

TNF wird zunéchst als 26 kDA groBes Typ II Transmembranprotein (tmTNF) synthetisiert.
Durch die Metalloproteinase TNF-a-converting enzyme (TACE) kann die Ektodoméne des
tmTNF als 16sliches TNF (soluble TNF, sTNF) mit einer Gro3e von 17 kDA abgespalten
werden [26, 28—-35]. Beide Formen liegen als Mono-, Di- und Trimere vor, sind aber nur als

Homotrimere biologisch aktiv [26].
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1.5.2 Rezeptoren des TNF
Die vielfiltigen Effekte von TNF werden iiber zwei Rezeptoren, TNF Rezeptor 1 (TNFRI,

Fﬁ170q n55/60. Tnfrs F]a) und TNF Rezentor 2 (TNFR2. CDI120b. n75/80. Tnfrsflb)

L3 B A | ) 11 CVPLUL & LUV INLy VL LVU, pPiIiOVU, 111d11u)

vermittelt [26, 29-31, 33-36]. Wihrend TNFR1 sowohl durch tmTNF als auch durch sTNF
aktiviert wird, fithrt bei TNFR2 nur tmTNF zu einer suffizienten Aktivierung [26, 28-31, 33,
37, 38]. TNFRI1 zeigt eine konstitutive Expression auf nahezu allen kernhaltigen Zellen [26,
28, 30, 33, 35]. Im Gegensatz dazu ist die Expression von TNFR2 induzierbar [28, 33] und auf
Immunzelien, Endothelzellien und einige Zelien des zentralen Nervensystems (ZNS) begrenzt
[30]. Wie auch bei TNF konnen bei TNFR1 und TNFR2 TNFR-Ektodominen abgeschieden
werden, wodurch l6sliche Rezeptorformen entstehen [31, 39], die TNF binden und so als TNF-

Antagonisten wirken [31, 33].

1.5.3 Intrazellulire Signaltransduktion
TNF Rezeptoren wirken iiber eine Gruppe von Adapterproteinen, die verschiedene Signalwege

einleiten und so das Uberleben einer Zelle fordern oder den Zelltod einleiten konnen [26].

1.5.3.1 TNFRI1

TNFR1 besitzt eine intrazelluldre Todesdoméne [26, 28, 30, 31, 33, 40]. Bindet TNF an den
Rezeptor, so kommt es zur Bildung zweier zeitlich und rdumlich getrennter Signalkomplexe.
Zunichst entsteht der membrangebundene Komplex 1[26, 27], der iiber TRADD, TRAF2, RIP1
vermittelt [26, 27, 29-31]. NF-xB kann die Transkription antiapoptotischer Gene wie cIAP-1,
cIAP-2, cFLIP, TRAF1 und TRAF2 induzieren [26]. Komplex II hingegen formiert sich,
nachdem TNFR1 per Endozytose in die Zelle aufgenommen wurde [26, 27]. Es kommt zu einer
Konformationsédnderung des Rezeptors, so dass nun andere Adapterproteine interagieren
konnen [26]. Komplex II, der auch als DISC (death-inducing signaling complex) bezeichnet
wird, enthélt ebenfalls TRADD und RIP1, aber auch FADD und Procaspase-8 [26, 31]. Uber
die Aktivierung der Caspase-8 kann er Apoptose induzieren. Ist NF-xB aktiviert, so kommt es
zur Expression von cFLIP, das an Komplex II binden und die Aktivierung der Caspase-8

verhindern kann [26].

1.5.3.2 TNFR2
Die Hauptaufgabe des TNFR2 ist es, das Uberleben und die Proliferation von Lymphozyten zu
fordern [7]. TNFR2 besitzt keine Todesdoméne, enthélt aber TIMs (TRAF-interacting motifs),

iiber die der Rezeptor direkt mit TRAF-Proteinen interagieren kann [28, 31]. Uber diese
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Adaptermolekiile werden vielfiltige Signalwege eingeleitet, die zur Aktivierung von NF-xB

[26, 29, 35], AP-1 [35, 35], JNK [26] und PI (Phosphatidyl Inositol) 3-Kinase fithren und

CQtirmniliarming doeg TNEDRD
D UHuCiulig UlsS 1INMCRZ

kann aber auch zum Abbau von TRAF2 fithren. TRAF2 verhindert die TNFR1-induzierte
Apoptose iiber zwei Wege. Zum einen spielt es eine Rolle bei der Aktivierung von NF-kB durch
Komplex I [38, 41], zum anderen verhindert es durch die Ubiquitinylierung von RIP1 die
Aktivierung der Caspase-8 [41]. TRAF2-Depletion fordert also die zytotoxischen Effekte des
TNFR1. AuBBerdem kann TNFR2 unabhingig von TNFR1 den Zelltod auslosen [26].

1.5.4 TNF als therapeutisches Ziel

TNF ist ein pleiotropes Zytokin, das eine Schliisselrolle in der Einleitung und Konzertierung
von Entziindung und Immunabwehr einnimmt [7, 31, 42]. Neben der wohlbekannten
proinflammatorischen Wirkung zeigt TNF aber auch antiinflammatorische und

immunsuppressive Effekte [7].

1.5.4.1 Anti-TNF Therapie
Seit den spéten 1990er Jahren werden TNF Inhibitoren klinisch eingesetzt [43, 44]. Aktuell sind

fiinf Medikamente (Infliximab, Adalimumab, Golimumab, Certolizumab, Etanercept) auf dem
Markt, die TNF neutralisieren [8, 28, 43, 45, 46, 46, 47]. Infliximab, Adalimumab und
Golimumab sind monoklonale TNF-Antikorper, Etanercept ein loslicher TNF-Rezeptor.
Certolizumab ist ein Fab Fragment eines humanisierten monoklonalen TNF-Antikorpers [8].
Sie sind fiir die Therapie vieler Autoimmunerkrankungen zugelassen, darunter rheumatoide
Arthritis, Psoriasis-Arthritis, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, und ankylosierende Spondylitis.
Neben den erwiinschten Effekten der Anti-TNF-Therapie kommt es auch zu ernsten
Nebenwirkungen. So steigt das Risiko fiir bakterielle Infektionen, Pilzerkrankungen,
demyelinisierende Erkrankungen und Neuropathien. Ob das Risiko fiir Neoplasien durch die
Therapie ebenfalls erhoht ist, ist unklar [43, 48]. Zwar ist besonders die Anzahl an Lymphomen
und Nicht-Melanom Hautkrebs bei Patienten, die mit TNF-Inhibitoren behandelt werden, im
Vergleich zur Normalbevolkerung erhoht [49-51], doch zeigt sich keine vermehrte Inzidenz an
Malignomen im Vergleich zu nicht mit TNF-Inhibitoren therapierten Arthritis-Patienten [48].

Es wird vermutet, dass die Therapie zu schnellerem Wachstum préexistenter Tumoren fiihrt,

aber keine neuen Malignome induziert [52].

In entziindlichen Umgebungen tragen Treg entscheidend zur Immunregulation bei. TNFR2-

abhingige Signalwege sind fiir die Funktion dieser Zellen von gro3er Bedeutung, was erklédren
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konnte, weshalb eine Anti-TNF-Therapie bei manchen Autoimmunerkrankungen nicht wirkt

oder die Krankheit sogar verschlimmert [9]. Die gezielte Aktivierung des TNFR2 stellt einen

dar. TNFR2-Aktivierung kann zur Eliminierung autoreaktiver T-Zellen und zur Induktion von

Treg fithren [53].

1.6 TNCscTNF&80-Protein

Das single chain (sc) TNF80-Protein wird durch drei monomere Maus-spezifische TNF-
Muteine gebildet, die durch Linker-Molekiile verbunden sind. Durch die Bindung an die
Trimerisierungsdomine des Glykoproteins Tenascin C (TNC) kommt es zur Bildung eines
funktionellen TNC-scTNF80-Nonamers [54]. Durch die Oligomerisierung kann das Protein
tmTNF imitieren [37] und an Maus-TNFR2 binden. Die Mutation zweier Aminosiduren
(D143N/A145R) gewihrleistet die selektive Bindung an Maus TNFR2 und fiihrt zum
Affinitdtsverlust fiir TNFR1. Jedes Trimer ist an das FLAG-Peptid, ein Oktapeptid mit der
Sequenz N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C gekoppelt. So kann das Protein durch einen
FLAG-Antikorper mittels  Immunaffinititschromatographie  isoliert ~werden  [54].
TNCscTNF80 wird in der weiteren Arbeit kurz als TNF80 bezeichnet.

Abbildung 1 | Schematische Darstellung des Aufbaus des TNCscTNF80 [S5].
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1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten die Effekte des TNFR2-spezifischen Agonisten TNF80 auf chronische
Entziindung im Mausmodell untersucht werden. Eine chronische Entziindung kann entweder
aus einer persistierenden akuten Entziindung oder durch mehrmalige akute
Entziindungsepisoden entstehen. Mycobacterium tuberculosis persistiert im Gewebe innerhalb
phagozytischer Zellen und kann so zu einer chronischen Entziindung fithren [56]. Zur Induktion
einer chronischen Entziindung erhielten die Méuse daher in Intervallen von einer Woche drei
subkutane Injektionen mit jeweils 50 pg hitzeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis-BCG

(Bacille Calmette-Guérin). Die ersten beiden Injektionen wurden als 1:1 Mischung von BCG

n
m Aritta RO(I_Tn1
uix ULy AT

o
12

o
—
e

PBS gelostem BCG und diente als Challenge dazu, eine messbare Reaktion hervorzurufen.
Teilweise induzierten wir durch alleinige Challenges eine akute Entziindung. Wir untersuchten
die Wirkung einer ein- oder zweimaligen Behandlung mit TNF80 zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Als Messgroflen der durch TNF80 bedingten Effekte dienten die Zellverteilung in
Milz und Knochenmark, die Konzentration von TNF und weiterer Zytokine im Serum sowie

die in vitro untersuchte Suppressivitit isolierter Treg.

Insgesamt sollte so ein Eindruck der Wirkung von TNF80 im Entziindungskontext geschaffen
werden, der hilft, einen moglichen Einsatz zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen zu

priifen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

AVA

2.1.1 Antikorper

Folgende Antikorper wurden fiir die durchflusszytometrische Analyse und die
Suppressionsassays verwendet:
Antigen Konjugat | Verdiinnung Klon Hersteller Konzen-
tration

B220 Biotin 1:1000 RA36B2 eBioscience 0,5 mg/mi
CD3 - 1:1000 145-2c11 BD Pharmingen 0,5 mg/ml
CD4 APC 1:1000 RM4-5 BD Biosciences 0,2 mg/ml
CD4 FITC 1:1600 RM4-5 BD Biosciences 0,5 mg/ml
CD4 PE 1:1500 RM4-5 eBioscience 0,2 mg/ml
CD4 PB 1:1600 RM4-5 BD Biosciences 0,2 mg/ml
CD8a PerCP 1:2000 53-6.7 BD Biosciences 0,2 mg/ml
CD11b APC 1:2000 M1/70 eBioscience 0,2 mg/ml
CDll1c AF-700 1:100 HL3 BD Biosciences 0,2 mg/ml
CD16/CD32 | - 1:40 2.4G2 1,8pg/ml
Fc-Block

CD25 APC 1:400 PC61.5 eBioscience 0,2 mg/ml
CD25 PE 1:200 PCé61 BD Pharmingen 0,2 mg/ml
CD28 - 1:4000 37.51 eBioscience 1 mg/ml
CD45.1 PE 1:200 A20 BD Pharmingen 0,2 mg/ml
FoxP3 FITC 1:100 FIK-16s eBioscience 0,5 mg/ml
Ly6C FITC 1:400 AL-21 BD Biosciences 0,5 mg/ml
Ly6G PB/V450 1:400 1A8 BD Biosciences 0,2 mg/ml
Ly6G PE 1:800 BD Pharmingen 0,2 mg/ml
TNFR2 PE 1:50 TR-75/79 BD Biosciences 0,2 mg/ml
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Rat IgGza FITC 1:100 BD Pharmingen
Streptavidin BV 510 1:80 BioLegend 0,1 mg/ml
2.1.2 Kits

Verwendung und Bezeichnung

Hersteller

ELISA (R&D Duo Set ELISATNF, IL-6, IL-
10, IFN-y)

R&D Systems, Minnesota

MACS (CD4*CD25" Regulatory T Cell
Isolation Kit)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

DNA-Isolierung (Qiagen Purgene Centra
DNA Purification Kit)

Qiagen, Hilden

Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

2.1.3 Puffer und Medien

Bezeichnung Zusammensetzung bzw. Hersteller
ACK-Puffer BD Biosciences GmbH, Heidelberg
DPBS PAN Biotech GmbH, Aidenbach
ELISA Abstopplosung 2N H2SOq4

ELISA -Waschpuffer

DPBS 0,05% Tween20

ELISA-Blockierpuffer

DPBS 1% BSA

FACS-Puffer

DPBS 1% FKS

LB-Medium

Carl Roth, Karlsruhe

Loading Dye Solution (6x)

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

30 % Glycerol in H20

MACS-Puffer

DPBS 0,5% BSA, 2 mM Na.EDTA

PBS/T

DPBS 0,05% Tween 20

TAE-Puffer

40mM Tris-Acetat
1mM EDTA

TBS Puffer (1x), pH 7,4

25 mM Tris Base
2,7 mM KClI
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150 mM NacCl

TBS/T

TBS 0,05% Tween 20

Zellkulturmedium

DDNT 144N
NI Ivil 14V

10% FCS

50uM B-Mercaptoethanol
100U/mLPenicillin

100 U/mL Streptomycin

Zur Herstellung der Puffer und Losungen wurde zweifach entsalztes Wasser aus der

Millipore-Anlage MilliQ (Millipore, Schwalbach) verwendet.

2.1.4 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2-Mercaptoethanol

PAN Biotech, Aidenbach

Acrylamid-Bisacrylamid Losung

Roth, Karlsruhe

Agarose, elecrophoresis grade

Bio&Sell, Niirnberg

Actinomycin D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

APS

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carboxyfluorescein-Succinimidylester

(CFSE)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DNA Standard (100 bp ladder)

New England Biolabs, Frankfurt a. Main

Diethylether

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat

Promega GmbH, Mannheim

Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fetales Kilberserum (FKS)

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Foxp3-Staining  Fix/Perm  Buffer Set
(Fixation/Permeabilization working solution,

Permeabilization Buffer)

BD Biosciencess GmbH, Heidelberg
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Glycerin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glycin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Immersions6l Immersol 518

Zeiss, Oberkochen

Inkomplettes Freund-Adjuvans

DIFCO Laboratories (FisherScientific,

Schwerte)

Isopropanol

Merck, Darmstadt

LPS E. coli O127:B8

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mycobacterium Tuberculosis-BCG

DIFCO Laboratories pw(FisherScientific,

Schwerte)

NaCl

Merck, Darmstadt

Nucleasefreies Wasser

Promega, Mannheim

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Polyethylenimin (PEI)

Polysciences, Warrington , USA

Penicillin/Streptomycin

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Proteinase K

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Proteinmarker VI

Applichem, Darmstadt

ReadyMix™Taq PCR Reaction Mix

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

RPMI 1640 Fertigmedium

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Schwefelsdure 95-98 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Streptavidin-HRP (Meerrettich-Peroxidase)

R+D Systems, Wiesbaden

Tris base Applichem, Darmstadt
Tris-HCI Merck, Darmstadt
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin/EDTA Losung

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
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Tween 20

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Viability Dye eFluor 780

eBioscience, Frankfurt

2.1.5 Gerite

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage CP 224S

Sartorius, Gottingen

CO2-Inkubatoren

Integra Biosciences

Durchflusszytometer LSRII

BD Biosciences GmbH, Heidelberg

Elektrophoresesystem Mini PROTEAN

Biorad, Gottingen

Geldokumentation

GeneGenius Syngene, Cambridge, UK

Gelelektrophorese- Apparaturen

Biorad, Miinchen

ImageQuant LAS4000 mini

GE Healthcare, Solingen

Laser Scanner Typhoon 9200

GE Healthcare, Solingen

MACS MultiStand Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Magnetrithrer MR2002 Heidolph GmbH, Schwabach
Mikroskop Olympus CK2 Olympus GmbH, Hamburg

Mikroskop Zeiss Axiostar plus

Zeiss GmbH, Jena

Mithras, Multicolor Plate Reader LB940

Berthold Technologies, Bad Wildbad

NanoPhotometer

Implen, Miinchen

Netzgerit PowerPac 300

Biorad, Miinchen

Netzgerit PowerPack P25 T

Biometra, Gottingen

Neubauer-Zihlkammer

Brand GmbH, Wertheim

PCR-Gerit MyCycler

Biorad, Miinchen

pH-Meter Inolab

WTW GmbH, Weilheim

Pipettierhilfe accujet pro

Brand GmbH, Wertheim

Sterilbank HER Asafe KS

Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn




Material und Methoden

18

Thermoblock Bio TDB-100

Biometra, Gottingen

Vortex MS2 Minishaker IKA, Staufen

Waage PJ400 Mettler-Toledo, Giellen
Wasserbad TW?20 Julabo GmbH, Seelbach
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg

rrz___ 4+ *C_ LS A1T0T
£CNUluge o410K

~ T

T o e Ay YT 1
Eppendori AG, Hamburg

Zentrifuge 5810R

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Sorvall RC 6

ThermoScientific, Karlsruhe

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Eppendorf-Cups (1.5 ml, 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

FACS-Rohrchen

BD Biosciences GmbH, Heidelberg

Kaniilen (20 G, 22G, 27G, 29G)

BD Biosciences GmbH, Heidelberg

MACS Cell Separation Columns 25 LS/MS

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Mikrotiterplatten Microtest 96

Becton Dickinson, Heidelberg

Mikrotitierplatten Nunc MaxiSorp flat-
bottom 96 well plate

eBioscience, Frankfurt

MiniMACS Separator

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Pasteurpipetten, 150 mm

Brand GmbH + Co KG, Wertheim

PCR Disposable Column 1018598

Qiagen, Hilden

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen Biosphere filter tips

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht

Spritzen (steril) (Iml, 5Sml, 10ml)

BD Biosciences, Heidelberg
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Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Zellsieb Cell strainer 40 um BD Biosciences GmbH, Heidelberg

2.1.7 Software

Programm Anwendung

Citavi 5 Verwaltung der Literaturverweise
FACS Diva (Version 5.03) Auswertung der FACS-Daten
Graph Pad Prism (Version 6.01; 5.04) statistische Berechnungen,

graphische Darstellungen

MicroWin 2000 Auswertung Plattenreader

Microsoft Office 365 ProPlus (Version Schriftliche Dokurpentatmn, Erstellung
von Tabellen, Sortierung der Daten,

15.0.4805.1003) Verfassen der Promotionsarbeit

2.1.8 Zellen

Zelltyp Bezogen von

L929 (ATCC, CCL-1) ATCC, Manassas, Virginia

2.1.9 Versuchstiere

C57BL/6 Miuse wurden bei Janvier (LeGenest, Frankreich), erworben. TNFR2 defiziente
Mause (C57BL/6-Tnfrsf1btm1Mwm) wurden von The Jackson Laboratory (Bar Harbour, ME,
USA) erworben. C57BL/6N Ly5.1 (CD45.1) Méuse wurden durch Petra Hoffmann, Universitit
Regensburg, zur Verfiigung gestellt. Miuse, die das konditionale TNFR2M0¥ox  Ajle]
(TNFR2"M) tragen, wurden durch Kreuzung von Tnfrsf1b/tm1a(EUCOMM)Wtsi Miusen mit
FLPe delete Miusen erzeugt. Die zellspezifische Ablation des TNFR2 auf T-Zellen
(CD4cre/TNFR2VM) wurde durch die Kreuzung TNFR2"? Miuse mit CD4-Cre Miusen
erreicht. CD4cre/TNFR2YM Miuse exprimieren kein TNFR2 auf T-Zellen, wihrend die
Expression auf myeloiden Zellen unveriindert ist. Durch Kreuzung TNFR2%™ Mizuse mit LysM-
Cre Miusen wurden Maiuse erzeugt, deren Makrophagen und Neutrophile Granulozyten
TNFR2-defizient sind (LysMcre/TNFR2""). Hier exprimieren weniger myeloide Zellen
TNFR2 und die Expression wird besonders bei unreifen myeloiden Zellen der MO-MDSC-

Subpopulation beobachtet [57].
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Das Cre/loxP-Sytstem bietet die Moglichkeit, gezielt DNA-Abschnitte zu entfernen. Vor und
hinter die jeweilige DNA-Sequenz wird eine loxP-Stelle gesetzt. Die Sequenz wird nun als
floxed (flan
Stellen, schneidet den dazwischenliegenden DNA-Abschnitt heraus, wenn beide loxP-
Sequenzen in gleicher Richtung orientiert sind, und fiigt die verbleibenden Enden zusammen
[58]. Ist kein Cre-Enzym vorhanden, so entspricht der Phinotyp dem Wildtyp. Die Méuse mit

dem Genotyp TNFR2"™ fungierten daher als ,,Pseudo-Wildtyp*.

Die Miuse wurden im Tierstall der Universitit Regensburg gemill den institutionellen

Richtlinien geziichtet und untergebracht. [57, 57]
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2.2 Methoden

2.2.1 Statistische Analyse
Die statistische Auswertung erfolgte mit Graph Pad Prism (Version 6.01; 5.04). Dargestellte
Fehlerbalken zeigen stets die jeweilige Standardabweichung. Zur statistischen Analyse der

Daten wurde der Welch-Test oder der Two-Way-ANOVA-Test durchgefiihrt.

2.2.2 Genotypisierung

Von den Miusen, die im Versuch waren, wurden Schwanzbiopsien zur Genotypisierung mittels
PCR entnommen. TNFR2” Miuse wurden anhand der fehlenden Ausscheidung von TNFR2
im Urin charakterisiert. Die Menge an TNFR2 im Urin wurde mittels ELISA festgestellt.

2.2.2.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte gemifl dem Protokoll des Qiagen Purgene Centra DNA Purification
Kits. Die DNA-Konzentration wurde am NanoPhotometer bestimmt und die Proben mit

Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 50 ng/ul eingestellt.

2.2.2.2 DNA-Amplifikation
Die Amplifikation der DNA erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Mithilfe der

PCR lisst sich ein definierter DNA-Abschnitt selektiv vervielféltigen. Grundlage sind zyklische
Temperaturdnderungen, die optimale Bedingungen fiir verschiedene Reaktionen (Auftrennung
der DNA-Stringe, Hybridisierung der Primer, Amplifizierung, erneute Auftrennung) schaffen

[59].

Die untenstehenden Tabellen geben die Sequenzen der verwendeten Primer, den Reaktions-

Mastermix und das PCR-Programm wieder.
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Primersequenz Eingesetztes
Volumen
TNFR2" fw | 5°- TGT GAG TGC AAG GAC ACA CGG TGC -3¢ 0,1 pl unverdiinnt

TNFR2"rv | 5°- GGC CAG GAA GTG GGT TACT TTA GG GC -3’ | 0,1 ul unverdiinnt

CD4-cre fw | 5°- CCC AAC CAA CAA GAG CTC -3¢ S5 ul; 1:20

CD4-cre rv 5°- CCC AGA AAT GCC AGA TTA GG -3’ 5 ul; 1:20

LysM-cre fw | 5°- CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG -3¢ 5ul; 1:20

LysM-crerv | 5°- CTT GGG CTG CCA GAATTTCTC -3° 5 ul; 1:20

WT fw 5°- CTT GGG CTG CCA GAATTT CTC -3’ 5ul; 1:20

WT rv 5°- TTA CAG TCG GCC AGG CTG AC -3’ 5ul; 1:20
Mastermix TNFR2"™

Reagens Eingesetztes Volumen

ReadyMix™Taq PCR Reaction Mix 12,5 ul

Primer fw (10uM) 0,1 ul

Primer rv (10uM) 0,1 ul

Nucleasefreies Wasser 9,8 ul

DNA Template (50 ng/ul) 2,5 ul

Mastermix CD4-cre TNFR2™

Reagens Eingesetztes Volumen
ReadyMix™Taq PCR Reaction Mix 12,5 ul

Primer fw (10uM) 2,5 ul

Primer rv (10uM) 2,5 ul

Nucleasefreies Wasser 5,5ul

DNA Template (50 ng/pl)

2ul
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Reagens Eingesetztes Volumen
10x Puffer Sul

Primer fw (10uM) Sul

Primer rv (10uM) Sul

dNTPs (10mM) I ui

Taq homemade 1 ul

Nucleasefreies Wasser 29 ul

DNA Template (50 ng/ul) 4 ul

Mastermix WT

Reagens Eingesetztes Volumen
10x Puffer Sul

Primer fw (10uM) Sul

Primer rv (10uM) Sul

dNTPs (10mM) 1 ul

Taq DNA Polymerase (homemade) 1 ul

Nucleasefreies Wasser 29 ul

DNA Template (50 ng/ul) 4 ul

PCR-Programm

Nach einem anfinglichen Denaturierungsschritt von 4 — 5 min bei 94 - 95°C wurden im

Normalfall 35 Zyklen des folgenden Reaktionsschemas durchlaufen:

e DNA-Denaturierung 94 - 95°C, 30 s -1 min
e Primerannealing Temperatur je nach Primer, 30 s - 1 min

e Elongation 72°C, 45 s bis Imin45s

Als Abschluss der PCR-Reaktion erfolgte ein Elongationsschritt fiir 5 - 7 min bei 72°C.
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TNFR21

95°C

94°C

62°C

72°C

72°C

4 min

30s

30s

1 min

7 min

CD4-cre TNFR2/1

95°C

95°C

3 min

45 s

56,7°C 30 s

72°C

72°C

45 s

5 min

35x

LysM-cre TNFR2™

94°C

94°C

58°C

72°C

72°C

5 min

30s

1 min

1 min45s

5 min

—

35x

Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mittels Gel-Elektrophorese. Die Proben wurden

zusammen mit einem 100 bp-Standard auf 1,5-prozentiges Agarose-Gel (100ml 5x TAE-

Puffer, 1,5 g Agarose) mit 0,1 % Ethidiumbromid aufgetragen und bei 140V je nach GroBe des

Gels fiir zwanzig bis vierzig Minuten aufgetrennt. Die Proben wurden unter UV-Licht sichtbar

gemacht und anschliefend mit dem Dokumentationssystem GeneGenius (Syngene) fotografiert

(Abbildungen 2-5).
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Abbildung 2 | Agarosegel einer exemplarischen Genotypisierung TNFR2""-Miuse. Lane STA:
DNA-Standard (100 bp ladder); Lane 1-10: Proben der Versuchstiere; Lane 11: Positivkontrolle;
Lane 12: NTC; Lane 13: wt.

1R -2

Abbildung 3 | Agarosegel einer exemplarischen Genotypisierung CD4“TNFR2"-Miuse
beziiglich der Expression von CD4¢, Lane STA: DNA-Standard (100 bp ladder); Lane 1-2:

Proben der Versuchstiere; Lane 3: Positivkontrolle; Lane 4: NTC; Lane 5: wt.
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Abbildung 4 | Agarosegel einer exemplarischen Genotypisierung LysM“*TNFR2"-M:use
beziiglich der Expression von LysM*. Lane STA: DNA-Standard (100 bp ladder); Lane 1-4:

Proben der Versuchstiere; Lane 5: Positivkontrolle; Lane 6: NTC; Lane 7: wt.

Abbildung 5 | Agarosegel einer exemplarischen Genotypisierung LysM“TNFR2""-M:use
beziiglich der Expression des wt LysM*. Lane STA: DNA-Standard (100 bp ladder); Lane 1-4:

Proben der Versuchstiere; Lane 5: Positivkontrolle; Lane 6: NTC; Lane 7: wt.

Bei LysM°TNFR2"1-Miusen erfolgte zusitzlich zur Analyse der Expression von LysM® und
TNFR2"1 die Analyse der Expression von wt LysM®®, da wir heterozygote LysM *TNFR2/1

Miuse verwendeten. CD4°TNFR21 Miuse waren homozygot.
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2.2.3 TNCscTNFS80
TNCscTNF80 wurde freundlicherweise durch Frau Weber-Steffens, technische Assistentin an

2.2.4 Herstellung der BCG/IFA-Emulsion

Die Emulsion wurde aus 2 ml hitzeinaktiviertem Mycobacterium Tuberculosis-BCG in PBS
(500 pg/ml) und 2 ml IFA (Inkomplettes Freund-Adjuvans) hergestellt. IFA ist eine Wasser-in-
Ol-Emulsion, die abgetdtete Mycobacterium bovis enthilt und Immunreaktionen als Adjuvans
verstérkt. Zur Fertigung der Emulsion wurden die Substanzen in 5 ml-Spritzen aufgenommen,
an ein Verbindungsstiick gekoppelt und unter Kiihlung durch wiederholtes Hin- und

Herspritzen emulsifiziert.

2.2.5 Subkutane Injektion

Die Maus wurde mittels Diethylether-Inhalationsnarkose sediert. Das Riickenfell wurde mit
70% Ethanol befeuchtet. AnschlieBend wurde vorsichtig eine 27 G-Kaniile mit nach oben
weisendem Schliff in flachem Einstichwinkel eingefiihrt. Die Einstichstelle wurde nach

Entfernen der Kaniile fiir wenige Sekunden komprimiert, um Riickfluss zu verhindern.

2.2.6 Intraperitoneale Injektion
Die Maus wurde im Schwanz-Nackengriff fixiert und leicht kopfiiber geneigt, um keine
Darmschlingen zu verletzen. 200 ul TNF80 bzw. DPBS wurden mit einer 29 G-Kaniile in den

linken Unterbauch injiziert.

2.2.7 Venose Blutentnahme (retrobulbire Punktion)
Die Maus wurde mit Diethylether betdubt und im Schwanz-Nacken-Griff fixiert. Dabei wurden
die Halsvenen komprimiert, um den retrobulbiren Venenplexus zu fiillen. Eine 150 ml Pasteur-

Pipette wurde medial des Auges eingefiihrt und der Venenplexus eroffnet.

2.2.8 Serumgewinnung

Zur Isolierung von Serum wurde das geronnene Blut fiir zehn Minuten bei 1000 rcf und 4 °C
zentrifugiert. Das Serum wurde in ein neues Eppendorf-Cup pipettiert und fiir fiinf Minuten
erneut bei 1000 rcf abzentrifugiert, um verbleibende Erythrozyten zu pelletieren. Anschlieend

wurde das Serum nochmals in ein neues Cup iiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

2.2.9 Isolation der Milzzellen
Die Maus wurde mittels Diethylether-Inhalationsnarkose sediert und durch zervikale

Dislokation getotet. Das Riickenfell wurde mit 70% Ethanol befeuchtet. Es wurde ein Schnitt
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links lateral am Bauch gesetzt und mit einem weiteren Schnitt das Peritoneum eroffnet. Die
Milz wurde freiprédpariert, von umliegendem Bindegewebe getrennt und in ein Eppendorf-Cup

mait 1 11a
it 1 i Kad

Die Milz wurde gewogen, ein Teil zur Paraffin-Einbettung weggenommen und der
verbleibende Teil erneut gewogen. Die histologischen Schnitte der Milzen wurden
schlussendlich nicht ausgewertet, weshalb hier auf die Einbettung und Firbung nicht weiter

eingegangen wird.

Sofern die Milzzellen danach in Kultur genommen wurden, wurden alle weiteren Schritte unter

sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Die Milz wurde mit dem Spritzenstempel einer 5 ml Spritze {iber einem sterilen 40 um
Nylonfilter in ein 50 ml Rohrchen zerdriickt und mit 10 ml kaltem DPBS gespiilt. Die
Zellsuspension wurde bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert, anschlieBend wurde
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 2 ml 1% FKS/DPBS resuspendiert und mit
3 ml ACK-Puffer versetzt, um die Erythrozyten zu lysieren. Nach einminiitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Lyse mit 10 ml 5% FKS/DPBS abgestoppt. Nun wurde die
Suspension bei 300 g und 4 °C fiir sicben Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgeschiittet. Sofern die Zellen in Kultur genommen wurden, wurde das Pellet in 5 ml Medium
gelost, die Suspension erneut iiber ein 40 pm-Sieb filtriert und mit weiteren 5 ml Medium
gewaschen. Wurden die Zellen sofort analysiert, so wurden sie direkt in 10 ml 1% FKS/DPBS

aufgenommen

2.2.10 Isolation der Knochenmarkszellen

Die Maus wurde mittels Diethylether-Inhalationsnarkose sediert, durch zervikale Dislokation

befeuchtet. Es wurde ein Schnitt entlang des Hinterbeins durchgefiihrt, das Femur oder in
seltenen Féllen auch die Tibia wurden entnommen und in mit kaltem DPBS gefiillte Eppendorf-

Cups gegeben.

Die Knochen wurden zunichst in 70% Ethanol und daraufhin in DPBS gewaschen.
Anschliefend wurden die Epiphysen abgetrennt und die Diaphysen mittels einer 5 ml Spritze
und einer 27 G-Kaniile mit DPBS in ein 50 ml Rohrchen ausgespiilt. Nach griindlichem
Resuspendieren wurden die Zellen bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml 1% FKS/DPBS resuspendiert. Die
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Suspension wurde iiber ein 40 um Nylonsieb filtriert und dabei in ein neues 50 ml Tube

iiberfithrt. Nach einem weiteren fiinfminiitigen Zentrifugierschritt bei 300 g wurde der

)

10, EFXC/MDRCQ anifoanamman
1 LD/ DY aul gliiUinincii.

2.2.11 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit Trypanblau bzw. bei
Knochenmarkszellen mit Tiirk’scher Losung verdiinnt und in einer Neubauer-Zahlkammer
gezihlt. Vier Groquadrate wurden ausgezihlt und die Gesamtzellzahl gemif3 folgender Formel

berechnet:

MW x VF x 10* = Zellzahl/ml
MW= ausgezihlte Zellen /ausgezihlte GroBquadrate
VF= Verdiinnungsfaktor (mit Trypanblau / Tiirk'scher Losung)

10*= Kammerfaktor

2.2.12 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell scanning) ist ein Laser- basiertes
Verfahren zur Zellzdhlung, Zellsortierung und Zellcharakterisierung. Eine gefirbte
Einzelzellsuspension wird in einen schmalen, schnellen Fliissigkeitsstrom aufgenommen und
passiert einen fokussierten Laserstrahl. Hierbei entsteht Streu- und Fluoreszenzlicht, die separat
detektiert werden. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der Grée und Komplexitit
der Zelle. Das Vorwirtsstreulicht (FSC=Forward Scatter) hingt vom Volumen der Zelle, das
Seitwirtsstreulicht (SSC=Sidewards Scatter) von der Granularitit der Zelle ab. Gleichzeitig
werden Fluoreszenzfarben gemessen, die an die betreffenden Marker der Zelle gebunden

sind [60].

2.2.12.1 Firbung von Oberflichenmarkern fiir die durchflusszytometrische Analyse
Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurde 1 ml/Tube FACS-Puffer (1% FKS/DPBS)

vorgelegt und 10° Zellen je Tube zugegeben. Die Zellen wurden bei 300 g und 4 °C fiir fiinf
Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde abgekippt. AnschlieBend wurden je Tube
randstindig 5 pl Fc-Block-Losung (0,5ug/stain) hinzugefiigt, um eine unspezifische Bindung
der Oberflichenmarker zu verhindern. Fiir die Proben wurde ein Firbecocktail hergestellt
(Antikorper s. 2.1.1). Die Proben wurden fiir eine Minute bei 300 g zentrifugiert, sodass die Fc-

Block-Losung auf die Zellen gelangen konnte.
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Nach dreiBBigminiitiger Inkubation wurden 5 ul des jeweiligen Féarbecocktails hinzugegeben.
Die FACS-Rohrchen wurden erneut fiir eine Minute bei 300 g und 4 °C zentrifugiert und fiir
reifig Minu
Zellen fiir finf Minuten bei 300 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Rohrchen auf Einmalpapier abgetupft wurden. In die Rohrchen, die nicht weiter gefirbt werden

sollten, wurden 200 ul FACS-Puffer und weitere 200 ul 4% PFA/PBS hinzupipettiert.

Die Tubes, die zusitzlich mit intrazelluldiren Markern gefdrbt werden sollten, wurden nach

nachfolgendem Protokoll weiter behandelt.

Die Kompensationsproben fiir die Einzelfdrbungen wurden an Stelle des Firbecocktails mit je
0,5 pl der jeweiligen Féarbe-Stammlosung, gekoppelt an CD4, CD8a oder B220 bei Milzzellen
bzw. Ly6C, Ly6G, CD11b und B220 bei Knochenmarkszellen, versetzt. Ansonsten wurden die

Kompensations-Tubes ebenso behandelt wie die Proben.

2.2.12.2 Farbung von intrazelluliren Markern (FoxP3) fiir die durchflusszytometrische
Analyse

Zur intrazelluldren Farbung von FoxP3 wurden die Zellen wie zuvor beschrieben (s. 2.2.12.1)

behandelt. Die Zellpellets wurden in 500 pl frisch hergestellter Fixation/Permeabilization
working solution aufgenommen und kurz gevortext. Die Proben wurden fiir dreiig Minuten
im Dunkeln inkubiert, mit 1 ml Permeabilization Buffer gewaschen und bei 300 g und 4 °C fiir
fiinf Minuten zenirifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und je Tube 0,5 pl anti-mouse/anti-
rat FoxP3-AK in 50 pl Permeabilization Buffer hinzugegeben. Als Isotyp-Kontrolle wurde ein
Tube mit 0,5 ul FITC Rat IgG2a in 50 pl Permeabilization Buffer geféarbt. Die Proben wurden
bei 300 g und 4 °C fiir eine Minute zentrifugiert. Nach dreiigminiitiger Inkubation und einem
weiteren Waschschritt mit 1 ml Permeabilization Buffer wurden die Tubes erneut bei 300 g und

4 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen. AnschlieBend wurden

die Zellen in 400 pul FACS-Puffer resuspendiert.

Die Kompensationen fiir die Einzelfarbungen wurden an Stelle des Féarbecocktails mit je 0,5 pl
der jeweiligen Firbe-Stammlosung, gekoppelt an CD4, CD8a oder B220 versetzt. Ansonsten

wurden die Kompensations-Tubes ebenso behandelt wie die Proben.

2.2.13 T-Zell-Suppressionsassay
Im T-Zell-Suppressionsassay wurden Milzzellen der Versuchstiere gewonnen und CD4*CD25*
Treg mittels MACS (magnetic activated cell sorting) isoliert. Milzzellen einer CD45.1 Maus

wurden ebenfalls isoliert und mit den gewonnenen Treg koinkubiert. Anhand der CD45.1-
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Expression der T-Lymphozyten konnten bei der spéiteren FACS-Analyse die Effektor-T-Zellen

von den eingesetzten Treg unterschieden werden.

Die sterile Aufbereitung der Milzzellen erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Milzzellen jeweils
einer Gruppe wurden zu 18 *10” Zellen gepoolt und nochmals iiber ein 40 um Sieb filtriert. Die
Zellpools wurden bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.
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Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) ist eine Methode zur Abtrennung von Zellen aus
Zellgemischen. Zellen werden dabei mit MicroBeads, Antikorper-gekoppelten magnetischen
Nanopartikeln, inkubiert. Die Zellsuspension wird anschlieend auf eine Sédule, die von einem
starken magnetischen Feld umgeben ist, tibertragen. Markierte Zellen werden zuriickgehalten,

wihrend unmarkierte Zellen beim Spiilen ausgewaschen werden [61].

Im Anschluss wird das Vorgehen der MACS-Aufreinigung regulatorischer T Zellen fiir einen
einzelnen Zellpool beschrieben. Das Pellet wurde in 720 ul MACS-Puffer resuspendiert und
mit 180 ul Biotin-Antibody-Cocktail (CD8a-Biotin; CD11b-Biotin; CD45R-Biotin; CD49b-
Biotin; Ter-119-Biotin) versetzt. Die Zellsuspension wurde fiir zehn Minuten bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 540 ul MACS-Puffer, 360 ul anti-Biotin-MicroBeads und
180 ul CD25-PE hinzugegeben und die Suspension griindlich resuspendiert. Nach fiinfzehn-
miniitiger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit 20 ml MACS-Puffer gewaschen und bei
300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert. Wihrenddessen erfolgte das Equilibrieren der
LD-S#ule mit 2 ml MACS-Puffer. Der Uberstand des Zellpellet wurde abgesaugt und die Zellen
in 730 ul MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf die Sdule transferiert und
zweimal mit je 1 ml MACS-Puffer gewaschen. Die unmarkierten Zellen wurden aufgefangen,
bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten pelletiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde
in 1620 ul MACS-Puffer aufgenommen und mit 180 ul Anti-PE-MicroBeads versetzt. Nach
fiinfzehn-miniitiger Inkubation bei 4 °C erfolgte ein erneuter Waschschritt der Zellen mit 20 ml
MACS-Puffer und die Zentrifugation bei 300g und 4 °C fiir zehn Minuten. Wihrenddessen
wurde die MS-Siule mit 500 ul MACS-Puffer equilibriert. Der Uberstand der Zellpellets wurde
abgesaugt. Anschlieend wurden die Zellen in 900 ul MACS-Puffer resuspendiert und auf die
Séaule tiberfiihrt. Die Sdule wurde dreimal mit je 500 ul MACS-Puffer gespiilt. Nun wurde die
Séule abgenommen, mit 1 ml MACS-Puffer gefiillt und die gebundenen Zellen mithilfe eines

Stempels iiber einer neuen Siule eluiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit je 500 pl
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MACS-Puffer wurde die neue Sédule abgenommen. 1 ml MACS-Puffer wurde hinzugefiigt und

die gebundenen Zellen iiber einem Auffanggefil eluiert.

2.2.13.2 Reinheitsprobe

Von jedem Zellpool wurde vor und nach der MACS-Trennung ein Aliquot entnommen und die

Reinheit mittels FACS-Analyse bestimmt.

2.2.13.3 CFSE-Markierung der Effektorzellen

Mithilfe der CFSE-Farbung kann durchflusszytomeirisch die Teilung von Zellen nachgewiesen
werden. Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der iiber seine
Succinimidylgruppe kovalent an intrazellulire Molekiile bindet. Carboxyfluorescein Diacetat
Succinimidyl Ester (CFDA-SE) besitzt zusitzlich zwei Acetatgruppen, die die
Membranpermeabilitit erhohen, und zeigt keine Fluoreszenz. Intrazellulire Esterasen entfernen
die Acetatgruppen und ermoglichen die Bildung von CFSE, das in der Zelle verbleibt.
Proliferiert eine Zellpopulation, so wird die Menge an CFSE gleichmiBig auf die Tochterzellen

verteilt und die Fluoreszenzintensitit halbiert sich [62].

Milzzellen einer CD45.1 Maus wurden wie zuvor beschrieben (s. 2.2.9) steril aufbereitet. Etwa
2%10% Zellen mit einer Konzentration von 5%10° Zellen/ml wurden fiir die FACS-
Kompensationsfirbungen beiseite genommen und nicht markiert. 1*¥10” Milzzellen wurden auf
eine Konzentration von 5%10° Zellen/ml eingestellt und bei 300 g und 4 °C fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 1 ml 2,5 uM CFSE-L6sung
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein neues Tube iiberfiihrt, um sicherzustellen, dass
nur gefirbte Zellen weiterverwendet werden. Das Tube wurde fiir 10 min im 37 °C-Wasserbad
inkubiert. Nun wurden die Zellen mit 4 ml 5% FKS/PBS versetzt und bei 300 g und 4 °C fiir
fiinf Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 5 ml Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut gezihlt und auf eine Konzentration von 5%10°

Zellen/ml eingestellt.

Zur Kontrolle der CFSE-Firbung wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und mittels

FACS analysiert.
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2.2.13.4 Suppressionsassay

Die mittels MACS aufgereinigten Treg wurden mit Trypanblau verdiinnt und in der Neubauer-

753hlkammer ce7dhlt
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Die Zellsuspensionen wurden bei 300 g und 4 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Die Uberstiinde
wurden verworfen und die Pellets in 1 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Suspensionen
wurden in Eppendorf-Cups auf 5%10° Zellen/ml eingestellt. In weiteren Eppendorf-Cups
wurden die Zellsuspensionen in log2-Schritten 1:2 bis 1:8 bzw. 1:16 verdiinnt. 100ul/Well der
jeweilig verdiinnten Treg wurden auf eine 96-Well Rundbodenplatte ausgebracht und fiir

mindestens eine Stunde bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.

Nun wurden die CFSE-gefirbten Milzzellen zu 5%10* Zellen/Well zugegeben. Die Wells
wurden mit 20 pl Stimulationsansatz (0,5 pg/ml anti-CD3; 0,25 pg/ml anti-CD28 bzw. in
spiateren Versuchen nur 0,5 pg/ml anti-CD3) versetzt und griindlich resuspendiert. Um
Austrocknung zu vermeiden, wurden die Randwells mit 220 pl Kulturmedium befiillt. Die

Platte wurde fiir drei Tage bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.

An Tag drei wurde die Platte makroskopisch und mikroskopisch auf Kontamination gepriift.
Die Uberstinde wurden abgenommen und fiir spitere Analysen (ELISA) bei -20 °C gelagert.

Die verbleibenden Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert.

Die Zellen wurden in 100 ul DPBS aufgenommen und in mit 1 ml DPBS befiillte FACS-Tubes
iiberfiihrt. Die Tubes wurden bei 300 g und 4 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Uberstinde abdekantiert und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Nach einer
weiteren Zentrifugation (300 g, 4 °C, 5 min) wurden die Uberstinde abgekippt und 0,25 ul
Viability Dye in 250 ul DPBS hinzugegeben. Die Tubes wurden gevortext und die Zellen fiir
30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Fc-Rezeptor-Blockade folgte di
Marker CD4, CD8 und CD45.1 nach dem zuvor beschriebenen Firbeprotokoll (s. 2.2.12.1).
Nach einem letzten Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer wurden die Zellen in 150 ul FACS-

Puffer und 150 pl Counting Beads in 4 % PFA (2000 Beads pro Tube) aufgenommen.
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2.2.13.4.1 Auswertung der Suppressionsassays

Zur Auswertung der Suppressionsassays waren einige Rechenschritte notwendig, um ein

FACS-Rohrchen 2000 counting beads hinzugegeben, um spiter von der im FACS-Geriit
aufgenommenen Zellzahl auf die tatsdchliche Zellzahl im FACS-Rohrchen schlieen zu

konnen. Zu diesem Zweck wurde der sogenannte beads factor nach folgender Formel errechnet:

eingesetzte beads (= 2000)
auf genommene beads

woiovus

Die Zahl an aufgenommenen Zellen wurde mit dem beads factor multipliziert, um die

urspriinglich im FACS-Rohrchen enthaltene Zellzahl zu ermitteln.

Die so errechnete beads-bereinigte Zellzahl wurde in % des Mittelwerts der ebenfalls beads-
bereinigten stimulierten Kontrolle der jeweiligen Zellpopulation (CD4* bzw. CD8") angegeben,

die Proliferation stimulierter Milzzellen wurde also gleich 100 % gesetzt.

2.2.14 Zellkultur

2.2.14.1 L929-Zellen

Maus L1929 Fibroblasten wurden im 37°C Wasserbad aufgetaut und in 10 ml Kulturmedium
aufgenommen. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 300 g und 4 °C wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 20 ml frischem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
in eine 75 cm? Zellkulturflasche iiberfiihrt und bei 37 °C und 5% CO?2 inkubiert. Die Zellen
wurden alle 2-4 Tage im Verhiltnis 1:10 oder 1:20 gesplittet. Hierzu wurden die Zellen mit 2
ml Trypsin abgeldst, in 8 ml Kulturmedium aufgenommen und im gewiinschten

Verdiinnungsverhiltnis in neue Zellkulturflaschen tiberfiihrt.

2.2.15 ELISA
Der ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) bietet eine sensitive Methode zur
Bestimmung von Zytokinkonzentrationen. Je nach Fragestellung wurden verschiedene

Zytokine (TNF; IL-6; IL-17; IFN-y) nach Herstellerprotokoll nachgewiesen.

Grundsitzlich wurde ein unmarkierter anti-Zytokin-Antikorper (coating antibody) auf eine
NUNC Maxisorp-Platte ausgebracht und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Freie
Bindungsstellen wurden mit Blockpuffer abgesittigt. Die Proben wurden in verschiedenen
Verdiinnungen aufgetragen und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte

wurde anschlieBend gewaschen, um nicht gebundenes Zytokin zu entfernen. Nun wurde ein
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biotinylierter Detektionsantikorper zugegeben, der an gebundenes Zytokin bindet. An den
Detektionsantikorper wurde nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur HRP
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Substratlosung zugegeben. Das darin enthaltene Tetramethylbenzidin (TMB) wird durch HRP
zu einem Diimin oxidiert und zeigt dann eine blaue Féarbung.
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Peroxidase
Hs;C Ha HsC CH3
T™MB
1o 3o LN ~00 ~E 1o nUNISPL T | I L N LI ~G0~E1a nJURISEPL TN § L L S
I, ,0,0 1cCldainculyioenzZiain J,0 ,0,0 lelramelnyloenzidain 111111

Abbildung 6 | Peroxidase-Reaktion. [63]
Die Reaktion wurde mit H>SO4 abgestoppt und die jetzt gelbe Firbung photometrisch bei 450

nm vermessen. Die Zytokinkonzentration wurde iiber eine Standardkurve bestimmt.

2.2.16 L929-Zell-Zytotoxizititsassay

Der L929-Zell-Zytotoxizitdtsassay bietet eine sehr sensitive Methode zur Bestimmung der

Menge an biologisch aktivem 16slichem TNF.

Die Miuse, deren TNF Konzentration im Serum bestimmt werden sollte, wurden 90 min vor
der retrobulbidren Blutentnahme mit 10 pug LPS (in 200 ul DPBS) i.p. (intraperitoneal)

stimuliert. Das Serum wurde wie zuvor beschrieben isoliert (s. 2.2.7) und bei -20 °C gelagert.

An Tag 0 wurden 2#10% 1929 Zellen in 100 ul Medium je Well auf eine 96 Well-Platte ausgesit
und iiber Nacht inkubiert. An Tag 1 wurden die Uberstinde abgesaugt. Loslicher
mTNF Standard wurde in log2 Verdiinnungen titriert und 100 pl in Duplikaten auf die Zellen
tiberfithrt. Die Serumproben mit unbekannter TNF Konzentration wurden ebenfalls in
log2 Verdiinnungen titriert und auf die Zellen pipettiert. 100 pl 2-fach Actinomycin D haltiges
Medium (4 pg/ml) wurde zugefiigt. An Tag 2 wurden zunéchst lichtmikroskopisch diejenigen
Wells identifiziert, bei denen in etwa ein 50:50 Verhiltnis von lebenden zu toten Zellen vorlag

(halbmaximaler Kill).

Anschlieend wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, der die Lebensfihigkeit der L929 Zellen
testet. Mitochondriale NADH- und NADPH-abhiéngige Reduktasen reduzieren das gelbe 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in violettes Formazan [64].
10 pl der MTT Stocklésung (5 mg/ml) wurden je Well zugegeben und fiir vier Stunden
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inkubiert. Durch Zugabe von 70 pl 20% SDS wurden die Zellen lysiert und die

Formazankristalle iiber 24 Stunden gelost.

An Tag 3 wurden die Platten bei 540 nm ausgelesen.
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3 Ergebnisse

Fiir die nachfolgenden Auswertungen wurde ein Signifikanzniveau von p = 0.05 festgesetzt,
sodass Werte von p <0.05 als signifikant bezeichnet werden. Zur statistischen Analyse wurden
entweder der Welch-Test oder der Two-Way-ANOVA-Test durchgefiihrt. Die Signifikanz der
Unterschiede wurde in den Graphiken wie folgt durch * anhand des Signifikanzwertes (p)

gekennzeichnet:

sk entsprechen p<0,01
4% entsprechen p<0,001
#3535 entsprechen p<0,0001

3.1 BCG-Modell

3.1.1 Wiederholte Injektion von BCG induziert chronische Entziindung
In einem ersten Versuch iiberpriiften wir den Effekt des BCG-Entziindungsmodells auf naive

Maiuse.

Zur Induktion der chronischen Entziindung erfolgte an Tag -14 und -7 die subkutane Injektion

von 200 ul BCG-/TFA-Emulsion (¢=250 pg/ml, 50 ug). An Tag 0 wurden 200 ul BCG in PBS

(c=250 pg/ml, 50 pg) injiziert, um als Challenge einen messbaren Entziindungsschub zu
provozieren. Zwei Tage spiter wurden Milz und Femur entnommen und die Milz- und
Knochenmarkszellen isoliert und gezédhlt. Weiterhin wurde das Milzgewicht ermittelt.
AnschlieBend erfolgte eine  durchflusszytometrische Analyse der Milz- und

Knochenmarkzellen. Als Vergleichsgruppe dienten naive Méuse (Abb. 7).
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Abbildung 7 | BCG-Modell. Die Méuse erhielten an Tag -14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion
von 200 pl BCG in IFA (c=250 pg/ml; 50 pg). An Tag 0 wurden 200 pl BCG in PBS (c=250 pg/ml;
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Um zu priifen, ob die dreimalige Injektion von BCG zu einem messbaren Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF fiihrt, wurde an Tag 2 zusitzlich retrobulbér Blut
entnommen, das Serum isoliert und mittels ELISA hinsichtlich der IL-6 und TNF-
Konzentration untersucht. Allerdings zeigten sich in keiner der Proben detektable Mengen der

genannten Zytokine (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 8 sind die Mittelwerte der Milzgewichte und der Gesamtzellzahl in der Milz mit
der zugehorigen Standardabweichung dargestellt. Die Gesamtzellzahl beschreibt die Zahl aller
aus einer Milz gewonnenen Zellen. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Gruppen (p>0,05). Allerdings scheinen sowohl das Milzgewicht als auch die Zellzahl

in Miusen, die die BCG-Injektionen erhalten haben, etwas erhoht.
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Abbildung 8 | Milzgewicht und Gesamtzellzahl der Milz. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier
biologischer Replikate mit der zugehdrigen Standardabweichung von naiven Mdiusen (offene
Kreise) bzw. BCG-behandelten Méusen (gefiillte Kreise). Zur statistischen Analyse wurde der
Welch-Test verwendet.

In Abbildung 9 ist der prozentuale Anteil der myeloiden Zellen, also der CD11b* Leukozyten,
der Ly6G*Ly6C™¢ und der Ly6GLy6C™" MDSC, an der Gesamtzellzahl in der Milz
abgebildet. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung im relativen Anteil der granulozytiren
(Ly6G*Ly6C™¢; p<0,0001) MDSC nach BCG-Injektion im Vergleich zu naiven Miusen. Der
Anteil aller CD11b* Zellen sowie der monozytiren (Ly6G Ly6C"e") an der Gesamtzellzahl in
der Milz MDSC wirkt nach BCG-Behandlung ebenfalls erhoht, wenn auch nicht signifikant
(p>0,05).

Betrachtet man hingegen den prozentualen Anteil der T- und B-Zellen, so findet sich nach

BCG-Injektion eine Erniedrigung sowohl der CD4* wie auch der CD8" T-Zellen und der B220*

R_7allan Ty ngonecheinlichoa TTht i
D-ZCuCil. U

nicht signifikant (p>0,5) (Abb. 10).

In Abbildung 11 ist der prozentuale Anteil der Treg an allen CD4* T-Zellen in der Milz
dargestellt. Es zeigt sich kein Unterschied im Anteil der Treg zwischen naiven Méusen und

denjenigen, die BCG-Injektionen erhalten haben.
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Abbildung 9 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen an der Gesamtzellzahl in der Milz.
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate mit der zugehdrigen
Standardabweichung von naiven Méusen (offene Kreise) bzw. BCG-behandelten Méusen (gefiillte
Kreise). Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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T-und B-Zellen in der Milz
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Abbildung 10 | Prozentualer Anteil der T- und B-Zellen an der Gesamtzellzahl in der Milz.
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate mit der zugehdrigen
Standardabweichung von naiven Méusen (offene Kreise) bzw. BCG-behandelten Méusen (gefiillte
Kreise). Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Abbildung 11 | Prozentualer Anteil CD25*FoxP3* Treg an CD4* T-Lymphozyten in der Milz.
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Miusen (offene Kreise)
bzw. BCG-behandelten Miusen (gefiillte Kreise) mit der zugehdrigen Standardabweichung. Zur
statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Im Knochenmark untersuchten wir den prozentualen Anteil der myeloiden Zellen sowie der B-

Mausen, die BCG-Injektionen erhalten haben (p<0,05). Der Anteil an MDSC hingegen blieb
unverédndert. In den BCG-Mdusen zeigt sich auBerdem eine signifikante Reduktion der B-

Lymphozyten nach BCG-Injektion (p<0,001).
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Abbildung 12 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und B-Lymphozyten im
Knochenmark. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Méusen
(offene Kreise) bzw. BCG-behandelten Miusen (gefiillte Kreise) mit der zugehorigen
Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.

Insgesamt deutet die Expansion der myeloiden Zellen im Knochenmark und in der Peripherie
sowie die verminderte Zellzahl der B- und T-Zellen, also der Effektorzellen, auf ein chronisch-
entziindliches Geschehen hin. Somit stellt das BCG-Modell ein schnelles, geeignetes Modell

fiir chronische Entziindung dar.

Neben den soeben beschriebenen generalisierten Effekten des BCG-Modells lie3 sich bei den
Miusen auch eine lokal-entziindliche Reaktion beobachten. Durch das Verabreichen der ersten
beiden BCG-Injektion in Form einer Fettemulsion kam es zur Ausbildung eines lokalen BCG-
Reservoirs. An der Einstichstelle zeigte sich eine deutliche Schwellung mit einer teilweise
ulzerierenden Lokalreaktion. Das Depot erméglichte zudem die langsame und kontinuierliche

Abgabe des BCG, das so die systemische Entziindung unterhalten konnte.
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3.1.2 Entziindungsinduktion ist unabhiingig von der TNFR2-Expression
Wir untersuchten die Wirkung des BCG-Modells abhiingig von der Expression des TNFR2.
NFR2V Miuse (P

TNFR?2 fehlt) LysM-Cre Méuse (bei denen ein Grof3teil der myeloiden Zellen keinen TNFR2
exprimiert) und CD4-Cre Miuse (deren CD4* und CD8* Zellen keinen TNFR2 exprimieren).

In all diesen Gruppen zeigt sich jedoch nach BCG-Injektion die gleiche, bereits zuvor
beschriebene Tendenz der chronischen Entziindung, die durch die Expansion des myeloiden
und die Kompression des lymphatischen Zellkompartiments sowohl im Knochenmark als auch
in der Milz gekennzeichnet ist (Abb. 13-16). Auch hier wurde der Anteil der Treg in der Milz

durch die BCG-Injektion nicht wesentlich beeinflusst (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und B-Zellen in Milz und
Knochenmark sowie der T-Zellen in der Milz von TNFR2"™ M:iusen. Dargestellt sind die
Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Miusen (offene Kreise) bzw. BCG-
behandelten Miusen (gefiillte Kreise) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen
Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Abbildung 14 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und B-Zellen in Milz und
Knochenmark sowie der T-Zellen in der Milz von TNFR2” Miusen. Dargestellt sind die
Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Mdéusen (offene Rauten) bzw. BCG-
behandelten Mausen (gefiillte Rauten) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen

Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Myeloide Zellen in der Milz T-und B-Zellen in der Milz
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Abbildung 15 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und B-Zellen in Milz und

Knochenmark sowie der T-Zellen in der Milz von LysM ¢ TNFR2" Miiusen. Dargestellt sind
die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Mausen (offene Sechsecke) bzw. BCG-
behandelten Miusen (gefiillte Sechsecke) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur
statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Abbildung 16 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und B-Zellen in Milz und
Knochenmark sowie der T-Zellen in der Milz von CD4 TNFR2"" Miusen. Dargestellt sind
die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von naiven Miusen (offene Quadrate) bzw. BCG-
behandelten Miausen (gefiillte Quadrate) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen
Analyse wurde der Welch-Test verwendet.

Um die komplexen

111 \ up 2 1

Versuche mit TNFR2""! Miusen, also mit phiinotypischen Wildtyp-M:usen fort.
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3.2 Effekte von TNF80 in naiven, akut und chronisch entziindeten
Miusen
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spezifischen Agonisten TNF80 in naiven Méusen und Miusen mit akuter bzw. chronischer
Entziindung. Die Induktion der chronischen Entziindung erfolgte mittels des zuvor
beschriebenen BCG-Modells. Um eine akute Entziindung herbeizufiihren, erhielten die Miuse
eine einmalige subkutane Injektion von 200 ul BCG (¢=250 pug/ml; 50 pug) (BCG-Challenge).
TNF80 wurde intraperitoneal injiziert. Als Messgroflen dienten Milzgewicht, Gesamtzellzahl

in der Milz sowie die durchflusszytometrische Analyse der Milzzellen hinsichtlich der

3.2.1 Einmalige Injektion von TNF80 zeigt keinen messbaren Effekt

Wir betrachteten die Wirkung einer einmaligen Behandlung mit TNF80 in naiven, akut und
chronisch entziindeten Miusen. Alle Méuse erhielten an Tag -2 200 pul TNF80 (¢=375 pg/ml;
75 pg) bzw. 200 pl PBS intraperitoneal. Wir untersuchten naive Miuse, Méuse, die an Tag 0
im Sinne eines Entziindungsstimulus mit BCG stimuliert wurden (BCG-Challenge) und eine

dritte Gruppe, die drei BCG-Injektionen erhielt (BCG-Modell) (Abb. 17).

Tage: -14 -7 -2 0 432
. A | :

| | o

BCG Behandlung: 1. 2. "‘ 3. "‘

s TWFEO/PBS Zallernte

Abbildung 17 | Behandlungsschema naiver, akut und chronisch entziindeter Méuse. Die Méuse
wurden an Tag -2 mit 200 ul TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. Die erste
Gruppe erhielt keine weiteren Injektionen. Gruppe 2 und Gruppe 3 wurden an Tag 0 subkutan mit
200 ul BCG in PBS (¢=250 pg/ml; 50 pug) stimuliert. Gruppe 3 erhielt zusitzlich an Tag -14 und
Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG in IFA (c=250 pg/ml; 50 pug). An Tag 2 erfolgte
die Zellernte und die anschlieBende FACS-Analyse.
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Abbildung 18 zeigt in der linken Spalte Punktdiagramme der naiven Méuse. In der mittleren

Spalte sind die Graphiken der Méuse abgebildet, die eine BCG-Challenge erhalten haben. In

Aar rachtan Qnalta gind Dimnktdiagramme doar Maianga dargegtallt dia dag ROCI_NMAdall
Ul ICCMCIT SpaiiC Siill  rulikiidgraiiiiiic Gl ividudSC GdairgesiCiit, Uil ddd DUU-1vibuli
durchlaufen haben.
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Abbildung 18 | Milzgewicht und Gesamtzellzahl in der Milz von naiven Méusen, Méusen mit
BCG-Challenge und BCG-Miusen. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate
von naiven unbehandelten Mausen (offene Kreise) bzw. naiven TNF80-behandelten Miusen (offene
Quadrate), BCG-Challenge-Méusen ohne (nach oben weisende Pfeile) bzw. mit TNF80-
Behandlung (nach unten weisende Pfeile) und BCG-Modell-Miusen ohne (gefiillte Kreise) bzw.

mit TNF80-Behandlung (gefiillte Quadrate) mit der zugehdrigen Standardabweichung. Zur
statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.

In keiner der drei Gruppen konnte die einmalige Injektion von 75 ug TNF80 einen relevanten
genuinen Effekt herbeifiithren. Milzgewicht und Gesamtzellzahl (Abb. 18) sowie die Verteilung
der einzelnen Zellfraktionen, insbesondere der Treg, blieben durch die Behandlung
weitestgehend unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). Allerdings féllt auch hier wieder auf, dass

durch die chronische Entziindung Milzgewicht und Gesamtzellzahl tendenziell steigen.
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3.2.2 Zweimalige Injektion von TNF80 induziert in naiven M:iusen eine
Entziindungsreaktion

Um zu priifen, ob eine zweimalige TNF80-Behandlung zu einem messbaren Effekt fiihrt,
behandelten wir naive Miuse zweimal mit jeweils 200 ul TNF80 (¢=375 pg/ml; 75 ug). Als
Vergleich dienten Méuse, die anstelle von TNF80 mit PBS behandelt wurden (Abb. 19).
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Abbildung 19 | Behandlungsschema naiver Méuse. Die Miuse wurden an Tag -3 und Tag -1 mit
200 pl TNF80 (¢=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. An Tag 2 erfolgten die Zellernte
und die anschlieBende FACS-Analyse.

In Abbildung 20 sind die Mittelwerte und die jeweiligen Standardabweichungen des
Milzgewichts und der Gesamtzellzahl in der Milz mit TNF80 behandelter und nicht behandelter
naiver Miuse dargestellt. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden

Gruppen (p>0,05). Ahnlich wie eine dreimalige BCG-Vorbehandlung fiihrt die zweimalige

) RPN i maiuvan Hirgca mait TN ~ mnziall o Afiaae Q
1 r

Behandlung naiver Maiuse mit
Milzgewicht und Gesamtzellzahl. Der relative Anteil der myeloiden Zellen sowie der B- und
T-Zellen an der Gesamtzellzahl sowie der Anteil der CD25"FoxP3* Treg an allen CD4" Zellen
blieb durch die Behandlung weitestgehend unbeeinflusst (Abb. 21), wobei die FoxP3-

Expression der CD4* Zellen jedoch etwas erhoht schien.
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Abbildung 20 | Milzgewicht und Gesamtzellzahl in der Milz naiver Miuse. Dargestellt sind die
Mittelwerte dreier biologischer Replikate mit der zugehorigen Standardabweichung von naiven
Miusen (offene Kreise) bzw. TNF80-behandelter Miuse (offene Quadrate). Zur statistischen
Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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Abbildung 21 | Prozentualer Anteil der myeloiden Zellen und der T- und B-Zellen an der
Gesamtzellzahl in der Milz; prozentualer Anteil der Treg an CD4* T-Zellen naiver Miuse,
prozentualer Anteil FoxP3* Zellen an CD4* T-Zellen naiver Méuse. Dargestellt sind die
Mittelwerte dreier biologischer Replikate mit der zugehorigen Standardabweichung von naiven
Miusen (offene Kreise) bzw. TNF80-behandelter Miuse (offene Quadrate). Zur statistischen
Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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3.2.3 Zweimalige Injektion von TNF80 induziert Toleranz gegeniiber BCG-Challenge

Um die Wirkung der zweimaligen TNF80-Behandlung in akut entziindeten Méiusen zu

Challenge). Als Vergleich dienten Miuse, die anstelle von TNF80 mit PBS behandelt
wurden (Abb. 22).
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Abbildung 22 | Behandlungsschema akut entziindeter Miuse. Die Méuse wurden an Tag -3 und
Tag -1 mit 200 pul TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. An Tag 0 wurden 200
ul BCG in PBS (c=250 pg/ml; 50 pg) injiziert. An Tag 2 erfolgten die Zellernte und die
anschliefende FACS-Analyse.

Abbildung 23 zeigt die Mittelwerte des Milzgewichts und der Gesamtzellzahl in der Milz mit

zugehoriger Standardabweichung.

Miuse, die keine Vorbehandlung erhielten und einmalig mit BCG stimuliert wurden, reagierten
mit einer Zunahme des Milzgewichtes und einem Anstieg der Gesamtzellzahl in der Milz.
Erfolgte hingegen eine zweimalige Behandlung mit TNF80 vor der BCG-Challenge, so zeigen
sich normale Milzgewichte und Gesamtzellzahlen in der Milz dhnlich derer in naiven Méusen.

Diese Beobachtungen sind jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 23 | Milzgewicht und Gesamtzellzahl in der Milz von Miusen nach BCG-Challenge.
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate mit der zugehdrigen
Standardabweichung von BCG-Challenge-Miusen ohne (nach oben weisende Pfeile) bzw. mit
TNF80-Behandlung (nach unten weisende Pfeile). Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test
verwendet.

In der Verteilung der Zellpopulationen (myeloide Zellen, T- und B-Lymphozyten) zeigt sich
kein Unterschied zwischen behandelten und nicht behandelten akut entziindeten Mausen. Sie

dhnelt der Zellverteilung in naiven Miusen (Daten nicht gezeigt).
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Die Wirkung der BCG-Challenge erinnert an die Effekte einer TNF80-Behandlung in naiven

Maiusen. Durch den Stimulus wird auch hier eine akute Entziindung herbeigefiihrt. Eine
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BCG-Challenge zu induzieren.

3.2.4 Zweimalige Injektion von TNF80 fiihrt in chronischer Entziindung zur Expansion
von Treg

Wir priiften den Einfluss der zweimaligen TNF80-Behandlung auf Méuse, in denen durch das
BCG-Entziindungsmodell eine chronische Entziindung induziert worden war (BCG-Mdiuse).

Als Vergleich dienten Miuse, die anstelle von TNF80 mit PBS behandelt wurden (Abb. 24).

Taga: -14 -7 -3 10 +2

W

BCG Behandlunz: 1. 2. * * 3. *

se TWFRO/PBS Zallernte

Abbildung 24 | Behandlungsschema chronisch entziindeter BCG-Miuse. Die Miuse erhielten
an -14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG in IFA (¢=250 pg/ml; 50 pg). An

AN N T O

Tag 0 wurden 200 pi BCG in PBS (c=250 pg/mi; 50 pg) injiziert. An Tag -3 und Tag -1 wurde mit
200 pl TNF80 (¢=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. An Tag 2 erfolgten die Zellernte
und die anschlieende FACS-Analyse.

In chronisch entziindeten BCG-Miusen hatte die zweimalige Behandlung mit TNF80 keinen
relevanten iiber den BCG-Effekt hinausgehenden FEinfiuss auf Miizgewicht oder
Gesamtzellzahl in der Milz. Die zuvor bereits beschriebene Expansion der myeloiden Zellen
naiver Mause durch das BCG-Entziindungsmodell (s. 3.1.1) ist auch hier zu sehen, war jedoch
in Miusen, die mit TNF80 behandelt worden waren, nicht so stark ausgeprigt. Dieser
augenscheinliche Unterschied im Anteil myeloider Zellen ist nicht statistisch signifikant. Die
zweimalige TNF80-Behandlung fithrte zudem zu einem leichten, aber nicht signifikanten,
Anstieg der T- und B-Zellen im Vergleich zu unbehandelten chronisch entziindeten

Miusen (Abb. 25).
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myeloiden Zellen und der T- und B-Zellen an der Gesamtzellzahl in der Milz der BCG-Miuse.
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von BCG-Miusen ohne (gefiillte
Kreise) bzw. mit TNF80-Behandlung (gefiillte Quadrate) mit der zugehorigen Standardabweichung.
Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.

In Abbildung 26 ist der prozentuale Anteil CD25"FoxP3* Treg an den CD4" T-Lymphozyten
sowie an allen Milzzellen dargestellt. Die zweimalige Behandlung der BCG-Miuse mit TNF80
fithrte zu einer deutlichen, aber nicht signifikanten Expansion der CD25*FoxP3* Treg innerhalb
der CD4" T-Zell-Population sowie erstmalig zu einer signifikanten Expansion der Treg-

Fraktion bezogen auf die Gesamtzellzahl in der Milz (p<0,05).
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Abbildung 26 | Prozentualer Anteil der Treg an CD4* Zellen und an der Gesamtzellzahl in der
Milz der BCG-Maiuse. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von BCG-
Miusen ohne (gefiillte Kreise) bzw. mit TNF80-Behandlung (gefiillte Quadrate) mit der
zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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3.3 TNF80-Toleranz

3.3.1 TNF80 induziert Toleranz gegeniiber LPS-Challenge

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Wirkung einer intraperitonealen TNF80-Injektion auf die
Konzentration von biologisch aktivem TNF im Serum zu bestimmen. Da TNF-
Serumkonzentrationen wegen einer moglichen Kreuzreaktion von appliziertem TNF80 mit
anti-TNF-Antikorpern nicht im ELISA gemessen werden konnten, wurde zur endogenen TNF-
Quantifizierung der 1.929-Zell-Zytotoxizitdtsassay durchgefiihrt. Die Auswertung des 1.929-
Zell-Zytotoxizitdtsassays erfolgte auf zwei Wegen. Zum einen wurden an Tag 2 zunichst
lichtmikroskopisch diejenigen Kulturen identifiziert, bei denen visuell anndhernd ein 50:50
Verhiltnis von lebenden zu toten Zellen vorlag (halbmaximaler Kill = LD50). Die TNF-
Konzentration, die in dem Well des halbmaximalen Kills des mTNF Standards vorlag, wurde
gleich der TNF-Konzentration in den jeweiligen Kulturen gesetzt. Anhand der jeweiligen
Verdiinnungen wurde die entsprechende TNF-Serumkonzentration ermittelt. Zum anderen
wurden die Konzentrationen photometrisch bestimmt. An Tag 3 wurde die Absorption der
einzelnen Kulturen gemessen, anhand des mTNF Standards eine Standardkurve errechnet und

anhand dieser Standardkurve die TNF-Konzentration ermittelt.

3.3.2 Einmalige Behandlung mit TNF80

In einem ersten Versuch wurden drei Experimentalgruppen an Tag -2 mit 75 pg TNF80 bzw.

anzuregen, wurden die Maiuse mittels intraperitonealer Injektion von 10 pg LPS
(Lipopolysaccharid) 90 min vor der Blutentnahme stimuliert (LPS-Challenge). Wir verglichen
naive Miuse, Miuse, die nur mit LPS stimuliert wurden und eine dritte Gruppe, die zwei BCG-

Injektionen und eine LPS-Injektion erhielt (BCG-Miuse) (Abb. 27).
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Abbildung 27 | Behandiungsschema naiver, akut und chronisch entziindeter Méuse. Die Miuse
wurden an Tag -2 mit 200 pul TNF80 (c=375 ug/ml; 75 ug) bzw. 200 ul PBS behandelt. Die erste
Gruppe erhielt keine weiteren Injektionen. Gruppe 2 und Gruppe 3 wurden an Tag O intraperitoneal
mit 10 pg /200 pl LPS stimuliert. Gruppe 3 erhielt zusitzlich zur LPS-Stimulierung an Tag -14 und
Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG in IFA (c=250 pg/ml; 50 pg). 90 min nach der
LPS-Injektion erfolgte die retrobulbire Blutentnahme.

Abbildung 28 zeigt die photometrisch bestimmte TNF-Konzentration im Serum der jeweiligen
Versuchsgruppen in [pg/ml]. In naiven Méusen ohne LPS-Challenge konnte unabhingig von
der Behandlung durch TNF80 oder PBS kein TNF im Serum nachgewiesen werden. Die
Stimulation mit LPS (LPS-Challenge), entsprechend einem akuten Entziindungsreiz, bewirkte
in naiven Miusen einen Anstieg der TNF-Produktion, die durch die vorausgegangene TNF80-
Behandlung wieder reduziert werden konnte. In Miusen, die zusétzlich zur LPS-Challenge im
Sinne einer chronischen Entziindung mit BCG stimuliert worden waren (BCG-Maiuse), zeigt
sich ebenfalls eine Reduktion der TNF-Konzentration nach Behandlung mit TNF80. Diese
Reduktion erinnert an die ,,LPS-Toleranz*, die durch die Hyporeagibilitdt auf eine LPS-
Stimulation gekennzeichnet ist [65]. Eine vorausgehende TNF80-Behandlung mindert die
Empfindlichkeit der Méuse auf die spétere LPS-Stimulierung, macht sie also toleranter. Diese

Beobachtung bezeichneten wir als TNF80-Toleranz. In beiden Fillen war die Reduktion jedoch

statistisch nicht signifikant (p>0,05).
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Abbildung 28 | Mittels Standardkurve ermittelte TNF-Serumkonzentrationen naiver, akut und
chronisch entziindeter Mause. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von
naiven unbehandelten Miusen (offene Kreise) bzw. naiven TNF80-behandelten Méusen (offene
Quadrate), LPS-Challenge-Miusen ohne (nach oben weisende Pfeile) bzw. mit TNF80-Behandlung
(nach unten weisende Pfeile) und BCG-Méusen ohne (gefiillte Kreise) bzw. mit TNF80-Behandlung
(gefiillte Quadrate) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der

Welch-Test verwendet

2 TS VoLV iU,



Ergebnisse 61

Abbildung 29 zeigt die Mittelwerte der mittels LD50 bestimmten TNF-Serumkonzentration

naiver, akut und chronisch entziindeter Miuse mit und ohne einmalige TNF80-Behandlung. Es

Anstieg des Mittelwertes der TNF-Konzentration im Serum fiihrte. Jedoch findet sich hier eine
sehr grofle Standardabweichung aufgrund eines starken AusreiBlers innerhalb der mit TNF80
behandelten Gruppe. Dieser Ausreiler kann in der Auswertung mittels Standardkurve nicht
nachvollzogen werden. Ebenso wie in der anderen Auswertung zeigt sich eine tendenzielle

behandelt worden waren.
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Abbildung 29 | Mittels LD50 ermittelte TNF-Serumkonzentrationen naiver, akut und
chronisch entziindeter Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier biologischer Replikate von
naiven unbehandelten Méusen (offene Kreise) bzw. naiven TNF80-behandelten Miusen (offene
Quadrate), LPS-Challenge-Miusen ohne (nach oben weisende Pfeile) bzw. mit TNF80-Behandlung
(nach unten weisende Pfeile) und BCG-Maéusen ohne (gefiillte Kreise) bzw. mit TNF80-Behandlung
(gefiillte Quadrate) mit der zugehdrigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der
Welch-Test verwendet.
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3.3.3 Zweimalige Behandlung mit TNF80

Wir untersuchten zudem die Wirkung einer zweimaligen TNF80-Behandlung auf die endogene

mit jeweils 75 ug TNF80 bzw. mit PBS. An Tag 0O erfolgte die Stimulierung mit 10 pg LPS.
Wir verglichen Miuse, die nur mit LPS stimuliert wurden (LPS-Challenge), und eine zweite
Gruppe, die zwei BCG-Injektionen und eine LPS-Injektion erhielt (BCG-Miuse)
(Abb. 30).

+00 min- Blutentnahme
Tage: -14 -7 3 1 ot
| : | 1 1]
S E >
; T
BCG Behandlung: 1. 2. t 1 "‘
scTI:TFSO.-'iPBS
LPS

Abbildung 30 | Behandlungsschema akut und chronisch entziindeter Miuse. Die Miuse wurden
an Tag -3 und Tag -1 mit jeweils 200 ul TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt.
Beide Gruppen wurden an Tag O intraperitoneal mit 10 ug /200 ul LPS stimuliert. Gruppe 2 erhielt
zusitzlich zur LPS-Stimulierung an Tag -14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG
in IFA (c=250 pg/ml; 50 pg). 90 min nach der LPS-Injektion erfolgte die retrobulbire
Blutentnahme.

Auch nach zweimaliger Behandlung mit TNF80 zeigt sich in der photometrischen Auswertung
mittels Standardkurve eine tendenzielle, wenn auch wieder nicht signifikante Reduktion der
TNF-Serumkonzentration, sowohl bei alleiniger LPS-Stimulierung (LPS-Challenge) als auch
bei LPS-Challenge mit vorausgegangener BCG-Behandlung (BCG-Maéuse) (Abb. 31). Bei
Auswertung mittels LD50 fiel die Reduktion in der LPS-Challenge Gruppe statistisch
signifikant aus (p<0,01) (Abb. 32).
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Abbildung 31 | Mittels Standardkurve errechnete TNF-Serumkonzentrationen akut und
chronisch entziindeter Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte von fiinf biologischen Replikaten
mit der zugehdrigen Standardabweichung von LPS-Challenge-Miusen ohne (nach oben weisende
Pfeile) bzw. mit TNF80-Behandlung (nach unten weisende Pfeile) und von BCG-Miusen ohne
(gefiillte Kreise) bzw. mit (gefiillte Quadrate) TNF80-Behandlung. Zur statistischen Analyse wurde

der Welch-Test verwendet.
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Abbildung 32 | Mittels LD50 errechnete TNF-Serumkonzentrationen akut und chronisch
entziindeter Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte von fiinf biologischen Replikaten mit der
zugehorigen Standardabweichung von LPS-Challenge-Miausen ohne (nach oben weisende Pfeile)
bzw. mit TNF80-Behandlung (nach unten weisende Pfeile) und von BCG-Miusen ohne (gefiillte
Kreise) bzw. mit (gefiillte Quadrate) TNF80-Behandlung. Zur statistischen Analyse wurde der
Welch-Test verwendet.
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3.3.4 Behandlung mit TNF80 erniedrigt IL-10 Konzentration im Serum nach LPS-
Challenge

Die Rolle von IL-10 in der Entstehung der oben genannten LPS-Toleranz ist nicht eindeutig
gekliart [65]. Um zu priifen, ob ein Anstieg der IL-10 Produktion womdglich einen
Mechanismus der TNF80-Toleranz darstellt, untersuchten wir mittels ELISA die IL-10
Konzentration im Serum, das 90 min nach LPS-Challenge gewonnen wurde. Wir verglichen
naive Miuse, die mit PBS oder ein bzw. zwei Mal mit TNF80 behandelt wurden und chronisch
entziindete BCG-Maiuse, die mit PBS bzw. zweimal mit TNF80 behandelt wurden. Alle M&use

erhielten 90 min vor Blutentnahme eine intraperitoneale Injektion von 10 pg/200 pl LPS.

Es zeigt sich eine teils signifikant ausfallende Erniedrigung der IL-10 Serumkonzentration aller
mit TNF80 behandelter Miuse im Vergleich zur entsprechenden unbehandelten

Gruppe (Abb. 33).
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Abbildung 33 | IL-10 Serumkonzentration naiver, akut und chronisch entziindeter Miuse mit
und ohne TNF80-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von fiinf biologischen Replikaten
mit der zugehorigen Standardabweichung von LPS-Challenge-Miusen ohne (nach oben weisende
Pfeile) bzw. mit einmaliger (leere nach unten weisende Pfeile) und zweimaliger (gefiillte nach unten
weisende Pfeile) TNF80-Behandlung und von BCG-Méusen ohne (gefiillte Kreise) bzw. mit
(gefiillte Quadrate) zweimaliger TNF80-Behandlung. Zur statistischen Analyse wurde die 7wo-
Way-ANOVA verwendet.
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3.3.5 Toleranz ist nicht sicher auf TNF80 zuriickzufiihren

Um sicherzustellen, dass der Effekt der TNF80-Toleranz auf die TNF80-Behandlung

fiihrten wir einen entsprechenden Versuch mit hitzeinaktiviertem TNF80 durch. Das Protein
TNF80 denaturiert bei Hitzezufuhr und wird damit inaktiv. Das Lipopolysaccharid LPS

hingegen ist hitzestabil und kann weiterhin als Stimulus wirken.

Wir untersuchten drei Versuchsgruppen. Die Miéduse wurden an Tag -3 und Tag -1 jeweils mit
75 ug TNF80, mit 75 pg hitzeinaktiviertem TNF80 oder mit PBS behandelt. An Tag O erfolgte
die Stimulierung mit 10 ug LPS. Um das TNF80 zu inaktivieren, kochten wir es fiir 30 min
bei 95° C.

In Abbildung 34 sind die Mittelwerte der photometrisch bzw. mittels LD50 bestimmten TNF-
Serumkonzentration mit der jeweiligen Standardabweichung als Punktdiagramm dargestellt.

Die linke Gruppe erhielt PBS, die mittlere Gruppe TNF80 und die rechte Gruppe

hitzeinaktiviertes TNF80 intraperitoneal injiziert.

Wieder zeigt sich nach TNF80-Behandlung eine Erniedrigung der TNF-Serumkonzentration,
die jetzt statistisch signifikant ausfillt (p<0,001). Die Injektion von hitzeinaktiviertem TNF80
hingegen brachte keine signifikante Reduktion der TNF-Serumlevel. Hier dhnelt die TNF-
Konzentration der Konzentration in unbehandelten Méiusen, wobei die Streuung der
Einzelwerte sehr grof} ist. Es féllt daher schwer, dieses Ergebnis eindeutig zu interpretieren.

Eine Kontamination des TNF80 mit LPS ist nicht sicher auszuschlief3en.
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Abbildung 34 | Mittels Standardkurve bzw. LD50 errechnete TNF-Serumkonzentration akut
entziindeter Miuse nach PBS bzw. TNF80 bzw. hitzeinaktiviertem TNF80. Die Méuse wurden
an Tag -3 und Tag -1 mit jeweils 200 ul TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg), 200 ul hitzeinaktiviertem
TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) oder 200 ul PBS behandelt. Alle Miuse wurden an Tag 0
intraperitoneal mit 10 pg / 200 pl LPS stimuliert. 90 min nach der LPS-Injektion erfolgte die
retrobulbire Blutentnahme. Dargestellt sind die Mittelwerte von fiinf biologischen Replikaten mit
Standardabweichung von LPS-Challenge-Méusen ohne (nach oben weisende gefiillte Pfeile) bzw.
mit TNF80-Behandlung (nach unten weisende gefiillte Pfeile) bzw. mit Behandlung durch
hitzeinaktiviertes TNF80 (nach unten weisende leere Pfeile). Zur statistischen Analyse wurde der
Welch-Test verwendet.



Ergebnisse 68

3.4 Suppressive Wirkung der Treg

In diesem Versuch priiften wir die suppressiven Eigenschaften der Treg chronisch entziindeter

)

BCG-Maiuse auf CD4" und CD8" T-Zellen in Abhéngigkeit einer Behandlung mit TNF8O0.

Die Miuse erhielten drei BCG-Injektionen und eine bzw. zwei TNF80-Injektionen. An Tag 2
wurden Milzzellen steril gewonnen und Treg mittels MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)
isoliert. Die Treg wurden in verschiedenen Verdiinnungen mit Milzzellen einer CD45.1 Maus
fiir drei Tage koinkubiert und das Zellgemisch mit anti-CD3 und anti-CD28 bzw. nur anti-CD3
stimuliert. Das Zellgemisch wurde anschlieBend mittels Durchflusszytometrie hinsichtlich der

Anzahl an CD4" und CD8* T-Zellen analysiert.

Des Weiteren untersuchten wir die Uberstinde der Zellgemische mit ELISA beziiglich der
Konzentration von Interleukin 10 (IL-10), dessen Sekretion einen bedeutenden

Suppressionsmechanismus der Treg darstellt [8].

3.4.1 Einmalige Behandlung mit TNF80 steigert Treg-Suppressivitit

Wir betrachteten den Effekt einer einmaligen TNF80-Behandlung in chronisch entziindeten
BCG-Miusen. Zum Vergleich dienten BCG-Miuse, die mit PBS behandelt wurden, und naive
Miuse (Abb. 35). Die Proliferation mit anti-CD3 und anti-CD28 stimulierter Milzzellen der

CD54.1 Maus in Abwesenheit von Treg wurde gleich 100% gesetzt (stimulierte Kontrolle).
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Abbildung 35 | Behandlungsmodell chronisch entziindeter BCG-Miiuse. Die Miuse erhielten an
-14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG in IFA (¢=250 pg/ml; 50 ug). An Tag
0 wurden 200 pl BCG in PBS (c=250 pg/ml; 50 pg) injiziert. An Tag -2 wurde mit 200 ul TNF80
(c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. An Tag 2 erfolgten die Zellernte und die Treg-
Isolierung mittels MACS. Die Treg wurden im Anschluss in einem T-Zell-Suppressionsassay
untersucht.
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Abbildung 36 zeigt die Proliferation der CD4" respektive der CD8" T-Lymphozyten in % der

Proliferation der stimulierten Kontrolle.

Es findet sich kein signifikanter Unterschied in der relativen Proliferation der CD4* T-Zellen
(p>0,05), jedoch fiihrte die einmalige Behandlung mit TNF80 tendenziell zu einer verminderten
Proliferation im Sinne einer stdrkeren suppressiven Wirkung der Treg. Zwischen naiven
Miusen und chronisch entziindeten BCG-Miusen, die keine TNF80-Behandlung erhielten,

findet sich kein signifikanter Unterschied.

Betrachtet man die relative Proliferation der CD8* T-Lymphozyten, so scheint die chronische
Entziindung in BCG-Miusen ohne TNF80-Behandlung zu einer verminderten Suppressivitit
der Treg zu fiihren, also zu einer vermehrten Proliferation im Vergleich zu Treg aus naiven
Miusen, was jedoch nicht statistisch signifikant ist (p>0,05). Vergleicht man jedoch die mit
TNF80 behandelte mit der nicht behandelten BCG-Maus-Gruppe, so findet sich eine
signifikante Verminderung der relativen Proliferation CD8" T-Zellen durch die TNF80-
Behandlung (p<0,01). Die einmalige Behandlung mit TNF8O0 fiihrt also zu einer gesteigerten
Suppressivitit der Treg gegeniiber CD8" T-Lymphozyten.



Ergebnisse 70

Relative Proliferation der CD4" T-Zellen
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Abbildung 36 | Relative Proliferation CD4* und CD8* T-Zellen. Stimulation mit 0,5ug/ml anti-
CD3 und 0,25 pg/ml anti-CD28. CD3 und CD28 werden in der experimentellen Aktivierung von T-
Lymphozyten eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate naiver Miuse
(schraffierte Balken) und von BCG-Maiusen ohne (weifle Balken) bzw. mit (schwarze Balken)
TNF80-Behandlung mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde
eine Two-Way-ANOVA durchgefiihrt.
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Mittels ELISA bestimmten wir zusitzlich die Konzentration des immunsuppressiven IL-10 und
des entziindungsfordernden IFN-y im Uberstand des Suppressionsassays. In den Kulturen der

ainmal mit TNEQN hahand
Cifiifial mit 1 \Nr'ov onana

ten Tr nnnnnn ROCI_ NMangan findan qin h 1ognifil nt hAiht I
Mengen (p>0,0001), was fiir eine stidrkere Suppression spricht. Zellen aus naiven Miusen
produzierten kein IL-10, Zellen aus unbehandelten BCG-Miusen nur sehr geringe Mengen. Die
IFN-y Konzentration wurde durch die BCG-Behandlung insgesamt im Vergleich zu naiven
Miusen gesteigert. Die Behandlung der BCG-Miuse mit TNF80 hatte keinen relevanten
Einfluss auf die Menge an IFN-y im Uberstand. Es fillt auf, dass mit zunehmender Treg-Zahl
die IFN-y Konzentration im Uberstand sinkt (Abb. 37).

Insgesamt weisen diese Befunde auf eine Erhohung der T-Zell-Suppressivitit der Treg
chronisch entziindeter Mause (BCG-Maiuse) durch die einmalige Behandlung mit TNF80 hin.

Ein Suppressionsmechanismus scheint dabei die Sekretion von IL-10 zu sein.
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IL-10 Konzentration im Uberstand
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Abbildung 37 | Interleukin-10 und Interferon-y Konzentration in den Uberstiinden der
Kulturen des T-Zell-Suppressionsassays. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer
Replikate naiver Méuse (gestreifte Balken) und von BCG-Méusen ohne (weifle Balken) bzw. mit
(schwarze Balken) TNF80-Behandlung mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen
Analyse wurde eine Two-Way-ANOVA durchgefiihrt.
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3.4.2 Zweimalige Behandlung mit TNF80 mindert Treg-Suppressivitiit

AufBerdem untersuchten wir die Wirkung einer zweimaligen TNF80-Behandlung in chronisch

BCG Behandlung:

ent’7undeten RCGJ\/[éusen 7um ‘lernlp;r‘ dienten ROG-Mince die mit PRS hehandelt
LALL, v s 1L a7 AV $o L i1 A\ lél\/l\/ll iviilvia AIN_ T Lvluuou, v 111ic A A UwviliiQaliiuwvin
wurden (Abb. 38).
Tage: -14 -7 -3 10 +2
| | | 11 |
1. 2. 4 43 H

sc TNFRO/PBS Zallemnte

Abbildung 38 | Behandlungsmodell chronisch entziindeter BCG-Miuse. Die Miuse erhielten an
-14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 pul BCG in IFA (c=250 pg/ml; 50 pg). An Tag
0 wurden 200 pl BCG in PBS (c=250 pg/ml; 50 pg) injiziert. An Tag -3 und Tag -1 wurde mit 200
pul TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 pl PBS behandelt. An Tag 2 erfolgten die Zellernte und
die Treg-Isolierung mittels MACS. Die Treg wurden im Anschluss in einem T-Zell-
Suppressionsassay untersucht.

In diesem Versuch wurden die Zellgemische mit anti-CD3 und anti-CD28 bzw. nur mit anti-
CD3 stimuliert. Abbildung 39 zeigt die Proliferation der CD4" respektive der CD8* T-

Lymphozyten in % der Proliferation der stimulierten Kontrolle.

Bei Stimulierung mit anti-CD3 und anti-CD28 beobachteten wir nach zweimaliger TNF80-
Behandlung der BCG-Miuse eine etwas erhohte Suppressivitit auf CD4* T-Zellen im
Vergleich zu unbehandelten, aber chronisch entziindeten Méusen. Die Treg waren in diesem
Experiment jedoch nicht in der Lage, die Proliferation der CD4* T-Zellen signifikant zu senken.
Auf CD8" T-Zellen zeigten die Treg mit TNF80 behandelter BCG-Méuse eine tendenziell
verminderte Suppressivitit im Vergleich zu unbehandelten, aber chronisch entziindeten

Miusen (p>0,05).
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Relative Proliferation der CD4" T-Zellen
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Abbildung 39 | Relative Proliferation CD4* und CD8* T-Zellen. Stimulation mit 0,5ug/ml anti-
CD3 und 0,25 pg/ml anti-CD28. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate von
BCG-Miusen ohne (weiBle Balken) bzw. mit (schwarze Balken) TNF80-Behandlung mit der
zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde eine Two-Way-ANOVA
durchgefiihrt.
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Abbildung 40 zeigt die relative Proliferation der CD4" respektive der CD8" T-Lymphozyten

nach schwicherer Stimulation der T-Zellen mit lediglich anti-CD3.

Hier zeigen sich signifikante Unterschiede in der relativen Proliferation sowohl der CD4* wie

auch der CD8* T-Zellen (p<0,05). Die zweimalige Behandlung der BCG-Maiuse mit TNF80

fiihrte zu einer gesteigerten relativen Proliferation der T-Effektorzellen im Vergleich zu

unbehandelten chronisch entziindeten Médusen, was auf eine geringere suppressive Wirkung der

Treg hindeutet.
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Abbildung 40 | Relative Proliferation CD4* und CD8* T-Zellen. Stimulation mit 0,5ug/ml anti-
CD3. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate von BCG-Méusen ohne (weille
Balken) bzw. mit (schwarze Balken) TNF80-Behandlung mit der zugehdrigen Standardabweichung.
Zur statistischen Analyse wurde eine Two-Way-ANOVA durchgefiihrt.
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Auch konnte im Uberstand der Treg zweimal mit TNF80 behandelter BCG-Miuse nahezu kein

IL-10 nachgewiesen werden, wihrend Treg unbehandelter, aber chronisch entziindeter BCG-

<
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Betrachtet man IFN-y, so fillt erneut die Konzentrationsreduktion mit zunehmender Treg-Zahl
auf. Die zweimalige Behandlung mit TNF80 scheint hier tendenziell zu einer vermehrten IFN-
y Produktion bzw. zu einer verminderten Suppression der Produktion zu fiihren
(Abb. 41). Die Konzentration der Zytokine wurde in Uberstinden mit anti-CD3 und anti-CD28

stimulierter Zellen bestimmt.
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Abbildung 41 | Interleukin-10 und Interferon-y Konzentration in den Uberstiinden der
Kulturen des T-Zell-Suppressionsassays. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer
Replikate von BCG-Miusen ohne (weille Balken) bzw. mit (schwarze Balken) TNF80-Behandlung

mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde eine Two-Way-ANOVA

Arrralh gafithet
uultuigolunnt.

Insgesamt scheint eine zweimalige Behandlung der BCG-Miuse mit TNF80 die suppressive

Wirkung der Treg eher einzuschrianken.
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3.5 Effekte einer Nachbehandlung mit TNF80
In einem letzten Versuch betrachteten wir die Wirkung einer zweimaligen Behandlung mit
TNF8

0 nach Abschluss des BCG-Modells auf die Zellverteilung und die Suppressivitit der
Treg. Zum Vergleich dienten Miuse, die mit PBS behandelt wurden (Abb. 42).

bl —t—
L ——

scINFSOPBS  Zellemte

Abbildung 42 | Nachbehandlungsschema chronisch entziindeter Miuse. Die Miuse erhielten an
-14 und Tag -7 je eine subkutane Injektion von 200 ul BCG/IFA (c=250 pg/ml; 50 pg). An Tag 0
wurden 200 pul BCG in PBS (c=250 pg/ml; 50 pg) injiziert. An Tag 2 und Tag 4 wurde mit 300 pul
TNF80 (c=375 pg/ml; 75 pg) bzw. 200 ul PBS behandelt. An Tag 7 erfolgten die Zellernte, die
durchflusszytometrische Analyse sowie die Treg-Isolierung mittels MACS. Die Treg wurden im
Anschluss in einem T-Zell-Suppressionsassay untersucht.

3.5.1 Suppressive Wirkung durch zweimalige TNF80-Nachbehandlung nicht beeinflusst
Zur Bestimmung der Suppressivitit der Treg wurden diese nach MACS-Isolation wie in den
Vorversuchen im T-Zell-Suppressionsassay eingesetzt. Wieder stimulierten wir nur mit

0,5 pg/ml anti-CD3, da sich hier zuvor deutlichere Ergebnisse gezeigt hatten.
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kein relevanter Unterschied zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe zu erkennen.



Ergebnisse 78
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Abbildung 43 | Relative Proliferation CD4* und CD8* T-Zellen. Stimulation mit 0,5ug/ml anti-
CD3. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate naiver Miuse (gestreifte Balken)
und von BCG-Mdusen ohne (weille Balken) bzw. mit (schwarze Balken) TNF80-Behandlung mit
der zugehorigen Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde eine Two-Way-ANOVA
durchgefiihrt.
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3.5.2 Zweimalige Nachbehandlung mit TNF80 erhoht Anteil aktivierter Treg
Zusitzlich untersuchten wir durchflusszytometrisch den Anteil CD62L* bzw. CD62L" Treg.
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CD62L*. Als Homingrezeptor spielt CD62L eine entscheidende Rolle in der Migration der T-
Zellen in den Lymphknoten. Kommt es zu Antigenkontakt, wird CD62L rasch nicht mehr

exprimiert. CD62L" T-Zellen werden daher als aktivierte, reife Zellen angesehen [66].

Abbildung 44 zeigt den prozentualen Anteil CD62L* und CD62L" Treg an allen CD4* T-
Lymphozyten in der Milz. Die zweimalige Nachbehandlung der BCG-Méuse mit TNF80 fiihrte
zu keinem signifikanten Unterschied im Anteil CD62L* Treg (p>0,05). Allerdings kam es zu
einem signifikanten Anstieg im Anteil CD6ZL’, aiso aktivierter, Treg im Vergieich zur

unbehandelten Gruppe (p<0,05).
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Abbildung 44 | Prozentualer Anteil unreifer bzw. reifer Treg an CD4* Zellen. Dargestellt sind
die Mittelwerte von fiinf biologischen Replikaten von BCG-Méusen ohne (gefiillte Kreise) bzw. mit
TNF80-Nachbehandlung (gefiillte Quadrate) mit der zugehorigen Standardabweichung. Zur
statistischen Analyse wurde der Welch-Test verwendet.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.6.1 BCG-Modell fiir chronische Entziindung

Die dreimalige Injektion von mycobacterium tuberculosis — BCG fiihrte zu einer relativen
Expansion myeloider Zellen in der Milz und im Knochenmark. Es fanden sich signifikant
erhohte Fraktionen CD11b* myeloider Zellen im Knochenmark und ausdifferenzierter MDSC
in der Milz. AuBerdem kam es zu einer signifikanten Verminderung der B-Zellen im
Knochenmark. In der Milz zeigte sich eine Verminderung der B-Zell-Fraktion und eine

Reduktion der CD4* und CD8" T-Lymphozyten.

Die chronische Entziindungsreaktion nach wiederholter BCG-Injektion war weitestgehend
unabhiingig von der TNFR2-Expression der einzelnen Zellen. Fehlte TNFR2 bzw. war die
TNFR2-Expression auf myeloiden Zellen, CD4* Zellen oder allen Mauszellen vermindert, so
kam es ebenfalls zu der oben beschriebenen Veridnderung von Milzgewicht, Zellzahl und

Zellverteilung in Milz und Knochenmark.

3.6.2 Wirkung von TNF80 auf die Zellen des Immunsystems
Eine einmalige Behandlung mit TNF80 hatte keinen Effekt auf das Milzgewicht, die

Gesamtzellzahl in der Milz oder die Verteilung der Zellpopulationen.

Die zweimalige TNF80-Behandlung naiver Méduse fiithrte zu einer Zunahme von Milzgewicht
und Milzzellzahl, ohne die Zellverteilung zu beeinflussen. Erfolgte zusétzlich zur Behandlung
mit TNF80 eine BCG-Challenge, so dhnelten Milzgewicht, Zellzahl sowie Zellverteilung derer
naiver Miuse. Im chronischen Entziindungsmodell mit dreimaliger Injektion von BCG fiihrte
die zweimalige TNF80-Behandlung zur Expansion der Treg-Fraktion. Ebenso wie in chronisch

entziindeten nicht behandelten Miusen kam es zu einer Zunahme des Milzgewichts und der

Zellzahl sowie zur Expansion mveloider Zellen
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;

3.6.3 Wirkung von TNF80 auf die Konzentration verschiedener Zytokine im Serum

Nach Stimulation mit LPS zeigten sich in Abhéngigkeit der Entziindungssituation und einer
Vorbehandlung mit TNF80 verschiedene TNF-Serumkonzentrationen. FEine einmalige
Vorbehandlung mit TNF80 fiihrte in Mausen, die mit LPS stimuliert wurden, zu verminderten
TNF-Serumlevel. Auch im chronischen Entziindungsmodell mit zweimaliger BCG-Injektion
und LPS-Challenge kam es durch die TNF80-Behandlung zu erniedrigten TNF-
Konzentrationen. Nach einer einmaligen Behandlung mit TNF80 beobachteten wir in akut und

chronisch entziindeten Miusen ebenfalls niedrigere Mengen an TNF im Serum. Die
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Behandlung mit hitzeinaktiviertem TNF fiihrte nicht zu einer Verminderung der TNF-
Serumkonzentration im Vergleich zu unbehandelten Méusen. Die Streuung der Einzelwerte fiel
d:n h R ne qendace einae Kantamination A
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auszuschlieBen war.

Nach TNF80-Behandlung zeigten sich aulerdem verminderte IL-10-Spiegel im Serum, sowohl
bei alleiniger LPS-Challenge als auch im BCG-Modell.

3.6.4 Wirkung von
Die einmalige Vorbehandlung mit TNF80 fiihrte in chronisch entziindeten BCG-Méusen zu
einer Steigerung der Treg-Suppressivitdt im Vergleich zu unbehandelten BCG-Miusen mit
einer signifikant verminderten Proliferation CD4* und CD8" T-Lymphozyten. Parallel hierzu
zeigte sich eine erhohte IL-10-Konzentration im Uberstand der Treg aus mit TNF80

vorbehandelten Mausen. Gleichzeitig kam es hier zu hoheren IFN-y-Konzentrationen.

Eine zweimalige TNF80-Vorbehandlung der BCG-Maduse fiihrte bei Costimulation mit anti-
CD3 und anti-CD28 zu einer erhohten Suppressivitit auf CD4" und einer verminderten
Suppressivitdt auf CD8* T-Zellen. Stimulierten wir die Zellgemische nur mit anti-CD3, so war
auch die Suppression der CD4* T-Lymphozyten durch die zweimalige TNF80-Behandlung

vermindert.

Behandelten wir nach der letzten BCG-Injektion, so zeigte sich kein Unterschied in der
Suppressivitit der Treg mit TNF80 behandelter und nicht behandelter BCG-Maéuse. Allerdings
fand sich bei zweimaliger Nachbehandlung ein signifikant erhohter Anteil CD62L", also

aktivierter, Treg in der Milz.
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4 Diskussion

TNF stellt bereits seit mehr als zwei Jahrzehnten ein therapeutisches Ziel in der Behandlung
verschiedenster Autoimmunerkrankungen dar [43, 44]. Die Hemmung von TNF fiihrt jedoch,
neben den erwiinschten Effekten, auch zu schwerwiegenden Nebenwirkungen [43, 48].
Mitunter fiihrt eine Anti-TNF-Therapie sogar zu einer Progression der Beschwerden [9] oder
zur Induktion einer Autoimmunreaktion [43, 67]. TNF wirkt iiber zwei Rezeptoren, TNFR1
und TNFR2, die iiberwiegend gegensitzliche Effekte haben: Die Aktivierung des TNFR1 fiihrt
vorwiegend zu  Zelluntergang sowie Initiierung und  Aufrechterhalten einer
Entziindungsreaktion. TNFR?2 hingegen spielt eine wichtige Rolle in der Inmunmodulation und
fordert das Zelliiberieben [28, 30]. Die selektive Hemmung von I0slichem TNF, das
ausschlieBlich den TNFRI1 aktiviert, fithrt zu einer effizienten Abmilderung einer
Entziindungsreaktion und erhilt im Gegensatz zur Therapie mit unselektiven TNF-Inhibitoren
gleichzeitig eine ausreichende Immunantwort gegen bakterielle Erreger [30]. Eine Veridnderung
im Gleichgewicht von TNFR1- und TNFR2-Blockade zugunsten einer vermehrten TNFR2-
Aktivierung scheint daher von Nutzen zu sein. Die direkte Aktivierung des TNFR2 als
immunregulatorischem Rezeptor stellt somit eine interessante Mdoglichkeit zur gezielten
Immunmodulation in verschiedenen Krankheitsprozessen, die durch chronische Entziindung

gekennzeichnet sind, dar.

des TNFR2-selektiven Agonisten TNF80 zu beurteilen.

4.1 Etablierung eines Modells fiir chronische Entziindung

Zunichst untersuchten wir daher, in Anlehnung an das BCG-Modell von Sade-Feldman et al.
[14], die Auswirkungen wiederholter BCG-Injektionen auf den Immunstatus naiver Méuse.
BCG aktiviert Toll-like-Rezeptoren und fiithrt so zu einer Aktivierung zunédchst des

angeborenen und spiter auch des adaptiven Immunsystems [68].

Die dreimalige Injektion von BCG fiihrte zu einer relativen Expansion myeloider Zellen in der
Milz und im Knochenmark. Es fanden sich signifikant erhohte Fraktionen CD11b* myeloider
Zellen im Knochenmark und ausdifferenzierter MDSC in der Milz. Eine derartige Expansion
myeloider Zellen im Knochenmark und Akkumulation myeloider Suppressorzellen in der Milz
findet sich bei der Notfallmyelopoese (emergency myelopoesis) [69]. Bei Krebserkrankungen
und Infektionen besteht ein erhohter Bedarf an myeloiden Zellen. Unreife myeloide Zellen

proliferieren anhaltend und verlassen das Knochenmark, um in der Peripherie zu aktiven,
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suppressiven MDSC auszureifen. Die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren scheint eine

zentrale Rolle in der Induktion der MDSC zu spielen. Zudem konnte gezeigt werden, dass LPS

BCG von dhnlichen Effekten auszugehen ist.

Konsekutiv kam es zu einer signifikanten Reduktion der B-Zellen im Knochenmark. Die
Verminderung konnte durch eine Kompetition myeloider Zellen und B-Zellen um
Knochenmarksnischen und Verdringung der B-Zellen durch myeloide Zellen begriindet sein.
Diese Verdringungseffekte spiegelten sich auch in der Peripherie wieder: In der Milz kam es
ebenfalls zu einer Verkleinerung der B-Zell-Fraktion. Die Reduktion der CD4* und CD8* T-
Lymphozyten in der Milz ldsst sich durch die Expansion der MDSC begriinden, welche iiber
diverse Mechanismen T-Zellen supprimieren konnen [19, 21]. So hemmen MDSC einerseits
die Proliferation und Rezirkulation der T-Lymphozyten [21, 70], andererseits fiihren sie iiber
eine Herabregelung der TCR-assoziierten (-Kette zu einer verminderten Suppressivitédt der T-
Zellen [70]. Auch Verdriangungseffekte im Knochenmark, dem primaren Entstehungsort der T-
Lymphozyten, konnten eine Rolle spielen. Eine Bestimmung der Expression der (-Kette wire
in kiinftigen Studien interessant, zumal sie vermutlich als Biomarker fiir den Immunstatus und
als Hilfsmittel in der Unterscheidung von akuter und chronischer Entziindung genutzt werden
konnte [70]. Womoglich lésst sich die erniedrigte Zahl an B- und T-Zellen jedoch auch dadurch
erkldren, dass diese Effektorzellen auf den Entziindungsreiz hin aus der Milz emigrierten, um
lokal zu wirken. Diese These wird dadurch unterstiitzt, dass die Miuse an der Einstichstelle der
BCG-Gabe Zeichen einer lokalen Entziindung aufwiesen. Um zu klédren, ob die erniedrigte
Fraktion der T- und B- Lymphozyten in der Milz durch eine Emigration in die Peripherie
begriindet ist, miisste man periphere Lymphknoten, die den Einstichbereich drainieren,
hinsichtlich der Zellpopulationen untersuchen. Wie auch Sade-Feldman et al. konnten wir
keinen Effekt der BCG-Injektionen auf den relativen Anteil der Treg an der Gesamtzellzahl in

der Milz feststellen [14].

Die chronische Entziindungsreaktion nach wiederholter BCG-Injektion ist weitestgehend
unabhiéngig von der TNFR2-Expression der einzelnen Zellen. Fehlte TNFR2 bzw. war die
TNFR2-Expression auf myeloiden Zellen, CD4" Zellen oder allen Mauszellen vermindert, so
fiihrte das BCG-Modell dennoch weiterhin zu einer chronischen Entziindung, gekennzeichnet
durch Notfallmyelopoese und Reduktion der B- und T-Zell-Fraktion. Obwohl es sich hierbei
um ein TNF-abhingiges Entziindungsmodell handelt [14], scheint also die TNFR2-Expression

keine wesentliche Rolle in der BCG-induzierten Entziindungsinduktion zu spielen. Die
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wiederholte BCG-Injektion fiihrt anscheinend besonders zu einer Aktivierung des TNFR1. Es

gilt jedoch, die komplexen Folgen eines Mangels bzw. des Fehlens von TNFR?2 zu bedenken:
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auch zur Apoptose der exprimierenden Zelle fithren kann, mangelt es auch an 16slichem
TNFR2. Loslicher TNFR2 kann 16sliches und membrangebundenes TNF binden [71] und so
als TNF-Antagonist fungieren [31]. Ist nun die TNFR2-Expression und somit auch die
Produktion von 16slichem TNFR2 vermindert, so verbleibt mehr biologisch aktives TNF, das
den TNFR1 aktivieren und die inflammatorische Antwort unterhalten kann. Eine sichere
Interpretation der Ergebnisse in TNFR2”, LysM“*TNFR2"" und CD4°TNFR2Y" M:usen
kann daher nicht erfolgen. Zudem fiihrte in einer anderen Studie die Injektion von LPS zu einer
Herabregulation der TNF-Rezeptoren durch die proteolytische Abspaltung von vorzugsweise
TNFR2 [72]. Ahnliche Effekte sind in einem BCG-Modell zu erwarten, da BCG ebenso wie
LPS [70] iiber eine Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren zu einer Immunantwort fiihrt [68].
Daher kann ein partieller oder kompletter TNFR2-Mangel schwer zu interpretierende Effekte
nach sich ziehen. Aus diesem Grund verzichteten wir in der weiteren Arbeit auf Versuche mit

diesen Mauslinien.

4.2 Ubertragbarkeit des BCG-Modells auf andere Pathologien

Die wiederholte Injektion von BCG imitiert primir eine chronische bakterielle Infektion und
scheint so zundchst nicht auf andere Pathologien wie Tumor- oder Autoimmunerkrankungen
ibertragbar. Jedoch konnte in fritheren Studien gezeigt werden, dass all diesen Pathologien eine
chronische Entziindungsreaktion mit Herabregelung der (-Kette gemein ist. In anderen
Modellen, in denen wiederholt bakterielle Antigene verabreicht wurden, zeigte sich ebenfalls

eine (-Ketten-Herabregulation. Durch die Verwendung hitzeinaktivierter Bakterien konnen die

entziindliches Milieu generiert werden [73]. Somit stellt die wiederholte Applikation von BCG
durchaus ein probates Mittel fiir ein rasch durchfiihrbares allgemeines Modell fiir chronische

Entziindung dar.

4.3 Wirkung von TNF80 auf die Zellen des Immunsystems

Wir konnten zeigen, dass die zweimalige TNF80-Behandlung naiver Miuse eine akute
Entziindungsreaktion mit einer Zunahme von Milzgewicht und -zellzahl - &hnlich der
Entziindungsreaktion nach alleiniger BCG-Challenge - hervorruft. Erfolgte vor einer BCG-

Challenge eine zweimalige Behandlung mit TNF80, so zeigten die Miuse eine Toleranz:
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Milzgewicht, -zellzahl sowie die Verteilung der einzelnen Zellpopulationen waren hier dhnlich
denen naiver Miuse. Diese Beobachtungen erinnern an eine Studie von Dalpke et al. [65] aus
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LPS-Challenge nach vorausgegangener LPS-Stimulierung, auch bei vorausgehender
Stimulierung mit anderen TLR-Aktivatoren zu beobachten ist [65]. BCG fiihrt ebenso wie LPS
zunichst zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Dass TNF-Signalwege in der
Entstehung der LPS-Toleranz eine Rolle spielen, ist ebenfalls bekannt [74]. Die zweimalige
Behandlung mit TNF80 konnte zu einer solchen Kreuztoleranz bzw. bei alleiniger
Administration zu einer akuten Entziindungsreaktion fithren. Weitere Studien wéren nétig, um

zu klédren, welche Signalwege fiir diese Toleranz verantwortlich sind.

Im chronischen Entziindungsmodell konnte die TNF80-Behandlung zwar nicht die Zunahme
des Milzgewichts und der Zellzahl verhindern, jedoch fiihrte sie zu einer relativen Expansion
der Treg-Fraktion. Zudem zeigte sich eine, wenn auch nicht signifikante, relative Reduktion
der myeloiden Zellzahl in der Milz. Es ist bekannt, dass die Aktivierung des TNFR2 die
Suppressivitidt und Proliferation regulatorischer T-Zellen fordert [9, 67]. In einer anderen
Studie, die die Effekte einer direkten TNFR2-Akivierung in naiven Méusen testete, waren
jedoch mehrfache Applikationen von TNF80 notig, um Treg zu vermehren [57]. Die chronisch-
entziindliche Umgebung scheint die Treg also empfinglicher gegeniiber einer TNFR2-
Aktivierung zu machen. Womdéglich erhoht aufgrund der chronischen Entziindung endogen
produziertes TNF die Empfindlichkeit fiir eine Stimulierung des TNFR2. Eine mogliche
Ursache hierfiir ist eine erhohte TNFR2-Expression auf regulatorischen T-Zellen, weshalb die
Bestimmung von TNFR?2 auf Treg chronisch entziindeter Versuchstiere in weiteren Studien von

Interesse sein konnte.

Welche Bedeutung die Vermehrung und hohere Aktivitit der Treg letztendlich in der
chronischen Entziindung hat, ist schwer einzuschitzen. So gibt es Hinweise, dass ein
vermehrtes Treg-Vorkommen beim Menschen mit einem erhohten Risiko fiir die
Chronifizierung einer Hepatitis B-Infektion assoziiert ist und die Pathogenpersistenz bei
Hepatitis C-Infektionen fordert [13]. Andererseits konnten Treg Leberschdden durch
chronische Hepatitiden mindern [13] und ernsthafte Kollateralschiden durch eine anhaltende
Immunantwort verhindern [67]. In einem Modell fiir chronische Arthritis fiihrte die wiederholte
Therapie mit einem TNFR2-spezifischen Agonisten zu einer Vermehrung regulatorischer T-
Zellen und einer histologischen Besserung der Gelenkentziindung [75]. Die Rolle

regulatorischer T-Zellen bei Sepsis ist unklar. Verschiedene Studien zeigen teils
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widerspriichliche Ergebnisse. So konnte der adoptive Transfer in vitro-stimulierter Treg das

Uberleben in einem Mausmodell fiir Sepsis erhohen [76]. Das verbesserte Uberleben war in

T-Zell-Depletion mit einem schlechteren Outcome assoziiert war. Hein et al. [77] zeigten im
Sepsis-Modell hingegen keinen Unterschied im Uberleben nach Treg-Depletion. Auch die
Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1B, IL-6) blieb durch die Treg
unbeeinflusst. Stieglitz et al. demonstrierten, dass eine Depletion regulatorischer T-Zellen im

Sepsis-Modell die zuvor supprimierte T-Zell-Proliferation wieder herstellt [78].

Es ist zu vermuten, dass die Aktivierung von Treg in Abhéngigkeit der Pathogenese einer
chronischen Entziindung, beispielsweise Infektion, Autoimmunitit oder Tumorerkrankung,
unterschiedliche Konsequenzen haben kann. Da der Expansionseffekt der Treg durch die
TNF80-Behandlung nicht durchgehend signifikant war und sich auch nur nach einer
zweimaligen TNF80-Behandlung gezeigt hat, ist unser BCG-Modell moglicherweise nicht
ideal, um die Treg-Expansion nach Aktivierung des TNFR2 zu demonstrieren. Weitere
Untersuchungen der Wirkung von TNF80 in etablierten pathologiespezifischen

Krankheitsmodellen sind notig, um die Folgen abzuschitzen.

Die tendenzielle Reduktion der myeloiden Zellen durch die Behandlung bei chronischer

Entziindung ist am ehesten auch im Rahmen einer Toleranz zu werten. Zwar fiihrte die

Zellen in der Milz, dennoch scheint die Behandlung mit TNF80 eine Toleranz gegeniiber einem
neuen Stimulus in Form der BCG-Challenge zu bewirken. TNFR2 scheint fiir die Bildung und
suppressive Funktion von MDSC von Bedeutung zu sein [57, 79, 80]. Womdglich induziert die
Therapie mit TNF80 in naiven Maiusen eine geordnete Proliferation von MDSC im
Knochenmark, die sich jedoch nicht wie bei der Notfallmyelopoese in der Peripherie
niederschlidgt. Eine Analyse der Zellverteilung im Knochenmark naiver Méuse nach

wiederholter TNF80-Behandlung wire daher interessant.
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4.4 Wirkung von TNF80 auf die Konzentration verschiedener
Zytokine im Serum
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weiter einzuordnen, untersuchten wir die Konzentration von Serum-TNF als Schliisselenzym

in der Einleitung und Konzertierung von Entziindung und Immunabwehr [7, 31, 42].

Das Phidnomen der Toleranz auf einen Entziindungsstimulus (Challenge) nach
vorausgegangener TNF80-Behandlung spiegelte sich auch in der TNF-Serumkonzentration
wieder. In naiven Madusen fand sich wie zu erwarten kein messbares TNF im Serum.
Unabhingig von der Auswertmethode zeigte sich als allgemeiner Trend eine Erniedrigung der
in entziindeten Méusen erhohten TNF-Konzentration nach Behandlung mit TNF80. Die nach
LPS-Challenge deutlich erhohten TNF-Serumlevel waren sowohl bei einmaliger als auch bei
zweimaliger  vorheriger =~ TNF80-Behandlung erniedrigt. Auch im  chronischen
Entziindungsmodell konnte die ein- bzw. zweimalige Behandlung mit TNF80 die erhohten
TNF-Serumlevel reduzieren, allerdings waren die Ergebnisse hier weniger deutlich. Insgesamt
sind diese Effekte nicht signifikant. Die groe Streuung ldsst sich moglicherweise durch das
Detektionsverfahren erklidren: Aufgrund der moglichen Kreuzreaktion von TNF80 mit ELISA-
anti-TNF-Antikorpern bedienten wir uns des 1.929-Zell-Zytotoxizititsassays. In diesem Assay
sind viele Arbeitsschritte notwendig, sodass sich mogliche Titrationsungenauigkeiten
potenzieren. Zudem findet sich im Serum eine Vielzahl an weiteren Zytokinen, die ebenfalls

mit den L929-Zellen interagieren konnten.

Dass sich hier auch nach einmaliger Behandlung mit TNF80 eine messbare Erniedrigung von
TNF zeigte, aber zwei Behandlungen notwendig waren, um eine Verdnderung von
Milzgewicht, -zellzahl und Zellverteilung herbeizufiihren, ldsst vermuten, dass eine einmalige
Behandlung nur zu einer voriibergehenden Besserung der Entziindungssituation fiihrt. Die
einmalige Behandlung scheint eine temporidre Reduktion proinflammatorischer Zytokine zu

bewirken, die nicht ausreicht, um sich auch auf zelluldrer Ebene niederzuschlagen.

Die TNF80-Toleranz zeichnete sich neben der Erniedrigung von TNF im Serum auch durch die
Erniedrigung der IL-10 Konzentration im Serum nach TNF80-Behandlung aus. Diese zunéchst
widerspriichlich erscheinende Reduktion des immunsuppressiven IL-10 im Zuge der
Toleranzentwicklung wurde bereits von Randow et al. [81] in vitro beobachtet. Nach einmaliger
Stimulierung mit LPS kam es hierbei zunéchst zu einem Anstieg sowohl der TNF- als auch der

IL-10 Konzentration. Die wiederholte LPS-Exposition fithrte zu einer Erniedrigung beider
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Zytokine. Nichtsdestotrotz scheint IL-10 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der LPS-

Toleranz zu spielen. Die Applikation von anti-IL-10 mAb verhinderten die Entstehung einer
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fiir die Toleranzentwicklung von Bedeutung zu sein [81]. Eine Bestimmung der IL-10-
Konzentration im Serum naiver Méuse und nach alleiniger Behandlung mit TNF80 bzw. die

Applikation von anti-IL-10 mAb konnte diese These stiitzen.

Da eine Kontamination des TNF80 mit LPS in diesem Assay nicht sicher auszuschlieen war,
sollten die ebengenannten Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden. Die tendenzielle
Erniedrigung der TNF-Serumlevel durch die TNF80-Behandlung der Miuse, die akut bzw.
chronisch entziindet waren, passt jedoch gut zu den iibrigen Effekten und konnte somit durchaus
reelle Effekte des TNF80 abbilden. Ein genauerer Assay und die Bestimmung weiterer
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-18 und IL-6 mittels ELISA konnten in

weiteren Studien durchgefiihrt werden, um diese Annahme zu bestédrken.

4.5 Wirkung von TNF80 auf die Suppressivitit der Treg
Es ist bekannt, dass die Aktivierung des TNFR2 von zentraler Bedeutung fiir die Suppressivitit
von Treg ist [7, 9, 10]. Wir untersuchten die Wirkung einer direkten Stimulierung des TNFR?2

in vivo auf die Suppressivitit der Treg in vitro.

Die einmalige Vorbehandlung mit TNF80 fiihrte in chronisch entziindeten BCG-Méusen zu
einer Steigerung der Treg-Suppressivitit im Vergleich zu unbehandelten BCG-Méusen mit
einer signifikant verminderten Proliferation CD4* und CD8" T-Lymphozyten. Die
Suppressivitit scheint sogar diejenige der Treg aus naiven Méusen zu iibersteigen. Allerdings
fiel die Suppression der Proliferation CD4* T-Lymphozyten bei steigender Treg-Ratio
schwicher aus. Auf CD8" T-Zellen erhohte sich die Suppressivitit in Abhéngigkeit der Treg-
Anzahl. Dieser widerspriichliche Titrationseffekt ist schwer zu erklidren. Die hier durchgefiihrte
Kostimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 konnte zu einer iiberschieBenden Proliferation der

CD4* T-Zellen fiihren und die Suppression durch Treg erschweren.

Parallel fanden sich erhhte Mengen an IL-10 im Uberstand der Zellkultur nach einmaliger
TNF80-Behandlung. Dies widerspricht der Erkenntnis, dass eine TNF80-Behandlung zu einer
Toleranz auf folgende Entziindungsstimuli und konsekutiv zu erniedrigten IL-10-
Konzentrationen im Serum fiihrt. Dennoch scheint die Produktion von IL-10 hier einen

Mechanismus der Treg-Suppressivitit darzustellen.
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Interessanterweise fanden sich in den Uberstinden der Treg aus unbehandelten und behandelten
chronisch entziindeten Mdusen signifikant erhohte IFN-y-Konzentrationen im Vergleich zu
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aktiver rheumatoider Arthritis zwar die Proliferation von CD4*CD25" T-Lymphozyten hemmen
konnten, jedoch nicht in der Lage waren, die Produktion proinflammatorischer Zytokine zu
hemmen. Die Therapie mit einem anti-TNF-Therapeutikum stellte diese Fahigkeit wieder her
[82]. In unserem Assay zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied in der IFN-y-
Konzentration nach Behandlung mit TNF80. Auch dies steht im Widerspruch zur Beobachtung,
dass die Therapie mit TNF80 zu einer Erniedrigung des ebenfalls eher proinflammatorischen
Zytokins TNF fiihrt. Allerdings fiihrten erhohte Treg-Zahlen zu niedrigeren IFN-y-
Konzentrationen, sodass es durchaus zu einer Suppression der Zytokinproduktion durch die
Treg zu kommen scheint. Insgesamt ist aber die Verdnderung der Zytokinspiegel in vivo

sicherlich aussagekriftiger, da in vitro immer nur die isolierte Betrachtung einzelner

Komponenten des Immunsystems moglich ist.

Eine zweimalige TNF80-Vorbehandlung der BCG-Miuse minderte meist die Suppressivitit
der Treg im Vergleich zu unbehandelten BCG-Miusen. Bei Stimulation mit anti-CD3 und anti-
CD28 zeigten die Treg mit TNF80 behandelter Méduse im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle zwar eine tendenziell etwas stirkere Suppressivitit auf CD4* T-Zellen. Jedoch
iiberstieg auch hier die Proliferation der CD4* T-Zellen diejenige der stimulierten Kontrolle
ohne Treg. Auch hier fiel auf, dass bei hoherer Treg-Konzentration die Proliferation der CD4*
Effektorzellen weniger stark gechemmt wurde. Bei schwicherer Stimulation nur mit anti-CD3
fand sich eine signifikant verminderte Suppressivitit der Treg mit TNF80 behandelter BCG-
Miuse im Vergleich zu Treg nicht behandelter BCG-Miuse. Der beschriebene
widerspriichliche Effekt der Treg-Titration auf die Proliferation CD4* T-Lymphozyten konnte
nun nicht mehr beobachtet werden, was die These der tiberschieBenden Proliferation nach anti-
CD3/anti-CD28-Kostimulation stiitzt. Womoglich fiihrt die wiederholte Behandlung mit
TNF80 zur Toleranzentwicklung gegeniiber ebendieser Behandlung, dhnlich der bereits

beschriebenen Toleranz gegeniiber Entziindungsstimuli (Challenges).

Parallel zur schwicheren Suppression der T-Zell-Proliferation nach zweimaliger TNF80-
Behandlung fanden sich kaum messbares IL-10 und deutlich erhohte IFN-y-Konzentrationen

in den Uberstinden.
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Es scheint, dass eine zweimalige Behandlung mit TNF80 zwar zu einer Expansion von Treg in

chronischer Entziindung fiihrt, diese Treg jedoch weniger suppressiv sind als die unbehandelter

in der Milz beobachten, allerdings zeigte sich in vitro eine stirkere Suppressivitit. Schmid et
al. [57] konnten zeigen, dass die sechsmalige Behandlung naiver Méduse mit TNF80 in vivo zu
einer verminderten Proliferation adoptiv transferierter T-Lymphozyten fiihrt. Ob eine derartige
Steigerung der Suppressivitit durch die TNF80-Behandlung auch in chronisch entziindeten
Tieren zu erwarten ist, lisst sich aus den in vitro Ergebnissen nicht sicher ableiten. Uber die
Bedeutung einer Behandlung und der Behandlungshéufigkeit mit TNF80 in einem chronisch-
entziindlichen Milieu fiir die Suppressivitit der Treg auf T-Zell-Proliferation und
Zytokinproduktion konnte ein in vivo Suppressionsassay weiteren Aufschluss geben. Auf
diesem Weg wiirde man weitere, eventuell ebenfalls in ihrer Funktion beeinflusste Zellen und
andere Faktoren wie eine anhaltende Entziindungsreaktion nicht ausklammern und erhielte ein

vollstindigeres Bild.

Es scheint von Bedeutung zu sein, dass die TNF80-Behandlung erfolgt, wéhrend das
entziindliche Geschehen aktiv ist. Behandelten wir nach der letzten BCG-Injektion, so zeigte
sich kein Unterschied in der Suppressivitit der Treg mit TNF80 behandelter und nicht
behandelter BCG-Miuse. Allerdings fand sich bei zweimaliger Nachbehandlung ein signifikant
erhohter Anteil CD62L, also aktivierter, Treg in der Milz.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effekte einer Behandlung mit dem TNFR2-
selektiven Agonisten TNF80 in unterschiedlichen Entziindungszustinden. Zur Induktion einer
chronischen Entziindung diente das BCG-Mausmodell von Sade-Feldman et al. [14]. Um eine
akute Entziindungsreaktion auszuldsen, verabreichten wir BCG bzw. LPS einmalig als
Challenge. Als Messgro3en dienten Gewicht, Zellzahl und Zellverteilung in der Milz bzw. im
Knochenmark, die in vitro-T-Zell-Suppressivitit sowie die Konzentration verschiedener

Zytokine in Serum und Zellkulturiiberstéinden.

Die wiederholte Injektion von BCG fiihrte zu einer Notfallmyelopoese mit Expansion
myeloider Zellen im Knochenmark und in der Milz. Gleichzeitig kam es zu einer Reduktion
der B- und T-Zellen. Diese Entziindungsreaktion war weitestgehend unabhingig von der
TNFR2-Expression der einzelnen Zellen. Ob die Verminderung der Lymphozyten auf
Verdriangung, direkter Suppression durch MDSCs oder Migration in die Peripherie beruht,

konnte Gegenstand weiterer Studien sein.

Eine zweimalige Behandlung naiver Miuse mit TNF80 fiihrte dhnlich einer alleinigen BCG-
Challenge zu einer akuten Entziindungsreaktion mit Zunahme von Milzgewicht und -zellzahl.
Diese Behandlung fiihrte zu einer Toleranz gegeniiber weiteren Entziindungsstimuli durch eine
BCG-Challenge. Im chronischen Entziindungsmodell fiihrte die TNF80-Behandlung zu einer
relativen Expansion der Treg-Fraktion, ohne Einfluss auf Milzgewicht und -zellzahl zu nehmen.
Da in einer anderen Studie mehrfache Applikationen von TNF80 notig waren, um Treg zu
vermehren [57], ist anzunehmen, dass die entziindliche Umgebung die Treg empfinglicher

gegeniiber einer TNFR2-Aktivierung macht.

Wir zeigten auBerdem, dass eine ein- oder zweimalige Behandlung

chronisch entziindeten Midusen zu einer Reduktion der Serum-TNF-Spiegel fiihrt. Diese
Toleranz gegeniiber einem akuten Entziindungsstimulus, in diesem Fall gegeniiber einer LPS-
Injektion, bezeichneten wir als TNF80-Toleranz. Gleichzeitig kam es durch die Behandlung zu
einer Reduktion des immunsuppressiven IL-10 im Serum. Ob IL-10 dennoch an der
Toleranzentwicklung beteiligt ist, lieBe sich beispielsweise durch die zusitzliche Applikation

von anti-IL-10 mAb untersuchen.

Die in vitro-Suppressivitidt der Treg wurde im chronischen Entziindungsmodell durch eine
einmalige Behandlung mit TNF80 gesteigert. Eine zweimalige Behandlung fiihrte zwar zur

Expansion von Treg, diese zeigten sich jedoch weniger suppressiv als die nicht behandelter
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Miuse. Die im Vergleich zu naiven Méusen erhohten IFN-y-Konzentrationen in den

Uberstinden der Treg chronisch entziindeter Méduse konnten auch durch die einmalige TNF80-

deutlichen Steigerung der IL-10-Produktion im Uberstand.

Die in vivo- Ergebnisse der Durchflusszytometrie und der Zytokinbestimmung in Serum steht
teilweise im Widerspruch mit den in vitro-Ergebnissen. Um eine genauere Aussage beziiglich
der Wirkung von TNF80 auf die Treg-Suppressivitit sowie die Zytokinspiegel im Serum treffen

zu konnen, wire eine Untersuchung im in vivo-Suppressionsassay sinnvoll.

Zusammenfassend stellt die Behandlung von Pathologien mit chronischer Entziindung durch
TNF80 einen interessanten Ansatz dar. Aufgrund der komplexen Wirkung in Abhingigkeit von
der Applikationsfrequenz sowie des Entziindungszustandes sind jedoch ausfiihrliche weitere

Studien notwendig, um die Effekte einer Behandlung ausreichend abschitzen zu kénnen.



6 Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis
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cellular FLICE (FADD-like IL-1-converting enzyme)-Inhibitory Protein
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