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1 Abkiirzungen und Normen

1.1 Abkiirzungen und Definitionen

Ag
Ak
BP
BrdU

CEA-Promoter

CED
CRISPR
DC
DMEM
EDTA
FCS
FCS HI
FRET
GvHD
HI
HMBS
HPRT
IL

Ly6
MACS
MDSC
MO-MDSC
NEAA
PBS
PMN-MDSC
ROS
RPMI
RT

SC
SDHA
TLR
TZM
WT

Antigen

Antikorper

Basenpaare

Bromdesoxyuridin

Promoter des carcinoembryionalen Antigens
Chronisch entziindliche Darmerkrankung
Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Dendritische Zellen

Dulbecco's Modified Eagle medium
Ethylendiamintetraacetat

Fetales Kilberserum (fetal calf serum)
Hitzeinaktiviertes FCS

Fluorescence resonance energy transfer
Graft versus host disease

Hitzeinaktiviert
Hydroxymethylbilan-Synthase
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Interleukin

Lymphozyten Antigengruppe 6
Magnetic-activated cell sorting
Myeloid-derived suppressor cell
Mononukledre MDSC

Non-essential amino acids
Phosphate-buffered saline
Polymorphnukledre MDSC

Reaktive Sauerstoffspezies
Roswell-Park-Memorial-Institute-Medium
Raumtemperatur

Splenozyten

Succinatdehydrogenase A
Toll-like-Rezeptor

T-Zell-Medium

Wildtyp



1.2 Verwendete Zellpiktogramme

DC PMN-MDSC

B-Lymphozyt T-Lymphozyt

Retikulumzelle Zellschrott
Abbildung 1:Zellpiktogramme
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2 Einleitung

2.1 Die Entstehung des Immunsystems

Die ureigene Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung von ,,Fremd* und ,,Selbst*. Diese
Notwendigkeit kam phylogenetisch mit der Entstehung von invasiven Arten, wie z. B. Bakterien,
die mehrzellige Lebewesen angreifen. Selbst einfache Bakterien sehen sich mit der Aufgabe
konfrontiert ,,Fremd*, wie beispielsweise Phagen, zu erkennen und abzuwehren. Es stehen hier zum
Beispiel Abwehrmechanismen zu Verfiigung, die iiber das Vorhandensein oder Fehlen von DNA-
Modifikationen Fremd-DNA erkennen und mit Hilfe von Restriktionsenzymen diese dann
hydrolysieren (BICKLE & KRUGER, 1993). Viele Archaeen und Bakterien besitzen zudem ein
sogenanntes CRISPR-Cas-System (clustered regularly interspaced short palindromic repeats), das
vermutlich Phagengenome erkennt und gegen fremde Nukleinsiduren eine Immunantwort aufbaut
(BARRANGOU ET AL., 2007). Mit der Entwicklung von mehrzelligen Lebewesen wurde die
Unterscheidung zwischen ,,Fremd* und ,,Selbst* deutlich komplexer, da ein Inmunsystem in einem
Zellverbund mehrere verschiedene eigene Zelltypen von Invasoren unterscheiden muss. In hoheren
Lebewesen wird das Immunsystem in zwei Bereiche unterteilt: ein adaptives und ein angeborenes
Immunsystem. Molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich das adaptive aus dem
angeborenen Immunsystem entwickelt hat. Somit ist das adaptive Immunsystem jiinger als das
angeborene. Den phylogenetisch dltesten Bereich des Immunsystems stellen antimikrobielle Peptide
wie die Defensine dar. Diese findet man sowohl in der Pflanzen- als auch in der Tierwelt (THOMMA
ETAL. 2002, SCHNEIDER ET AL.2005). Sie stehen zur Abwehr von Bakterien und Pilzen zur
Verfiigung. Bestandteile des Komplementsystems findet man bereits in phylogenetisch alten
Lebewesen wie Seeigeln (SMITH ET AL. 2001). Es hat sich wahrscheinlich in wirbellosen Tieren
entwickelt. Allerdings ist der klassische Weg des Komplementsystems mit der Aktivierung iiber
Antikorper wesentlich jlinger. Diesen findet man erst ab der Evolutionsstufe der Knorpelfische
(CLEM ETAL. 1967). Der ilteste bisher bekannte antigenspezifische Teil des Immunsystems in
eukaryotischen Lebewesen ist das TLR-System. In der Fruchtfliege Drosophila wurden Toll-like-
Rezeptoren als essentiell fiir die Abwehr von Pilzinfektionen identifiziert (LEMAITRE ET AL. 1996).
In weiteren Untersuchungen fanden sich verwandte Systeme auch in Pflanzen (MCHALE ET AL.

2006).

Das adaptive Immunsystem entwickelte sich erst spater. Nach heutigem Wissensstand tritt es erst ab
der Klasse der Knorpelfische auf. Als ein Vertreter dieser Klasse seien die Haie genannt. Diese
besitzen bereits zwei Antikorperklassen. Bereits diese Antikorper erlangen ihre Diversitéit mit

somatischer Hypermutation und V(D)J- Kassetten-Rearrangement, wie man es von den Sdugetieren



kennt (ZHU ET AL. 2012). Dieser fiir das adaptive Immunsystem essentielle Mechanismus fehlt
samtlichen Knorpelfischvorldufern. Das Immunsystem stellt somit ein komplexes mehrteiliges
System der Abwehr dar, das sich phylogenetisch in mehreren Etappen entwickelt hat. Das hohe

phylogenetische Alter ist ein Hinweis auf seine essentielle Bedeutung.

2.2 Einteilung des Immunsystems

2.2.1 Das angeborene Immunsystem

Eine wesentliche Eigenschaft des angeborenen Immunsystems besteht darin, dass die Zielstrukturen
vordefiniert sind und nicht gedndert werden konnen. Es besteht aus 16slichen humoralen und
zelluldaren Komponenten. Zu den humoralen Komponenten zéhlen die Defensine und das
Komplementsystem. Beide sind gegen konservierte Eigenschaften von Erregern gerichtet. Das
Komplementsystem besitzt mehrere Wege: Einen klassischen Weg, in dem das Komplementsystem
tiber Antikorper mit dem spezifischen Immunsystem interagiert, und einen alternativen Weg iiber
spontane Aktivierung an Pathogenoberflachen und den Lektin-Weg. Hier wird das
Komplementsystem iiber bakterielle Peptidoglykane aktiviert. Defensine interagieren dahingegen
mit cholesterinarmen Membranen. Beide — Komplement-Proteine und Defensine — zeichnen sich
dadurch aus, dass sie Zielstrukturen auf Pathogenen erkennen, die von Erregern kaum variiert
werden konnen. Zu den zellularen Komponenten des angeborenen Immunsystems zédhlen die Zellen
des mononukledren Phagozytosesystems sowie natiirliche Killerzellen. Eine wichtige
Rezeptorfamilie des angeborenen Immunsystems (die sich allerdings auch auf Zellen des
spezifischen Immunsystems findet) stellen die 7ol/-like-Rezeptoren dar. Sie binden an spezifische
Strukturen oder Komponenten von Pathogenen. Das angeborene Immunsystem ist zwar auf starre
Zielstrukturen festgelegt, hat aber den Vorteil, dass es nicht erst an ein Fremdantigen angepasst
werden muss. Damit steht es zum einem von Geburt an zur Verfiigung. Zum anderen kann es viel
schneller auf eine Bedrohung reagieren als ein System, das sich erst an die Zielstruktur anpassen

muss. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Toll-like-Rezeptoren in Siugetieren.
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Rezeptor Zielstruktur Lokalisation Literatur
TLR1 Triacyl-Lipopeptid; (Bakterien, Zellmembran ROCK ETAL. (1998)
(CD281) Mykobakterien); bildet Dimere
mit TLR2
TLR2 GPI-Anker (Trypanosomen); Porin | Zellmembran ROCK ET AL. (1998)
(CD282; (Neisseria); Lipomannan
TIL4) (Mykobakterien); Peptidoglykan
(Gram-positive Bakterien);
Phospholipomannan (Candida);
Héamagglutinin (Masern Virus)
TLR3 dsRNA; polyl:C; (Viren) Endosom ROCK ETAL. (1998)
(CD283)
TLR4 Lipopolysaccharid (Bakterien);, Zellmembran ROCK ETAL. (1998)
(CD284; Mannan (Candida);
ARMD-10) |Glycoinositolphospholipide
(Trypanosomen); virale
Hiillproteine; HSP 60, HSP 70 und
Fibrinogen (Wirtstrukturen)
TLRS Lipoarabinomannan Zellmembran ROCK ETAL. (1998)
(CD285; (Mykobakterien)
TIL3)
TLR6 Diacyl-Lipopeptid Zellmembran OZINSKY ET AL. (2000)
(CD286) (Mykoplasmen); Zymosan (Pilze);
bildet Dimere mit TLR2
TLR7 sSRNA (Viren) Endosom Du ET AL. (2000)
(CD287)
TLRS ssSRNA (Viren) DU ETAL. (2000)
(CD288)
TLRY Nicht-methylierte CpG-Motive; Endosom Du ETAL. (2000)
(CD289) (Bakterien und Viren)
TLR10 Nicht bekannt Nicht bekannt CHUANG & ULEVITCH
(CD290) (2001)
TLR11 Uropathogene Bakterien; Profilin | Endosom ZHANG ETAL. (2004)
(Toxoplasma gondii)
TLR12 Nicht bekannt Nicht bekannt MISHRA ETAL. (2008)
TLR13 23S rRNA, (Bakterien und Viren) | Nicht bekannt SHIETAL. (2011),
OLDENBURG ET AL.
(2012)

Tabelle 1: Uberblick iiber die bislang bekannten Toll-like-Rezeptoren in Siiugetieren
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2.2.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem stellt eine Erweiterung des angeborenen Immunsystems dar. Uber die
Bildung von zelluldren oder humoralen (Antikérpern) Komponenten, die sich spezifisch gegen
Antigene richten, ist es in der Lage, eine Vielzahl von Erregern zu identifizieren und anzugreifen.
Dabei sind angeborenes und erworbenes Immunsystem verzahnt. Antikorper binden zum Beispiel
beim klassischen Weg an das Komplementsystem und aktivieren so das angeborene Immunsystem.
Umgekehrt wirken die Komponenten des Komplementsystems als Aktivatoren von

antigenprisentierenden Zellen.

2.3 Regulatorische Komponenten des Immunsystems

Eine unabdingbare Voraussetzung fiir ein funktionierendes Immunsystem ist dessen Regulation.
Dabei sind sowohl aktivierende als auch hemmende Komponenten von Noten um eine effektive
Regulation sicher zu stellen. Dieses Regulativ ist erforderlich, um eine addquate Immunantwort auf
einen Entziindungsreiz auszulosen. Des Weiteren ist es unabdingbar, diesen Prozess sowohl zeitlich
als auch ortlich zu begrenzen. Geschieht dies nicht, kommt es zu einer, schwer oder gar todlich
verlaufenden, Entziindungsreaktion. Selbst gering ausgeprégte Entziindungen sind von klinischer
Relevanz. So bilden z. B. chronische Entziindungen im gastrodsophagealen Ubergang ein erhdhtes
Krebsrisiko. Diese Balance in Richtung Entziindungsaktivierung zu verschieben, aber trotzdem im
therapeutischen Rahmen zu bleiben, ist das Ziel sowie die Herausforderung einer

immunmodulatorischen Therapie in der Tumortherapie.

2.3.1 Inhibitorische Zellen des Immunsystems

Das Immunsystem beinhaltet nicht nur aktivierende Komponenten, sondern auch inhibitorische
Elemente. Als Beispiel seien hier regulatorische T-Zellen genannt. Dies sind CD4 CD25 positive
Zellen, die FOXP3 exprimieren (HORI ET AL. 2003). Sie entfalten ihre immunmodulatorischen
Fahigkeiten unter anderem iiber Zytokine wie IL-10, TGF-3 oder die Induktion vom Apoptose. In
den letzten Jahren wurden weitere Zellpopulationen identifiziert, die als inhibitorisch gelten. Hierzu
zéahlen unter anderem die Natiirlichen Killer-T-Zellen. Dass regulatorische Komponenten
interagieren, wurde beispielsweise bei den T-Regs mit einem anderen inhibitorischen Zelltyp, den
,Myeloid-derived suppressor cells* (MDSCs) diskutiert, die wahrscheinlich ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Immunmodulation spielen (SERAFINI ET AL. (2008)(siehe auch 2.3.2). In der Realitit
diirften die Uberginge von inhibitorischen zu aktivierenden Komponenten flieBend sein. Dies ist
bei experimentellen Ansédtzen immer zu bedenken. Eine reine Phidnotypisierung von inhibitorischen
Zellen iiber Oberflichenmarker alleine ist daher nicht sinnvoll. Hier ist immer ein funktioneller

Nachweis der Suppressivitit zu erbringen um die Zellpopulation korrekt zu identifizieren.
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2.3.2 Myeloide Suppressorzellen als inhibitorische Komponente des
Immunsystems

Als ,,Myeloid-derived suppressor cells* (MDSCs) wird eine heterogene Population myeloider
Zellen bezeichnet, die in der Maus iiber die Oberflichenantigene Gr1” und CD11b" von anderen
Zellpopulationen abgegrenzt werden kann. Gr1 ist ein Antigen der Lymphozyten Antigengruppe 6
(Ly6), wobei der gegen dieses Antigen gerichtete Antikorper mit den Epitopen Ly6C und Ly6G
kreuzreagiert. Die Antigene Ly6C und Ly6G teilen die MDSCs in zwei Untergruppen auf: zum
einem in die PMN-MDSCs, die eher einen granulozytdren Charakter haben und einen
Gr1"CD11b"Ly6G* Ly6C'" Phiinotyp besitzen (YOUN ETAL. 2008). Zum anderen in die MO-
MDSCs, die eine monozytire Morphologie besitzen und folgenden Ag-Phinotyp aufweisen:
Gr1*CD11b"Ly6G Ly6C™" . Der Mensch exprimiert kein analoges Gen zu Grl. Hier werden
MDSC:s als Zellen definiert die fiir CD33 positiv sind, aber keine Maturierungsmarker von
myeloiden Zellen wie MHCII HLA-DR exprimieren. Dariiber hinaus werden beim Menschen auch
CD15+ MDSCs im peripheren Blut gefunden. Ein weiteres Charakteristikum der MDSC:s ist der
sogenannte Differenzierungsblock. Dies bezeichnet das Phinomen, dass bei Tumorerkrankungen
die Population der MDSCs expandiert, dabei die Zahl der reifen dendritischen Zellen vermindert ist
(CHENG ET AL. 2008). Es wird vermutet, dass MDSCs eine Vorstufe dieser Zellen darstellen, die in
ihrer Differenzierung gehemmt sind. Daraufhin treten diese als unreife Zellen in der Peripherie auf

und differenzieren sich nicht aus.

Es konnte in unterschiedlichen Arbeiten gezeigt werden, dass MDSCs T-Zellen hemmen, die fiir die
Tumorabwehr essentiell sind (KUSMARTSEV ET AL. (2005), ALMAND ETAL. 2001). Diese Arbeit
beschiftigt sich vor allem mit der inhibitorischen Wirkung von MDSCs auf die Expansion und
Zytokinproduktion von T-Zellen. Ein eindeutiger inhibitorischer Effekt der MDSCs in vivo konnte

bis jetzt noch nicht erbracht werden.

2.4 Die Rolle des Immunsystems bei der Onkogenese und Tumorprogression

Im Jahr 1863 wies Rudolph Virchow in seiner Vorlesungsreihe ,,Die krankhaften Geschwiilste*
(VIRCHOW 1863-67) schon auf einen Zusammenhang zwischen Entziindung und Neoplasien hin. Er
zog damals den Schluss, dass aus einer Entziindung ein Tumor entstehen konnte. Heute wissen wir,
dass das Immunsystem eine zentrale Rolle in der Tumorgenese und Tumorprogression spielt. Das
wachsende Verstindnis des Immunsystems zeigt die Prozesse der Inflammation, die wihrend einer
Onkogenese eine Rolle spielen. Chronische Infektionen oder Entziindungen konnen zu Neoplasien
filhren. Als Beispiel sei nur auf die erhohte Inzidenz von kolorektalen Tumoren bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hingewiesen (EKBOM ET AL. 1990). AuBerdem spielt

das Immunsystem auch beim Wachstum und der Unterhaltung von Tumoren eine Rolle.
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Beispielsweise toten Tumor-assoziierte Makrophagen nicht nur Tumorzellen, sondern férdern auch
das Tumorwachstum. Dies bewerkstelligen sie unter anderem durch Begiinstigung der Angiogenese
(LEEK ETAL. 1996, BINGLE ETAL. 2006) iiber die gesteigerte Sezernierung von angiogenetischen
Wachstumsfaktoren wie VEGFE. Durch Induktion von Matrix-Metalloproteasen fordern sie zudem
die Metastasierung von Tumoren (HAGEMANN ET AL. 2004). MDSCs oder zumindest die MO-
MDSC:s zeigen einige Parallelen zu Tumor assoziierten Makrophagen. Daher werden sie von
einigen Autoren als ein und dieselbe Zellpopulation betrachtet (UMEMURA ET AL. 2008). Weitere

Forschung ist hier notig um diese Fragen zu kliren.

2.5 MDSCs bei inflammatorischen Erkrankungen

Sowohl im Menschen als auch in der Maus stellen MDSCs eine wichtige Zellpopulation dar, die bei
entziindlichen Erkrankungen wie Sepsis (DELANO ETAL. 2007), Trauma (MAKARENKOVA ET AL.
2006) oder Tumorerkrankungen(YOUN ET AL. 2008) eine signifikante Expansion zeigen. Bei
gesunden Miusen findet man 2-4% MDSCs in der Milz, wohingegen bei tumortragenden Mausen
sich der Anteil der MDSCs an den Splenozyten je nach Tumormodell auf 20-40% erhoht. Ahnlich
erhohte MDSC-Zahlen findet man ebenso bei vielen anderen entziindlichen Erkrankungen wie zum
Beispiel GvHD, Autoimmunerkrankungen, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und bei
bestimmten bakteriellen Infektionen wie Leishmania major, Helminthen, Candida albicans
(MENCACcCI ET AL. 2002) oder Toxoplasmose (VOISIN ET AL. 2004). Dort spielen die MDSCs als
hemmende Zellen wahrscheinlich eine zentrale Rolle im Rahmen einer Immunregulation. Die
immunsupprimierende Wirkung erfolgt wahrscheinlich iiber eine Arginin- oder Cytosindepletion
sowie iiber die Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen wie Sauerstoffradikale (O;),
Stickstoffmonoxid (NO) oder Peroxynitrit (ONOOQO). Hier kommen den Enzymen Arginase-I und
iNOS Schliisselrollen zu (TALMADGE 2007). Dass die Immunsuppression zumindest bei
Tumorerkrankungen zu einem gewissen Mal} spezifisch sein muss, zeigt die klinische Erfahrung,
wonach onkologische Patienten erst bei fortgeschrittener Erkrankung eine generelle
Immunsuppression erfahren, die MDSC Fraktion jedoch schon frither erhoht ist. MDSCs stellen
somit eine suppressive Zellpopulation dar, die bei vielen inflammatorischen Erkrankungen

expandiert.

2.6 Therapiemoglichkeiten bei Tumorerkrankungen durch Immunmodulation
In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansitze verfolgt, um das Immunsystem bei der
Bekampfung von neoplastischen Erkrankungen zu unterstiitzen oder zu nutzen. Eine der ersten
Immuntherapien, die breit eingesetzt wurde, war wohl die Instillation von BCG (Bacille-Calmette-
Guérin) bei oberfldchlichen Blasenkarzinomen (MORALES ETAL. 1976). Die Verwendung von

Antikorpern erwies sich als weitere Therapieoption. Monoklonale Antikorper haben seit der
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Einfiihrung von Rituximab (COIFFIER ET AL. 1998) breite Anwendung in der Therapie von nicht
soliden Tumoren gefunden. Spiter wurde diese Entwicklung durch bivalente Antikorper ergéinzt.
Als Beispiel sei Catumaxomab zu nennen. Dieser bivalente Antikorper bindet zum einen an T-
Zellen und zum anderen iiber EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) an epitheliale Tumoren
(RUF ETAL. 2007) und bringt so T-Zellen in die direkte Nachbarschaft von Tumorzellen.
Mittlerweile ist eine Vielzahl von Antikorpern in der Therapie von soliden und nicht soliden
Tumoren zugelassen. Es wurden weitere Ansétze erforscht. Hierunter zdhlten Versuche, das
adaptive Immunsystem gegen Tumorantigene zum Beispiel durch DC Vaccinierungen zu richten.
Ein Problem bei Immuntherapien ist oft der Immunescape des Tumors. Dieser wird durch
verschiedene immunmodulierende Mechanismen verursacht, die normalerweise zur unabdingbaren
Begrenzung der Immunreaktion beitragen. Dazu gehort unter anderem die Induktion von Anergie.
Hier ist die Applikation von Immunstimulanzien eine Méglichkeit den Immunescape, also die
Fahigkeit des Tumors sich vor dem Immunsystem zu verstecken, zu iiberwinden. Der zuletzt
genannte Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit anhand von MDSCs untersucht, da diese
aufgrund ihrer suppressiven Eigenschaften ein mégliches Therapieziel bei malignen

Tumorerkrankungen darstellen.

2.7 Fragestellung und Ziel

Chemotherapien, die im Rahmen einer onkologischen Behandlung durchgefiihrt werden, konnten in
den letzten Jahrzehnten beachtliche Erfolge verbuchen. Optimierte Therapieprotokolle mit additiven
Therapeutika zur Kontrolle der Nebenwirkungen haben dieser Therapieform im klinischen Alltag
einen beachtlichen Stellenwert eingebracht. Eine Heilung ist allerdings auch heute mit den
klassischen chemotherapeutischen Ansédtzen meist nur in seltenen Fillen moglich. Neue Ansitze
liefern hier Immuntherapien, die bereits vielversprechende Ergebnisse vor allem bei
Antikorpertherapien bei nicht soliden Tumoren geliefert haben. Gerade in den letzten Jahren hat es
sich bei soliden Tumoren gezeigt, dass die Immunevasion des Tumors ein erhebliches Problem
darstellt. Immuntherapien erzielen hierbei, durch eine Gegenregulation des Immunsystems im
Tumor, nur eine geringe Wirkung oder die gewiinschte Immunreaktion gegen den Tumor bleibt
vollstidndig aus. Hier ist nach wie vor die grundlagenwissenschaftliche Forschung gefragt, neue
therapeutische Ansitze zu schaffen um dieses Problem zu bewiltigen. Eine Zellart die bei der
Immunevasion von Tumoren wahrscheinlich eine gro3e Rolle spielt sind die sogenannten Myeloid-
derived suppressor cells (sogenannte MDSCs). Diese Zellen haben das Potential eine
Immunreaktion gegen den Tumor zu supprimieren und dadurch dessen Immunevasion zu
unterstiitzen. Wegen dieser Eigenschaften stellen MDSCs mogliche Schliisselzellen der

Immunevasion dar und machen sie zu einem interessanten Therapieziel.
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Die vorliegende Arbeit baut dabei auf bereits vorangegangenen Arbeiten auf, in denen gezeigt
werden konnte, dass MDSCs in vivo durch Immunstimulanzien wie CpG positiv in ihren
Eigenschaften beeinflusst werden. Ziel dieser Arbeit war es, die MDSCs im Tumormodell genauer
zu charakterisieren und den Wirkmechanismus der immunmodulatorischen Therapie in vitro

nachzustellen, um diesen besser zu verstehen.

Dabei lag ein Schwerpunkt auf der Frage wie es zu einer Disinhibition der MDSCs durch CpG
kommt. Hier galt es mehrere mogliche zugrundeliegende Mechanismen zu untersuchen: kommt es
durch die Therapie zu einer direkten Disinhibition der MDSCs oder zu einer Differenzierung in

weniger supprimierende Zelltypen?

Weiter stellte sich die Frage, ob die Therapie mit CpG durch eine direkte Wirkung auf MDSCs
zustande kommt oder ob diese indirekt iiber Cytokine durch eine weitere Zellart vermittelt wird.
Wihrend der experimentellen Phase warf sich zudem die Frage auf, wie lange MDSCs in vitro
lebensfihig sind und wie man diesem Problem bei experimentellen Fragestellungen entgegnen

kann.

Die Untersuchungen erfolgten in tumortragenden Méusen, sowie in den zugehdrigen in vitro
Modellen. Zur Charakterisierung wurden die MDSCs oder mogliche Vermittlerzellen in vitro mit
CpG stimuliert und anschlieend mit einer breiten Palette an immunologischen, zellbiologischen

und molekularbiologischen Methoden untersucht, um die Fragen zu beantworten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Kulturmedien

T-Zell Medium (TZM)

RPMI-1640 Very-Low-Endotoxin
Medium

10 Vol.-% FCS, hitzeinaktiviert

1 Vol.-% Penicillin/Streptomycin
1 Vol.-% L-Glutamin

1 Vol.-% NEAA

1 Vol.-% Natriumpyruvat

10 Vol.-% 2-Mercaptoethanol

MGC-3 bzw. MGC-8 Medium

DMEM high Glucose

10 Vol.-% FCS Gold hitzeinaktiviert
1 Vol.-% Penicillin/Streptomycin

1 Vol.-% L-Glutamin

1 Vol.-% NEAA

1 Vol.-% Natriumpyruvat

C26 Medium

DMEM

10% FCS hitzeinaktiviert
2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin
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3.1.2 Reagenzien

3.1.2.1 Chemikalien

2N H,SOq4 Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

Aqua ad injectabilia B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutsch-
land)

Chloroform Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

FCS GibcoBRL (Paisley, Grofbritannien)

Isofluran (Forene®)

Abbott (Wiesbaden, Deutschland )

Isopropanol Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Natriumpyruvat Biochrom (Berlin, Deutschland )

Penicillin-Losung

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Streptomycin

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Trypanblau

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland )

3.1.2.2 Puffer und Losungen

3.1.2.2.1 Fertiglosungen und Kits

(RPMI) 1640 Medium

Biochrom (Berlin, Deutschland)

BD Pharm Lyse'" LYSING BUFFER 10x

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Cell Proliferation ELISA, BrdU

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Compensation Particles Set

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

DMEM Medium high glucose

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Dulbecco’s PBS

PAA (Pasching, Deutschland)

Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM),
high glucose

PAA (Pasching, Osterreich)

Dynal® Mouse T-Cell Negative Selection Kit

Invitrogen (Ltd. Paisley, UK)

FACS Shut-down-Solution

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACS-Clean

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACS-Flow

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

LightCycler® 480 Probes Master

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
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(Mannheim, Deutschland)

Mouse IL-2 ELISA

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit

Lonza Rockland, Inc. (Rockland, USA)

PBS -Puffer

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

PharmLyse Lysepuffer 10x

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Reactive Oxygen Species (ROS) Detection
Reagents

Invitrogen (Ltd. Paisley, UK)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)1640
medium

Biochrom (Berlin, Deutschland)

Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Trizol®

Molecular Research Center, Inc. (Cincinnati
USA)

VLE RPMI 1640 medium (very low endotoxin)

Biochrom (Berlin, Deutschland)

3.1.2.2.2 Losungsansitze

FACS Losungen -

Féarbe- und Waschpuffer: -

Dulbecco's PBS
2 Vol.-% FCS HI

Fixierung

- Stammlosung fiir FACS -

Dulbecco's PBS

- 4 Gew.-% Paraformaldehyd
(wird 1:1 mit Zellsuspension
verdiinnt)

MACS Puffer

- Dulbecco's PBS

- 0,5-10 Vol.-% (je nach
Experiment)

- 2mMEDTA

Dynal Puffer

- Dulbecco's PBS
- 2 Vol-% FCS

ELISA Puffer - Coating Puffer 1

- 0.2 M Natriumphosphat (aq)
pH=6,5

- Coating Puffer 2

- 0.1 M Natriumcarbonat (aq) pH
=95
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Assay diluent

- 10% FCS in PBS

pH=7,0
Waschpuffer - 0.05% Tween 20 in PBS
Entwicklerlosung - BD Pharmingen™ TMB Sub-
strate Reagent Set
Stopp-Losung - 2N H,SO4 Losung

3.1.2.3 Biomolekiile und -verbindungen

MACS - Antikorper

Anti - CD19 Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach,
Anti - CD11c¢ Deutschland)

Anti — CD3e-Biotin

Anti - Ly6G

Anti - Gr-1-Biotin

Anti - Biotin Microbeads

FACS-Antikorper

Anti - Grl

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Anti - CD11b

bzw. BioLegend (San Diego, USA)

Anti - Ly6G

Anti - Ly6C

Anti - MHC - 1T

Anti - CD69

Anti - CD80

Anti - CD3

Anti - CDl1l1c

RT-PCR

Primer-Sequenzen

Metabion International AG (Martinsried,
Deutschland)

TLR-9 L-Sequenz

GAA TCC TCC ATC TCC CAA CAT

TLR-9 R-Sequenz

CCA GAGTCT CAG CCAGCACT

TLR-4 L-Sequenz

GGA CTC TGA TCA TGG CAC TG
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TLR-4 R-Sequenz CTG ATC CAT GCA TGG GTA GGT

SDHA L-Sequenz TGT TCA GTT CCA CCCCAC A

SDHA R-Sequenz TCT CCA CGA CAC CCTTCT GT

HPRT L-Sequenz GGA GCG GTA GCA CCT CCT

HPRT R-Sequenz CTG GGT GAT CAT CGC TAATCA

HMBS L-Sequenz TCC CTG AAG GAT GTG CCT AC

HMBS R-Sequenz AAG GGT TTT CCC GTT TGC

RT-PCR-probe-Nummer Universal Probe Library (UPL) Roche
Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim,
Deutschland)

TLR-9 L-Sequenz 79

TLR-4 L-Sequenz 2

SDHA L-Sequenz 71

HPRT L-Sequenz 69

HMBS L-Sequenz 79

3.1.3 Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden Miuse der Inzuchtstaimme balb/c und C57BL/6 von der Firma Harlan-

Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Die SV40TAg Méuse stammten aus eigener Zucht.

3.1.3.1 Das SV40-Modell

Das SV40 Modell wurde im Tumor Immunology Laboratory, LIFE-Center, Klinikum Grof3hadern
unter der Leitung von W. Zimmermann entwickelt (THOMPSON ETAL. 2000). Bei diesem
Tumormodell handelt es um transgene C57BL/6 Miuse, bei denen ein ,,SV40 virus large T
Antigen* (TAg) unter der Kontrolle des CEA-Promotors exprimiert wird. SV40 TAg ist ein starkes
Onkogen, welches in verschiedenen transgenen Mausstammen Verwendung findet, die spontane
Tumore entwickeln. SV40 TAg positive Miuse entwickeln ab dem dreifligsten Lebenstag zu 100%
Dysplasien in der Magenmukosa. Aus diesen Dysplasien entwickeln sich dann in den folgenden
Tagen invasive Pyloruskarzinome. Die Uberlebenszeit betrigt im Mittel circa 90 Tage. Die Miuse
wurden sakrifiziert, bevor sie durch die stenosierende Wucherung des Magentumors einen
mechanischen Ileus entwickelten. Vorteil dieses Tumormodells ist, dass der Tumor sich spontan in
vivo im Magen als Magentumor entwickelt. Spontan entwickelnde Tumoren zeigen dhnlichere
Eigenschaften zu klinischen Tumoren in der Humanmedizin als subkutan induzierte Tumoren. Die
s.c. beziehungsweise spontan induzierten Tumormodelle zeigen signifikante Unterschiede z. B. im
Wachstum, in dem sie umgebenden Gewebe. Weiterhin fehlen subkutan induzierten Tumoren die

pramalignen Vorlduferldsionen, die durchaus immunologische Effekte aufweisen. Dies zeigt sich in
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einigen Tumormodellen z. B. durch eine unterschiedliche Infiltration von CD8 positiven Zellen
(GARBE ETAL. 2006, BOURQUIN ET AL. 2010). Dariiber hinaus standen fiir weitere Versuche
Tumorzelllinien zur Verfiigung, die aus diesem Tumor abgeleitet wurden. Beide verwendeten

Zelllinien (mGC-8 und mGC-3) stammten aus dem oben genannten Labor (NOCKEL ETAL. 2006).

3.1.4 Verwendete Geriite und Software

3.1.4.1 Gerite

Steril-Arbeitsplatz HERAsafe KS; Heraeus Holding GmbH
(Hanau, Deutschland)

Durchflusszytometer FACS Canto II; Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland)

ELISA und Fluoreszenz-Plattenleser Mithras LB 940 Multimode Microplate Reader;
BERTHOLD TECHNOLOGIES
GmbH & Co. KG (Bad Wildbad, Deutschland)

Eppendorf Pipetten Eppendorf Pipetten

Handdispenser Multipette® plus; Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

Inversmikroskop Axiovert 25 Zeiss Jena

Kiihlschrinke

MACS-Magnet mit Stinder QuadroMACS + MultiStand; Miltenyi Biotec
GmbH (Bergisch Gladbach, Deutschland)

MACS-Siulen LD-, LS- oder MS-Column; Miltenyi Biotec
GmbH (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Mikroliterpipetten Eppendorf Research®; Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Mikrozentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5417 R; Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Neubauer Zihlkammer Optik Labor Frischknecht (Balgach, Schweiz)

pH-Meter

Photometer NanoPhotometer, Implen GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Pipettierhilfe Easypet®; Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

RT-PCR- Gerit LightCycler 480II, Roche Diagnostics
Deutschland GmbH (Mannheim, Deutschland)

Tischzentrifuge

Vortex

Vortex Schiittler Vortex VF2; IKA®-Werke GmbH & Co. KG

(Staufen Deutschland)
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Vortex Schiittler

MS 3 basic; IKA®-Werke GmbH & Co. KG
(Staufen Deutschland)

Wirmeschrank BD 6220; Heraeus Holding GmbH (Hanau,
Deutschland)

Zentrifuge Multifuge 3L-R; Heraeus Holding GmbH
(Hanau, Deutschland)

3.1.4.2 Software

BIBUS OpenSource Zitierungssoftware unter GNU
General Public License, Free Software
Foundation, Inc. (Boston, USA);
http://bibus-biblio.sourceforge.net/

BKchem OpenSource Molekiil-Design Programm unter
GNU GPLv3

EXOR4 Datenbank fiir Lightcycler©480-Software 1.5
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

FACSDiva FACS-Plot Software, Becton Dickinson (San
Jose, USA)

FlowJo 7.6 FACS-Plot Software, Tree Star (Ashland, USA)

GNU Image Manipulation Program (GIMP)

OpenSource Grafik Software unter GNU
General Public License (http://www.gimp.org/)

Inkscape

OpenSource Vektorgrafik Software unter GNU
General Public License
http://www.inkscape.org/

Lightcycler© 480-Software 1.5

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

MikroWin 2000 Software fiir MithrasReader, Berthold
Technologies (Bad Wildbad, Deutschland)

OpenOffice OpenSource Office Program, Sun Microsystems
Inc., OpenOffice.org community

Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
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3.1.5 Sonstiges Material
Einweg Kunststoffsterilgut wie z. B. Zellkulturflaschen, Pipetten, FACS Réhrchen wurde bei

folgenden Firmen beschafft:

B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Bibby Sterrilin (Stone, Staffordshire, GroBbritannien )
Corning (Corning, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Falcon (Heidelberg, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Henke-Sass Wolf (Tuttlingen, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

3.2 Methoden

3.2.1 Tierversuche
In der Versuchstierhaltung wurden die Bestimmungen des Tierschutzgesetzes konsequent
umgesetzt. Die Tierversuche waren alle durch die Regierung von Oberbayern im Tierversuchsantrag

TVA 99/07 genehmigt.

3.2.1.1 Versuchstierhaltung

In einem Kifig wurden maximal acht Tiere zusammen in einem Kifig gehalten. Thr
gesundheitlicher Zustand wurde tdglich von ausgebildeten Tierpflegern sowie regelméfig von
wissenschaftlich erfahrenen Mitarbeitern kontrolliert. Hierbei wurde insbesondere auf
Verhaltensauffilligkeiten, Anzeichen von Stress, Fellbeschaffenheit sowie Tumorgréen geachtet.
Bei Erreichen eines Grenzparameters wurden die Méuse mittels zervikaler Dislokation sakrifiziert.
Die Tumorgrofle wurde dreimal pro Woche durch eine Schublehre ermittelt. Hierfiir wurde der
Tumordurchmesser parallel zur Korperoberflidche in den zwei groBten Tumordiagonalen vermessen.
Das daraus ermittelte Produkt ergab die Tumor Oberflache. Als maximale Tumorgro3e war eine

Fliache von 225 mm? festgelegt.

3.2.1.2 Tumorinduktion
Die notwendigen Tumorzellen wurden aus kultivierten Zelllinien gewonnen (siehe 3.2.2.4.1 ). Zur

Tumorinduktion wurden die Tumorzellen vom Boden der Kulturflaschen mit Hilfe eines
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Zellschabers gelost und durch eine gelbe Kaniile gespiilt um die Zellen zu vereinzeln. Die
Einzelzellsuspension wurde in PBS gewaschen und anschlieBend mit PBS auf die gewiinschte
Zellkonzentration eingestellt. Die Tumorinduktion selbst erfolgte durch die subkutane Injektion
dieser PBS-Tumorzellsuspension. Die Menge an Tumorzellen richtete sich nach der Tumorart, die
Injektionsmenge war auf 100 ul begrenzt. Bei den mGC-8 Zelllinien wurden pro Tumorinduktion
2x10° Zellen in 100 ul PBS aufgenommen und jeweils in die rechte Flanke injiziert. Bei der
Induktion von C26 Tumoren wurden dahingegen 2,5x10° Zellen in 100 ul PBS aufgenommen und

injiziert.

3.2.1.3 Organentnahme
Die Méuse wurden zunéchst durch Isofluran narkotisiert und anschlieend mittels cervicaler
Dislokation getttet. Um eine gewisse Sterilitit zu gewdéhrleisten, erfolgte anschlieend eine Fell-

Desinfektion mit 70 Vol.-% Isopropanol.

3.2.13.1 Milz

Bei der Milzentnahme wurde das Fell mit einer Schere linkslateral gespalten und das Peritoneum
eroffnet. Die Milz wurde mit zwei anatomischen Pinzetten stumpf vom umliegenden Fettgewebe
befreit und nach Durchtrennen des Lig. gastrosplenicum entnommen und in eisgekiihltes steriles

PBS iiberfiihrt. Die Vereinzelung der Milzzellen wird unter 3.2.2.1 beschrieben.

3.2.1.3.2 Knochenmark

Nach der Sakrifizierung wurden der Femur sowie die Tibia mit Zellstoff von Muskeln befreit.
Darauthin wurden die Epiphysen abgetrennt und das Knochenmark mit einer Spritze mit
aufgesetzter Kaniile mit PBS ausgespiilt. Das Knochenmark wurde anschlieBend durch ein 70um

BD-Nylon Sieb passiert und in PBS gewaschen.

3.2.1.3.3 Tumor

Die Entnahmestelle wurde mit 70% Isopropanol desinfiziert und anschlieBend der subkutane Tumor
zirkuldr exzidiert. Je nach Untersuchung wurde nur der Tumor ohne Haut exzidiert. Hierfiir wurde

die Haut gespalten und der Tumor mit Kapsel ausgeschilt.
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3.2.1.4 Adoptiver Zelltransfer

Bei adoptiven Transferexperimenten wurde die Maus zunédchst mit Isofluran narkotisiert.
AnschlieBend wurde das Nackenfell der Maus nach kaudal gespannt, sodass es zu einem
Exophthalmus (hervortreten der Augen) kam. Anschlieend wurden die Zellen langsam in den
retroorbitalen Venenplexus mit Hilfe einer Insulinspritze injiziert. Bei dem adoptiven Transfer

wurden 4,5%* 10° Zellen ibertragen.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Gewinnung der Splenozyten

Alle Experimente bei denen die Zellen anschlieend kultiviert wurden fanden ab der
Organexplantation unter sterilen Bedingungen statt. Hierfiir wurden s@mtliche nachfolgenden
Arbeiten unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Zur Gewinnung einer Splenozyten-Zellsuspension
wurde die Milz durch ein 40 pm Nylon-Zellsieb passiert. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde
das Pellet je nach Grofle mit 2 bis 3 ml Erylyse fiir zwei Minuten lysiert um die Zellsuspension von
Erythrozyten zu befreien. Der Lysevorgang wurde mit 50 ml PBS gestoppt. Die Splenozyten
wurden darauthin bei 400 m/s” fiir 7 Minuten herunterzentrifugiert und der Uberstand dekantiert.
Das Zellpellet wurde danach noch einmal mit 5 ml PBS gewaschen und fiir die nachfolgenden

Experimente auf den jeweiligen Puffer eingestellt.

3.2.2.2 Isolation der MDSCs
Zur Isolation der einzelnen MDSC Fraktionen wurde vorwiegend das sogenannte ,,mmagnet acquired
cell sorting” (MACS) Verfahren verwendet. Beim MACS werden Zellen zunichst an einen
primiren Antikorper gebunden, an dem einen magnetischen Partikel gebunden ist. Als weitere
Moglichkeit steht die Bindung eines sekundiren Partikel-gekoppelten Antikorpers an einen
Primiren Biotin-gekoppelten Antikorper zu Verfiigung. Die Partikel-gekoppelten Antikorper
wurden von der Firma Miltenyi bezogen. Die Mikropartikel bestehen aus Eisenoxid, welches dem
Antikorper ferromagnetische Eigenschaften verleiht. So konnen Partikel-gekoppelte Zellen in einem
Magnetfeld zuriickgehalten werden. Diese sogenannten Mikrobeads benotigen fiir eine effektive
Aufreinigung ein Magnetfeld mit sehr hohen Feldstidrken. Um dieses zu erzeugen, werden die
Partikel-gekoppelten Zellen iiber eine Sdule aufgereinigt, die mit ferromagnetischen Kiigelchen
gefiillt ist. Diese Partikel leiten das extern angelegte Magnetfeld fast verlustfrei weiter. Die
Zellsuspension wird in einem Puffer iiber die Saulen gespiilt. Als Durchlauf bezeichnet man dann
den Teil der Zellen, der trotz anliegendem Magnetfeld die Sdulen frei passiert. Dagegen befinden

sich im Eluat die Zellen, die in der Sdule durch das magnetische Feld in der Séule zuriickgehalten
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und mit einem Stempel und 5 ml MACS Puffer aus der Saule gespiilt werden, nachdem der Magnet

entfernt worden ist (Abbildung 2).

Prinzip des ersten MACS Schrittes
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Abbildung 2: Prinzip der MACS-Aufreinigung (erster Schritt der MDSC
Anreicherung). Splenozyten werden zundichst von Erythrozyten mittels Erylyse befreit.
Anschliefiend erfolgt die Bindung der magnetischen Partikel. Im ndichsten Schritt
werden die Zellen iiber eine magnetische Sdule in zwei Fraktionen getrennt. Dies
geschieht durch ausspiilen der Partikel-freien Zellen und anschlieffendem Eluieren der
in der Sdule zuriickgehaltenen Zellen.

Die Aufreinigung der MDSCs erfolgte in mehreren Schritten. Im Folgenden ist eine Aufreinigung

von 10® Splenozyten beschrieben:

Die Splenozyten wurden wie oben beschrieben isoliert und auf eine Konzentration von 5x10®
Zellen/ml auf MACS Puffer eingestellt und mit je 100 ul Partikel-gekoppelten Anti - CD19 und
Anti-CDl11c Ak fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Mit dieser Negativselektion wurden B-Zellen
und dendritische Zellen depletiert. Spéter wurde dieser Schritt um eine CD3 Negativselektion
erweitert. Hierzu wurden die T-Zellen als erstes mit einem Biotin gekoppelten Anti - CD3¢e Ak

markiert und anschlieBend mit einem Partikel gekoppelten Anti - Biotin - Antikorper magnetisch
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markiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 6 ml MACS-Puffer gewaschen, in 500 ul
MACS-Puffer resuspendiert und auf eine im magnetischen Feld befindlichen MACS-Siule
gegeben, die 15 Minuten mit MACS-Puffer vorinkubiert wurde. Diese Vorinkubation sollte die
unspezifische Zelladhdsion in der Saule durch das im MACS Puffer enthaltene FCS verringern. Der
erste Durchlauf (im Folgenden als DO bezeichnet) wurde in einem eisgekiihlten Falcon-Gefil3
aufgefangen. Die Sdule wurde noch dreimal mit 3 ml MACS Puffer gespiilt, um alle nicht
markierten Zellen zu entfernen. Die in der Siule befindlichen Zellen wurden fiir die nachfolgende
durchflusszytometrische Kontrolle eluiert (EO). Im zweiten Schritt wurden die PMN-MDSCs
isoliert. Dafiir wurde der Durchlauf DO mit 50 ul anti-Ly6G-Biotin gekoppeltem Antikorper fiir 10
Minuten bei 4 °C inkubiert. Als sekundirer Antikdrper wurde nach der Inkubation 150 ul MACS
Puffer und 100 pl Anti-Biotin-Microbead Antikdrper zugegeben und fiir weitere 15 Minuten bei 4
°C inkubiert. Vor der Aufreinigung iiber eine MACS Séule wurden die Zellen in 10 ml MACS
Puffer gewaschen. Der folgende Aufreinigungsschritt war identisch mit dem ersten. Man erhilt das
Eluat E1, in dem die PMN-MDSC angereichert sind, und den Durchlauf D1, aus dem im néchsten
Schritt die MO-MDSCs aufgereinigt wurden. In diesem letzten Schritt wurden die MO-MDSCs
angereichert. Die Zellen in D1 wurden, wie im Schritt zwei beschrieben, gewaschen und mit Biotin-
Anti-Grl Antikorpern fiir 10 Minuten bei 4 °C und anschlieend mit Anti-Biotin-Antikérpern fiir 15
Minuten bei 4 °C inkubiert. Der Grl-Antikorper zeigt eine Kreuzreaktion mit Ly6G und Ly6C, so
dass im Eluat alle restlichen MDSCs, aber vor allem die MO-MDSCs angereichert wurden. Man
erhélt D2 und E2 (siehe Abbildung 3).

Von den Splenozyten, von samtlichen Diluaten und Eluaten wurden Proben fiir eine
durchflusszytometrische Qualitdtskontrolle entnommen. In diesen routinemiBigen FACS Kontrollen
wurden in der Regel die Oberfldachenantigene Grl, CD11b, Ly6C, Ly6G, CD 11c, B220 und CD3
gefirbt, um die einzelnen Aufreinigungschritte zu iiberwachen und um unerwiinschte

Zellkontaminationen in der spateren Auswertung beriicksichtigen zu konnen.
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Abbildung 3: Schema der MDSC-Aufreinigung (idealisiert)

Der Vorteil dieser Methode liegt in der breiten Verfiigbarkeit aufgrund der geringen apparativen
Investitionskosten, der hohen Zellausbeute und einer geringeren mechanischen Belastung als beim
FACS Sort. Zudem ist sie methodisch relativ einfach in ihrer Durchfiihrbarkeit. Der Nachteil ist
allerdings, dass man die Zellen nur anreichern kann, aber nie eine Reinpopulation erhélt. Zudem
dauert die Aufreinigung verhdltnisméBig lange, was zur Folge hat, dass die Zellen zwangslaufig

einem oxidativen Stress ausgesetzt werden.

3.2.2.3 T-Zell Aufreinigung
Die T-Zellen wurden mit Hilfe des ,,Mouse T Cell Negativ Isolation Kit* von Invitrogen isoliert.

Hier wurde als Aufreinigungsmethode die Negativselektion gewihlt bei der alle Zellen auf3er den T-
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Zellen weggefangen werden. Dies hat den Vorteil, dass eine Aktivierung der T-Zellen durch
Antikorper, die an Oberflidchenrezeptoren der T-Zelle binden wiirden, vermieden wird. Dafiir
wurden die Splenozyten wie unter 3.2.2.1 beschrieben isoliert. Fiir die erste Antikorper-Inkubation
wurden die Splenozyten auf eine Konzentration von 10°® Zellen/ml in Dynal Puffer eingestellt. Um
die Rate an unspezifischen Antikorperbindungen zu verringern, wurde die erste Inkubation mit einer
erhshten die FCS Konzentration von ca. 20 Vol.-% durchgefiihrt. Daraufhin wurden pro 107 Zellen
20 pl einer Antikorper-Mischung hinzugefiigt und bei 4 °C im Kiihlschrank fiir 20 Minuten
inkubiert. Die Antikorpermischung bestand aus einer Kombination von Anti-CD45R (gegen B-
Zellen gerichtet), Anti-CD11b (vor allem gegen myeloide Zellen), Anti-Ter119 (gegen erythroide
Zellen) und Anti-CD16/32 (gegen FC Rezeptor/B-Zellen) Rattenantikdrpern. Wéhrend der
Inkubationszeit wurden fiir 10’ Zellen 200 ul Dynabeads, die mit polyklonalen Schaf-anti-Ratten
Ak gekoppelt waren, gewaschen um ungebundene Ak zu entfernen. Hierfiir wurden die Partikel 1:1
(v/v) mit Dynal Puffer verdiinnt. Danach wurde die Partikel-Suspension fiir zwei Minuten an einen
Permanentmagneten gehalten und die Fliissigphase abgenommen. Die zuriickgehalten Partikel
wurden auf das Ausgangsvolumen mit Dynalpuffer eingestellt, von dem Magneten entfernt und
resuspendiert. Die inkubierten Splenozyten wurden mit 2 ml Dynal Puffer/10” Zellen verdiinnt, bei
300 m/s® 8 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 800 ul/10’
Zellen resuspendiert und mit 200 ul gewaschenen Partikel fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Zellen mehrere Male mit einer 1000 ul Eppendorf-Pipette
aufgenommen, um etwaige Zelladhdsionen zu 16sen. Diese Suspension wurde 1:1 (v/v) mit
Dynalpuffer verdiinnt und in einem Tube fiir 2 Minuten an einen Magneten gehalten. Der

Uberstand, der die T-Zellen enthielt, wurde abgenommen und in ein neues Tube iiberfiihrt.

3.2.2.4 Zellkultur

Samtliche Arbeiten fiir die Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank mit
Einwegsterilgut durchgefiihrt. Fiir Zellkulturmedien wurden vorgefertigte RPMI oder DMEM
Medien mit Zusétzen erweitert (siehe 3.1.1 ). FCS wurde in 50 ml Aliquots bei 56 °C fiir 30
Minuten hitzeinaktiviert um hitzelabile Viren und Mycoplasmen zu dezimieren. Die Inkubation der
Zellkulturen erfolgte in einem Heraeus Brutschrank unter konstanten Bedingungen bei 36 °C, 96%
relative Luftfeuchtigkeit und 5% CO,. Die Zellkulturen wurden regelméBig im Lichtmikroskop auf
Wachstum und bakterielle Dekontamination hin untersucht. Die Zellzéhlung erfolgte in einer
Neubauer-Zihlkammer unter einem inversen Lichtmikroskop. Dabei wurden mit Hilfe einer

Trypanblaufiarbung tote Zellen von der Zahlung ausgeschlossen.
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3.2.24.1 Tumorzelllinien und ihre Verarbeitung

Tumorzelllinien wurden in Zellkulturflaschen geziichtet. Die Zellen wurden dabei unter konstanten
Bedingungen bei 36 °C und einer Atmosphére mit 96% rel. Luftfeuchte und 5% CO, gehalten. Die
Zelllinien wurden regelméBig lichtmikroskopisch auf Konfluenz und Kontamination kontrolliert.
Bei einer Konfluenz von circa 90% wurde die Kultur gesplittet. Hierfiir wurden die Zellen mit
einem Scraper vom Flaschenboden abgelost und mit Hilfe einer Spritze und einer gelben Kaniile
vereinzelt. Die Zellen wurden in ein 50 ml Falcon Tube iiberfiihrt und bei 400 g fiir 7 Minuten bei 4
°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Medium durch frisches ersetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen auf neue Zellkulturflaschen verteilt. Um sicher zu stellen, dass es
nicht zu einer Kontamination mit Mycoplasmen kam, wurden die Zelllinien regelmafig einem

Mycoplasmentest der Firma Lonza unterzogen.

SV40 korrespondierende Zelllinien

Sowohl die mGC-3 als auch die mGC-8 sind neoplastische Zelllinien, die aus induzierten
Magentumoren weiblicher SV 40 Miusen stammen (siehe auch Kapitel 3.1.3.1). Da SV 40 Miuse
einen C57BL/6 Hintergrund besitzen, wurden auch die korrespondierenden Zelllinien in C57BL/6
Mausen induziert. Die Zucht erfolgte wie oben beschrieben. Bei den mGC-8 Tumorzellen wurden
allerdings nur 80% des Mediums ersetzt, um Zytokine beizubehalten und um das Tumorwachstum

zu optimieren. Bei einer Zellpassage wurden die Zellen auf zwei Zellkulturflaschen aufgeteilt.

C26

Die C26 Colon-Karzinom-Zelllinie leitet sich von einem durch rektale Injektion mit
Methylnitrosoharnstoff induzierten Grad IV Colonkarzinom ab (CORBETT ETAL. 1975). Das C26
Modell stellt ein schon gut etabliertes und breit verwendetes Tumormodell mit Balb/c Hintergrund
dar. Die Zellen wurden bei der Zucht bei jeder Passage auf 5 Zellkulturflaschen verteilt und das

Medium entsprechend auf das Zielvolumen von 20 ml pro Kulturflasche erginzt.

3.2.24.2 Kryokonservierung

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zelllinien wie unter 3.2.2.4.1 beschrieben expandiert. Die
Zelllinien wurden vor der Kryokonservierung auf Mycoplasmen hin untersucht und bei negativem
Testergebnis (Mycoplasmenausschluss) fiir die Kryokonservierung freigegeben. AnschlieSend
wurden die Zellen einmal in PBS gewaschen um Zelldebris abzutrennen. Die Zellen wurden auf
eine Konzentration von 107 Zellen/ml auf das zugehorige Zelllinienmedium eingestellt. Pro
Kryotube wurde 1 ml Zellsuspension tiberfiihrt. Darauthin wurde die Suspension mit Kryomedium

(20%DMSO, 80% FCS) 1:1 verdiinnt mit der Eppendorf Pipette kurz durchmischt und sofort in
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einem -80 °C Kiihlschrank eingefroren. Nach 15 Stunden wurden die Zellen fiir die

Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff tiberfiihrt.

3.2.2.5 MDSC Hemmversuche durch Kokultivierung
Wihrend der Hemmversuche wurden die MDSCs, soweit nicht anders angegeben, in 96-well
Platten mit den Zielzellen kokultiviert. Fiir die Bestiickung der Platten wurden die Eluate so lange
in MACS Puffer auf Eis gestellt, bis das letzte Eluat aufgereinigt war. Erst dann wurden alle Eluate
gemeinsam auf T-Zell Medium eingestellt und auf die Platten verteilt. Dies war notwendig, um
einen Bias durch unterschiedlich lange ,,Hungerperioden‘ zu vermeiden. Die Zellsuspensionen
wurden zur Plattenbestiickung einzeln mit einer Eppendorf-Pipette in die Wells pipettiert, da dies
die genaueste und gleichzeitig flexibelste Methode ist. Multistepper wurden hierfiir in
Reihenuntersuchungen als zu ungenau befunden. Wihrend der Pipettierung wurden die Zellen in
dem Vorratsgefidl standig geschwenkt um eine Sedimentation zu verhindern. Zudem wurde nach
jedem Pipettiervorgang die Spitze gewechselt, um ein gleichmifBiges Pipettieren zu gewihrleisten
und eine Kreuzkontamination zu verhindern. Es wurden pro Well maximal 200 000 Zellen in 200 ul
Medium kultiviert. Die verschiedenen Zellsuspensionen wurden in die Wells verteilt und
anschlieend mit TZM auf 200 pl aufgefiillt. Zum Schluss wurden die Zellen, soweit nicht anders
vermerkt, gemeinsam mit CD3/CD28 Beads aktiviert. Diese Vorgehensweise wurde gewéhlt, da sie
eine Aktivierung durch dendritische Zellen imitiert und so der natiirlichen Stimulation ndher kommt
als eine Aktivierung iiber CD3-Ak oder Zytokine. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass das
Experiment mit diesen Beads ,,gestartet* werden konnte und somit ein gleichzeitiger Start aller
Bedingungen im Experiment erfolgte. Die Zellen wurden anschlieend in der Regel fiir 48 Stunden
inkubiert. Erst dann erfolgte der Readout oder eine BrdU Zugabe (siehe 3.2.4.2 ). Samtliche Werte
wurden mindestens als Tripletts und, wenn es die Zellzahlen zulieen, als Verdiinnungsreihen

angelegt, um etwaige Schwankungen und Fehlerwerte zu ermitteln.

3.2.3 Immunologische Methoden
3.2.3.1 FACS

FACS (engl.: fluorescence activated cell sorting) ist eine Methode, mit der Zellpopulationen auf
Oberflachenmarker hin untersucht werden konnen. Vorteil ist eine hohe Flexibilitiat sowie ein hoher

Zell-Durchsatz bei der Untersuchung.

3.2.3.1.1 Prinzip der Durchflusszytometrie und des Zellsorting

Die erste fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie wurde 1968 von Wolfgang Gohde an der

Universitdt Mainz unter dem Namen Impulszytophotometrie entwickelt (DITTRICH & GOHDE
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1968). Das Messprinzip hat sich seit dem nicht geindert. Zellen (bzw. Partikel) werden zunichst
mit fluoreszierenden Farbstoffen angefirbt. AnschlieBend wird die Zellsuspension mit Hilfe eines
laminaren Mantelstroms in einen (idealerweise) ein-Zell breiten Strahl auseinandergezogen, sodass
die Zellen einzeln nacheinander einen Laserstrahl durchlaufen. Dieser besitzt eine Wellenldnge im

Exzitationsbereich des Fluorochroms und regt dieses an. Es werden folgende Messwerte ermittelt:

FSC: Der FSC (engl. forward scatter) oder das Vorwirtsstreulicht entsteht durch Beugung an der
Zelle und wird bei fast 180° beziiglich des Laserstrahleinfalls gemessen. Diese Vorwértsstreuung

korreliert mit der Zellgrofe.

SSC: Der SSC (engl. side scatter) oder die Seitwértsstreuung wird durch Brechung und Reflexion

an subzelluldren Strukturen gebildet. Sie ist ein MaB fiir die Granularitit einer Zelle.

Uber diese zwei GroBen wird eine Vorauswahl bzgl. GroBe und Granularitit getroffen. Zu kleine
Partikel (Zelltriimmer, etc.) werden iiber den FSC vom Durchflusszytometer nicht erfasst, um
Rechenleistung zu sparen. Die Granularitét diente zudem in unseren Messungen als Kontrolle, ob es
sich um granulédre Zellen wie PMN-MDSCs handelt. Zudem bietet ein FSC-SSC Diagramm

Hinweise auf Fehlerquellen wie Dublettenbildung.

Die dritte Grof3e, die bei der Passage durch den Laser ermittelt wird, ist die Fluoreszenz, die von
gefirbten Zellen emittiert wird. Dieses Fluoreszenzspektrum wird mit einem dichroitischen
Filtersystem und nachgeschaltetem schmalbandigen Interferenzfilter in die verschiedenen
farbstofftypischen Spektralbereiche geteilt. So konnen auf einem Partikel mehrere Fluorochrome

gleichzeitig gemessen werden, ohne dass es zu wesentlichen Helligkeitsverlusten kommt.

Mehrere Farbstoffe machen eine Kompensation notwendig, da sich die Spektren einiger Farbstoffe
tiberlappen. Dafiir werden vor der eigentlichen Messung Messwerte mit Einzelfarbungen ermittelt.
Anhand dieser Einzelfirbungen kann die Software die Uberschneidungen ermitteln und

mathematisch kompensieren.

Der Durchflusszytometer, der fiir diese Dissertation verwendet wurde, war der FACS Canto II der
Firma Becton Dickinson. In unserer Laborkonfiguration war er mit drei Lasern und acht

Fluoreszenzkanilen ausgestattet.

Durchflusszytometrie und FACS werden oft als Synonyme verwendet, wobei ein FACS ein
Durchflusszytometer mit anschlieBender Sortiereinheit darstellt. Dahingegen kann ein
Durchflusszytometer nur messen. In dieser Dissertation werden im nachfolgenden

Durchflusszytometer und FACS als Synonym verwendet. Die Zellsortierung mittels FACS wird als
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»FACS-Sort* bezeichnet. Abbildung 4 zeigt das Prinzip der Durchflusszytometrie.
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_‘\
I
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Abbildung 4: Prinzip der Durchflusszytometrie. A: Probenstrom und Mantelstrom sind getrennt, die
Zellen sind z.T. noch nebeneinander. B: In der Mischkammer zieht der laminare Mantelstrom den
Probenstrom auseinander, sodass die Zellen hintereinander liegen. Die Zellen passieren so einzeln
den Laser. C: im Messbereich regt der Laser die Fluorochrome die iiber Antikérper an die Zelle
gebunden wurden an. Das emittierte Licht wird vom Fluoreszenzdetektor gemessen. Des Weiteren
erfolgt die Messung vom FSC und 90° zum einfallenden Laserstrahl die Messung des SSC.

3.2.3.1.2 Probenvorbereitung

Fiir die Durchflusszytometrie sind Einzelzellsuspensionen erforderlich, die aus unterschiedlichen

Geweben wie Milz, Tumor oder Blut gewonnen wurden. Meist wurden Splenozyten aus Miusen
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untersucht. Hierfiir wurde die Milz durch ein Nylonsieb mit einer Maschenweite von 40 um passiert
und gespiilt. AnschlieBend wurde die Suspension abzentrifugiert und im Pellet die Erythrozyten,
wie unter 3.2.2.1 beschrieben, lysiert. Blut wurde im Gegensatz zu der Milzzellensuspension zwei
Mal fiir 10 Minuten lysiert. Tumore wurden fiir die FACS-Analyse zundchst mit Schere und
Skalpell mechanisch zerkleinert und anschlieend mit Trypsin/DNAse fiir 30 Minuten bei 36 °C im
Brutschrank verdaut. Die Zellsuspension wurde anschlieend zuerst durch ein 70um und dann ein
zweites Mal durch ein 40um Nylonsieb passiert und gespiilt. Splenozyten und Blutzellen wurden
nach den Firbetechniken direkt durchflusszytometrisch analysiert. Tumorzellen wurden dahingegen
direkt vor dem FACSen noch einmal durch ein Nylonsieb 40um gespiilt um Dubletten zu vereinzeln

und einem Verstopfen des FACS-Gerites vorzubeugen.

3.2.3.1.3 Oberfliachenfiarbung

Pro FACS-Tube wurden ca. 5x10° bis 10° Zellen gefiirbt. Diese Zellen wurden pelletiert und
anschlieBend in 100 ul FACS Férbe-Puffer resuspendiert. Es wurden nun pro Tube je 0,5 ul je
Antikorper hinzugefiigt und kurz gevortext. Die Inkubationszeit fiir Oberflichenfirbung betrug 30
Minuten bei 8 °C. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal in FACS Farbepuffer

gewaschen, um iiberschiissige Ak zu entfernen und den Firbevorgang zu stoppen.

3.2.3.1.4 ROS Firbung

Bei der ROS-Firbung handelt es sich um eine Methode mit der reaktive Sauerstoffradikale
nachgewiesen werden konnen. Das Prinzip beruht auf einem Fluorescein-Esterderivat, das als
Reduktionsmittel dient. Das Ausgangsmolekiil besitzt ein schmales Absorptionsspektrum mit einem
Maximum bei circa 250 nm. Es liegt damit au3erhalb der Anregungsfrequenz des FACS-Lasers fiir
den FITC Kanal (488 nm). Der Farbstoff gelangt durch Diffusion in die Zelle und wird dort durch
intrazellulédre Esterasen gespalten. Mit der Abspaltung der Estergruppe steigt der Oktanol/Wasser
Verteilungskoeffizient, und der Farbstoff kann nicht mehr so leicht aus der Zelle herausdiffundieren.
Der nun intrazelluldr "gefangene" Farbstoff kann durch reaktive Sauerstoffradikale, wie
beispielsweise OH, H,O,, HO etc., oxidiert werden. Durch diese chemische Modifikation bildet
sich der messbare Farbstoff aus (siehe Abbildung 5), indem sich das Absorbtionsmaximum von 250
nm auf ca. 490 nm verschiebt (INVITROGEN 2006). Das Emissionsmaximum liegt nun bei 530

nm. Es kann mit einem Durchflusszytometer in FITC Konfiguration detektiert werden.

Bei der ROS Firbung wurde das zu untersuchende Organ zunéchst in eine Einzelzellsuspension
aufgebrochen. Die Zellen wurden in T-Zell Medium aufgenommen und entsprechend den

Einzelfirbungen auf FACS Tubes verteilt. Es wurde nun CM-H,DCFDA in einer Endkonzentration
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von 2,5 uM zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei 36 °C im Brutschrank. Nach der
Inkubation wurden die Zellen gewaschen und anschlieend mit Ak gegen Oberflidchenproteine, wie

oben beschrieben, weiter gefarbt.

Ein Storfaktor dieser Methode liegt in der extrazelluldren Oxidation des Farbstoffes. Dies fiihrt zu
einem Anstieg des Hintergrundsignals und verschlechtert damit die Diskriminationsméglichkeit
zwischen Positiv- und Negativsignal. Dies wurde zum einen dadurch vermindert, dass der Farbstoff
immer frisch angesetzt und dann sofort fiir die Firbung eingesetzt wurde. Zum anderen wurde der
Farbstoff auB3erhalb der eigentlichen Zellfarbung auf Eis und unter Ausschluss von direktem Licht
verarbeitet. Zudem galt es Zellstress zu vermeiden um kein falsch positives Signal zu erzeugen. Aus
diesem Grund wurde die Fiarbung in normalem T-Zellmedium durchgefiihrt, da die Inkubation in
PBS iiber Hungerstress zur Bildung von Sauerstoffradikalen fiihrte. Ein weiteres Problem stellte die
extrazellulidre Spaltung der Estergruppe des ROS Farbstoffes dar. Normalerweise liegt der Farbstoff
extrazelluldr verestert vor. Hierdurch ist dieser lipophil und kann die Zellmembran passieren.
Intrazellulidr werden dann durch Esterasen diese Gruppen abgespaltet, der Farbstoff wird
hydrophiler und ist in der Zelle gefangen, da eine Membranpassage nicht mehr moglich ist. Bei
einer extrazelluldaren Abspaltung der Esterasen verliert der Farbstoff zu friih die lipophilen
Eigenschaften und kann nicht mehr in die Zelle eindringen, was zu einem niedrigeren Signal bei der
Messung fiihrt. FCS enthilt zwar Esterasen, aber auf dessen Zugabe wurde trotzdem nicht
verzichtet, um Zellstress zu minimieren. Die Signalstérke stellte unter diesen Bedingungen kein

Problem dar.
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Abbildung 5: Schema der 5-chloromethyl-H2DCFDA-Aktivierung durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS): Der Farbstoff diffundiert passiv in die Zelle. Intrazelluldr wird er durch Esterasen gespalten
und ,,gefangen “, da die Estergruppen fiir die Diffusion tiber die Membran notwendig sind. Im
dritten Schritt aktivieren ROS den Farbstoff und bewirken hierbei eine Verschiebung der
Absorptionsspektren.

3.2.3.1.5 Topro-3 Farbung

Mit dieser Methode konnen spétapoptotische Zellen angefarbt werden. Topro-3 ist ein Farbstoff der
Cyanin-Familie, der eine intakte Zellmembran nicht iiberwinden kann. Bei spdtapoptotischen Zellen
verliert diese ihre Integritét. Sie wird fiir den Farbstoff permeabel und die DNA im Zellkern kann so
durch Topro-3 angeféarbt werden. Die Topro-3 Féarbung wurde erst ca. 1 Minuten vor der FACS
Analyse durchgefiihrt, da der Farbstoft selbst toxisch ist und eine zu lange Farbeperiode das

Ergebnis durch Apoptoseinduktion verfalschen wiirde.

3.2.3.1.6 Kompensationsfirbung

Fiir die Kompensationsfarbung wurden entweder Einzelfarbungen mit Zielzellen durchgefiihrt oder
Kompensation-Beads verwendet. Die Oberflichen- und Toproeinzelfirbung wurde wie oben
beschrieben durchgefiihrt. Bei der Verwendung von Antikorpern zur Oberfldchenféarbung bestand
eine weitere Moglichkeit fiir die Kompensation, die vor allem verwendet wurde wenn aufgrund
experimenteller Bedingungen nur wenig Zellen zur Verfiigung standen oder das Zielmolekiil nur
schwach exprimiert war. Dabei handelt es sich um Kompensation-Beads. Dies sind mit Anti-Ratte-

Antikorper gecoatete Beads, an die FACS Antikorper gebunden werden kdnnen. Die Beads wurden
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wie im Herstellungsprotokoll angegeben gefirbt. Pro Einzelfirbung wurden 10 pl je
Beadsuspension verwendet. Nachteil dieser Beads war, dass sie im Gegensatz zu Zellen keine

Eigenfluoreszenz besitzen.

Die ROS-Einzelfirbung wurde wie folgt durchgefiihrt: Splenozyten wurden in PBS und unter
Zugabe von PMA (30ng/ml PBS) 30 Minuten bei 36 °C inkubiert. Durch den Stimulus und die
Mangelbedingungen wurde ein starker Zellstress ausgelost, der durch massive Radikalbildung ein
stark positives Signal zur Folge hatte. Vor der Durchflusszytometrie wurden noch ungefirbte Zellen
in einem Verhéltnis von 1:1 zugegeben, damit eine negative und eine positive Population fiir die

Kompensation zur Verfiigung standen.

3.2.3.1.7 Fixierung von Zellen

Bei Experimenten, bei denen aus logistischen Griinden eine ziigige durchflusszytometrische
Analyse nicht moglich war, wurden die Proben fixiert. Diese Vorgehensweise wurde gewihlt, um
eine einheitliche Ausgangssituation fiir das Experiment zu erzielen. Die Fixierung wurde mit einer
Formaldehydlésung durchgefiihrt, welche durch die Zugabe von Paraformaldehyd in Wasser
hergestellt wurde. Unter Erhitzen zerfallt Paraformaldehyd zu Formaldehyd. Die Zellsuspension
wurde mit dieser 2% Formaldehyd Stammlosung 1:1 verdiinnt. AnschlieBend wurden die Zellen im
Kiihlschrank aufbewahrt und schnellstmdoglich untersucht. Die Formaldehydlosung bewirkt eine
Denaturierung von Proteinen. Durch diesen Prozess wurden die Zell-Antikorper-Verbindungen
fixiert und fiir ldingere Zeit stabilisiert. Ein Nachteil war, das sich der FSC und der SSC verinderte,
was einen direkten Vergleich mit anderen Experimenten erschwerte. Aus diesem Grund musste ein
Experiment entweder komplett fixiert oder unfixiert durchgefiihrt werden. Weiter musste beachtet
werden, dass eine Fixierung nicht bei allen Farbungen moglich war. Zum Beispiel musste bei der
Verwendung von ROS Farbstoffen immer mit unfixierten Zellen gearbeitet werden, da eine
Fixierung iiber die Bildung von Radikalen zwangsweise mit einer Aktivierung des Farbstoffes
einhergegangen wire. Topro Firbungen waren ebenso nur mit unfixierten Zellen moglich, da diese

fiir die negative Population vitale Zellen voraussetzt.

3.2.3.1.8 Gating Strategie der MDSCs

Die MDSCs wurden wihrend der Auswertung der FACS Analysen mittels folgender Gatingstrategie
ermittelt (Abbildung 6). Nach Kompensation mittels Einzelfarbungen wurde zunéchst iiber den
FSC-SSC Plott ein Life-Gate gewdihlt um tote Zellen und kleine Partikel auszuschlieBen. Dieses
Lifegate wurde einmalig mit einer Topro-3 Firbung ermittelt. AnschlieBend wurden die gesamt

MDSC:s iiber die Oberflichenmarker CD11b+ GR1+ selektiert. Dieses Subgate wurde anschlieBend
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in einem Ly6C-Ly6G Plott dargestellt um die PMN- und MO- MDSCs Populationen auf zu trennen.

Diese wurden dann z. B. mittels Histogramm Analysen auf Aktivitditsmarker weiter untersucht.
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Abbildung 6: Graphische Darstellung eines exemplarischen Experiments um eine
Subgruppenanalyse des MDSCs durchzufiihren. Es wurde zundchst mit einem Lifegate tote Partikel
und Zellbruchstiicke im FSC-SSC Blot ausgeschlossen. Anschlieffend wurden die MDSCs als GR-1/
CD11b doppel-positive Zellen selektiert. Die MDSCs wurden daraufhin tiber die
Oberflichenmarker Ly6G und Ly6C in die MDSCs Subgruppen PMN- und MO-MDSCs unterteilt.

3.2.3.2 ELISA

ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) ist eine Methode, mit der spezifische polyvalente
Antigene (in der Regel Proteine) quantitativ nachgewiesen werden konnen. In dieser Arbeit wurden
kommerziell erhéltliche ELISA-Sets von BD verwendet. Der Primérantikdrper (oder auch capture

antibody) wurde in coating-Puffer verdiinnt und iiber Nacht an eine hochadhésive 96-well
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Mikrotiterplatte gebunden. Die Inkubationstemperatur betrug 4 °C. Je nach ELISA-Set wurden den
Vorgaben des Herstellers entsprechend verschiedene coating-Puffer verwendet. Der
Primédrantikdrper wurde entfernt und die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend
wurden die iibrig gebliebenen Bindungsstellen an der Mikrotiterplatte mit Assay Diluent abgedeckt
und bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert, sodass die unspezifische Bindung von Proteinen
vermindert wurde. Nach diesem sogenannten Blockierungsschritt wurde die Mikrotiterplatte
wiederum dreimal mit Waschpuffer gespiilt und die Wells mit den Proben, meist
Zellkulturiiberstdnden, und dem Standard bestiickt. Die nachfolgende Inkubationszeit von zwei
Stunden war ndtig, um das Zielprotein an den Primérantikorper zu binden. Nach diesem Schritt
wurde die Platte fiinf Mal gewaschen und die Mikrotiterplatte fiir eine Stunde mit dem
Sekundéranitkorper inkubiert. An diesen Antikorper wurde in dem gleichen Schritt {iber eine
Streptavidin-Biotin Verbindung eine Meerrettichperoxidase (HRP) gebunden. AnschlieBend wurden
die Wells sieben Mal gewaschen und mit Substrat aus Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid
gefiillt. Die Reaktion wurde mit zweinormaler Schwefelsidure abgestoppt, wenn die ersten vier
Standards sichtbar wurden. Das Auslesen erfolgte bei 450 nm im Mithras Reader, die Datenanalyse
mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms, das die Standardkurve abschnittsweise analysierte

und entsprechend in der Auswertung beriicksichtigte.

3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 RT-PCR
Die RT-PCR (real-time PCR) ist eine Methode mit der DNA und indirekt RNA oder mRNA
quantitativ und qualitativ nachgewiesen werden kdnnen. Das Prinzip beruht auf der Polymerase-
Kettenreaktion. In diesem speziellen Fall definieren zwei flankierende Primer ein kurzes Stiick
cDNA, das wéhrend der RT-PCR amplifiziert wird. Innerhalb dieses sequenzierten Teils bindet eine
Sonde aus sogenannter ,,/ocked nucleic acid. Hierbei handelt es sich um einer speziellen Art von
RNA, bei der die Konformationsisomerie durch Einfiigen eine Ethergruppe zwischen dem 2' und 4'
Kohlenstoffatoms des Riboseringes festgelegt ist (siche Abbildung 7).
Durch diese Anderung wird die Schmelztemperatur eines
Nukleinsdurehybrids stark erhoht, was ein sehr kurzes Design der
Sonde erlaubt. Die LNA Sonden arbeiten nach dem Prinzip des ©0-
sogenannten ,.fluorescence resonance energy transfer (FRET).

Dafiir sind die Sonden mit zwei Fluorochromen (F1 und F2)

ausgestattet, wobei das Emissionsspektrum des ersten

Fluorochroms (F1) sich mit dem Absorptionsspektrum des

zweiten (F2) tiberschneidet. Dadurch wird die Fluoreszenz des Abbildung 7: Strukturformel

des Phosphat-Ribosederivat-
40 Riickgrads der LNA



ersten Fluorochroms (F1) unterdriickt, da das emittierte Photon des ersten Fluorochroms (F1) vom
zweiten (F2) direkt absorbiert wird (Abbildung 8a). Bei der Messung wird im Absorptionsspektrum
des ersten Fluorochroms (hf1) angeregt und im Emissionsspektrum von F1 (hf2) gemessen. Diese
Sonde wird wihrend der Polymerasereaktion durch die 5'-3' Exonukleasefunktion der Polymerase
abgebaut und so aktiviert. Da die Fluorochrome F1 und F2 sich nun nicht mehr in sterischer Néhe
befinden und sich nicht mehr gegenseitig beeinflussen kénnen, wird das Emissionsspektrum von F1
(hf2) nicht mehr von F2 absorbiert und wird somit messbar. Die gemessene Fluoreszenz des ersten

Fluorochroms nimmt idealerweise linear zur Anzahl der produzierten Kopien zu (Abbildung 8b).

a hf. f;yr’ hf; Sfr’—’
\ hfs b \ hfs

F1__|F2 F1_[F2

- - - - Absorbtionsspektrum F1
-.--- Absorbtionsspektrum F2
—— Emissionsspektrum F1 und F2

Abbildung 8: a)Prinzip des FRET: hfl Photon mit einer Anregungsfrequenz von F1, hf2 von F1
emittiertes Photon das von F2 absorbiert wird, hf3 von F2 emittiertes Photon; unten: Schema der
Spektrenverteilung zweier hypothetischer Farbstoffe F1 und F2; b)Aktivierung der LNA Sonde
durch die Polymerase

3.24.1.1 RNA Isolation

Fiir die Isolation der mRNA wurden prinzipiell zwei Wege gewihlt. Anfangs (vor allem wihrend
der Methodenetablierung) wurde die mRNA mit Hilfe des ,,High Pure RNA Isolation Kit* von
Roche isoliert. Dabei wurde zunichst die zu untersuchende Einzelzellsuspensionen (max. 10°
Zellen) in 200 pl PBS eingestellt. Die Zellen wurden anschlieBend mit 400 pl ,,Lysis/-
Bindingbuffer* unter Vortexen lysiert. Die Losung wurde dann iiber eine Aufreinigungssiule
zentrifugiert. Die DNA in der Filtersdule wurde anschlieBend mit 10 ul DNAse (18000U/ml) in 90
ul ,,DNAse-Incubation Buffer* 15 Minuten bei Raumtemperatur verdaut. Nach dem
Hydrolyseschritt wurde die Sdule einmal mit ,,Wash Buffer I (500 pl) und zweimal mit ,,Wash
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Buffer II“ (500 pl + 200 ul) gewaschen. Zuletzt wurde die RNA mit 50 ul H,O eluiert. Dieses
Verfahren wurde fiir die Gewinnung von RNA aus MDSCs verworfen, da die Ausbeute zu gering

war und fiir die weitere Verarbeitung keine derart hohe Reinheit erforderlich war.

Die zweite Methode, mit der eine ausreichende Ausbeute an RNA erzielt werden konnte, war die
Fillung mittels Trizol®. Dabei wurden die Zellen (max. 107 ) zuniichst durch Zentrifugation
pelletiert und der Uberstand vollstindig mit einer Pipette entfernt. In manchen Fillen wurden diese
Zellpellets aus logistischen Griinden bei -80 °C eingefroren. Das Pellet wurde mit einem Milliliter
Trizol® resuspendiert. Bei gefrorenen Pellets wurde das Trizol® auf das noch gefrorene Pellet
pipettiert. Mit diesem ersten Schritt wurden zum einen die Zellen lysiert und zum anderen RNase-
Aktivitdten unterbunden (Diese Losung konnte, falls notwendig, ebenfalls bei -80 °C eingefroren
werden). Die lysierten Zellen wurden nun zehn Minuten bei 12.000g und 4° zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend bei RT inkubiert. Nach fiinf Minuten wurden 200 ul Chloroform
zugegeben, fiir 15 Sekunden per Hand geschiittelt und anschlieBend weitere 3 Minuten bei RT
inkubiert. Danach wurde fiir weitere 15 Minuten bei 12.000g und 4 °C zentrifugiert. Die obere
durchsichtige Phase wurde in ein neues Gefal} iiberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol fiir zehn
Minuten bei RT inkubiert. Die untere Phase wurde verworfen. Nach der Inkubation wurde ein
weiteres Mal zehn Minuten lang bei 12.000g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die RNA ein weiteres Mal mit einem Milliliter 75% Ethanol gewaschen und fiinf
Minuten bei 7.500g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet ca.
zehn Minuten bei RT getrocknet. Das Pellet wurde in 40 ul H,O aufgenommen und fiir 10 Minuten

bei 55-60 °C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.4.1.2 cDNA -Synthese

Fiir die real-time PCR ist zunéchst eine Umschreibung der RNA in DNA notwendig. In diesen Fall
wurde generell ein Oligo dT-Primer verwendet um ausschlielich mRNA in DNA umzuschreiben
und somit eine cDNA Bank zu bekommen. Es standen zwei gleichwertige Verfahren zur Verfiigung.
Zum einen ein fertiger Roche Kit ,, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit* und zum
anderen Einzelkomponenten von der Firma Fermentas. Das Prinzip war in beiden Féllen identisch.
Zunichst wurde die RNA mit dem Oligo dT Primer bei 65 °C mit anschlieBender Eiskiihlung
hybridisiert. Darauthin wurden dieser Losung der Puffer, RNase-Inhibitor, ANTPs und reverse
Transkriptase zugegeben und bei 45 °C fiir 30-60 Minuten inkubiert. Am Ende wurden die Enzyme

bei 85-95 °C fiir fiinf Minuten hitzeinaktiviert und auf Eis gelagert bzw. eingefroren.

42



3.2.4.1.3 Realtime Polymerase Kettenreaktion (rt-PCR)

Die eigentliche rt-PCR wurde mit Hilfe eines LightCyclers 480 von Roche durchgefiihrt. Die
Reaktion fand in 96-Well Platten statt. In jedes Well wurden zunéchst eine Fast Start Taq
Polymerase, die LNA Sonde und die Primer zugegeben. AbschlieBend wurde die Probe hinzugefiigt.
Die 96-Well Platte wurde mit einer durchsichtigen selbstklebenden Folie luftdicht verschlossen, um
ein Verdampfen der Probe wihrend des PCR Vorgangs zu verhindern. Luftblasen in den Wells
wurden durch Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 1500g entfernt. Anschlieend wurde die Platte nach
Inspektion in den LightCycler geladen. Ein PCR Zyklus bestand aus einer priméren 10 Minuten
dauernden Vorinkubation bei 95 °C. Grund hierfiir war die Verwendung der FastStart Taq
Polymerase. Diese ist zunidchst durch monoklonale Antikorper inaktiviert, die eine
Polymeraseaktivitit unterhalb von 75 °C verhindern. Durch die Vorinkubation bei 95 °C
denaturieren die Antikorper selektiv und die Tag-Polymerase wird freigegeben (KELLOGG ET AL.
1994). Dieser Aktivierungsphase folgte ein normaler PCR Zyklus, bei dem die Primer Annealing-
und Polymerisationstemperatur bei 60 °C lag (30 Sek.). Die zyklische Schmelztemperatur lag bei 95
°C fiir 10 Sek. Nach circa 40 Zyklen erfolgte eine Abkiihlphase auf 40 °C. Jeder Zyklus beinhaltete
eine Messung der Fluoreszenz der Proben. Hier wurde anschlieBend durch eine Software der
sogenannte CP (engl. Crossing Point) ermittelt. Dies erfolgte mit Hilfe der zweiten Ableitung der
Fluoreszenzkurve, die die Fluoreszenz der einzelnen PCR-Zyklen darstellte. Der CP stellt den
Ubergang von der exponentiellen zur linearen Produktanhiufung in der RT-PCR dar. Es ist der
Punkt an dem die PCR gerade noch im optimalen Bereich verlduft. Diese Methode wurde anderen
Methoden zur CP Bestimmung, wie zum Beispiel einem fixen Fluoreszenzniveau, vorgezogen, da
sie immer das Ende des exponentiellen Bereichs der PCR erfasst und somit unabhingiger vom

Niveau und Steilheit der Kurven ist (Abbildung 9).

3.2.4.1.4 Auswahl der Primer und housekeeping-Gene

Die Primer-Probe Kombinationen wurde mit Hilfe der Universal ProbeLibrary von Roche Applied
Science erstellt. Die Primer wurden anschlieBend bei Metabion GmbH bestellt. Die Primerpaare
wurden generell mit dem sogenannten ,,Exon-Skipping*“-Verfahren konstruiert. Das heil3t, dass
zwischen dem forward und backward Primer ein Intron liegt, die Primerpaare also in zwei
verschiedenen Exons zu liegen kommen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine mogliche
DNA-Kontamination vom Zellkern weniger leicht ein falsch positives Ergebnis liefert, da die
Polymerase zusitzlich das komplette Intron replizieren miisste, bevor sie ein komplettes PCR
Produkt liefern konnte. Dies wird in der Regel nicht bewerkstelligt, da die Polymerase zum einen
im Mittel nach 1000 Basenpaaren (BP) abfillt und zum anderen die Elongationsphase durch einen
schnellen PCR-Zyklus kiirzer als die Replikationsdauer einer Intronldnge gehalten wurde. Die
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Folge ist, dass entweder gar kein Produkt und somit keine Fluoreszenz-Probe gespalten wird oder
pro Zyklus nur eine Richtung synthetisiert wird und somit nur eine lineare Produktanhdufung
zustande kommt. Da ein PCR-Produkt erst ab ca. 10" Kopien nachweisbar wird, kann dieses
vernachldssigt werden. Trotzdem wurde zur Sicherheit bei jeder PCR eine RNA-Probe mit getestet
um den seltenen Fall eines kurzen Introns oder einer Kontamination auszuschlieen. Dariiber hinaus
wurde immer eine Negativprobe mit H>0 und bei niedriger Expression eine Positivprobe zur

Qualitétssicherung mituntersucht.

Jede Primer-Probe Kombination wurde anhand von cDNA, die aus Splenozyten gewonnen wurde,
getestet. Es wurden im Vorfeld die cDNA von Splenozyten und MDSCs verglichen. Dabei wurde
kein Unterschied in der Effizienz festgestellt. Hierbei bezeichnet die Effizienz die Menge, um die
sich ein PCR Produkt pro PCR Zyklus vermehrt. Theoretisch betrigt die Effizienz immer zwei. Das
hei3t, das PCR Produkt verdoppelt sich bei jedem Zyklus. In der Realitédt ndhert sich die Effizienz
nur dem Faktor zwei, da Polymerasen oft vor Beendigung der kompletten DNA Synthese abfallen
oder der Primer zu schwach an die Zielstruktur bindet. Dies fiihrt dazu, dass eine stochiometrische
Umsetzung nicht mehr moglich und die Effizienz kleiner als zwei wird. Vernachlidssigt man eine
abweichende Effizienz in verschiedenen Proben, bekommt man einen systematischen Fehler der
sich von Zyklus zu Zyklus potenziert. Die Effizienz der PCR wurde Anhand einer
Verdiinnungsreihe ermittelt. Hierbei zeigte sich die Effizienz als Steigung der Geraden, die die
einzelnen CPs der Verdiinnungsreihe in der logarithmischen Darstellung schnitt. Diese Methode
wurde gewihlt da sie, im Gegensatz zu Steigungsanalysen der Fluoreszenz der Einzelkurven, zu
den genaueren und stabileren Methoden z#hlt. Die Effizienz wurde in dieser Arbeit vor allem
ermittelt um die Qualitédt des Primer-Probe Paares zu ermitteln. Ein Vergleich der Expression in den
Subpopulationen der MDSCs zeigte keinen Effizienzunterschied. Effizienzen alterieren
vornehmlich aufgrund unterschiedlicher Konzentrationen von Fettsduren und Ionen. Diese
beeinflussen die Bindungswahrscheinlichkeit des Primers und somit dessen Effizienz. Da die
MDSC Subpopulationen beide aus der gleichen Milz gewonnen wurden, unterschied sich das
Ausgangsgewebe nicht beziiglich Fettsduren und Ionenkonzentrationen. Dies war wohl der
Hauptgrund dafiir, dass sich die Effizienzen in den Subpopulation nicht unterschieden. Als
housekeeping-Gene wurden mehrere Gene untersucht, die bekanntermallen eine stabile Expression
in murinen Splenozyten aufweisen. Von den zahlreichen Genen, die untersucht wurden, wurden

folgende housekeeping-Gene ausgewihlt:

SDHA (Succinatdehydrogenase A), HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) und HMBS
(Hydroxymethylbilan-Synthase).
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Diese drei housekeeping-Gene zeichneten sich zum einen dadurch aus, dass sie in ihrer Expression
im Bereich der Zielgene lagen. Dariiber hinaus zeigten sie eine dhnlich hohe Expression in DCs und
MDSCs. Des Weiteren zeigten die housekeeping-Gene eine sehr dhnliche relative Expression in den
MDSCs (Abbildung 9). Die Differenz der auf HMBS bezogenen CP Werte lag im Bereich der
Messgenauigkeit der Methode.

>
>

RLU hf,

B MDSC

2.Ableitung moe

Houskeeping Gene bezogen
auf HMBS in %

>
Anzahl PCR Zyklen SDHA HPRT HVBS

Abbildung 9:links: CP Ermittlung anhand der Methode der 2. Ableitung, schwarze Kurve fiktives
Messergebnis einer RT-PCR, griin schematische 2. Ableitung der schwarzen Kurve. Die Zykluszahl

des Maximums der zweiten Ableitung entspricht dem CP; rechts: CP Werte der housekeeping-Gene
in MDSCs und DC bezogen auf HMBS

Dies war ein guter Hinweis darauf, dass diese Gene in den MDSCs relativ zu denen in den DCs
nicht reguliert sind und somit als housekeeping-Gene geeignet waren. PPI (Peptidyl-Prolyl-cis-
trans-Isomerase) wurde zum Beispiel verworfen, da dieses housekeeping-Gen keine stabile
Expression aufwies. Zudem war diese in der Regel in MDSCs nur schwach bis gar nicht exprimiert.
Es wurde generell das geometrische Mittel dieser drei housekeeping-Gene verwendet um eine

etwaige Schwankung einzelner Gene zu kompensieren.

Als weitere Qualitatskontrolle wurde ein sogenannter Kalibrator verwendet. Dieser bestand aus
einer aliquotierten cDNA Probe, die aus Splenozyten gewonnen wurde. Der Kalibrator wurde
regelmafig bei den Experimenten mitgemessen, zum einen um die Reproduzierbarkeit der Methode

zu ermitteln und zum anderen um etwaige methodische Fehlerfaktoren aufzuspiiren.

3.2.4.2 BrdU-Wachstumsassay
Das Funktionsprinzip des BrdU é&hnelt dem vieler radioaktiver Wachstumsassays: Dem Medium
wird eine bestimmte Menge der modifizierten Base BrdU zugegeben. Diese wird bei Zellteilungen

in die DNA eingebaut. Anschlieend wird das eingebaute BrdU durch einen spezifischen Antikorper
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detektiert und mittels einer an den Ak gebundenen Peroxidase iiber eine Chemolumineszenzreaktion
quantifiziert. Fiir diesen Assay wurde der ,,Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemoiluminescent)*

Kit von Roche verwendet.

Zunichst wurden die Zellen, wie im Kapitel 3.2.2.5 beschrieben kultiviert. Allerdings wurden in
diesem Fall weille 96-Well Zellkulturplatten verwendet, um eine Einstrahlung in die Nachbarwells
zu minimieren. Die Randwells wurden frei gelassen, da diese erfahrungsgemall groBBere
Abweichungen aufwiesen. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen weitere 12 Stunden mit
BrdU (Endkonzentration 10 uM BrdU) inkubiert. Nach Ablauf von 12 Stunden wurden die
Uberstiinde bei 400 m/s” fiir 7 Minuten abzentrifugiert und die Uberstinde mit einer
Achtkanalpipette bis auf ca. 50 ul abgenommen. Die Uberstinde wurden in eine neue 96-Wellplatte
tiberfiihrt und fiir weitere Versuche bei -20 °C gelagert. Nach dem Abnehmen wurden die Platten
erneut zentrifugiert, um keine Zellen zu verlieren und die restlichen Uberstiande durch Dekantieren
und Abtupfen auf Zellstoff entfernt. Die Platten wurden nun so lange mit einem HeiBluftgebldse
getrocknet, bis in jedem Well das Restmedium die Farbe von rot nach gelborange wechselte. Bei
diesem Vorgang wurden die Zellen aufgebrochen, die DNA denaturiert und dadurch fiir die
Detektion zuginglich gemacht. Die getrockneten Platten wurden entweder sofort weiterverarbeitet
oder im Kiihlschrank bei 4 °C fiir max. 5 Tage zwischengelagert. Im nichsten Schritt wurden die
Zellen mit FixDenat (100 pl/Well) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die
Fixierungslosung wurde durch Dekantieren und vorsichtiges Abklopfen entfernt. Es folgte nun eine
Inkubation mit 50 pl Anti -BrdU-POD-Ak Losung fiir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur. Dieser Ak
ist mit einer Peroxidase gekoppelt, iiber die die Chemolumineszenzreaktion katalysiert wird. Die
nicht gebundenen Ak wurden anschlieBend dreimal mit PBS weggewaschen. Das PBS wurde
entfernt und die Substratlosung (vermutlich H,0, und Luminol) in die Wells pipettiert. Der Readout
erfolgte nach drei Minuten im Mithras Plattenlesegeridt durch Chemolumineszenz Messung. Das

Prinzip ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Prinzip des BrdU-Assay: Im ersten Schritt wurde BrdU zu der Zellkultur zugegeben.
Dieses wurde von den Zellen bei der Replikation in die DNA eingebaut. Anschlieffend wurde die
DNA aufgebrochen und Antikorper gegen BrdU an die DNA gebunden. Diese Antikorper waren an
eine Peroxidase gebunden, die nun ein Substrat unter Lichtabgabe spalten konnte. Die emittierte
Lichtmenge korreliert mit dem Grad des eingebauten BrdU, also den Grad der Zellteilung.

3.2.5 Statistische Methoden

Zur Auswertung wurde Excel von Microsoft verwendet. Die Signifikanzanalysen wurden mittels
Students T-test durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde einem p-Wert von < 0,05 angenommen
und die Nullhypothese verworfen. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Generell
wurden nur biologisch reprédsentative Variablen gewéhlt. Es wurden also bei in vivo Experimenten
die Messergebnisse der einzelnen Méuse verglichen. Bei in vitro Experimenten wurden immer die
einzelnen Bedingungen miteinander Verglichen. Triplekate von ELISA Analysen o.4. flossen in
keine Statistik oder Standardabweichung ein, da die Reproduzierbarkeit der einzelnen Experimente

reprasentiert werden sollte und nicht die Reproduzierbarkeit der Methode.
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4 Ergebnisse

Diese Dissertation beschiftigt sich mit dem SV40 Tumormodell und seinen korrespondierenden
Zelllinien. Einige Experimente wurden in mehreren Modellen bearbeitet um Querschliisse ziehen
und Unterschiede zwischen den einzelnen Tiermodellen herausarbeiten zu konnen. Methoden-
etablierungen wurden dahingegen nur in einem Tiermodell durchgefiihrt, um nicht mehr

Versuchstiere als notwendig opfern zu miissen.

4.1 MDSCs im SV40-Modell und in korrespondierenden Tumormodellen

4.1.1 Expansion der MDSCs

In der Einleitung wurde schon darauf hingewiesen, dass MDSCs unter verschieden entziindlichen
Bedingungen expandieren. Es ist schon seit lingerem bekannt, dass bei neoplastischen
Erkrankungen das Immunsystem eine wichtige Rolle spielt und Entziindungsreaktionen beteiligt
sind (BALKWILL & MANTOVANI 2001). Auch unter diesen Umstidnden expandieren die MDSCs. In
den in dieser Arbeit verwendeten Tumormodellen zeigte sich je nach Tumorstadium ein deutlicher
Anstieg der MDSC-Fraktion in der Milz. Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Expansion von
MDSCs in der Milz in SV40 Méusen. Es wurden sieben tumorfreie Wildtyp (WT) Miuse mit 14
SV40 Méusen verglichen. Die SV40 Mause waren ca. 105 Tage alt. Zu sehen ist ein signifikanter
prozentualer Anstieg der MDSC Population im Lifegate von isolierten Splenozyten bei den SV40

tumortragenden Méusen.

>

10

Prozentualer Anteil der MDSCs
in der Milz im Lifegate

mGC3

p-Wert: 0,029

Abbildung 11: Anteil der MDSCs im mGC-3Tumormodell
(WT: n=4, mGC-3: n=4)

49



>

N
N

-
N

S
4

o]

in der Milz im Lifegate
- »
| |

Prozentualer Anteil der MDSCs
N
|

o
il

T

WT

P=0,0015

Abbildung 12: Expansion der MDSCs in SV40
tumortragenden Mdusen

(WT: n=7, SV40 n=14)

Bei den Experimenten mit mGC-3 und mGC-8 tumortragenden Mausen wurde im Rahmen der
Qualitédtskontrolle der Aufreinigung die gepolten Gruppen als Ausgangswert fiir den
Aufreinigungsprozess durchflusszytometrisch untersucht. Es zeigte sich durchwegs bei allen
tumortragenden Miausen im Vergleich zu den nicht- tumortragenden Méusen ab einem gewissen
Tumorstadium ein Anstieg der MDSCs. Abbildung 11 zeigt exemplarisch den MDSC-Anteil in der
Milz von Méusen mit einem s.c. mGC-3 Tumor. Die absolute Anzahl der MDSCs, zeigte bei den
mGC-3 tumortragenden Mausen einen signifikanten Unterschied zu tumorfreien (s.0.) Mausen
(Mittelwert WT:3,0 zu mGC-3:7,8; p=0,029). Bei den mGC-8 Experimenten war die Anzahl
Experimente zu klein, um eine statistische Aussage treffen zu konnen. Aber auch hier zeigte sich
ein Trend zu einer Expansion der MDSCs. Bei den Subpopulationen an sich waren die PMN-
MDSC:s signifikant stirker vertreten. Abbildung 13 zeigt ein reprasentatives Experiment, dass das
Verhiltnis der MDSC-Subpopulationen in der Milz in SV 40 Mausen darstellt. Das Verhiltnis der
Subpopulationen der MDSCs, die aus SV40 tumortragenden Mausen stammten, zeigte im Vergleich
zu den MDSCs aus WT Miusen keinen signifikanten Unterschied. MDSCs zeigten somit in
unserem Tumormodell eine Expansion der Population. Das Verhiltnis der Subpopulationen war

jedoch davon unberiihrt.
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil der Subpopulationen
der MDSCs in der Milz in SV 40 Mdusen

(SV40 Mduse n=7)

4.1.2 Inhibitorischer Effekt der MDSCs

Die MDSCs sind in der Maus als heterogene Zellgruppe tiber GR1+ und CD11b+ definiert. Eine
essentielle Eigenschaft, die die MDSCs auszeichnet, ist die Féhigkeit andere Effektorzellen wie
zum Beispiel T-Zellen in vitro in ihrer Funktion zu hemmen. Eine wesentliche Funktion von
Immunzellen ist die Proliferation als Reaktion auf einen addquaten Stimulus. Dies ist fiir
Immunzellen wie T-Zellen unabdinglich, um auf einen Stimulus wie eine Infektion oder eine
Tumorerkrankung adiquat reagieren zu konnen. Diese Proliferation wurde in dieser Dissertation mit
Hilfe des BrdU-Assays (siche 3.2.4.2 ) ermittelt. Dazu wurden Zellen aus gesunden Méausen (T-
Zellen oder Splenozyten, hier als Responderzellen bezeichnet) in verschiedenen Verhidltnissen mit
aufgereinigten MDSCs aus tumortragenden Méusen kokultiviert. Nach 48 Stunden wurden die
Zellen weitere 12 Stunden mit BrdU kultiviert. AnschlieBend wurde der Readout vorgenommen. Als
addquater Stimulus fiir die Responderzellen dienten hier Beads, die mit Anti - CD3/CD28
Antikorpern beschichtet waren, und somit antigenprédsentierende Zellen imitierten. Diese hatten den
Vorteil, dass man eine reproduzierbare Aktivierung erzielen konnte. Abbildung 14 zeigt den

prinzipiellen Aufbau der Experimente.
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Abbildung 14: Aufbau der Inhibitionsversuche

Es wurden MDSCs aus verschieden Tumormodellen hinsichtlich ihrer Suppressivitét untersucht. Es
ist im Folgenden immer die relative Proliferation d.h. relativ zur ungehemmten Proliferation der

Responderzellen dargestellt.

4.1.2.1 Effekt auf die Proliferation durch MACS-gesortete MDSCs

Abbildung 15 zeigt, wie sich die Kokultivierung von MDSCs mit T-Zellen auf die
Gesamtproliferation auswirkt. Des Weiteren stellt die Abbildung die Spontanproliferation von
unstimulierten T-Zellen als Referenz dar. Man sieht, dass die PMN-MDSCs bei einem T-Zell:
MDSC Verhiltnis von 1:1 die Proliferation praktisch autheben. Mit abnehmendem MDSC-Anteil
nimmt die Proliferation wieder zu. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Inhibition direkt
von den PMN-MDSCs abhingt. Bei den MO-MDSCs zeigt sich ein sehr dhnlicher Effekt. Der
einzige Unterschied in diesem Experiment war, dass die Inhibition nicht so stark ausgepréagt war
wie bei den PMN-MDSCs. Dies war ein reproduzierbares Phinomen, das in den Inhibitions-

Experimenten unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte.
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Inhibitorischer Effekt von MDSCs auf SC
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Abbildung 15: Inhibitorischer Effekt von MDSCs auf T-Zellen. Die T-
Zellen stammten aus der Milz einer gesunden Spender-Maus. Die
MDSCs aus der Milz einer mGC-3 Tumormaus

(Daten reprisentativ fiir drei Experimente)

Ein dhnliches Bild zeigt sich in Abbildung 16. Hier wurde als einziger Unterschied die Art der
Responderzellen gedndert. In diesem Fall handelte es sich nicht um T-Zellen, sondern um
Splenozyten. Auch hier zeigt sich eine deutliche Reduktion der Proliferation. Die maximale
Hemmung der Proliferation ist allerdings nicht so stark ausgepréagt wie bei den T-Zellen. Dies
konnte an dem anderen Responderzell- T-Zellverhéltnis liegen. Dieser Effekt war allerdings in den
meisten Experimenten in unterschiedlicher Auspragung reproduzierbar. Auch sieht man hier wieder
das Phinomen, dass PMN-MDSCs starker hemmen als MO-MDSCs. Weiterhin zeigten PMN-
MDSCs immer einen titrierbaren Effekt. MO-MDSCs waren in ihrer inhibitorischen Potenz deutlich
variabler. Dies war ein Effekt, der sich sehr oft gezeigt hat. Es gab auch ein Experiment, bei dem in
geringem MO-MDSC- T-Zell Verhiltnis die Proliferation tiber der Basisproliferation von
stimulierten T-Zellen lag. Die Ursache dieses Effektes konnte letztlich nicht geklart werden. Eine
hohere Anfalligkeit der MO-MDSCs gegeniiber duleren Einfliissen, Kontamination mit
Fremdzellen oder deren ldngere Aufreinigungszeit standen zur Diskussion. Dies kdnnte entweder
eine T-Zell Proliferation zur Folge gehabt haben oder die MO-MDSCs bzw. die zugegebene
Kontamination wiesen in diesen Experimenten eine hohe Eigenproliferation auf. In einem weiteren
Experiment wurden MDSCs in einem FACS Sort gewonnen, um eine Kontamination ausschlieBen
zu konnen (Daten nicht gezeigt). Hier zeigte sich ebenfalls eine entsprechende Inhibition. Die MO-
MDSCs zeigen auch hier ein atypisches Verhalten, sodass zumindest in diesen Experiment eine

Kontamination als Ursache praktisch ausgeschlossen werden konnte.
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Inhibitorischer Effekt von MDSCs auf T-Zellen
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Abbildung 16: Inhibitorischer Effekt von MDSCs auf Splenozyten. Die
Splenozyten stammten aus der Milz einer gesunden Spender-Maus.
Die MDSCs aus der Milz einer mGC-3 Tumormaus

(Daten reprdsentativ fiir drei Experimente)

4.1.2.2 Hemmung der IL-2-Produktion durch MDSCs

Bei den BrdU Experimenten wurden zudem IL-2 ELISAs durchgefiihrt um einen zweiten
funktionellen Readout der T-Zellen zu erhalten. Vorteil eines IL-2 ELISA ist, dass dieser
spezifischer fiir die T-Zellfunktion ist, als der BrdU-Proliferations-Assay. Bei einer Messung der
Proliferation werden zwangsldufig alle sich teilenden Zellen erfasst. Damit sind Methoden zur
Messung der Proliferation deutlich anfélliger gegeniiber Kontaminationen. Zudem ist IL-2 ein
Funktionsmarker der T-Zellen. Es zeigt sich also nicht nur die Expansion sondern auch die gesamt
Aktivitédt der T-Zellen. Es wurde wie bei der Proliferationsmessung die Produktion von IL-2 mit
verschiedenen Responderzellen verglichen. Einmal dienten als Responderzellen Splenozyten und
einmal T-Zellen. In den IL-2 ELISA zeigte sich wie erwartet auch eine titrierbare Inhibition der IL2

Produktion durch die MDSC-Subpopulationen.
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Abbildung 17: MDSC Vermittelte Inhibition der IL-2 Produktion
der gesamt Splenozyten durch MDSCs im mGC-3 Modell

(Daten reprisentativ fiir drei Experimente)

Abbildung 17 zeigt ein dquivalentes Ergebnis wie die BrdU Experimente. Hier wurden als
Zielzellen Splenozyten verwendet. Es zeigt sich neben der schon erwéhnten Titrierbarkeit der
Inhibition das durchweg beobachtete stirkere inhibitorische Potential der PMN-MDSCs im
Vergleich zu den MO-MDSCs. Die Kokultivierung der MDSCs mit T-Zellen erbrachte ein
dhnliches Ergebnis (Abbildung 18). Auch hier iiberragte die Inhibition der PMN-MDSCs die der
MO-MDSC:s. Es zeigte sich zudem der bekannte Effekt, dass die Ergebnisse der MO-MDSCs des
Ofteren nicht gut titrierbar waren. Allerdings zeigte sich in beiden Experimenten eine gute
Inhibition durch MO-MDSCs. Die Proliferation die mittels BrdU Aufnahme gemessen wurde zeigte
also kongruentes Verhalten wie die iber ELISA ermittelte IL-2 Produktion.
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Abbildung 18: Inhibition der IL2 Produktion der T-Zellen durch
MDSCs (mGC-3)

(Daten reprdsentativ fiir drei Experimente)
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4.2 Uberleben der MDSCs in Zellkultur

Im vorangegangenen in vitro Modell konnte gezeigt werden das MDSCs die Proliferation sowie IL-
2 Produktion von Responderzellen inhibieren. Weiter wurde in dieser Arbeit die Wirkung von CpG
auf MDSCs untersucht. Die Frage die sich stellte war, ob die resultierenden Effekte auf eine direkte
MDSC Stimulation durch CpG beruhten, oder ob ein anderer Zelltyp nach CpG Gabe die MDSCs
z. B. iiber Zytokine modulierte. Diese Frage stellt einen zentralen Teil der vorgelegten Arbeit dar.
Ein methodisches Problem stellte dabei die Tatsache dar, dass MDSCs ohne einen externen
Stimulus relativ schnell absterben. Dies ist ein Faktor, der bei der Planung und Auswertung von
Experimenten beriicksichtigt werden sollte, dem jedoch in Publikationen iiber MDSCs zu wenig
Beachtung geschenkt wird. In einem Experiment wurde deshalb zu Beginn dieser Arbeit getestet,
inwieweit MDSCs ohne Stimulus bzw. mit einem CpG oder GM-CSF Stimulus iiberleben. GM-
CSF wurde als Stimulanz gewihlt, da fiir diesen Wachstumsfaktor bereits ein expansiver Effekt auf
GR1+/CD11b+ Zellen beschreiben wurde (TALMADGE 2007). Hierfiir wurden die MDSCs iiber
MACS in zwei Schritten aufgereinigt (bis E1, siehe auch Abbildung 3). Entsprechend wurden nur
PMN-MDSCs in diesem Versuchsdesign beriicksichtigt. Die MDSCs wurden am Tag null in
Duplikaten auf eine 96-Well Platte ausplattiert. Die einzelnen Zellfraktionen erhielten entweder
CpG, GM-CSF oder gar keinen externen Stimulus. Die Zellen wurden am Tag eins und am Tag drei
mit Trypanblau angefirbt und in einer Neubauer-Zihlkammer ausgezéhlt. Es wurden sowohl die
lebenden als auch die toten Zellen getrennt erfasst und der prozentuale Anteil der lebenden Zellen
relativ zur Gesamtzellzahl bestimmt. Es zeigte sich in Abbildung 19, dass MDSCs alleine kaum
lebensfihig sind. Nach nur einem Tag fiel der Anteil der lebenden Zellen auf unter 30%. CpG
vermittelt dagegen einen gewissen Uberlebensstimulus, wahrscheinlich iiber stimulierte
verunreinigende Zellen, wie zum Beispiel B-Zellen. Dahingegen erhohte die Gabe von GM-CSF
die Uberlebensrate auf fast 50% nach 24h. Der Langzeiteffekt war aber eher gering. Nach 72
Stunden betrug die Uberlebensrate in allen Konditionen ca. 20%. Bei diesem Experiment muss
zudem beriicksichtigt werden, dass die Auszdhlung in der Zdahlkammer einen systematischen Bias
enthielt, da tote Zellen nach einer gewissen Zeit zerfielen und nicht mehr mitgezédhlt werden

konnten. Das heiBt, die Uberlebenszahlen sind etwas zu hoch geschiitzt.
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Abbildung 19: Uberleben der MDSCs mit unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen

In einem weiterem Experiment wurde untersucht, wie sich MDSCs beziiglich des Uberlebens in
vivo verhalten. Splenozyten aus einer tumortragenden Maus ohne Aufreinigung mit CFSE geférbt
und anschliefend in eine Empfangermaus transferiert. Parallel dazu wurde ein Teil der Zellen in
Zellkultur kultiviert. Dieses Verfahren bot den Vorteil, dass man eine interne Kontrolle und den
direkten Vergleich zwischen in vitro und in vivo hatte. Des Weiteren entfiel der Zellstress durch die
Aufreinigung. Diese markierten Zellen wurden danach mittels adoptivem Transfer in eine
Empfangermaus liberfiihrt ( 3.2.1.4 ).Hier konnten im Gegensatz zur in vitro Kultur in vivo selektiv

kaum noch MDSCs nachgewiesen werden.

Wenn man die sich die Organverteilung der transferierten MDSCs ansah, zeigt sich das die MDSCs
nur in der Milz, und auch hier nur in einer geringen Anzahl nachweisbar waren. Zusammen mit der
Tatsache, dass MDSCs relativ schnell in Apoptose gehen legt dies den Schluss nahe, dass man
aufgrund des Blutmauser, die paar wenigen MDSCs die noch nachweisbar sind nur noch in der Milz
finden kann. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass MDSCs sehr empfindlich sind und dass die
transferierten MDSCs relativ schnell abgebaut werden. In Bedingungen, die mit CFSE geférbt sind
fiel eine deutlich hohere Apoptoserate der MDSCs auf.

Die niedrige Viabilitdt der MDSCs in Kultur und deutlich erniedrigte Viabilitit unter Einfluss von
CFSE zeigen, dass Experimente die eine lange Kulturzeit oder einen adoptiven Transfer beinhalten
nur sehr schwer durchfiihrbar sind. Gerade adoptive Transferexperimente sind nur schwer
interpretierbar, da die hohe Apoptoserate der MDSCs nur begrenzte Aussagen zuldsst und zu einem
schnellen Abbau im Empféngerorganismus flihrt. Diese Experimente zeigten, dass MDSCs sowohl
in vitro als auch bei adoptiven Transferexperimenten nur eine geringe Uberlebenszeit aufwiesen.
Diese konnte durch GM-CFS oder CpG Gabe in vitro langfristig nicht stabilisiert werden. Diese

Tatsachen mussten bei Experimentplanungen beriicksichtigt werden.
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4.3 Funktioneller Effekt von CpG-Oligonukleotiden auf MDSCs

Ein weiterer Teil der Arbeit befasst sich mit den direkten und indirekten Effekten von CpG-
Oligonukleotiden als TLR-9-Agonist auf MDSCs. In vorangegangenen Experimenten der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass MDSCs die aus CpG-behandelten Tumorméusen
stammten weniger suppressiv waren als MDSCs aus unbehandelten Miusen. In Kapitel 4.1.2
wurde bereits gezeigt, dass MDSCs in einer Kokultur mit T-Zellen sich stark suppressiv auf die
Proliferation der T-Zellen auswirken. Im nichsten Schritt wurde der Effekt einer CpG Behandlung

in vitro untersucht. Auch hier wurde die Proliferation mittels BrdU Assay ermittelt ( 3.2.4.2 ).
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Abbildung 20: Direkter Effekt von CpG auf FACS gesortete MDSCs

(Daten aus einem Experiment)

Abgebildet ist die relative Proliferation. Als Bezugsgrofle diente immer die Proliferation der
jeweiligen MDSC freien Kondition. In den CpG freien Konditionen wurden als Bezugspopulation
fiir die Proliferation die CD3/CD28 Bead stimulierten Zielzellen verwendet. Bei den CpG
Konditionen wurde als Bezugsproliferation die Kondition gewihlt, die zusétzlich zu den Beads mit

CpG stimuliert war.

Abbildung 20 zeigt wiederum den inhibitorischen Effekt von FACS gesorteten MDSCs aus einer
Milz, die aus einer mGC-8 Tumormaus stammte. Die TC werden in ihrer Proliferation stark von den
PMN-MDSCs inhibiert. Die Zugabe von CpG in einer Konzentration von 15ug/ml zeigte nur einen
geringen Effekt auf die Proliferation. Die MO-MDSCs ergaben wie so oft ein uneinheitliches Bild,
das nicht reproduzierbar war. In Abbildung 21 wird ein Experiment dargestellt, bei dem MDSCs

mittels MACS aufgereinigt wurden und somit eine geringere Reinheit aufwiesen. Auch hier konnte
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die Inhibition der MDSCs durch CpG nur teilweise aufgehoben werden. Wenn man das gleiche
Experiment modifizierte, indem man Splenozyten statt T-Zellen verwendete, zeigte sich ein anderes
Bild. Splenozyten wurden durch MDSCs ebenfalls in ihrer Proliferation geghemmt. Wenn allerdings
CpG hinzugefiigt wurde, expandierte diese Population deutlich. Splenozyten alleine reagierten auf
CpG mit einem starken Anstieg der Proliferation. Dies ist vor allem auf eine schon bekannte B-Zell
Proliferation unter CpG zuriick zu fiihren (KLINMAN ET 4L. 1996). In Anwesenheit von MDSCs
zeigte sich der gleiche Effekt, zudem kam es zu keiner Inhibition mehr. Im Gegenteil: die
Proliferation tiberstieg die Proliferation der Kondition von Splenozyten allein mit CpG, wie in

Abbildung 22 zu sehen ist.
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Abbildung 21: Einfluss von CpG auf MACS gesortete MDSCs

(Daten reprisentativ fiir mehr als drei Experimente)
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(Daten reprisentativ fiir mehr als drei Experimente)

Auch in dieser Abbildung ist wieder die relative Proliferation dargestellt. Auch MO-MDSCs
Konditionen zeigen auf einen CpG Stimulus hin einen deutlichen Proliferationsanstieg. Dies zeigt,
dass der inhibitorische Effekt von MDSCs durch CpG aufgehoben wird, sobald sie mit Splenozyten
kokultiviert werden. Es zeigt sich sogar eine {iberproportionale Proliferation bei CpG Zugabe, die
nicht allein mit der Eigenproliferation von CpG stimulierten MDSCs zu erkléren ist. Da es nur in
Anwesenheit von gesamt Splenozyten es zu einer kompletten Disinhibition kommt war die Frage ob

es vielleicht eine ,,Vermittler“-Zelle fiir diesen Effekt gibt.

Die Frage war, welche Zelle diese ,,Vermittlerrolle* einnimmt. Es ist bekannt, dass B-Zellen unter
CpG Stimulus sehr stark proliferieren. T-Zellen und MDSCs dagegen zeigen allenfalls nur einen
geringen oder gar keinen Effekt bei einem CpG Stimulus hinsichtlich ihrer Proliferation. Es wurde
untersucht, ob von Splenozyten ein 16slicher Faktor auf einen CpG Stimulus hin sezerniert wird, der

ein Wachstum der TC-MDSC Fraktion bewirkt.

Fiir diesen Zweck wurden B-Zellen gesortet und zwei Stunden mit CpG stimuliert. Anschlieend
wurden die Zellen dreimal gewaschen und fiir weitere 12 Stunden kultiviert. Danach wurde der
Zellanteil abzentrifugiert und das iiberstehende Medium als konditioniertes Medium gesammelt
(Schema siehe Abbildung 23). In diesem Medium wurden nun T-Zellen mit PMN-MDSCs
kokultiviert. Zum Vergleich wurden T-Zellen mit PMN-MDSCs in konditioniertem Medium
kultiviert, das von B-Zellen stammt, die nicht mit CpG stimuliert wurden. Es wurde die

Proliferation gemessen (Abbildung 24). Die Proliferationsrate dnderte sich nicht signifikant.
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Diese Experimente zeigten, dass die inhibitorischen Eigenschaften der MDSCs durch CpG
zumindest zum Teil aufgehoben werden konnten. Weiter konnte gezeigt werden, dass es bei CpG
Therapie in einer MDSC-Splenozyten Kondition zu einer Uberproliferation kam. Die Hypothese,

dass B-Zellen hier eine entscheidende Rolle fiir die Uberproliferation spielen konnte zunichst nicht

geklart werden.
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Abbildung 23: Prinzip der Gewinnung von konditioniertem
Medium
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Abbildung 24: TC in Kokultur mit MDSCs in konditioniertem Medium

(Daten reprisentativ fiir zwei Experimente)

4.4 Reaktive Sauerstoffspezies in MDSCs
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Es wurde schon in vorhergehenden Studien gezeigt, dass einer der Mechanismen, iiber den die
MDSCs wahrscheinlich hemmend wirken, die Produktion von ROS (reactive oxygen species =
reaktive Sauerstoffspezies) ist (YOUN ET 4L. 2008). Im Rahmen der Versuche wurde die ROS-
Produktion in den Subpopulationen der MDSCs im SV40 Modell untersucht. Zunichst wurde die
Basisproduktion von PMN- und MO-MDSCs verglichen in fiinf SV40-Méusen. Es zeigte sich, dass
PMN-MDSCs in Milzzellen eine signifikant hohere ROS-Produktion aufweisen als MO-MDSCs
(Abbildung 25). Dies korreliert auch mit der bei uns nachgewiesenen starkeren inhibitorischen
Wirkung von PMN-MDSCs auf Splenozyten im BrdU-Assay. Des Weiteren wurde die ROS-
Produktion der MDSCs in verschiedenen Geweben quantifiziert. Hier zeigte sich eine
gewebespezifische Varianz, da sich sowohl die PMN- als auch die MO- MDSCs zwischen
Peripherie (Tumor und Milz) und Knochenmark unterschieden. In der Milz ergab sich in beiden
Subpopulationen der MDSCs eine signifikant hohere ROS-Produktion als im Knochenmark(jeweils
p<0,01). Die ROS-Produktion der MDSCs in der Tumorumgebung siedelte sich zwischen der
Produktion in der Milz und im Knochenmark an. Der Unterschied zwischen Milz und Tumor war,
da einige Tumoren zu wenig MDSCs Events hatten und deswegen nicht beriicksichtigt werden
konnten, statistisch nicht auswertbar (Abbildung 26). Es zeigte sich jedoch der Trend, dass MDSCs

sich zwischen Knochenmark und Milz ansiedelten.
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(Daten aus einem Experiment mit fiinf biologischen Replikaten)

Auffallig ist ein Gefille in der ROS-Produktion von ,,peripher* nach zentral. Am geringsten ist sie
im Knochenmark und steigt dann vom Tumor zur Milz an. Des Weiteren unterscheidet sich die
ROS-Produktion zwischen den PMN- und MO-MDSCs im Knochenmark nicht, in der Peripherie

trennen sich die Subpopulationen beziiglich ihrer Produktion auf.

Ein weiteres Augenmerk lag auf der Beeinflussbarkeit der ROS-Produktion durch in vivo bzw. in
vitro Therapie mit CpG. Eine Verdnderung der ROS-Produktion durch CpG konnte einen
Wirkmechanismus der Disinhibition durch CpG zeigen. In vivo zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen therapierten und nicht therapierten Tieren. Es zeigte sich allenfalls eine

Tendenz zur verminderten ROS Produktion. (Abbildung 27)
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Abbildung 27: ROS Level mit und ohne in vivo Therapie mit CpG
mittlerer MDSC-FACS-count Placebo: Milz: 13756, Tumor:423; KM:24903
mittlerer MDSC-FACS-count Therapie: Milz: 10744; Tumor:367; KM:20828

(Daten aus einem Experiment)

Ein dhnlicher Effekt zeigte sich bei einer kurzzeitigen in vitro Therapie mit MDSC-haltigen
Splenozyten. Hier wurden Splenozyten einer SV40 tumortragenden Maus nach der Organentnahme
und Aufbereitung zur Einzelzellsuspension mit verschiedenen TLR-Liganden fiir 30 Minuten
inkubiert. Es zeigte sich hier eine Tendenz zu einer ligandenabhingige Depression der ROS-
Produktion bei PMN-MDSCs (Daten nicht gezeigt). Dies zeigte sich bei mehreren Liganden, bei
CpG allerdings am wenigsten. Bei den MO-MDSCs zeigte sich wieder einmal ein uneinheitliches
Bild. Die starkste Reduktion zeigte sich bei beiden MDSC Subpopulationen bei R848 und p:IC Es
konnte also gezeigt werden, dass MDSCs sowohl in vivo als auch in vitro ROS produzierten. Die
stiarkere und konstantere ROS Produktion der PMN- MDSCs korreliert mit den Beobachtungen der
BrdU Wachstums Assays. Eine in vitro Kurzzeittherapie mit verschiedenen TLR-Agonisten fiihrte

zu einer verminderten ROS Produktion.
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Diskussion

Expansion

Es wurde in dieser Arbeit zunichst gezeigt, dass die MDSCs im SV40 TAg Miusen signifikant
expandieren (Abbildung 12). In den korrespondierenden Tumormodellen zeigte sich im mGC-3
Modell ebenfalls ein signifikanter Anstieg der MDSCs-Population gegeniiber dem Wildtyp. Es
konnte zwar keine signifikante Expansion in dem mGC-8 Modell gezeigt werden, aber auch zeigte
sich Tendenziell ein Anstieg der MDSC-Population in der Tumorgruppe (Abbildung 11). In den
korrespondierenden Tumormodellen zeigte sich zudem keine signifikante Verdnderung des
Verhiltnisses der PMN- und MO-MDSCs im Vergleich zum tumorfreien Tier. Es deutete sich
allenfalls eine Verschiebung in Richtung der PMN-MDSCs an. Der Vergleich im SV40
Tumormodell fiihrte zu einem gleichen Ergebnis in den Subpopulationen (Abbildung 13). Seltene
Abweichungen, wie zum Beispiel der Anstieg der MDSCs einzelner WT-Miuse, konnten in der
Regel auf anderweitige Erkrankungen in der WT-Gruppe zuriickgefiihrt werden. Ahnliche
Ergebnisse wurden schon im Zusammenhang mit anderen Tumormodellen in aktuellen Studien
veroffentlicht. Expansion von MDSCs in unterschiedlicher Auspriagung wurden bei
Tumorerkrankungen sowohl im Menschen (ALMAND ET AL. 2001) als auch in verschiedenen
anderen Tumormodellen bei Médusen nachgewiesen (YOUN ET AL. 2008). Der prozentuale Anteil der
MDSCs unterschied sich in den verschiedenen Tumormodellen. Dieser Effekt konnte in unserer
Arbeitsgruppe anhand unterschiedlicher Tumormodelle (unter anderem EG7 und B16
Tumormodellen, Daten nicht gezeigt) nachvollzogen werden. Es zeigte sich durchgehend ein
Anstieg der MDSC-Populationen im Tumorarm, auch wenn er unterschiedlich ausfiel und nicht
immer signifikant waren. Die Ergebnisse dieser Arbeit warfen weitere Fragen zur Expansion auf,
die aber nicht mehr bearbeitet werden konnten. Interessant wire es vor allem, die zeitliche Dynamik
der MDSC-Population und deren Unterpopulationen wihrend der Tumorgenese, Wachstum und
Oligonukleotid-Therapie in verschiedenen Tumormodellen weiter zu betrachten. Bei einigen
Tumormodellen wurde dies fiir den Zeitraum des Tumorwachstums bereits untersucht
(KUSMARTSEV ETAL. 2005), diese sollten aber noch mit weiteren Tumormodellen komplettiert
werden. Untersuchungen zur Dynamik der MDSC-Populationen wihrend und nach therapeutischen
Interventionen stehen noch aus. Interessant wére hier der Vergleich von konventioneller und
chirurgischer Therapie. Derartige Untersuchungen von inhibitorischen Zellpopulationen wihrend
einer Therapie von entziindlichen Erkrankungen wiren gerade im Hinblick als potentielle
Prognosefaktoren interessant. Diese konnten eventuell der Labormedizin einen weiteren klinischen

Uberwachungsparameter an die Hand geben.
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Suppression

Die inhibitorische Wirkung von MDSCs wurde erstmals in dieser Arbeit im korrespondierenden
Tumormodell des SV40 Mausmodell in vitro untersucht. In bereits publizierten Studien wurden
bereits andere Tumormodelle im Hinblick auf die inhibitorische Wirkung der MDSCs untersucht. In
der Studie von MOVAHEDI ET AL. (2008) konnte der titrierbare inhibitorische Effekt von MDSCs und
deren Unterpopulationen im EG7-Modell bereits gezeigt werden. Das Ergebnis war auch in den dort
untersuchten Tumormodellen eine (Unterpopulations-abhéngige) titrierbare Suppression. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Untergruppen experimentell getrennt untersucht. Es zeigte sich im
Gegensatz zu der Arbeit von MOVAHEDI ET AL. (2008) das die Untergruppe der PMN-MDSCs
stirkere supprimierende Eigenschaften aufwies als die Gruppe der MO-MDSCs (Abbildung 15,
Abbildung 16,), was sich sowohl in den Wachstums Assays, als auch in den IL-2 ELISA
Experimenten nachweisen lieB(Abbildung 17, Abbildung 18). Wihrend der experimentellen Phase
fiel auf, dass MO-MDSCs des Ofteren schlechter titrierbare Ergebnisse ergaben als PMN-MDSCs
(Abbildung 16). In einigen Fillen iiberstieg die Kondition, die MO-MDSCs beinhaltete, sogar die
Basisproliferation der T-Zellen und war ,,invers titrierbar®. Ahnliche Effekte zeigten sich in der IL-
2 Produktion. Die Ursache hierfiir konnte letztendlich nicht geklart werden, da es sich um einen
nicht reproduzierbaren Effekt handelte. Als mogliche Ursachen wiren allerdings eine Aktivierung
der MO-MDSCs wihrend des MACS-Sorts durch Ly6C Antikorper oder die Aktivierung anderer
Ly6C positiver Zellen wie T- oder B-Zellen (DUMONT 1987, SCHLUETER ET AL. 2002) durch MACS
Antikorper zu diskutieren. Um letzteres zu verhindern, war dem MACS allerdings ein Negativsort
mit Anti - CD19 und Anti - CD3 vorgeschaltet. Eine Restkontamination durch T und B Zellen wire
denkbar, die dann durch eine Antikdrperstimulation zu einer Uberproliferation fithren
konnte.Moglich wire hier, dass der MACS-Sorts, eine methodenabhingige Selektion von
,robusteren‘ MO-MDSCs verursacht. Dies wiirde auch bei der MACS-Aufreinigung eine gewisse
Variabilitdt der Ergebnisse erkldren, da jeder Sort nicht zu 100% reproduzierbar ist. Andererseits
konnte die MO-Subpopulation eine deutlich variablere Gruppe von MDSCs darstellen, die je nach
Immunzustand der Maus unterschiedliche Eigenschaften aufweist. Eine weitere Moglichkeit wire
die Aktivierung von TC bzw. BC in der Kokultur durch die Ablésung von FACS- bzw. MACS-
Antikorpern, die an Ly6C binden, und sich anschlieBend an die zugegeben TC oder BC anlagern
und diese aktivieren. Eine weitere Option wire die direkte Aktivierung der MO-MDSCs mit einem
disinhibitorischen Effekt {iber eine Antikorperbindung an Oberflichenmolekiilen. Ein Hinweis dafiir
wire der Vergleich mit der Studie von MOVAHEDI ET AL. (2008). Hier war die MO-MDSC-
Subpopulation die Gruppe von Zellen die Responderzellen stéirker inhibierten. Es handelt sich zum

einem um ein anderes Tumormodell(EG7-Tumor). Allerdings wurden hier die MO-Fraktion anders
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Aufgereinigt: die MO-MDSC Selektion erfolgte {iber einen CD11b und nicht iiber einen Ly6¢c
bindenden Antikorper (hier Anti - Grl). Weitere methodische Ansitze wiren hier von Noten, um
diese Frage zu l6sen. Moglich wire zum Beispiel ein reiner Negativ-Sort der MO-MDSCs (mit
CD3, CD5, B220, Ter119, Ly6G) um Antikorper- freie MDSCs zu gewinnen. Hier konnte ein
Experiment, bei dem negativ gesortete MDSCs mit CD11b oder Grl Antikérpern inkubiert werden,
klarende Ergebnisse liefern. Alles in allem miissen aus diesen Griinden die Ergebnisse der MO-

MDSCs immer besonders kritisch betrachtet werden und iiberpriift werden.

Viabilitcit

Die grofite experimentelle Herausforderung stellte die geringe Resistenz der MDSCs gegeniiber
Verdnderungen der Umweltbedingungen dar. Wie in Abbildung 19 gezeigt, sterben MDSC:s in vitro
sehr schnell ab. Dass dieser Effekt nicht rein artifiziell ist, sondern auch in vivo eine Eigenschaft der
MDSC:s darstellt konnte wurde schon in in-vivo-Studien belegt. In der Studie von SAWANOBORI ET
AL. (2008) konnte gezeigt werden, dass MDSCs einer sehr hohen Turnoverrate unterliegen. Dies
muss bei der Planung von Experimenten und deren Auswertungen beachtet werden. Da isolierte
MDSCs innerhalb von Tagen, wie in dieser Arbeit zu Beginn der experimentellen Phase gezeigt
werden konnte, rasch apoptotisch werden, sind Experimente mit langfristiger Inkubation und an
isolierten MDSCs kaum moglich. Um die Umweltbedingungen moglichst in-vivo nah zu halten,
wurden die MDSCs wenn immer moglich in Kokultur mit anderen Zellen bzw. in konditioniertem
Medium gehalten, um die Viabilitit zu verbessern und keinen unnétigen artifiziellen Zellstress zu
erzeugen. Des Weiteren wurden in vitro Experimente so kurz wie moglich gehalten, um dieses
Problem zu minimieren. Auf eine generelle Zugabe von Wachstumsfaktoren, wie von einigen
Autoren vorgeschlagen (YOUN ETAL. 2008), wurde verzichtet, da jeder externe Stimulus zu einer
Differenzierung der MDSC:s fiihrt und die Ergebnisse artifiziell verdndert. Eine Untersuchung der
nativen MDSC:s als solche, also den Status quo der MDSCs in der Maus in vitro beizubehalten ist,
wenn iiberhaupt, nur iiber einen sehr kurzen Zeitraum moglich. Selbst die Riicktransferierung
gesorteter MDSCs im Rahmen eines adoptiven Transfers scheiterte auf Grund des raschen
Absterbens der MDSC:s in vivo. Ursache hierfiir konnte die hohe Turnoverrate der MDSCs sein, die
durch die aufreinigungsbedingte Antikdrpermarkierung und somit Demaskierung gegeniiber dem
Immunsystem aller Wahrscheinlichkeit nach noch erhoht wird. Gestiitzt wird diese Hypothese
dadurch, dass nicht aufgereinigte MDSCs, also der adoptive Transfer unbehandelter Milzzellen zu
nachweisbaren MDSC Konzentrationen im Empféangertier fiihrten . Einen weiteren Aspekt zeigte
dieses Experiment: MDSCs waren im Verhiltnis zu den adoptiv transferierten Splenozyten in
geringerer Konzentration in der Milz der Empfiangermaus vorhanden als in der parallel

durchgefiihrten Zellkultur (Daten nicht gezeigt). Sie wurden also entweder schneller abgebaut oder
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das Verteilungsverhalten der MDSCs unterschied sich von denen der Splenozyten. Im
Zusammenhang mit dem in der Literatur dargestellten erhohten Turnover konnten die Ergebnisse
auch fiir eine schnellere Mauser der MDSCs sprechen, was bedeutet, dass die transferierten MDSCs
schneller abgebaut werden als die transferierten Splenozyten. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
MDSCs keine fixe Zellpopulation sind, sondern vielmehr ein Ubergangsstadium darstellen.
Eventuell entspricht die Expansion der MDSCs in Entziindungssituationen der Produktion von
unreifen Erythrozyten-Vorlduferstufen bei starkem Blutverlust und stellt eine Folge einer
verstirkten Stimulation des Knochenmarks im Rahmen einer Inflammation dar mit einer, bis dato
nur in vitro nachgewiesenen, inhibitorisch regulatorischen Komponente. Die Ausschwemmung von
unreifen Vorlduferstufen wiirde auch den hohen Turnover in der Maus und die hohe Empfindlichkeit
erklédren, da in der Peripherie (also nicht im Knochenmark) die addquaten medulldren Zytokine fiir
Vorlauferzellen fehlen und die MDSCs deswegen dort rasch absterben wiirden. Ein weiteres Indiz
dafiir wire, dass in der Peripherie die ROS-Produktion zunimmt. Der Farbstoff DCFDA wird nicht
nur in Zellen umgesetzt, die eine spezifische ROS-Produktion als Abwehrmechanismus aufweisen,
sondern auch in Zellen, die stressbedingt freie Radikale generieren. Diesen Effekt kann man zeigen,
wenn man Zellen in eine nihrstoffarme Umgebung iiberfiihrt. Zellen, die unter derartigen
Mangelbedingungen gehalten werden, weisen schon nach kurzer Zeit sehr hohe intrazellulare ROS
Level auf. Die hohen ROS Level in MDSCs der Milz (Abbildung 26) im Vergleich zu denen aus
dem Knochenmark konnten zum Teil auf Stress durch fehlende Zytokine zuriickzufiihren sein. Auch
konnte gezeigt werden, dass MDSCs im Blut neben einem niedrigeren ROS-Level auch geringere
Topro-3 Level aufweisen. Dies stiitzt die Hypothese, dass der hohe ROS-Level in MDSCs z.T. auch
apoptosebedingt sein konnte. Alles in allem wirft die Verletzlichkeit und geringe Lebenserwartung
der MDSC:s viele Fragen auf, ruft aber auch einige interessante Hypothesen hervor, die weiter
gepriift werden sollten: Ist das Apoptoseverhalten der MDSCs ein Teil ihres Hemmmechanismus?
Das Immunsystem konnte durch den Abbau ,,gebunden® und dadurch eventuell indirekt gehemmt
werden. Ahnliche Hypothesen lassen sich aus klinischen und tierexperimentelle Studien ableiten:
Tumorpatienten oder Tumortiere bei denen intraoperativ Blutprodukte benotigt wurden bzw. denen
Blut transfundiert wurde, haben ein etwas schlechteres Outcome (BLUMBERG ET AL. 1985 ,FRANCIS
& SHENTON 1981), als Patienten die keine Transfusion erhielten. Inwieweit dies einen Bias darstellt
oder eine Immunsuppression aufgrund der Zufuhr von Fremdantigenen darstellt (durch unmogliche
Randomisierbarkeit und fehlende Standardisierung in der Blutproduktgabe) ist allerdings fraglich.
Eine andere Frage ist, ob durch Beeinflussung der Apoptose die Funktion von MDSCs alterierbar
ist? Dies konnte einen therapeutischen Ansatz darstellen. Oder es handelt sich nicht um Apoptose
sondern eine sogenannte NETose. Ein denkbarer Mechanismus, da PMN MDSCs Vorléduferzellen

von Neutrophilen darstellen konnen. Auch lieBen sich hier eventuell Ansitze fiir die translationale
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Forschung finden.

Ein anderer Ansatzpunkt wire die Kldrung, ob T-Zellen durch den MDSC Kontakt in eine Anergie
eintreten, also gegeniiber ihrem Zielantigen tolerant werden und die Milz inaktiviert verlassen. Ein
indirekter Mechanismus der Anergie-Induktion durch die Induktion von Foxp3+ Tregs durch
MDSCs wurde schon beschrieben (HUANG ETAL. 2006). Fiir weitere Untersuchungen sollten
Methoden etabliert werden, bei denen externe Einfliisse minimiert werden. Ein erster Schritt wire
die Verwendung eines ausschlieBlich negativen Sort von MDSCs, der nach dieser Doktroarbeit in
unserer Arbeitsgruppe etabliert wurde. Des Weiteren wiren adoptive Transferexperimente mit
MDSCs aus genetischen oder BrdU-markierten Médusen vonnéten, um einen toxischen Einfluss von
CFSE zu eliminieren. Dadurch kénnte man eine recht gute in vivo nahe Organverteilung der
MDSC:s erzeugen, die frei vom Einfluss anhaftender Antikorper und toxischen Einfliissen von
Farbstoffen wire. Die Etablierung beider Methoden hitte allerdings den Rahmen der Dissertation

gesprengt.

Funktioneller Effekt der MDSCs

Eine weitere Frage in der Dissertation war, ob CpG als Toll-Like-Rezeptor-9 Agonist die MDSCs in
ihrer Suprimierbarkeit direkt beeinflusst. Da die verringerte Hemmung der MDSCs von in vivo mit
CpG behandelten Miusen experimentell in Vorarbeiten schon gezeigt wurde, galt es, diese Situation
in vitro zu untersuchen, um die Disinhibition nachzuvollziehen und den Angriffspunkt dieser
Therapie zu finden. In der Kokultur von PMN-MDSCs und T-Zellen konnte nur ein geringer Effekt
von CpG auf die inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden (Abbildung 20, Abbildung 21). Dies
zeigte sich sowohl bei MACS- als auch bei FACS-gesorteten MDSCs. In weiteren Experimenten, in
denen MDSCs mit Splenozyten kokultiviert wurden, konnte gezeigt werden, dass CpG den
inhibitorischen Effekt komplett autheben konnte (Abbildung 22). Mehr noch, die Proliferation
relativ zu der CpG-therapierten Splenozytengruppe wurde sogar iibertroffen. Dies konnte entweder
darauf zuriickzufiihren sein, dass CpG einen sehr starken Wachstumsstimulus in Splenozyten
auslost, der durch die MDSCs nicht mehr inhibiert werden konnte, oder dass MDSCs in ihrer
inhibitorischen Wirkung geschwiécht wurden. Diese Daten weisen zudem schon darauf hin, dass
weder T-Zellen noch MDSCs die direkten Zielzellen fiir die CpG-Therapie waren. Die Kokultur
mit T-Zellen wurde auch aus dem Grund veranlasst, da schon gezeigt wurde, dass TLR 9 nicht auf
T-Zelllinien exprimiert wird (APPLEQUIST ETAL. 2002). Eine Aktivierung der TC durch CpG war
deshalb wenig wahrscheinlich. Einer Aktivierung in dieser Kokultur wire ein deutlicher Hinweis
auf einen direkten CpG-Effekt auf MDSCs gewesen. Als Responderzellen der CpG Therapie
wurden darauthin B-Zellen und DCs untersucht, da diese auf eine CpG Stimulation

bekanntermalen sehr stark mit Zytokinproduktion reagieren (KRIEG 2002). Dafiir wurde
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konditioniertes Medium von CpG stimulierten Splenozyten gewonnen und mit diesem Medium
anschlieend MDSCs-T-Zell Kokulturen stimuliert. T-Zellen wurden als Kokulturzellen gewiéhlt,
da diese Konstellation auf eine etwaige CpG-Restkontaminierung am unempfindlichsten reagiert.
Dies erfolgte auch, um den direkten von dem indirekten Stimulus abzugrenzen, bzw. einen direkten
Einfluss zu verifizieren oder zu falsifizieren.

Die Zugabe von konditioniertem Medium aus CpG-stimulierten B-Zellen zeigte keinen
einheitlichen Effekt (Abbildung 24). MO-MDSC:s stellten auch hier wieder ein methodisches
Problem dar, da dort kein stabiler Readout erlangt werden konnte. Eine Verbesserung der T-Zell
Proliferation durch 16sliche Faktoren, die von B-Zellen stammen zeigte sich hier jedoch nicht.

Als Ursachen fiir die verminderte inhibitorische Wirkung von MDSCs standen mehrere denkbare
Mechanismen zur Diskussion. Eine Moglichkeit wire die Uberstimulation von B-Zellen durch
CpG. Eine weitere wire neben der Alteration der Hemmmechanismen wie der ROS-Produktion, die
Ausdifferenzierung der unreifen MDSCs in antigenprésentierende Zellen gewesen.

Erste Experimente mit konditionierten Medium von CpG stimulierten Splenozyten deuteten eine
Differenzierung der MDSCs in Richtung dendritische Zellen an. Hier sind weitere Experimente von
Noten um dies zu untermauern.

Reactive Oxygen Species

Als weiterer funktioneller Faktor wurde ein Readout verwendet, der die Aktivitidt von reaktiven
Sauerstoff Verbindungen (engl. Reactive Oxygen Species = ROS) in Zellen bestimmen konnte. Der
Vorteil dieser Methode lag darin, dass sie nur kurze Inkubationszeiten bendtigt und somit externe
Einfliisse die Ergebnisse vergleichsweise wenig beeinflussen konnen. Lange Inkubationsphasen, die
eine eventuelle Selektion iiber Apoptose hervorrufen oder in der die Zellen ungewollt
differenzieren, entfallen. Aus diesem Grund wurde am Ende der experimentellen Phase auf diese
relativ robuste Methode zuriickgegriffen. Die Methode wurde nach CORZO ET AL. (2009)
modifiziert. Es wurde bewusst nicht auf FCS verzichtet, da wihrend der Etablierung der Methode in
unserem Labor gezeigt wurde, dass die Abwesenheit von FCS und/oder Medium zu einem
Zellstress fiihrte, der bei allen Zellentypen hohere ROS-Werte hervorrief. Um die Methode von
externen Einfliissen noch unabhingiger zu machen (Zellstress auf gesamte Zellpopulation), wurden
die ROS-Level auf eine nicht ROS Produzierende Zellpopulation normalisiert, indem sie auf das T-
Zell ROS-Level bezogen wurden. In den Experimenten zeigte sich, dass im SV40 Modell die PMN-
MDSCs deutlich hohere ROS Level aufwiesen als MO-MDSCs (Abbildung 25). Dieses Ergebnis
passt zu der Tatsache, dass PMN-MDSCs in den hier durchgefiihrten Experimenten im Allgemeinen
starker inhibitorisch auf das Wachstum wirkten, als MO-MDSCs. Dieser Unterschied der ROS-
Produktion konnte allerdings nur in der Peripherie (Milz und Tumor MDSCs) nachgewiesen

werden. Im Knochenmark zeigte sich kein Unterschied mehr zwischen den MDSC Subpopulationen
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(Abbildung 26). Hier fielen die MDSCs zudem mit einer sehr geringen absoluten ROS-Produktion
auf. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire, dass MDSC:s erst in der Peripherie aktiviert werden.
Eine weitere Erklarungsmoglichkeit wiirde allerdings auch eine Zellstress-Hypothese darstellen. Je
langer MDSC:s als unreife Zellen vom Knochenmarkmilieu getrennt sind, desto hoher wird ihr
Zellstress und somit ihre ROS-Level, da sie sich aulerhalb vom Knochenmark womoglich in einer
fiir sie nicht addquaten Zytokin Umgebung aufhalten. Hierfiir spricht auch, dass die Zugabe von
GM-CSF das Uberleben der MDSCs erhohte (Abbildung 19).. Es ist notwendig, diese Frage in
weiteren Experimenten zu kldren. Moglich wire dies eventuell durch Messung der ROS Level in
Kokulturen mit konditioniertem Tumorzellmedium, sowie die Zugabe von Knochenmarkzytokinen.
Zudem wire es wichtig zu kléren, in wieweit die Apoptoserate der MDSCs mit der ROS-Produktion

korreliert.

Die Oligonukleotid-Therapie wurde auch in Hinblick auf die ROS-Produktion hin untersucht. Es
zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse. Es zeigten sich sowohl in der in vivo als auch in der in
vitro Therapie mit CpG in der Milz bzw. bei Splenozyten dhnliche Ergebnisse (Abbildung 27,). In
der in vivo Therapie blieb der Unterschied zwischen Milz und Tumor bei den PMN-MDSCs
bestehen. Bei MO-MDSC:s kehrte sich das Verhiltnis um (Abbildung 27). In der in vitro Therapie
zeigte sich ein Riickgang der ROS-Produktion bei den PMN-MDSCs, bei den MO-MDSCs dahin
gegen einen leichten Anstieg. Auch hier zeigten die MO-MDSCs wieder ein paradoxes Verhalten.
Eine mogliche Ursache konnte in der geringeren absoluten ROS-Produktion der MO-MDSCs

liegen, da hierdurch das Signal-Rausch-Verhiltnis schlechter war.

Bei der Therapie mit anderen TLR-Liganden wie R848 oder p:IC zeigte sich in vitro eine
Erniedrigung der ROS Level. Diese bieten weitere Anhaltspunkte fiir zukiinftige Arbeiten, die den
Effekt weiterer TLR-Liganden auf MDSCs untersuchen konnten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es zu einer gewissen Senkung der ROS-Level durch eine
in vitro Therapie kommt. Dieses Verhalten lief} sich aber in vivo nicht signifikant abbilden. Dies
konnte zum einem an der geringen Versuchstierzahl liegen oder an einem zu optimierenden CpG
Therapieschema. Interessant ist auf alle Félle die niedrige ROS-Produktion bei ,,jungen* MDSCs im
Knochenmark. Weitere Untersuchungen der ROS-Level sind notig, wie die ROS-Produktion durch
in vitro generierte MDSCs aus Knochenmark, oder das ROS-Verhalten ,,peripherer* MDSCs in
Kokultur in Knochenmark-Zellen sowie deren Korrelation mit Apoptose Markern. Des Weiteren
wire die Beschreibung der ROS-Level in unterschiedlichen Mausstimmen und Tumormodellen
notwendig. Falls die ROS-Produktion von MDSCs einen relevanten Hemmmechanismus darstellt,

wire dies ein wichtiges Ergebnis, um die Gewichtung der einzelnen inhibitorischen Mechanismen
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in unterschiedlichen Tumormodellen zu differenzieren. In einigen Tumormodellen wire dies sicher
ein interessanter pharmakologischer Ansatzpunkt. Ein unkonventionellerer Ansatz wire hier die
Gabe von Substanzen, die den Radikalabbau hemmen, durch die MDSCs im oxidativen Burst
untergehen konnten. Anders herum konnten auch Radikalfanger helfen um die Inhibitorische

Wirkung der MDSCs zu minimieren.
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Zusammenfassung

In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CpG-
Oligonukleotide (CpG) als TLR9-Liganden einen antitumoralen Effekt besitzt. Des Weiteren konnte
in einer vorangehenden Dissertation im C26-Tumormodell gezeigt werden, dass myloid-derived
suppressor cells (MDSCs) nach in vivo Therapie mit CpG ex vivo weniger suppressiv waren. Zu

kliren blieb, in wie weit diesem Effekt eine Anderung des Phinotyps der MDSCs zugrunde lag.

Deswegen wurden im in vitro Modell die MDSCs unter dem Einfluss von CpG niher
charakterisiert. Hierfiir wurde zunichst die Expansion in SV40 TAg Miusen und in den
korrespondierenden Tumormodellen gezeigt. Weiterhin konnte der inhibitorische Effekt der MDSCs
in vitro nachgewiesen werden. Die CpG-Therapie wurde darauthin in vitro nachvollzogen und die
Zielzellen der CpG-Wirkung identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass beide Untergruppen der
MDSCs unter CpG-Therapie den Differenzierungsblock zumindest zum Teil verlieren und den Weg
in Richtung antigenprisentierende Zelle einschlagen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der
Effekt von CpG auf MDSC:s iiber einen dritten Zelltyp vermittelt wird. Je nach Unterpopulation
waren die vermittelnden Zellen am ehesten dendritische Zellen oder B-Zellen. Da gezeigt werden
konnte, dass MDSCs ex vivo eine labile Zellpopulation darstellten, wurden weitere Methoden zur
funktionellen Charakterisierung der MDSCs geschaffen, die mit kurzen Inkubationszeiten
auskamen. Hierfiir wurde in der Arbeitsgruppe die ROS-Detektion mittels FACS-Analyse etabliert.
Diese Methode zeigte im Vergleich der Literatur und zu den Vorarbeiten konsistente Ergebnisse.
Die im Proliferationsassay stirker inhibierenden PMN-MDSCs zeigten gegeniiber den MO-MDSCs
hohere ROS-Levels. Des Weiteren konnte in den PMN-MDSCs auch mit nur kurzen
Inkubationszeiten eine Verringerung der ROS-Produktion durch verschiedene TLR-Liganden wie
R848 oder p:IC in Splenozyten nachgewiesen werden. CpG zeigte hier wenn iiberhaupt nur einen

geringen Effekt.

Mit diesen Ergebnissen konnte die anfangs gestellte Frage beantwortet werden, wie MDSCs
phianotypisch auf CpG reagieren. Weitere Studien sind notwendig, um die MDSCs weiter
phéinotypisch zu charakterisieren. Gerade die Frage, in wie weit andere TLR-Liganden den
Phinotyp von MDSCs beeinflussen und ob es sich in vivo auch um direkte Liganden-Wirkungen
handelt, bleibt offen. Dass andere Liganden wie R848 und p:IC einen Effekt autf MDSCs ausiiben,
konnten ROS-Experimente gezeigt. Diese Befunde konnen die Grundlage fiir die neue Strategien

zur pharmakologischen Hemmung von MDSCs bilden.
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