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Zusammenfassung der Arbeit

Mit iiber 36 Millionen Erkrankten, stellt die unheilbare HIV Infektion mit ihrer
Komplikation des erworbenen Immunschwéchesyndroms (AIDS) nach wie vor eines
der groBten Probleme der globalen Gesundheit dar. In letzter Zeit riickt die Erforschung
einer funktionellen Heilung immer mehr in den Fokus. Eine der Voraussetzungen dafiir
ist ein Immunsystem mit effektiven CDS8-T-Zell Antworten. Myeloid-derived
suppressor cells (MDSC) sind eine heterogene Gruppe unausgereifter Zellen
myeloischem Ursprungs, die bei verschiedenen Erkrankungen iiber unterschiedliche
Mechanismen T-Zell Proliferation inhibieren konnen. In der vorliegenden Arbeit
iiberpriiften wir zundchst, ob in der chronischen HIV-1 Infektion erhohte Frequenzen
des monozytiren Subtyps der MDSC (M-MDSC) nachweisbar sind. Dabei konnten wir
im Vergleich zu gesunden Probanden keine erhohte Frequenz und keine Korrelation mit
Anzahl der CD4-T-Zellen oder HI-Viruskopien feststellen. Die von uns isolierten M-
MDSC waren jedoch in der Lage CD8-T-Zell Proliferation zu inhibieren. Als nichstes
iiberpriiften wir, ob das immunmodulatorische Zytokin Interleukin-10 (IL-10) fiir den
proliferationshemmenden Charakter der M-MDSC verantwortlich sein konnte.
Interessanterweise konnten wir eine deutliche Spontanproduktion von IL-10 durch M-
MDSC nachweisen, die signifikant hoher war als die von Monozyten (p<0,0001). Das
Ausmal der IL-10 Produktion korrelierte invers mit der Hohe der M-MDSC Frequenz.
Die CD8-T-Zell Proliferation konnte durch den Einsatz eines Interleukin 10-Rezeptor

blockierenden Antikorpers allerdings nicht wiederhergestellt werden.

Die vorliegende Arbeit erbrachte neue Erkenntnisse iiber die Eigenschaften und die
Wirkungsweise von M-MDSC in der chronischen HIV-Infektion. Obwohl M-MDSC
das Zytokin IL-10 produzieren, ist dieses zumindest nicht allein fiir die
immuninhibitorischen Eigenschaften der M-MDSC verantwortlich. Vermutlich ist es
aber Teil eines komplexen immunologischen Regelungsnetzwerkes. Die IL-10
Produktion der M-MDSC nimmt bei fortschreitender HIV-Infektion ab, was darauf
hindeutet, dass auch dieser Zelltyp im Infektionsverlauf seine Funktion verliert. Weitere
vertiefende Forschung ist notwendig, um die Rolle der M-MDSC und ihre suppressive

Wirkungsweise auf T-Zellen vollstindig kldren zu konnen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Immunschwiche Virus (HIV) — Ein globales
Problem

Uber 30 Jahre nach der Identifizierung des Retrovirus HIV, stellt der Erreger des
Immunschwichesyndroms AIDS nach wie vor eine grofle Herausforderung an die
Menschheit dar. Bleibt das Immunschwichesyndrom unbehandelt, verlduft die
Krankheit rasch todlich. Im Jahr 2016 infizierten sich weltweit 1,8 Millionen Menschen
neu mit dem HI-Virus, was zu einer Gesamtzahl von 36,7 Millionen Erkrankten im
selben Jahr fiihrte. Menschen, die mit dem HI-Virus infiziert sind, kénnen zum
aktuellen Stand 2018 immer noch nicht geheilt werden. Allerdings hat sich Dank der
hocheffektiven Therapiemoglichkeit mit der Kombination verschiedener antiretroviraler
Medikamente (cART) die Lebenserwartung HIV Infizierter an die durchschnittliche
Lebenserwartung der Normalbevdlkerung angeglichen. Der kontinuierlich wachsende
Anteil HIV Infizierter unter cART weltweit fiihrt dabei zu einer abnehmenden Zahl an
AIDS assoziierten Todesféllen[1]. Dennoch bestehen nach wie vor zahlreiche Probleme,

aus denen ein uneingeschrinkt grofer Handlungsbedarf resultiert:

e Armut, Gewalt, mangelhafte (Sexual)-Bildung, Hunger, Stigma und
Ausgrenzung flihren weiterhin zu hohen HIV Inzidenzen.

e Die Testung auf HIV und die Bereitstellung von antiretroviralen Medikamenten
in strukturschwachen Regionen der Erde kann aktuell nur unzureichend gewihrt
werden. Nur 53% der weltweit mit HIV Infizierten hatte 2016
Behandlungszugang [1].

e Auch wenn die cART erfolgreiche Viruskontrolle verspricht, so verbleibt das
Virus im Korper in verschiedenen Reservoirs und ist nicht beseitigt. Abbruch
einer antiretroviralen Therapie fiihrt zum Krankheitsfortschritt.

e Fiir Wirksamkeit und zur Vorbeugung von Virusresistenzen, ist die tdgliche und
unterbrechungsfreie Einnahme von HIV Medikamenten eine notwendige
Voraussetzung.

e Wie jede medikamentdse Therapie, so hat auch die cART ihre Nebenwirkungen,

die teilweise zu Einschrinkungen und Abbruch der Therapie fiihren.
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Nur durch die Entwicklung einer Impfung oder einer heilenden Therapieform wird die
Eradikation von HIV und AIDS in der Zukunft moglich sein. Um der globalen
Herausforderung dabei gerecht zu werden ist Grundlagen- und translationale
medizinische Forschung in Kombination mit andere Disziplinen und Wissenschaften

weiterhin von herausragender Bedeutung[2].

1.2 Der Ablauf der Infektion mit dem Humanen Immunschwache
Virus (HIV)

Bei HIV handelt es sich um ein Retrovirus, der seine genetische Information in das
menschliche Genom einarbeitet und langfristig das Immunsystem zerstort[3, 4]. Die
Infektion mit dem HI-Virus erfolgt in den hiufigsten Féllen sexuell iiber den Kontakt
mit Korperfliissigkeiten infizierter Personen. Weitere Ansteckungsmdglichkeiten
bestehen parenteral durch kontaminierte Injektionsnadeln, infektidose Blutprodukte oder
Nadelstichverletzungen. Auch vertikal kann das Virus bei der Geburt oder iiber die
Muttermilch von der Mutter auf das Kind iibertragen werden. Gelangt das HI-Virus in
den Korper, befillt es Zellen, die das CD4-Oberfldchenantigen tragen und wichtig fiir
ein funktionierendes Immunsystem sind [5, 6]. Das sind hauptsichlich CD4-T-Zellen,
aber auch Makrophagen, Monozyten, Langerhanszellen der Epidermis und Teile der

Mikroglia. Charakteristisch fiir die HIV Infektion ist ihr Ablauf in mehreren Phasen:

1.2.1 Erste Phase, die Primérinfektion

Im Anschluss an die Infektion kommt es zu einer ausgeprigten und hohen
Virusvermehrung im Korper. Dies zeigt sich in der Mehrzahl der Fille in einem
grippedhnlichen Krankheitsbild, dem akuten retroviralen Syndrom. Typische und
héufige Symptome dafiir sind Fieber, geschwollene Lymphknoten, Kopfschmerzen und
Miidigkeit. Die Primérinfektion kann jedoch auch asymptomatisch verlaufen. Das
Immunsystem beginnt sich mit dem Virus auseinanderzusetzen. Es kommt zur
Ausbildung von virusspezifischen CDS8-T-Zellen und Antikorpern. Dies wird als
Serokonversion bezeichnet. Der Nachweis der Antikdrper gegen HIV kommt im HIV
Test zum Tragen. [7]

1.2.2 Zweite Phase, die asymptomatisch Phase

Aufgrund der ausgepriagten Immunreaktion sinkt die Anzahl der Viren im Blut auf ein

relativ niedriges Niveau. Der Korper scheint die Infektion kontrollieren zu kénnen und
2
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die Betroffenen zeigen keinerlei Symptome. Daher spricht man in der
asymptomatischen Phase auch von der Latenzphase. Die Erkrankung schreitet im
lymphatischen Gewebe jedoch weiterhin aktiv voran und gewinnt kontinuierlich

Oberhand iiber das Immunsystem[8§].

1.2.3 Dritte Phase, das erworbene Immunschwichesyndrom

Im Median nach 6-8 Jahren verliert das Immunsystem vollstindig die Kontrolle iiber die
Replikation des Virus. Nach und nach werden mehr CD4-T-Zellen infiziert und zerstort.
Ist die Anzahl an CD4-T-Zellen weit genug gesunken, ist das Immunsystem nicht in
mehr in der Lage, seine Aufgaben korrekt auszufithren. Es kommt dann zu
opportunistischen Infektionen. Erreger konnen dabei Bakterien, Viren, Pilze oder
Parasiten sein, die bei gesunden immunkompetenten Personen nicht zu einer
Erkrankung fithren wiirden. Auch die Entstehung von bestimmten Malignomen, wie
dem Kaposi-Sarkom oder Non-Hodgkin-Lymphomen ist moglich. Das schwerwiegende
erworbene Versagen des Immunsystems, das in dieser letzten Krankheitsphase auftritt,

wird dann als ,,Acquired Immune Deficiency Syndrome* (AIDS) bezeichnet [9].

T-Zellen/pl ~ HIV-RNA
(Kopien/ml Plasma)

N A

800 HIV-RNA - 10°

CD8-T-Zellen

400 - - 10t

CD4-T-Zellen

S
rd

Wochen Monate Jahre (2-10) t

Primarinfektion Latenzphase AIDS >

Abbildung 1: Ablauf der HIV-Infektion. Die Priméirinfektion ist geprdgt durch eine hohe
Virusreplikation und messbar hohe Viruslast. Es kommt zum Abfall der CD4-T-Zellen. Mit Einsetzten
der Immunantwort (u.a. CD8-T-Zellen) kann das Virus unterdriickt werden und es kommt zum Anstieg
der CD4-T-Zellen (Beginn der Latenzphase). Nach Jahren der Latenz, kommt es zur Immunerschopfung.
Das Virus beginnt erneut sich zu replizieren. Die CD4-T-Zellen sinken ab. Es besteht kein ausreichender
Schutz vor Erregern opportunistischer Infektionen. Das Endstadium AIDS ist erreicht[10][11].
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1.3 Zytotoxische CD8-T-Zellen in der HIV Infektion

Im Gegensatz zu anderen viralen Infektionen ist das menschliche Immunsystem nicht in
der Lage das HI-Virus zu beseitigen. Uber die Jahre erkrankt der GroBteil der HIV-
Infizierten an AIDS[12]. Um ein Fortschreiten der HIV Infektion in dieses Stadium zu
verhindern, ist die Einnahme von antiretroviral wirkenden Medikamenten -eine

Notwendigkeit.

Allerdings gibt es eine kleine Gruppe (<1%) an HIV-Infizierten, deren Immunsystem
auch ohne antiretrovirale Therapie kompetent genug ist, die Virusreplikation iiber viele
Jahre hinweg unter die Nachweisgrenze zu supprimieren und somit ein Fortschreiten der
Erkrankung verhindern. Diese Patienten werden als ,,HIV Controller* bezeichnet. [13-
15]. Verschiedene Ursachen werden als Grund fiir die besondere Immunkompetenz der
,HIV Controller* diskutiert[15]. Von besonderem Interesse sind dabei CD8-T-Zellen,
die bei diesen Patienten vor allem besonders qualitativ hochwertig ausgeprédgt sind.
Insbesondere ist dabei die Fihigkeit zur Degranulation (CD107a Mobilisation),
Zytokin- und Chemokinproduktion beschrieben[16-18], aber auch bessere
Proliferationsfahigkeit[ 19], bessere Erkennung von viralen Proteinen (Gag) [20]und ein
geringerer Grad der Immunaktivierung[18]. CD8-T-Zellen haben im Immunsystem die
Aufgabe, korpereigene infizierte oder entartete Zellen zu erkennen und zu zerstdren.
Dazu gehort auch die Beseitigung von Viren. Tatsdchlich sind bei ,,HIV Controllern®
die CD8-T-Zellen in der Lage bereits zu einem frithen Zeitpunkt die HIV Replikation zu
unterbrechen und die Virusanzahl im Blut zu reduzieren. [16, 21-23]. Bei Patienten, die
in der HIV Erkrankung fortschreiten (,,HIV Progressor), weisen die CD8-T-Zellen
allerdings Defizite in der Funktionalitit auf, welche die Qualitdt der Immunantwort auf
HIV stark beeintrachtigt[16]. Es kommt zur Immunerschopfung. Die Griinde hierfiir
sind bisher nicht geklért. Die Existenz der ,,HIV-Controller* mit ihrer starken CDS8-T-
Zell Antwort gibt Forschern jedoch die Moglichkeit Ursachen fiir die besondere
Immunkompetenz herauszuarbeiten und diese Erkenntnisse in die Entwicklung einer

Therapieform der HIV-Infektion einflieen zu lassen.

1.4 Myeloid-derived suppressor cells (MDSC)

Eine Ursache fiir die virale Persistenz und den Verlust der adidquaten CDS-T-Zell
Funktion in der HIV Infektion ist die Prasenz von Myeloid-derived suppressor cells

(MDSC). MDSC sind eine heterogene Gruppe von unausgereiften Zellen der
4
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myeloischen Reihe, die in der Lage sind CD8-T-Zell Proliferation zu unterbinden und

somit eine addquate Immunantwort verhindern[24-26](Vgl. 1.4.3).

Bevor die Prdsenz dieser Zellsorte in der chronischen HIV Infektion nachgewiesen
werden konnte, kam es bereits zu zahlreichen Publikationen iiber MDSC bei malignen
Tumoren. Erstmals wurden sie mit ihren immunsuppressiven Eigenschaften im Jahr
1987 in einem Mausmodel mit Lungenkrebs als ,,Bone Marrow Suppressor Cells*
beschrieben[27]. 1995 folgte dann die Beschreibung bei Menschen im Bereich von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals Bereich[28]. Spater kamen weitere Tumorarten
dazu[29-32]. Fiir die vorliegende Arbeit von Bedeutung ist der Nachweis von MDSC
bei Lungenkarzinom, hepatozelluldrem Karzinom, malignen Melanom und B-Zell Non

Hodgkin Lymphom [33-38].
1.4.1 Expansion und Akkumulation von MDSC

In vielen weiteren Situationen, in denen der Korper pathologischen Reizen ausgesetzt
ist, akkumulieren MDSC. Solche Reize konnen Trauma, akute und chronische
Entziindung, Sepsis und Infektionen parasitérer, bakterieller und viraler Art sein [39].
Durch ein besonderes Milieu aus Botenstoffen, Wachstums- und Regulierungssignalen
kommt es dazu, dass Zellen des Immunsystems, die normalerweise zu Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen oder neutrophilen Granulozyten ausreifen wiirden,
sich nicht mehr richtig entwickeln kénnen. In einem unausgereiften Ubergangszustand
gewinnen sie dann durch weitere Aktivierung immunsuppressive Eigenschaften. Zu den
Aktivierungs- und Regulierungssignalen werden unter anderen Botenstoffe wie IL-6,
IL-1B, TNF-a, IL-13/4, S100A8/9 und IFN-y gezéhlt [32, 40, 41]. Die physiologische
Funktion von MDSC ist vermutlich die eines Regulators der Immunantwort. Reagiert
das Immunsystem zu stark oder zu lange auf ein Pathogen, so akkumulieren MDSC, um
das Immunsystem zu ddmpfen und den Korper vor extensiver Gewebeschidigung zu
bewahren. Tumore und manche Infektionen sind in der Lage sich ein Milieu aus den
oben genannten Botenstoffen zu schaffen. Sie nutzen den eigentlich autoprotektiven
Mechanismus der MDSC, um sich selbst vor einem Zugriff des Immunsystems zu

schiitzen.
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1.4.2 Identifizierung von MDSC

Die hdufig an Mausmodellen durchgefiihrten Versuche kamen zu dem Schluss, dass
MDSC als Identifizierungsmerkmal die Oberfldchenantigene CD11b und GR1 tragen.
Bei Menschen sind MDSC allerdings schwerer zu markieren, da humane Zellen im
Gegensatz zum murinen Modell keinen spezifischen Zellmarker wie GR1 exprimieren.
Die Schwierigkeit der MDSC Identifizierung zeigt sich daher in der Literatur durch die
Beschreibung einer Vielzahl verschiedener MDSC Phinotypen[42]. Oftmals besteht die
Gefahr andere Zelltypen fdlschlicherweise als MDSC zu bezeichnen. Daher zeichnete
sich in den letzten Jahren ein Konsens ab, der eine Art von Mindeststandard fiir die
Beschreibung von MDSC festlegt. Dabei miissen mindestens zwei Kriterien erfiillt

sein[43, 44]:

1. Phédnotypische Merkmale: Auf Grund morphologischer, biochemischer und
funktioneller Uberschneidungen konnten sich in den vergangenen Jahren zwei
MDSC Subtypen durchsetzen:

e PMN-MDSC (engl. polymorphnuclear MDSC)
» Oberflichenmolekiile: CD11b"CD33"CD14-CD15"
» Polymorpher Zellkern
> Ahnlichkeit mit neutrophilen Granulozyten
e  M-MDSC(engl. monocytic MDSC)
> Oberflichenmolekiile: CD11b"CD14"HLA-DR”°VCD15-
» Mononukledrer Zellkern
> Ahnlichkeit mit Monozyten

2. Nachweis immunsuppressiver Eigenschaften: Dies zeigt sich hauptsédchlich in

der Fahigkeit der MDSC T-Zell Proliferation und Aktivitit zu supprimieren und

unterscheidet sie damit von neutrophilen Granulozyten und Monozyten.

1.4.3 MDSC in der HIV Infektion
1.4.3.1 PMN-MDSC

Unsere Arbeitsgruppe wies im Jahr 2012 zum ersten Mal erhéhte PMN-MDSC
Frequenzen bei chronisch HIV Infizierten ohne cART nach. Interessanterweise zeigten
jedoch ,HIV Controller niedrigere PMN-MDSC Frequenzen auf. PMN-MDSC

korrelierten positiv mit Viruslast und negativ mit CD4-T-Zellen. Desweiteren konnten

6
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diese in vitro eine CDS8-T-Zell Proliferation inhibieren und die Expansion von
regulatorischen T Zellen (Vgl. 1.4.4.5) induzieren. Beginn einer antiretroviralen
Therapie fiihrte zu einem Absinken der PMN-MDSC Frequenz[26]. Passend hierzu
konnten auch in einer anderen Studie keine PMN-MDSC bei therapierten HIV-
Patienten ohne Viruslast nachgewiesen werden[45]. Tumino et al. konnten bei HIV-
Infizierten ebenfalls erhohte PMN-MDSC Frequenzen im Vergleich zu Gesunden
messen, allerdings keine Unterschied zwischen therapierten und chronisch Infizierten.
PMN-MDSC konnten in dieser Studie nachweislich die Expression der CD3-(-Ketten
des T-Zell Rezeptor Komplexes reduzieren, welche wichtig fiir die Kopplung von
Antigen und T-Zell Rezeptor sind [25]. Bereits in der HIV Primédrinfektion sind PMN-
MDSC erhoht, allerdings niedriger als in der chronischen Infektion[46]. Im
Widerspruch hierzu beobachtet eine andere Studie jedoch keinen Unterschied in Hohe
der Frequenz zwischen akuter und chronischer HIV Infektion und zieht Riickschliisse
hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen Hohe der PMN-MDSC Frequenz und

Parametern der fortschreitenden Erkrankung in der Primérinfektion [47].
1.4.3.2 M-MDSC

Erhohte M-MDSC Frequenzen konnten bei HIV-1 Patienten ohne Therapie gemessen
werden[24, 48]. Nach Therapiebeginn sanken diese ab, verblieben aber immer noch auf
einem hoheren Niveau, als bei gesunden Kontrollpatienten[24, 45]. Eine positive
Korrelation von M-MDSC mit der Viruslast und eine inverse Korrelation mit CD4
Zellen konnte bei nicht therapierten Patienten festgestellt werden[24], nicht allerdings
bei Patienten unter cART [45]. M-MDSC Expansion konnten in vitro sowohl direkt
durch das HIV-Protein gp120 und 7at[24, 45] , als auch indirekt iiber das Protein gp120
und IL-6 induziert werden[48]. M-MDSC konnten sowohl die Proliferation von CD8-T-
Zellen, als auch deren Funktion inhibieren, allerdings auf Grund unterschiedlicher
Mechanismen(vgl.1.4.4)[24, 48]. Auch CD4-T-Zellen konnten in ihrer Funktion durch
M-MDSC gehemmt werden. Im Gegensatz zu den erwdhnten Forschungsergebnissen,
konnten in unserer Arbeitsgruppe bei chronischen HIV Patienten ohne cART bisher

keine erhohten M-MDSC Frequenzen gemessen werden[26].
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1.4.4 Mechanismen der CD8-T-Zell Hemmung durch humane M-MDSC

Verschiedene Mechanismen der T-Zell Suppression durch humane M-MDSC sind
beschrieben. Dabei kommt es je nach Erkrankung zu teilweise unterschiedlichen und
teilweise iiberlappenden Suppressionsmechanismen.

In verschiedenen Studien wird die suppressive Aktivitdit von M-MDSC mit einer
erhohten Arginase-1 Aktivitat erklart [24] [33] [37] [38] [49] [50]. Durch eine erhdhte
Arginase-1 Aktivitit kommt es zu einem Verbrauch an L-Arginin, welches fiir eine
funktionierende T-Zell Proliferation und die Ausbildung der CD3{ Kette des T-Zell
Rezeptor Komplexes von wichtiger Bedeutung ist [51]. In allen Studien konnte die
immunsuppressive Aktivitdit der M-MDSC in vitro durch Addition des Arginase-1
Inhibitors N-Hydroxy-L-Arginin (NOHA) oder durch Zugabe des Substrats L-Arginin
wieder aufgehoben werden. Ein weiteres Enzym, welches L-Arginin als Substrat
verbraucht ist die Stickstoffmonoxid-Synthase NOS2. Bei Influenza A und auch HIV
konnte die suppressive MDSC Aktivitidt durch die Zugabe des NOS2 Inhibitors NY-
monomethyl-l-arginine (L-NMMA) in vitro wieder aufgehoben werden[48, 49]. MDSC
sind dartiber hinaus in der Lage {iber bestimmte Sauerstoffradikale (ROS, engl. reactive
oxygen species) die CD8-T-Zell Funktion zu schwéchen[52]. Die Zugabe des ROS
inaktivierenden Enzyms Katalase fiihrte in vitro zur Wiederherstellung der CD8-T-Zell
Proliferation[48, 53]. Regulatorische T-Zellen beeinflussen das Immunsystem und
sollen den Korper vor Autoimmunitit schiitzen[54]. M-MDSC konnen
CD4"CD25*Foxp3™ regulatorische T-Zellen induzieren, die in der Lage sind T-Zellen
zu inhibieren[33] [45, 48].

M-MDSC von Patienten mit malignem Melanom zeigten eine erhohte ex-vivo Sekretion
von TGF-B (TGF-B, engl. Transforming Growth Factor beta). Dies fiihrte zu
Suppression von T-Zell Proliferation und -Funktion. Die Widerherstellung der T-Zell
Proliferation wurde durch Zugabe von TGF-B blockierenden Antikdrpern in vitro
wiederhergestellt [36]. Ebenfalls konnten in einer Studie bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom im Aszites HLA-DR™ Monozyten gefunden werden, die TGF-B2 und
IL-10 produzierten und T-Zell Proliferation inhibierten. Auch hier war dieser Effekt
durch Zugabe von TGF-B2 Antikdrpern in Kombination mit IL-10-Rezeptor
blockierenden Antikdrpern reversibel[55].
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In einer Prostatakarzinomstudie konnten ebenfalls IL-10 produzierende M-MDSC
gemessen werden[56]. Bei HIV konnten M-MDSC in Koinkubation mit CD4-T-Zellen
diese zur IL-10 Produktion anregen[48].

Regulatorische T-Zelle

Arginase 1

NOS2

ROS

TGF-B

IL-10

A VA VAR VAR V4

CD4 /CD8-T-Zelle

M-MDSC

Abbildung 2: Beschriebene Wirkmechanismen von M-MDSC auf T-Zell Proliferation/-Funktion.

1.5 Interleukin-10 (IL-10)

Interleukine gehdren zur Gruppe der Zytokine. Diese sind Signalstoffe des
Immunsystems. Sie werden hauptsdchlich von Leukozyten sezerniert und regeln die
Antwort des Immunsystems auf das Eindringen von Antigenen. Interleukin-10 ist ein
Homodimer und Polypeptid, welches aus 160 Aminosduren zusammengesetzt ist [57].
Seiner Funktionsweise nach ist es ein Immunmodulator.

Es wird unter anderem von Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen, B-Zellen
und T-Zellen produziert. Bei Infektionen des Korpers durch Bakterien, Viren, Wiirmer
oder Protozoen reagiert das Immunsystem stark auf die Eindringlinge. Damit das
Immunsystem nicht zu intensiv aktiviert wird und dem eigenen Korpergewebe schadet,
benotigt es eine Regulierung. IL-10 ist solch ein Regulator, der das Immunsystem
hemmen kann, falls es zu stark oder zu lange aktiv ist. Dabei muss der Zeitpunkt und
die Stirke der immunregulatorischen Wirkung genau abgepasst sein, damit sowohl

eindringende Pathogene beseitigt, als auch der eigene Korper unbeschédigt bleibt [58,
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59]. Allerdings gibt es bestimmte Erkrankungen, bei denen die Wirkung von IL-10 eine
effektive Infektionsbekdmpfung verhindert. Eindrucksvoll waren dabei zwei Studien an
Mausen, die mit dem Lymphozytidren Choriomeningitisvirus (LCMV) infiziert wurden.
Normalerweise verursacht dieses eine chronische Infektion. Wie bei HIV war das
Immunsystem der Méuse also nicht in der Lage das Virus aus dem Korper zu
beseitigen. Allerdings konnten Miuse, die durch gentechnische Veridnderung kein IL-10
produzieren konnten, den chronischen LCMV-Typ CLI13 durch eine starke T-Zell
Antwort beseitigen. Gentechnisch unveridnderte Maiduse zeigten dagegen den zu
erwartenden Funktionsverlust von T-Zellen und eine persistierende Virusinfektion.
Wenn diese gentechnisch unverdnderten Miuse allerdings mit IL-10 blockierendem

Antikorper behandelt wurden, waren auch sie in der Lage das Virus zu beseitigen[60,

61].
1.5.1 IL-10 in der HIV Infektion

IL-10 ist im Plasma von HIV-positiven Patienten erhoht und korreliert mit Hohe der
Viruslast. Ebenso verhélt es sich mit dem Gehalt an IL-10 mRNA in HIV PBMC [62-
64]. Im Verlauf der Erkrankung sind hohere IL-10 Level mit schnellerem Fortschreiten
der Erkrankung assoziiert. Der Beginn einer cART fiihrte nach 6 Monaten zur Abnahme
der IL-10 Spiegel, bleibt aber etwas hoher als bei Gesunden[62]. ,,HIV-Controller*
weisen gleiche IL-10 Plasmaspiegel auf wie gesunde Kontrollpatienten[64].
Interessanterweise konnte auch bei HIV Patienten mit hohen Viruslasten nach Zugabe
eines IL-10 Rezeptor blockierenden Antikorpers eine Zunahme der Proliferation von
CD4 und CD8-T-Lymphozyten in vitro beobachten werden [63, 64].

Nachweislich sind in der HIV-Infektion verschiedene Zelltypen in der Lage, IL-10
mRNA zu produzieren. Zu ihnen gehdren Monozyten, CD4-T-Zellen, CD8-T-Zellen, B-
Zellen und Natiirliche Killerzellen. Dabei produzierten B- und T-Zellen IL-10 mRNA
auf einem  vergleichbaren  Niveau wie  Monozyten[63].  Verschiedene
Forschungsgruppen identifizierten hingegen Monozyten als Hauptproduzenten von IL-
10 in der HIV Infektion [64-66]. Monozyten werden direkt durch das HI-Virus, aber
unabhingig von der Bindung an CD4 Oberfldchenrezeptoren zur Produktion von IL-10
angeregt[65]. Auch regulatorische T-Zellen (Treg) konnen die IL-10 Produktion von
Monozyten induzieren[64]. Durch Entfernung von Tiegs aus den PBMC konnte die CD4-

T-Zell Proliferation wieder zunehmen [64].
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Im Gegensatz zu der hier beschriebenen immunddmpfenden IL-10 Wirkung, steht eine
Studie, welche die Triagerschaft mit dem IL-10 1082G Allel untersucht. Dieses Allel
geht mit einer erhohten IL-10 Produktion einher, was bei Trigern mit einem
langsameren Absinken der CD4-T-Zellen assoziiert war und insgesamt in einem

lingeren Uberleben resultierte [67].

Die Ergebnisse dieser Studie machen deutlich, dass ein vermutlich sehr komplexes
regulatorisches Netzwerk und unterschiedliche Einflussfaktoren die Wirkungsweise von

1L-10 verschieden beeinflussen konnen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Neue Erkenntnisse iiber die Vorginge im Immunsystem wihrend der akuten und
chronischen Infektion mit dem HI-Virus ermoglichen das Forschen an Ansédtzen, die in
Zukunft zur Heilung der Infektionskrankheit fithren konnten. CD8-T-Zellen verhindern
die Vermehrung des HI-Virus im Koérper und kénnen bei manchen Menschen das Virus
iiber einen sehr langen  Zeitraum  unterdriicken, sodass sich  die
Immunschwichekrankheit AIDS auch ohne Behandlung erst sehr spédt manifestiert.
,Myeloid derived suppressor cells (MDSC) sind unreife Vorlduferzellen aus der
myeloischen Zellreihe, welche T-Zell Proliferation inhibieren konnen. Das verhindert
eine adidquate Immunantwort auf das HI-Virus. Das Zytokin Interleukin-10 (IL-10) ist
im Serum von HIV-Patienten erhdht und beeinflusst ebenfalls T-Zell Antworten. IL-10
wird von verschiedenen Zellarten sezerniert. Auch Monozyten sind als IL-10
Produzenten beschrieben. Monozytire MDSC (M-MDSC) sind mit Monozyten
verwandt. Uber die genauen Wirkmechanismen von M-MDSC in der HIV Infektion ist
bisher wenig bekannt. Die vorliegende Arbeit untersuchte daher folgende

Fragestellungen:

1. Sind M-MDSC und PMN-MDSC selbst in der Lage unstimuliert und ex vivo IL-

10 zu produzieren?
2. Korreliert die M-MDSC Frequenz mit Hohe der IL-10 Produktion?

3. QGibt es einen Unterschied in der IL-10 Produktion zwischen M-MDSC und

Monozyten?

4. Laésst sich der supprimierende Einfluss von M-MDSC auf die Proliferation von
CD8-T-Zellen durch die Zugabe eines IL-10 Rezeptor blockierenden

Antikorpers wieder auftheben?
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Material

Material

Hersteller

Sitz

BD Falcon™ Cell Strainer 12x75mm mit
Cell Strainer Kappe, 35 pm

C-Chip Disposable Hemocytometer mit 2
Zihlkammern

Combitips advanced 10ml

Combitips plus

Falcon® Rundbodenrohrchen Polystyrol
Sml

Latex-Einweghandschuhe Sempercare®
Mullkompresse Gazin® 10x10 cm
Pipettenspitzen 20ul/200n1/1000 pl
Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Safety-Multifly® Kaniile

Serologische Einmalpipette Sml/10ml
S-Monovette® 9ml K3E
Zellkulturflasche, Filter

Zellkulturplatte, 96-Loch

Zentrifugenrohrchen 15ml/50ml

BD Biosciences
NanoEnTek USA Inc.
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Comning Incorporated
Semperit AG Holding
Lohmann & Rauscher
GmbH & Co. KG
Kuhnle GmbH
Eppendorf AG
Sarstedt AG & Co.
TTP Thermoplastics
GmbH

Sarstedt AG & Co.
TPP Thermoplastics
GmbH

Comning Incorporated

TPP Thermoplastics
GmbH

Heidelberg, DE
Pleasanton, US
Hamburg, DE
Hamburg, DE
New York, US
Wien, AT
Rengsdorf, DE
Karlsruhe, DE
Hamburg, DE
Niimbrecht, DE
Ibbenbiiren, DE
Niimbrecht, DE
Ibbenbiiren, DE
New York, US

Ibbenbiiren, DE

Tabelle 1: Verbrauchsmaterial

13



2.2 Gerite

Material

Geriat

Hersteller

Sitz

Durchflusszytometer FACS ARIA™ 111
Durchflusszytometer, FACS Calibur™
Durchlichtmikroskop, DIALUX 20 EB
Heizwasserbad, Modell 1083
Inkubationsschrank, Heracell®
Kiihlschrank, Bosch Cooler
Laborautoklavier, Typ 3850 EL

Personal Computer, HP Compaq Elite
Computer 8300 Microtower

Pipetten, Eppendorf Reference® 100ul/10pl
Pipetten, PIPETMAN® Classic 1000ul/20ul
Pipettierhilfe, Pipetboy acu 2

Repetitive Pipette Mulitpette® plus
Sicherheitswerkbank, Model Labgard 437
Class IT

Sicherheitswerkbank, Safe 2010 Model 1.2
Vortexgerit, Vortex-Genie® 2
Zellzihlsystem, CASY® Model TT

Zentrifuge, Centrifuge 5810R

Zentrifuge, Sorvall Super T21

BD Biosciences

BD Biosciences
Leitz

GFL Gesellschaft fir
Labortechnik mbH
ThermoFisher Scientific
Robert Bosch GmbH
Tuttnauer

HP Inc.

Eppendorf AG
Gilson, Inc.

Integra Biosciences
GmbH

Eppendorf AG

NuAire

Heto-Holten

Scientific Industries, Inc.

Schérfe System GmbH
Eppendorf AG

ThermoFisher Scientific

Heidelberg, DE
Heidelberg, DE
Wetzlar, DE
Burgwedel, DE
Schwerte, DE
Gerlingen, DE
Breda, NL
Palo Alto, US
Hamburg, DE
Middleton, US
Biebertal, DE
Hamburg, DE
Plymouth, US
Allered, DK
Bohemia, USA
Reutlingen, DE
Hamburg, DE

Schwerte, DE

Tabelle 2: Gerite
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

Material

Losung Hersteller Sitz

Biocoll (Ficoll®) Biochrom AG Berlin, DE

CFSE BioLegend, Inc. San Diego, US

Dulbecco’s PBS Sigma-Aldrich Chemie  Steinheim, DE
GmbH

EasySep™ Human CDS Positive Selection =~ STEMCELL Kéln, DE

Kit Technologies GmbH

EasySep™ Magnet STEMCELL Kéln, DE
Technologies GmbH

EasySep™ Human CD14 Positive Selection STEMCELL Koln, DE

Kit Technologies GmbH

EDTA Merck KGaA Darmstadt, DE

FCS Superior Biochrom AG Berlin, DE

Fixation Medium A ThermoFisher Schwerte, DE
Scientific

Gibco™ Dynabeads™ Human T-Activator ThermoFisher Schwerte, DE

CD3/CD28 Scientific

Hanks* Salt Solution Biochrom AG Berlin, DE

HEPES Solution Sigma-Aldrich Chemie  Steinheim, DE
GmbH

Kompensationspartikel-Set: BD™
CompBead Anti Mouse IgG, k
L-Glutamine 200mM
Penicillin/Streptomycin
Permeabilization Medium B

Propidium Iodide

RPMI 1640 Medium

BD Biosciences

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH
ThermoFisher
Scientific
Sigma.Aldrich Chemie
GmbH

Biochrom AG

Heidelberg, DE
Steinheim, DE
Steinheim, DE
Schwerte, DE
Steinheim, DE

Berlin, DE

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien
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2.4 Medien

Material

Grundmedium + Supplement
Medium =
R10 RPMI 1640 + 5ml L-Glutamin (200 mM)
(ohne L-Glutamin und Hepes)
+ 5ml Penicillin (10 000 U/ml)/
Streptomycin (10 mg/ml)
+ 5 ml HEPES Puffer (IM)
+ 50 ml FCS (hitzeinaktiviert, 1 h,
56°C)
Hanks Hanks* Salt Solution + 5ml L-Glutamin (200 mM)
(ohne Ca*" und Mg*"
+ 5ml Penicillin (10 000 U/ml)/
Streptomycin (10 mg/ml)
+ 5 ml HEPES Puffer (IM)
PBS + Dulbecco’s PBS + 10 ml FCS
+ 1 mM EDTA
Tabelle 4: Medien
2.5 Antikorper
IL-10 Produktion von M-MDSC ex vivo unstimuliert
Antigen  Fluoreszenz Isotyp Hersteller Sitz je 10°
Zellen
CD14 FITC Mouse IgGl1, BioLegend, Inc. San Diego, US Sul
CD14 FITC Mouse IgG2a, BioLegend, Inc. San Diego, US Sul
CD33 PE Mouse IgGl1, « BioLegend, Inc. San Diego, US 1 ul
HLA-DR PerCP Mouse IgG2a, BioLegend, Inc. San Diego, US 2 ul
Isotype PerCP Mouse IgG2a, « BioLegend, Inc. San Diego, US 2 ul
Control
IL-10 APC Rat IgG2a BD Biosciences Heidelberg, DE 1,5 ul
Isotype APC Rat IgG2a, « BD Biosciences Heidelberg, DE 1,5 ul
Control

Tabelle 5: Antikorper IL-10 Produktion ex vivo
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Material

Proliferationshemmung durch M-MDSC

Antigen Fluoreszenz  Isotyp Hersteller Sitz je 10°
Zellen

CD14 FITC Mouse IgG2a, BioLegend, San Diego, US 3ul
Inc.

CD33 PE Mouse IgGl1, BioLegend, San Diego, US 1 pl
Inc.

HLA-DR APC Mouse IgG2a, BioLegend, San Diego, US 3ul
Inc.

CDS8 PerCP Mouse IgGl1, « BioLegend, San Diego, US 1 ul
Inc.

IL-10 Ra - Mouse IgGl R&D Minneapolis, US 50 ul
Systems,
Inc.

Tabelle 6: Antikorper Proliferationsassays

2.6 Software

Software Firma Sitz
CellQuest™ Pro Software BD Biosciences Heidelberg, DE
Version 6.0

FACS Diva™ Version 8.0.1 BD Biosciences Heidelberg, DE
FlowJo Version 9.5.2 /10 Tree Star, Inc. Ashland, USA
GraphPad Prism Version 5 GraphPad Software, Inc.  La Jolla, USA
Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation Redmond, USA

Tabelle 7: Software

17



Methodik

3 Methodik

3.1 Schematischer Versuchsablauf

IL-10 Produktion ex vivo

Proliferationsassays

Tumor (N=20)
HIV (N=10)
HC (N=10)

Tumor (Effector ) (N=4)
HC (Effector) (N=2)
HC (Target) (N=6)

vgl. 3.2

Vgl. 3.2

Blutentnahme
Vgl. 3.3

Blutentnahme
Vgl. 3.3

— ",

-1

PBMC Isolierung aus Vollblut
Vgl. 3.4

PBMC Isolierung aus Vollblut
Vgl. 3.4

—

- I

Farbung der PBMC mit
Fluoreszenzantikdrpern
Vgl. 3.6

Farbung der PBMC mit
Fluoreszenzantikdrpern
Vgl. 3.6

e

-

Durchflusszytometrie (FACS)
Vgl. 3.10

NS

CDhs8
Magnet-
Separation
(Target)

CD 14 Magnet-
Separation
(Effector)
Vgl. 3.9

vgl.3.7_ |

N

Isolierung von
M-MDSC
mit FACS

Sorter
Vvgl. 3.11

Ry

Proliferationsassay
(+ IL-10-Ra-AB)
Vgl. 3.12

G

Durchflusszytometrie (FACS)
Vgl. 3.10

—

FACS Analyse
Vvgl. 3.13

FACS Analyse
Vgl. 3.13

Abbildung 3: Schematischer Versuchsablauf.
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3.2 Studienteilnehmer

Nach der Genehmigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission der
medizinischen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen rekrutierten wir
fiir unsere Studie 34 Patienten aus dem Universitdtsklinikum der Ludwig-Maximilians-
Universitit, sowie 17 freiwillige gesunde Probanden. Etwaige Vor- und Nachteile an
der Studienteilnahme, sowie Riicktrittsrechte und Freiwilligkeit der Studienteilnahme
wurden von drztlicher Seite ausfiihrlich dargestellt. Die Einwilligung zur

Studienteilnahme erfolgte schriftlich durch Unterzeichnung der Patienteneinwilligung.

3.2.1 Studienkohorte

Fiir die immunologischen Untersuchungen an M-MDSC und PMN-MDSC wurden 10
therapienaive (keine cART), chronisch HIV-infizierte Patienten iiber die
infektiologische Abteilung in die Studie eingeschlossen. Die HIV Patienten wiesen im
Median eine Viruslast von 11 053 Kopien/ml und eine CD4-T-Zellzahl von 64 Zellen/pul
auf (Vgl. Tabelle 8 und Anhang 7.1). Zum Studienzeitpunkt gab es keinen FACS Cell
Sorter der biologischen Sicherheitsstufe 3 in Miinchen, sodass keine infektiosen Zellen
sortiert werden konnten. Fiir die Durchfiithrung der Proliferationsassays wurden daher
M-MDSC von Tumorpatienten (n=4) und gesunden Probanden (n=2) verwendet (Vgl.
Tabelle 8,9 und Anhang 7.1 und 7.2).

3.2.2 Positivkontrolle

Patienten mit fortgeschrittenem und therapienaivem Tumorleiden stellten die
Positivkontrollen dar. 24 Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren ohne Therapie
wurden entweder iiber die internistische oder dermatologische Klinikabteilung in die

wissenschaftliche Untersuchung integriert.

3.2.3 Negativkontrolle

Es wurden 10 Blutproben von freiwilligen Probanden ohne Vorerkrankungen als
Negativkontrollen fiir die IL-10 Messung ex vivo und 7 Probanden fiir die

Proliferationsassays akquiriert (Vgl. Tabelle 8,9 und Anhang 7.1 und 7.2).

19



Methodik

Kohorte Positivkontrolle Negativkontrolle
Probanden gesamt HIV Maligner Tumor Gesunde Probanden
(n=40) (n=10) (n=20) (n=10)
Median Alter Jahre 48 (33-54) 75 (41 — 86) 49 (26-54)
Median CD4" T- 64 (4-450) n.a. n.a
Lymphozyten/pl
Median Viruskopien/ml 111 053 n.a. n.a
(10 695-543 000)
Weiblich n=1 n=10 n=38§
Mainnlich n=9 n=10 n=2

Tabelle 8: Studienteilnehmer IL-10 Produktion ex vivo

Probanden gesamt

Maligner Tumor

Gesunde Probanden

(n=11) (n=4) n=7)
Median Alter 75 (54-81) 31 (27-54)
Frauen n=2 n=4
Minner n=2 n=3

Tabelle 9: Probanden Proliferationsassay

3.3 Blutentnahme

Den Probanden wurde 9-27 ml Vollblut abgenommen. Nach der Entnahme wurden die

Blutproben umgehend im Labor in einer sterilen Werkbank weiterverarbeitet.
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3.4 PBMC Isolierung aus Vollblut durch
Dichtegradientenzentrifugation

M-MDSC sind Teil von peripheren mononukledren Blutzellen (engl. PBMC, peripheral
blood mononuclear cells), die zundchst aus dem Vollblut separiert werden mussten.
Dafiir wurde die Dichtegradientenzentrifugation mit dem Ficoll® Medium angewandt.
Beim Ficoll® Medium handelt es sich um ein Polymer aus hydrophilen
Polysacchariden, welches eine groBere Dichte als Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten besitzt, aber eine kleinere als Granulozyten und Erythrozyten. Damit
lassen sich die verschiedenen Zellkompartimente aufteilen. Zundchst wurde das
antikoagulierte ~ Vollblut aus dem  Blutentnahmeréhrchen in ein  50ml
Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt und mit Hanks® Medium verdiinnt (Abbildung 4A). Im
Anschluss daran folgte die Unterschichtung des verdiinnten Vollblutes mit 13ml
Ficoll® (Abbildung 4B). Durch Zentrifugation (RT, 30 Minuten, 1500 U/min, ohne
Bremse) trennten sich nun auf Grund der verschiedenen Dichteverhidltnisse die
einzelnen Blutkompartimente voneinander. Die abgetrennten PBMC (Abbildung 4C)
lieBen sich mittels Pipette in ein neues Zentrifugenrohrchen {iberfiihren. Um
Verunreinigungen mit anderen Zellen zu reduzieren folgten drei Waschvorgénge (RT,
10min, 1500 U/min). Die ersten zwei Vorginge erfolgten mit Hanks‘, der letzte
Vorgang mit R10.

Plasma,
Thrombozyten
Antikoaguliertes Antikoaguliertes
Vollblut Vollblut E PBMC (Monozyten,
Lymphozyten)
Ficoll®

Ficoll® Erythrozyten,
Granulozyten

A B C

Abbildung 4: PBMC-Isolierung: A) Antikoaguliertes Vollblut nach Blutentnahme. B) Antikoaguliertes
Vollblut auf Ficoll®-Phase nach langsamer Unterschichtung mit Pipette. C) Auftrennung der
Blutkompartimente nach Zentrifugation. Erythrozyten und Granulozyten setzten sich am Boden ab.
Dariiber die Ficoll®-Phase. Dariiber eine diinne Schicht PBMC, gefolgt von einer Plasma/Thrombozyten-
Phase.

21



Methodik

3.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit dem automatischen Zellzdhlsystem CASY® TT der Schirfe
System GmbH bestimmt. 50 pl Zellsuspension wurden in 10 ml Messpuffer CASY ®ton
resuspendiert. Beim Messvorgang passierten die Zellen in einer Messkapillare einen
elektrischen Strom. Daraufhin konnte das Zéhlsystem die GroB3e und Anzahl der Zellen

pro ml berechnen.

3.6 Fiarbung von PBMC mit Fluoreszenzantikorpern (IL-10 ex vivo)

Fir die extrazellulire Farbung wurden jeweils 1 Millionen PBMC in drei FACS
Rohrchen iiberfiihrt, in 2ml PBS+1%FCS gewaschen und anschliefend zentrifugiert
(4°C, 10 min, 1500 U/min). Nach AbgieBen des Uberstandes und Resuspension in 50 ul
PBS folgte das Hinzufiigen der extrazelluldren Antikorper im Dunkeln. Davon wurden

drei Ansitze mit unterschiedlichen Antikorpern angelegt:

1. Sample: HLA-DR PerCP 2ul, CD33 PE 1 pl, CD14 FITC 5 pl

2. Isotyp PerCp: Isotyp-Kontrolle PerCP (anstatt HLA-DR) 2ul, CD33 PE 1pl,
CD14 FITC 5 pul

3. Isotyp APC: HLA-DR PerCP 2 pl, CD33 PE 1 ul, CD14 FITC 5 pl (in diesem
Ansatz wird spéter der intrazelluldre IL-10 Antikorper durch eine Isotyp-

Kontrolle ausgetauscht, s.u.)

Die Anfertigung der drei Ansétze war notwendig, um in der spiteren FACS Auswertung
Schwellenwerte fiir HLA-DR und IL-10 mittels Isotyp-Kontrollen generieren zu
konnen. Die Inkubation der Zellen mit den Antikdpern folgte bei 4°C fiir 30 Minuten im
Kiihlschrank. Es schlossen sich ein erneuter Waschgang, die Zellfixation mit 100ul
Fix/Perm Solution A und 15 Minuten Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur an.
In einem weiteren Schritt folgte die Permeabilisierung der Zellmembran mittels der
Zugabe von 100 pl Fix/Perm Solution B und 15-miniitiger Inkubation im Dunkeln.
Dieser Schritt war notwendig, damit Fluoreszenz-Antikorper in die Zelle gelangen
konnten, um dort intrazellulire Protein anzufdarben. 1,5 pl des Fluoreszenzantikorpers
IL-10-APC wurden fiir die Ansitze ,Sample“ und ,lIsotyp PerCP* appliziert.
Dergleichen wurde fiir den Ansatz ,Isotyp APC* 1,5 pl Isotyp-Kontrolle APC
hinzugefiigt. Die Zellen aller Ansétze wurden fiir weitere 30 Minuten bei 4°C inkubiert.
Es folgten zwei weitere Waschgéinge und Resuspension in 200 pl PBS fiir die

Durchflusszytometrie (Vgl. 3.10).
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3.7 Magnetseparation von CD8-T-Zellen und CFSE-Fiarbung

Fir die in 3.12 beschriebenen Proliferationsassays war es von Notwendigkeit im
Vorhinein aus den PBMC CD14-Zellen und CD8-T-Zellen zu separieren. Die CDS8-T-
Zellen dienten spéter als die Zellen, auf die ein Einfluss getestet werden sollte. Daher
werden diese Zellen auch als ,, Targetzellen* bezeichnet. Dafiir wurden 20 x 10 PBMC
in 200 pl PBS+ aufgenommen (10° Zellen/100 ul PBS+). Nach Zugabe von 20 pl CD8-
Antikorper inkubierten die Zellen fiir 15 Minuten. Danach erfolgte die Zugabe von 20
pl magnetischen ,,beads* (1pnl/1 Mio Zellen) und weiteren 15 Minuten Inkubation. Die
magnetischen beads hefteten sich nun an die zuvor markierten Zellen. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend fiir 5 Minuten in einen Magneten gestellt. Durch
das Magnetfeld blieben die zu separierenden magnetisch markierten Zellen am Rand
des Zentrifugenrohrchens kleben. Nicht magnetisch markierte Zellen hingegen fielen
der Schwerkraft folgend auf den Boden des Rohrchens. Nach 5 Minuten im Magneten
konnten die magnetisch unmarkierten Zellen in einen anderen Behélter abgegossen
werden. Die am Rand haftenden CD8-T-Zellen wurden mit 2ml PBS+ resuspendiert.
Danach kam das Zellgemisch noch fiir zwei weitere Isolierungsvorginge in den

Magneten. Nach insgesamt drei Durchldufen blieben etwa 2x10° CD8-Zellen iibrig.

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der von
Zellen aufgenommen werden kann. Durch Zellteilung, wird die Hélfte des CFSE
Farbstoffs an die Tochterzellen weitergeben. Damit lassen sich Zellproliferationen sehr

gut beobachten.

Fiir die CFSE Férbung wurden die CD8-T-Zellen in 1 ml R10 resuspendiert und 2 pl
CFSE hinzugefiigt. Danach wurden die Zellen 8 Minuten im Dunkeln inkubiert und
anschlieend 3-mal in je 10 ml R10 gewaschen. Nach dem dritten Waschgang wurden

die Zellen auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml verdiinnt.

3.8 Inkubation der CFSE gefirbten CD8-T-Zellen mit IL-10-Ra
blockierendem Antikorper

Fiir einen Teil des Proliferationsassays war es notwendig einen Teil der CFSE geféarbten
CD8-T-Zellen mit einem IL-10-Ra blockierenden Antikdrper gemeinsam zu inkubieren.
Dafiir wurden 0,3 x 10 CFSE CDS8-T-Zellen mit 15 pg IL-10-Ra blockierenden
Antikorpers in 0,3 ml R10 fiir mindestens 2h inkubiert. Dies sollte eine mdglichst
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vollstindige Besetzung der IL-10 Rezeptoren ermdglichen. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 450 pl R10 verdinnt und davon 50 pl spidter in die

Proliferationskammern eingesetzt.

3.9 Magnetseparation von CD14-Zellen

Die CD14"-Zellen beinhalten die CD14™ HLA-DR"*¥ M-MDSC. Diese Zellen dienten
als Effektorzellen. Sie sollten die CD&-T-Zellen an der Proliferation hindern.

Das Vorgehen zur magnetischen Separation von CD14"-Zellen ist identisch mit dem im
Punkt 3.7. beschriebenen Prozedere. Am Ende der drei Separationsdurchginge im
Magneten, blieben hier allerdings 5x10° Zellen tibrig. Diese wurden im Anschluss in ein
15ml FACS Tube tiberfiihrt und in 10ml PBS+ gewaschen. Um die CD14-Zellen fiir
den spidteren Sortierungsvorgang im FACS-Sortierer vorzubereiten, mussten diese
zunichst mit weiteren Antikorpern gefdrbt werden. Verwendet wurden: CD14 FITC
3ul/1x10% Zellen, CD33 PE 1ul/1x10° Zellen, HLA-DR APC 3ul/1x10° Zellen. Der
Ansatz wurde dann bei 4°C fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
in 10ml PBS+ gewaschen. Eine anschlieende Fixierung der Zellen folgte in diesem
Fall nicht, da die Zellen fiir den Proliferationsassay lebendig bleiben mussten. Nach

dem letzten Waschdurchgang wurden die Zellen in 500 pl PBS+ resuspendiert.

3.10 Durchflusszytometrie

In einem Durchflusszytometer konnen fluoreszenzmarkierte Zellen gemessen werden.
Die markierten Zellen werden in ihrer Suspension einzeln und nacheinander in einem
diinnen Strahl durch eine Kapillare gespiilt und dabei von einem Laserstrahl erfasst. Das
beim Auftreffen auf die Zellen entstehende Streulicht wird von einem Detektor erfasst
und ermoglich die Bestimmung der ZellgroBe (FSC, engl. Forward Scatter) und
Granularitit (SSC, engl. Side Scatter). Der Laserstrahl beleuchtet desweiteren die auf
den Zellen gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe. Die beleuchteten Zellen emittieren nun
ein charakteristisches Licht, welches von weiteren Detektoren erfasst werden kann
(Abbildung 5A). Dies ermoglicht die Analyse und GroBenbestimmung einzelner

Populationen innerhalb der zuvor isolierten PBMC.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an einem FACS Calibur (BD Biosciences)

durchgefiihrt. Von den einzelnen Proben wurden jeweils 100 000 Zellen analysiert.
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3.11 FACS-Sortierer

Ein Fluss-Sortier erweitert ein Durchflusszytometer um eine weitere Einheit.
Zellgemische konnen hierbei nicht nur analysiert, sondern auch in einzelne
Populationen aufgeteilt werden. Die Zellen werden zunichst mittels eines Laserstrahls
analysiert (Vgl.3.10). Werden Zellen mit bestimmten Oberfldcheneigenschaften (z.B.
CD14" HLA-DR"*%) detektiert, 16st das einen elektrischen Impuls aus. Dieser Impuls
verpasst den Zellen eine negative oder positive Ladung genau in dem Moment, in dem
der Zellstrahl aus der Kapillare tritt und sich in einzelne Fliissigkeitstropfen auflost.
Jeder Fliissigkeitstropfen beinhaltet nun eine Zelle mit entweder positiver, negativer
oder keiner Ladung. Die geladenen Zellen fallen nun an ebenfalls elektrisierten
Ablenkplatten vorbei. Dabei werden positiv geladene Zellen zur negativ geladenen
Ablenkplatte und negativ geladene Zellen zur positiv geladenen Platte gezogen. Am
Ende dieses Vorgangs fallen die Zellen in unterschiedliche Auffangbehilter (Vgl.
Abbildung 5B).

Fiir den Immunoassay mussten die zuvor separierten CD14-Zellen (vgl. 3.9) in HLA-
DR~ (M-MDSC) und HLA-DR "g" (Monozyten) getrennt werden. Dafiir wurde der
Fluss-Sortierer FACS Aria (BD Biosciences) benutzt. Der Sortierer wurde zunéchst fiir
die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe kalibriert. Danach wurden die CD14 Zellen durch
einen Filterdeckel in Filter-FACS-Tubes pipettiert und anschlieBend von der Maschine
sortiert. Nach dem Sortieren wurden die Zellen in 10ml R10 resuspendiert,
abzentrifugiert und unter dem Mikroskop gezéhlt. AbschlieBend wurden die sortierten

Zellen auf eine Konzentration von 1,2x10%/ml eingestellt.
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Flussigkeitsstrom des Zellgemischs mit
antikorpermarkierten Zellen

Detektor fiir griines Licht

Detektor fiir rotes Licht

Detektor fiir seitliche Streuung
Laser

Detektor fiir Vorwértsstreuung

Elektrische Aufladung

B

Elektrisch geladene

Elektrisch geladene
Ablenkplatte

Ablenkplatte

Abbildung 5: Prinzip der Durchflusszytometrie und eines FACS-Sortierers: A) Antikorper markierte
Zellen flieBen nacheinander durch eine Kapillare und werden dabei von einem Laserstrahl getroffen. Bei
Auftreffen des Laserstrahls auf der Zelloberfliche wird er unterschiedlich abgelenkt oder regt
Fluoreszenzfarbstoffe an. Verschiedene Photodetektoren sind dabei in der Lage die abgelenkten
Lichtstrahlen zu analysieren. Dies erlaubt die Bestimmung der Grdofe, Granularitit und Art der
exprimierten Oberflichenrezeptoren (markiert durch Fluoreszenzantikdrper) untersuchter Zellen. B) Bei
Detektion bestimmter Oberflichenmerkmale (z.B. CD14") wird im Computer eine elektrische Ladung
erzeugt, die den Zellstrahl genau dann trifft, wenn der Zell-Flissigkeitsstrahl durch die Kapillare
durchtritt und beginnt sich in Tropfchen aufzuldsen. Je nach Ladung werden die Tropfchen dann iiber
elektrische geladene Platten abgelenkt, so dass die Sortierung der Zellen in unterschiedliche Populationen
gelingt [68][69].

3.12 Proliferationsassays

Bei einem Proliferationsassay werden Zellen eines gesunden Spenders (,,Target™) mit
Zellen eines Patienten (,,Effektor”) zusammengefiihrt. Dabei wird beobachtet, ob die
Effektorzellen die Targetzellen in ihrer Zellproliferation beeinflussen. In dieser Arbeit
wurden isolierte CD8-T-Zellen von gesunden Spendern, mit isolierten M-MDSC oder
Monozyten koinkubiert. Sinn des Versuchs war es, einen proliferationshemmenden
Einfluss der M-MDSC auf die CD8-T-Zellen nachzuweisen. In einem weiteren Schritt
wurde iberpriift, ob eine IL-10 Rezeptorblockade, die gehemmte Proliferation

wiederherstellen konne.
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Angesetzt wurden die Proliferationsassays auf 96-Loch-Zellkulturplatten. Die Target-
und Effektorzellen wurden dabei im Verhéltnis 3:1 zusammengefiihrt (20 000 CFSE
gefirbte CD8-Targetzellen wurden mit 60 000 Effektorzellen (autologe PBMC oder M-
MDSC oder Monozyten) koinkubiert). Gleichzeitig wurde der Versuch mit einer
Positiv- und einer Negativkontrolle verglichen. Hinzu kam noch eine Versuchsreihe mit
der Zugabe eines IL-10-Rezeptor-a-blockierenden Antikdrpers. Daraus ergab sich

folgendes Koinkubationsschema:

Negativkontrolle  Positivkontrolle M-MDSC Monozyten

20 000 CFSE
CD8-T-Zellen

20 000 CFSE 20 000 CFSE

20 000 CFSE . CD8-T-Zellen CD8-T-Zellen
CD8-T-Zellen + +
+ 60 O?Baw‘]‘g""ge 60 000 M-MDSC 60 000 Monozyten
60 000 autologe . + +
PBMC 5 4l CD3/CD28 5 ul CD3/CD28 5 ul CD3/CD28
. Stimulus Stimulus
Stimulus

20 000 CFSE
CD8-T-Zellen mit
IL-10-Ra-AB
+
60 000 autologe

PBMC

20 000 CFSE
CD8-T-Zellen mit
IL-10-Ra-AB
+
60 000 M-MDSC
+
5 ul CD3/CD28
Stimulus

20 000 CFSE
CD8-T-Zellen mit
IL-10-Ra-AB

+

60 000 Monozyten

+
5 pl CD3/CD28
Stimulus

+
5 pl CD3/CD28
Stimulus

E

Abbildung 6: Schema Proliferationsassay: A)Negativkontrolle: CD8-T-Zellen (T) : Autologe PBMC
(E) = T:E=I1:3, keine Stimulation. B) Positivkontrolle: CD8-T-Zellen (T) : Autologe PBMC (E) =
T:E=1:3, Proliferationsstimulation mit CD3/CD28. C) CD8-T-Zellen (T) : M-MDSC (E) = T:E = 1:3;
Proliferationsstimulus. D) CD8-T-Zellen (T) : Monozyten (E)= T:E = 1:3; Proliferationsstimulus. E)
Positivkontrolle: CD8-T-Zellen mit IL-10-Ra blockierender Antikorper (IL-10-Ra-AB) (T) : autologe
PBMC (E) = T:E = 1:3; Proliferationsstimulus. F) CD8-T-Zellen mit (IL-10-Ra-AB) (T) + M-MDSC (E)
= T:E= 1:3; Proliferationsstimulus. G) CD8-T-Zellen mit (IL-10-Ra-AB) (T) : Monozyten (E) =T:E=
1:3, Proliferationsstimulus.

Uber den CD3 Rezeptor konnen T-Zellen aktiviert werden. Zur Anregung der
Proliferation wurde den Zellen daher mit Ausnahme der Negativkontrolle 5 pl eines
CD3/CD28 Stimulus zugesetzt. Die Zellen wurden fiir 72h im Brustschrank ko-
inkubiert (37°C, 5% COz). Nach 48h wurde abends je 1pl Golgi-Stop Monensin in die
Zellkulturplatte gegeben. Dadurch akkumulierten Proteine innerhalb der Zelle. 24h
spiter wurden die einzelnen Kompartimente der Zellkulturplatte ausgewertet. Dafiir
wurden diese jeweils mit 1ul CD8 PerCP gefirbt und nach 30 Minuten
Antikdperinkubation fixiert. Im Anschluss konnten die Zellen per Durchflusszytometer

ausgewertet werden (vgl. 3.10).
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3.13 FACS Analyse und Auswertung

Die Messungen der Durchflusszytometrie wurden am Computer mittels der Software
CellQuestPro aufgezeichnet. AnschlieBend folgte die Auswertung der Messung mit
Hilfe der Analysesoftware FlowJo.

3.13.1 Gating von M-MDSC

Das Gating der CDI14"HLA-DR”" M-MDSC erfolgte nach den in Abbildung 7
dargestellten Schritten.

AL B

Side Scatter (SSC)
HLA-DR

o ZBD 44']0 ﬁaﬂ Baﬂ |,le(
Forward Scatter (FSC) CD 14

Sample Isotyp-Kontrolle

Monozyten

HLA-DR
HLA-DR

M-MDSC

CD 14

Sample

Abbildung 7: Gating Strategie fiir M-MDSC (Repriisentativ am Beispiel von Proband Tumor 39).
A) Gate auf die Monozyten-/Lymphozytenpopulation innerhalb der PBMC. B) Definition eines HLA-DR
Grenzwertes (Grenze zwischen HLA-DR' und HLA-DR"°¥) mittels HLA-DR Isotyp-Kontrolle in einer
parallelen Messung (C) Der mittels Isotyp-Kontrolle ermittelte Grenzwert wird auf die zu untersuchende
Probe (Sample) angewendet. Es entstehen Gates fiir die HLA-DR'* und HLA-DR" -Population. D)
CDI14"HLA-DR" -Zellen wurden als Monozyten definiert (schwarzes Gate). CD14"HLA-DR™Y Zellen,
wurden als M-MDSC definiert (rotes Gate).

Fiir die Definition des HLA-DR"*¥ Bereichs verwendeten wir eine Isotyp-Kontrolle.
Diese bindet auf Grund ihrer Eigenschaften unspezifisch an Proteine, die Ahnlichkeiten

mit dem eigentlich zu markierendem Oberflichenprotein aufweisen. Zellen, die an die

28



Methodik

Isotyp-Kontrolle binden, reprdsentieren also die unspezifischen Bindungen -eines
Antikorpers. Alle Zellen, die bei der Messung der eigentlichen Probe iiber dem

Schwellenwert liegen, gingen in der Isotyp-Kontrolle keine unspezifischen Bindungen

ein und miissen daher fiir das untersuchte Protein positiv sein.

3.13.2 Gating der IL-10" M-MDSC

Fiir die intrazelluldre IL-10 Farbung wurde zur Ermittlung des IL-10 Schwellenwertes
zwischen positiven und negativen Zellen ebenfalls eine Isotyp-Kontrolle verwendet.

Das Gating der IL-10* M-MDSC erfolgte nach einem Verfahren, welches in Abbildung
8 aufgefiihrt ist.
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160 | IL-10*
e
DI = 100 =
S 3
T °©
N
] \ E
o 0! Im: w? ot D i 10’ ? I103 w0t f 1
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@ |
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C D -
IL-107 4 i IL-10*
| IL-10
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IDD ID‘ ID2 IDJ 104
CD 14 IL-10

Sample

Abbildung 8: Gating Strategie fiir IL-10* M-MDSC (Repriisentativ am Beispiel von Tumor 39).
A) Gating der M-MDSC (roter Kasten) in einer parallelen Probe mit IL-10 Isotyp-Kontrolle B) Definition
eines IL-10 Grenzwertes (IL-10* M-MDSC und IL-10° M-MDSC) im Histogramm. C) Gate auf M-
MDSC in der zu untersuchenden Probe (Sample). D) IL-10 Schwellenwert aus Isotyp-Kontrolle wird auf

das IL-10 Histogramm der Probe angewendet. E) Gemeinsame Darstellung beider Histogramme (Isotyp-
Kontrolle und Sample) in einem Schaubild.
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3.13.3 Gating der IL-10" Monozyten

Das Gating der IL-10" Monozyten erfolgte nach einem Verfahren, welches in
Abbildung 9 aufgefiihrt ist.

A

or)

=1 1L-10" IL-10*
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Isotyp-Kontrolle 1 E:
C D BEEGS IL-10° -
97,4 2'62 IL-10

N

HLA-DR

Zellzahl

CD 14

Sample

Abbildung 9: Gating Strategie fiir IL-10" Monozyten (Reprisentativ am Beispiel von Tumor 39).
A) Gating der Monozyten (schwarzer Kasten) in einer parallelen Probe mit IL-10 Isotyp-Kontrolle B)
Definition eines IL-10 Grenzwertes (IL-10" M-MDSC und IL-10- M-MDSC) im Histogramm. C) Gate
auf Monozyten in der zu untersuchenden Probe (Sample). D) IL-10 Schwellenwert aus Isotyp-Kontrolle

wird auf das IL-10 Histogramm der Probe angewendet. E) Gemeinsame Darstellung beider Histogramme
(Isotyp-Kontrolle und Sample) in einem Schaubild.
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3.13.4 Gating Proliferationsassays

Nach 72h Koinkubation von Target- und Effektorzellen und anschlieBender
Antikorperfairbung wurden die CD8 T-Zell Proliferation im Durchflusszytometer
ausgewertet (Vgl. 3.10). Die Gatingstrategie ist in Abbildungen 10 und 11 dargestellt.

Durch die CFSE Férbung konnen die einzelnen Populationen der sich teilenden Zellen

sichtbar gemacht werden und somit die Zellproliferation gemessen werden.

Effektorzellen: Monozyten

1ok - . ; B ]

800 |

>

a00 |

D8 buk.
10° o E

«© 24
A Proliferation
o a7

Side Scatter (SSC)

T T T T T | Ty T 1
0 200 il 600 800 10K o 1 2 3 &

Forward Scatter (FSC) CFSE

Zellzahl

CFSE

Abbildung 10: Gatingstrategie fiir Proliferationsassays. Beispielhafte Auswertung fiir Monozyten
als Effektorzellen. Reprisentatives Vorgehen am Beispiel von H033 (Target) und Tumor 76
(Effektor). A) Gating auf Lymphozytenpopulation im Forward/Side Scatter. B) Gating der CDS8-T-

Zellen. C) Gating auf Anteil der proliferierenden CD8-T-Zellen. D) Darstellung der proliferierenden
CDS8-T-Zellen als Histogramm.
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Effektorzellen: M-MDSC
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Abbildung 11: Gatingstrategie fiir Proliferationsassays. Beispielhafte Auswertung fiir M-MDSC als
Effektorzellen. Repriisentatives Vorgehen am Beispiel von H033 (Target) und Tumor 76 (Effektor).
A) Gating auf Lymphozytenpopulation im Forward/Side Scatter. B) Gating der CD8-T-Zellen. C) Gating

auf Anteil der proliferierenden CD8-T-Zellen. D) Darstellung der proliferierenden CD8-T-Zellen als
Histogramm.

3.14 Berechnung der suppressiven Kapazitit

Diese wurde nach folgender Formel berechnet:

. ‘e Proliferation (CD8—T—Zellen mit M—MDSC
Suppressive Kapazitiat (%) = 100 — ( - ! - ( - ) ) x 100
Proliferation (CD8—T—Zellen mit Monozyten)

3.15 Statistische Auswertungen

Bei den verschiedenen @MDSC  Frequenzen in den  unterschiedlichen
Untersuchungsgruppen handelt es sich um unabhingige Stichproben. Um die zentralen
Tendenzen beider Gruppen vergleichen zu konnen, wurden die Mediane daher mittels
Mann-Whitney-U-Test verglichen. Fiir die Auswertung der Proliferationsassays
ermittelten wir zunichst die Mediane der CD8-T-Zell Proliferation fiir Intervention mit
M-MDSC oder Monozyten. Da es sich hierbei um abhdngige Stichproben handelte,

verglichen wir die Mediane unter Anwendung des Wilcoxon-Test. Fiir die Berechnung
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einer moglichen Korrelation zwischen verschiedenen Parametern (z.B. M-MDSC vs.
Viruslast) verwendeten wir die Rangkorrelation nach Spearman. Als Signifikanzniveau

wurde ein p-Wert von <0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren weisen hohere
M-MDSC Frequenzen als HIV-1 Patienten und gesunde
Probanden auf

Zunichst iiberpriiften wir die Hohe der M-MDSC und PMN-MDSC Frequenzen in den
einzelnen Studienpopulationen (chronische HIV-1 Infektion, fortgeschrittene Tumore,
gesunde Probanden (HC)). M-MDSC von Tumorpatienten sind im Vergleich zu HIV-1
Patienten und gesunden Probanden signifikant erhdht (Tumor vs. HIV p=0,0005; Tumor
vs. HC p=0,0007; Mann-Whitney-Test). HIV-1 und Tumorpatienten besitzen PMN-
MDSC Frequenzen auf demselben Niveau, die beide im Vergleich zu HC erhdht sind
(HIV vs. HC: p = 0,09; Tumor vs. HC: p < 0,05; Mann-Whitney-Test). Im Vergleich
der beiden MDSC Subtypen konnten wie feststellen, dass bei HIV-1 die PMN-MDSC
Frequenz signifikant groBer als die M-MDSC Frequenz ist (p = 0,002; Mann-Whitney-
Test). MDSC Frequenzen von Tumorpatienten waren auf vergleichbarem Niveau (p =
0,85, Mann-Whitney-Test). Gesunde Probanden (HC) wiesen ebenfalls hohere PMN-
MDSC Frequenzen im Vergleich zu M-MDSC auf. (p = 0,07; Mann-Whitney-Test).
HIV-1 Patienten présentieren also keine erhohten M-MDSC Frequenzen. Im Gegensatz
dazu sind erhohte M-MDSC Frequenzen bei Tumorpatienten messbar (vgl. Abbildung
12).
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Abbildung 12: M-MDSC und PMN-MDSC Frequenzen bei chronisch HIV-1 infizierten Patienten
ohne cART im Vergleich zu Tumorpatienten (Tumor) und gesunden Probanden (HC). Angegeben
ist der Anteil der MDSC an gesamt gemessenen PBMC in Prozent. A) M-MDSC von Tumorpatienten
sind im Vergleich zu HIV-1 und HC signifikant erhoht (p=0,0005; p=0,0007 Mann-Whitney-Test). B)
Tumorpatienten und HIV-1 Patienten besitzen PMN-MDSC Frequenzen auf demselben Niveau, die beide
im Vergleich zu HC erhoht sind (HIV vs. HC: p = 0,09; Tumor vs. HC: p < 0,05; Mann-Whitney-Test).
C) Die PMN-MDSC Frequenz von HIV-1 Patienten ist signifikant groer als die M-MDSC Frequenz
(p = 0,002; Mann-Whitney-Test).
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4.2 Keine Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und Viruslast
oder CD4-T-Zellen bei HIV-1

Als néchstes untersuchten wir, ob es einen Zusammenhang zwischen Hohe der
gemessen M-MDSC Frequenz und Markern der klinischen Progression der HIV
Infektion gibt. Dabei verglichen wir HIV-1-Viruslast (VL) und Hohe der CD4-T-Zellen
mit der M-MDSC Frequenz bei HIV-1 Patienten. Weder fiir die Viruslast (rho=-0,37;
p=0,3; Spearman), noch fiir die CD4-T-Zell Anzahl (rho=0,02, p=0,97, Spearman)
ergab sich dabei eine Korrelation (vgl. Abbildung 13). Ein Fortschreiten der HIV-
Infektion scheint demnach zumindest nicht direkt mit der M-MDSC Frequenz

zusammenzuhédngen.
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Abbildung 13: Korrelation zwischen M-MDSC und HIV-1 Viruslast (VL) oder CD4-T-Zellzahl
(CD4). A) Keine Korrelation zwischen Viruslast und M-MDSC Frequenz (rho=-0,37; p=0,3; Spearman).
B) Keine Korrelation zwischen Hohe der CD4-T-Zellen und der M-MDSC Frequenz (rho=0,02, p=0,97;
Spearman).
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4.3 Anteil an IL-10"M-MDSC von HIV Patienten und gesunden
Probanden ist grofler als der von Patienten mit fortgeschrittenen
Tumoren

Als nichstes untersuchten wir, ob M-MDSC Interleukin-10 produzieren kénnen. M-
MDSC von HIV Patienten und gesunden Probanden produzierten IL-10 auf einem
vergleichbaren Niveau, aber signifikant mehr, als Tumor M-MDSC. Interessanterweise
war der Anteil an IL-10" HIV M-MDSC und IL-10" HC M-MDSC trotz niedrigerer M-
MDSC Frequenzen hoher, als der von Tumorpatienten mit hohen M-MDSC Frequenzen
(p=0,09; Mann-Whitney-Test). Derselbe Effekt lieB sich auch im Vergleich von
gesunden Probanden mit Tumorpatienten feststellen (p=0,04; Mann-Whitney-Test). Im
Vergleich mit PMN-MDSC war der Anteil an IL-10* M-MDSC in allen Gruppen
signifikant hoher (HIV: p=0,0002; Tumor: p=0,0002; HC: p=0,0003; Mann-Whitney-
Test). Innerhalb der beiden MDSC Subtypen sind es also die M-MDSC, die
hauptséchlich IL-10 produzieren (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Anteil der IL-10" MDSC an gesamt M-MDSC. A) Anteil der IL-10" M-MDSC von
HIV-1 Patienten und gesunden Probanden ist hoher als der von Patienten mit Tumoren (p=0,09; p=0,04;
Mann-Whitney-Test). B) Der Anteil der IL-10" M-MDSC ist im Vergleich mit IL-10" PMN-MDSC in
allen Gruppen signifikant hoher (p<0,05; Mann-Whitney-Test).
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4.4 Keine Korrelation zwischen Anteil der IL-10"M-MDSC und
Viruslast oder CD4 Zahl

Als néchstes stellten wir uns die Frage, ob der Anteil der IL-10"M-MDSC mit Markern
der klinischen Progression in der HIV-Erkrankung korrelierte. Dafiir tiberpriiften wir
zunichst eine mogliche Korrelation zwischen den IL-10 produzierenden M-MDSC und
der gemessenen Viruslast der Patienten. Dabei konnten wir keine Korrelation feststellen
(tho=0,09; p=0,81; Spearman). Des Weiteren interessierte uns ein Zusammenhang
zwischen IL-10 produzierenden M-MDSC und der Hohe der CD4-T-Zellen. Auch hier
ergab sich keine Korrelation (rho=0,29; p=0,43; Spearman). Ein Fortschreiten der HIV-
Infektion scheint demnach zumindest nicht direkt mit einer Zunahme der IL-10

Produktion von M-MDSC zusammenzuhingen (vgl. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Korrelation zwischen Anteil I1L-10 produzierender HIV M-MDSC mit Viruslast
und CD4-T-Zellzahl. A) Keine Korrelation zwischen Anteil der IL-10 produzierenden Zellen und Hohe
der Viruslast (r:=0,09; p=0,81; Rangkorrelation nach Spearman). B) Keine Korrelation zwischen Anteil
der IL-10 produzierenden M-MDSC und Hohe der CD4-T-Zellen (== 0,29; p=0,43; Rangkorrelation nach
Spearman).
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4.5 Inverse Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und 1L-10
Produktion bei HIV-1 Infektion

Da wir keine Korrelation zwischen Anzahl der IL-10 produzierenden M-MDSC und
Markern der HIV Progression feststellen konnten, vermuteten wir eine mdgliche
Abhidngigkeit zwischen Hohe der M-MDSC Frequenz und Anzahl der IL-10
produzierenden Zellen. Dabei konnten wir in der chronischen HIV-1 Infektion eine
signifikante inverse Korrelation zwischen der Anzahl der IL-10 produzierender Zellen
und der M-MDSC Frequenz finden (rho=-0,81; p=0,006; Spearman). Bei Patienten mit
fortgeschrittenen Tumoren und gesunden Probanden, war diese Korrelation schwicher
und erreichte keine Signifikanz (Tumor: rho=-0,25; p=0,28; HC: rho=-0,22; p=0,54;
Spearman). Es zeigte sich demnach, dass hohe M-MDSC Frequenzen mit einem
Funktionsverlust der Zellen einhergehen, der sich in einer reduzierten IL-10

Sezernierung zeigt (vgl. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und Anteil an IL-10 produzierenden M-
MDSC. A) HIV-1: Inverse Korrelation zwischen M-MDSC und IL-10"M-MDSC (rho=-0,81; p=0,006;
Spearman). B) Tumor: Trend zur inversen Korrelation zwischen M-MDSC und IL-10"M-MDSC (rho=-
0,25; p=0,28; Spearman). C) HC: Keine signifikante inverse Korrelation zwischen M-MDSC und
IL10"'M-MDSC (rho=-0,22; p=0,54; Spearman).
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4.6 Signifikant mehr spontane IL-10 Produktion von M-MDSC im
Vergleich zu Monozyten

Auf Grund ihrer Ahnlichkeit zu Monozyten und beschriebener IL-10 Produktion durch
Monozyten, interessierte uns die IL-10 Produktion der M-MDSC im Vergleich zu
Monozyten. Interessanterweise konnten wir in allen drei Untersuchungsgruppen (HIV,
Tumor, HC) einen signifikant groBeren Anteil an IL-10 produzierenden Zellen im
Vergleich zu Monozyten feststellen. M-MDSC produzieren also selbststindig
Interleukin-10 in einem Umfang, der die Produktion von Monozyten statistisch

signifikant iibertrifft (vgl. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Anteil IL-10 produzierenden Zellen im Vergleich zwischen M-MDSC und
Monozyten bei HIV, Tumor und HC. A) HIV: Signifikant groBerer Anteil an IL-10* M-MDSC im
Vergleich zu Monozyten (p<0,0001; Mann-Whitney-Test). B) Tumor: Signifikant groferer Anteil an
IL-10* M-MDSC im Vergleich zu Monozyten (p<0,0001; Mann-Whitney-Test). C) HC: Signifikant
groBerer Anteil an IL-10" M-MDSC im Vergleich zu Monozyten (p<0,0001; Mann-Whitney-Test).
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4.7 M-MDSC hemmen die Proliferation von CD8-T-Zellen signifikant

Um die immunsuppressive Kapazitit der von uns als M-MDSC definierten CD14"HLA -
DR7°% Zellen zu bestitigen, fithrten wir Proliferationsassays aus. Dabei koinkubierten
wir zuvor mittels eines FACS Sorters isolierte M-MDSC oder Monozyten von
Tumorpatienten (n=4) und gesunden Probanden (n=2) mit CD8-T-Zellen von gesunden
Probanden. Die Proliferation unter Zugabe von Monozyten wurde auf 100% gesetzt und
die Proliferation unter Zugabe der M-MDSC im Verhiltnis dazu berechnet. Die CDS8-T-
Zell Proliferation konnte durch M-MDSC im Vergleich mit Monozyten signifikant
gehemmt werden (p=0,03; Wilcoxon matched pairs test) (vgl. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Koinkubation von CD8-T-Zellen mit Monozyten oder M-MDSC. Die CD8-T-Zellen
wurden mit einem CD3/CD8 Stimulus zur Proliferation angeregt. Im Vergleich zu Monozyten hemmen
M-MDSC die Proliferation von CD8-T-Zellen signifikant (p=0,03; Wilcoxon matched pairs test).
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4.8 Keine Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und
suppressiver Kapazitat

Zur Uberpriifung der Fragestellung, ob die Hoéhe der M-MDSC Frequenz mit ihrer
suppressiven Funktion korreliert, errechneten wir zunichst die suppressive Kapazitit
der untersuchten M-MDSC (vgl. 3.14). Im Anschluss untersuchten wir einen moglichen
Zusammenhang. Dabei ergab sich keine Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und
suppressiver Kapazitit (rho=0,14; p=0,80, Spearman). Die Stirke des suppressiven
Charakters von M-MDSC muss daher von anderen Einflussfaktoren abhingig sein.
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Abbildung 19: Keine Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und suppressiver Kapazitit (rho=0,14;
p=0,80, Spearman).
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4.9 Keine Wiederherstellung der CDS8-T-Zell Proliferation unter
Zugabe eines IL-10-Ra blockierenden Antikorpers

Auf Grund des erhohten Anteils IL-10 produzierender M-MDSC vermuteten wir einen
Zusammenhang zwischen der IL-10 Produktion und der suppressiven Eigenschaften der
M-MDSC. Wir postulierten, dass eine Hemmung des IL-10 Signalwegs durch einen IL-
10 blockierenden Antikorper die suppressive Wirkung der M-MDSC aufheben und die
CDS8-T-Zell ~ Proliferation  wiederherstellen konnte. Wir  wiederholten die
Proliferationsassays unter Zugabe eines IL-10 Rezeptor Alpha blockierenden
Antikorpers (IL-10-Ra-AB) mit Monozyten oder M-MDSC. Die Proliferation unter
Zugabe von Monozyten wurde auf 100% gesetzt und die Proliferation unter Zugabe des
IL-10-Ra-AB oder der M-MDSC + IL-10-Ra-AB im Verhiltnis dazu berechnet. Im
Gegensatz zu unseren Erwartungen konnte die Zugabe des blockierenden Antikorpers
die CD8-T-Zell Proliferation bei M-MDSC (p=0,31; Wilcoxon matched pairs test),
nicht wiederherstellen. IL-10 scheint fiir die Suppression der CD8-T-Zell Proliferation
also zumindest nicht direkt und alleine verantwortlich zu sein.
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Abbildung 20: Koinkubation von CD8-T-Zellen mit Monozyten oder M-MDSC mit Zugabe eines
IL-10 Rezeptor alpha blockierenden Antikorpers (IL-10-Ra-AB). Die Zugabe eines IL-10 RAB ergab
keine Zunahme der Proliferation bei Monozyten (p=0,69; Wilcoxon machted pairs test). Ebenso wenig
ergab sich eine Zunahme der Proliferation bei M-MDSC (p=0,31; Wilcoxon matched pairs test).
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5 Diskussion

Der Zweck der durchgefiihrten Forschungsarbeit war die Fragestellung, inwieweit IL-10
fiir die Wirkungsweise von M-MDSC verantwortlich ist. Wir beschreiben im Blut von
HIV Patienten, Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren und gesunden Probanden
CD14"HLA-DR”"*%¥ M-MDSC, die signifikant mehr IL-10 produzieren, als Monozyten.
CD14"HLA-DR”"*%¥ M-MDSC sind in unserer Studie nachweislich in der Lage CDS8-T-
Zell Proliferation zu inhibieren. Allerdings ist der inhibitorische Wirkmechanismus

nicht allein IL-10 abhingig.

5.1 Keine Erhohung von M-MDSC in der chronischen HIV Infektion

Bei der Uberpriifung der M-MDSC Frequenzen konnten wir bei chronischen HIV
Patienten ohne Therapie im Vergleich zu gesunden Probanden keine Verdnderung
feststellen. Bei beiden Gruppen lag der Median der M-MDSC Frequenz bei etwa 0,5 %.
Dieses Ergebnis war in Ubereinstimmung mit einer anderen Studie unserer
Arbeitsgruppe [26] und den Ergebnissen von Zhang et al.[47]. Wang et al. erwihnen in
threr Veroffentlichung zwar erhohte M-MDSC Frequenzen, allerdings wird in ihrer
Publikation auch lediglich eine Frequenz von im Median 0,5% angegeben[45]. Dies
entspricht in Hohe der Frequenz unseren Ergebnissen und damit auch der Hohe von
gesunden Probanden. Allerdings kamen andere Arbeitsgruppen zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Qin et al. konnten fiir ihre Studie an 61 chronisch, untherapierten HIV
Patienten einen Median an M-MDSC Frequenz von circa 4% als Anteil aller PBMC
messen[24]. Das waren signifikant mehr M-MDSC als bei gesunden Kontrollen. Garg et
al. konnten einen Median an M-MDSC Frequenz von 12,81% messen, allerdings
wurden nur 5 HIV Patienten untersucht[48]. Ebenso verhélt es sich mit der Korrelation
von M-MDSC Frequenz und CD4-T-Zell Anzahl oder HIV- Viruslast. Wahrend unsere
Arbeitsgruppe kein Korrelation feststellen konnte, war diese durch die Arbeitsgruppe
von Qin et al. positiv messbar [24]. Die verschiedenen Ergebnisse konnten durch
geografische Unterschiede und den Einschluss verschiedener Ethnien bedingt sein.
Wihrend Qin et al. fiir ihre Untersuchungen hauptsichlich Probanden aus Ostasien
rekrutierten, kamen unsere Probanden mehrheitlich aus Mitteleuropa. Dass
unterschiedliche Genotypen einen unmittelbaren Einfluss auf immunologische

Kontrolle haben ist belegt[20, 70, 71]. Auch koénnte die geografische Dominanz
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verschiedener HIV-Subtypen einen Einfluss auswirken. Da bei Krebs unterschiedliche
Tumorentitdten auch unterschiedliche MDSC Antworten hervorrufen konnen [39], ist es
vorstellbar, dass auch unterschiedliche HIV Subtypen unterschiedliche MDSC Subtypen
und Frequenzen hervorrufen. Wihrend in Westeuropa der HIV-1-M-B Subtyp den
GroBteil der Infektionen ausmacht, sind es in China die Subtypen HIV-1-CRFO1 AE,
HIV-1-M-C, HIV-1-M-B, HIV-1-CRF07 BC und HIV-1-CRF08 BC[72-74]. Genotyp
der Probanden und HIV-Subtyp konnten also einen Einfluss auf MDSC Frequenz und
Krankheitsprogress nehmen, der es schwierig macht verschiedene Studien direkt

miteinander zu vergleichen.

5.1.1 Zeitpunkt der Blutprobenbearbeitung

Untersuchung aus unserem Labor kamen zu dem Ergebnis, dass M-MDSC nicht spéter
als 4h nach Blutentnahme untersucht werden sollten, um eine Adhdrenz der M-MDSC
mit der Oberfliche von Labormaterialien (z.B. Reagenzglas) zu vermeiden. Auch das
Einfrieren und Wiederauftauen der Zellen fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der M-
MDSC Frequenz[75]. Hinzukommend ist zu bemerken, dass die Kryokonservierung
von M-MDSC dazu fiihrt, dass sie ihr inhibitorisches Potenzial auf T-Zellen
verlieren[76]. Diese Tatsachen veranlassten uns dazu, MDSC immer nur aus frischem
Blut zu untersuchen und auch die Transportwege moglichst kurz zu halten, ebenso wie
es auch in anderen Studien gemacht wird [33, 43, 48] Die libereinstimmende Meinung
hinsichtlich der MDSC-Forschung ist heute, dass diese Zellen nur aus frischem Material

untersucht werden konnen.
5.1.2 Auswertung (Gating der M-MDSC)

In der Vergangenheit herrschte Uneinigkeit iiber die Phénotypisierung der
verschiedenen MDSC-Subtypen. Erst 2016 schlugen Bronte ef al nach einer
umfassenden Metaanalyse ein einheitliches Vorgehen zur Definition der MDSC
Subtypen vor, welches zum einen die phénotypischen Oberflachenmarker fiir PMN- und
M-MDSC klar festlegt und zum anderen den Nachweis einer Proliferationshemmung
von T-Zellen einfordert[44]. M-MDSC wurden demnach als Zellen, die CD11b"CD14*
HLA-DR!¥- CD15  sind, definiert. Altere Studien benutzten teilweise andere
Oberflichenmerkmale oder Kombinatioen (z.B. CD16, CD80, CD83, CD86, VEGFR,
IL4Ra, CD125) [39]zur Identifizierung von MDSC und konnten den Nachweis der

Immunsuppression teilweise nicht erbringen. Wir hielten uns an die von Bronte et al.
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empfohlenen phinotypische Marker von M-MDSC (CD11b"CD14"HLA-DR"*Y~ CD15”

und den Nachweis einer immunsuppressiven Wirkung.

Eine weitere Uneinigkeit besteht {iber das Vorgehen des korrekten Gatings von MDSC.
Wihrend wir uns bei der Gatingstrategie am Procedere von Hoechst et al. orientierten
(vgl. 3.13) [33], wihlten sowohl Qin et al., als auch Garg et al. ein anderes Gating.
Einen besonderen Stellenwert bekommt diesbeziiglich die Auswahl des korrekten HLA-
DR Schwellenwertes, der Zellpopulationen in ein HLA-DR" und ein HLA-DR°¥
Kompartiment einteilt. Da die CD14"* Population beziiglich des HLA-DR Markers keine
klare Aufteilung in zwei Populationen zeigt, jedoch trotzdem unterteilt werden muss,
kann man ohne die Verwendung einer Isotyp-Kontrolle eigentlich keine klare Aussage
iiber den korrekten Schwellenwert treffen. Leider wurden sowohl in der Studie von Qin
et al., als auch von Garg et al. keine Isotyp-Kontrollen verwendet, sodass die ermittelten

Ergebnisse schwierig mit unseren vergleichbar sind.

5.2 Zusammenhang zwischen M-MDSC Frequenz und IL-10
Produktion

Wir konnten in unsere Studie den Nachweis erbringen, dass M-MDSC in der Lage sind
selbststidndig und ex-vivo IL-10 zu produzieren. Die Anzahl der IL-10 produzierenden
M-MDSC war dabei bei HIV grofler als bei Patienten mit soliden Tumoren, obwohl
diese hohere M-MDSC Frequenzen aufweisen konnten. Zwischen M-MDSC Frequenz

und IL-10 Produktion konnten wir bei HIV zudem eine negative Korrelation feststellen.

5.2.1 Erschopfung der IL-10 Produktion

Normalerweise reagiert das Immunsystem bei einer Infektion nur solange auf ein
Pathogen, bis dieses beseitigt werden kann und infizierte Zellen abgetotet sind.
Charakteristisch fiir die HIV-Infektion ist eine dauerhafte Stimulation des
Immunsystems durch die Persistenz des Erregers. Mit dem zunehmenden Mangel an
funktionell wichtigen CD4-T-Zellen stellt der kontinuierliche Kampf gegen das HI-
Virus und opportunistische Infektionen eine immense Herausforderung fiir die
korpereigene Abwehr dar. Dieser Belastung ist das Immunsystem auf Dauer nicht
gewachsen. Es kommt zur Immunerschdpfung, die Himatopoese, Zelllebensdauer, -

differenzierung und -funktion betrifft [77]. Das Modell der Immunerschopfung als
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Resultat der chronischen und fortgeschrittenen HIV-Infektion ist hinreichend etabliert.
Als Ausdruck der Immunerschopfung verlieren CD8 T-Zellen im Laufe der Erkrankung
ihre Effektivitat. Statt viele Effektorfunktionen auszuiiben (Produktion von Interferon-
gamma, TNF-alpha, IL-2 und der Degranulation), konnen sie nur noch ein oder zwei
Zytokine produzieren und proliferieren schlechter [16, 17, 78-81]. Aber auch fiir andere
Zellsorten ist eine Erschopfung mit Fortschreiten der HIV-Infektion beschrieben [82,
83]. Somit lieBe sich die reduzierte IL-10 Produktion von hoheren M-MDSC
Frequenzen damit erkldren, dass auch M-MDSC im Verlauf der HIV-Infektion einen
Funktionsverlust erfahren. Sie wéiren somit eine weitere Zellsorte, die sich im

Krankheitsverlauf erschopft.

Auch Tumore erzeugen ein kontinuierliches Milieu aus Entziindungszellen und
Botenstoffen[30, 84], welches die M-MDSC Funktionen beeinflussen konnte. Somit
lasst sich auch die reduzierte IL-10 Produktion der hohen Tumor M-MDSC Frequenzen
erkldren. Allerdings konnten wir innerhalb der Tumorprobanden keine signifikante

Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und IL-10 Produktion messen.

5.2.2 Negative Riickkopplung

Eine weitere Erkldrung flir die reduzierte IL-10 Produktion von hohen M-MDSC
Frequenzen wire zudem das Einsetzen eines negativen Riickkopplungskreises, der
starke IL-10 Sekretion selbst inhibiert. Zumindest fiir Monozyten ist solch ein
Mechanismus beschrieben und konnte daher auf Grund ihrer phénotypischen und
morphologischen Ahnlichkeit auch fiir M-MDSC zutreffen[85]. Auch vermehrte IL-10
Konzentrationen im Plasma konnten iiber diesen Mechanismus einwirken. Hohe IL-10
Konzentrationen sind im Plasma von HIV Patienten beschrieben und korrelieren mit
dem Infektionsverlauf [62-64]. Somit kdnnten hohe Plasmakonzentrationen die IL-10
Produktion von hohen M-MDSC Frequenzen drosseln. Um solche Hypothesen
verifizieren zu konnen, miissten IL-10 Plasmakonzentrationen bestimmt werden und ihr

Ausmal} mit der Anzahl an IL-10 produzierenden M-MDSC verglichen werden.

5.3 M-MDSC als IL-10 Hauptproduzenten

Unserem Wissen nach weist unsere Studie zum ersten Mal in der chronischen HIV-1
Infektion nach, dass CD14"HLA-DR”° M-MDSC signifikant mehr IL-10 produzieren
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als CD14"HLA-DR" Monozyten. Dass CD14" Zellen IL-10 produzieren, ist bekannt
und wurde in mehreren Studien nachgewiesen[64-66]. In diesen Studien wurden
allerdings immer CD14+ Zellen untersucht, ohne die Differenzierung zwischen HLA-
DR"und HLA-DR""*¥ Zellen zu machen. Es ist also moglich, dass in diesen Studien die
IL-10 Produktion durch M-MDSC filschlicherweise den Monozyten zugeschrieben
wurde. Das konnte auch daran liegen, dass zwei dieser Studien (Hagiwara et al.; JI et
al.) zu einem Zeitpunkt durchgefiihrt wurden, als die Bedeutung der M-MDSC fiir die
HIV Infektion noch nicht bekannt war. Zwei Studien bei malignen Tumoren
bekriftigen die These, dass M-MDSC innerhalb der CD14" Population die IL-10
Hauptproduzenten sind [55, 56]. Bereits 1999 wurde in einer Studie CD14"HLA-DR" -
Zellen mit den gleichen FEigenschaften identifiziert. Diese Studie untersuchte
CDI14"HLA-DR" Monozyten in malignem Aszites von Patientinnen mit
Ovarialkarzinom. Neben IL-10 wurde eine gleichzeitige TGF- Expression bei diesen
Zellen nachgewiesen. Die Zellen waren in der Lage T-Zell Proliferation und IFN-y
Produktion zu inhibieren. Hervorzuheben ist, dass die CD14"HLA-DR" Zellen lediglich

im malignen Aszites, nicht aber im peripheren Blut auffindbar waren[55].

In einer weiteren Studie an Patienten mit Prostatakarzinom (unter LHRH-Agonist
Therapie) konnten auch hier erhohte CDI14"HLA-DR'®Y- Zellen gemessen werden.
Diese konnten die T-Zell Proliferation reduzieren und nachweislich mehr IL-10
produzieren als CD14"HLA-DR" Zellen. Aufgrund geringer Zellzahlen konnten in
dieser Studie keine Proliferationsassays mit Rezeptor blockierenden Antikorpern

durchgefiihrt werden. Zudem wurden nur 5 Prostatakarzinom Patienten untersucht[56].

5.4 Keine Wirkung des IL-10-Rezeptor blockierenden Antikorpers
auf Wiederherstellung der T-Zell Proliferation

Um die proliferationshemmenden Eigenschaften der M-MDSC zu beweisen, flihrten wir
Proliferationsassays durch und konnten feststellen, dass M-MDSC die CD8-T-Zell
Proliferation signifikant inhibierten. Durch Einsatz eine IL-10-Rezeptor blockierenden
Antikorpers beobachteten wir jedoch, dass offenbar nicht oder zumindest nicht allein
das IL-10 fiir die proliferationshemmende Wirkung verantwortlich ist. Hierfiir konnten

verschiedene Ursachen moglich sein.
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Die fiir diese Studie verwendete Proliferationsassaytechnik war eine unspezfische
mixed lymphocyte reaction. Dabei werden ,,Targetzellen® (CDS8-T-Zellen) von
gesunden Spendern mit ,,Effektorzellen” (M-MDSC) zusammen in vitro inkubiert. Die
Targetzellen wurden unspezifisch durch einen CD3/CD28-Stimulus zur Proliferation
angeregt. Dies entspricht nicht den Gegebenheiten in vivo, bei denen T-Zellen
spezifisch durch Antigenprdsentation anderer Zelltypen zur Zellvermehrung angeregt
werden. Bronte et al. schlagen daher einen 3-armigen Proliferationsassay vor. Hierbei
werden gesunde T-Zellen durch Antigenprédsentierende Zellen zunidchst spezifisch
stimuliert und danach die MDSC hinzugefiigt. Dies soll in vivo Gegebenheiten besser
darstellen und M-MDSC Funktionen antigenspezifisch testen[44]. Die Durchfiihrung
eines solchen Assays ist sehr aufwendig. Zudem sind wir der Ansicht, dass zur
orientierenden Uberpriifung von M-MDSC Funktionen auch die unspezifische

Stimulation ausreichend ist.

Zum Studienzeitpunkt gab es keinen FACS Cell Sorter der biologischen
Sicherheitsstufe 3 in Miinchen. Somit hatten wir nicht die Moglichkeit das infektiose
Blut von HIV-Patienten fiir unsere Versuche zu untersuchen. Daher entschieden wir uns
die M-MDSC von Patienten mit Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und von
gesunden Probanden fiir die Untersuchungen zu verwenden. Hierbei stellt sich die
Frage, ob M-MDSC von Tumorpatienten und gesunden Probanden genauso
funktionieren und reagieren wie HIV M-MDSC, da beispielsweise Tumor M-MDSC
signifikant weniger IL-10 produzierten. Verschieden Erkrankungen induzieren
unterschiedliche MDSC Phénotypen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen[39, 42,
44]. Fir Tumore ist bekannt, dass unterschiedliche Zytokinkonzentrationen- und
Mischverhéltnisse zur Induktion von unterschiedlichen MDSC Subtypen fiihrt und dass
dies auch die Mechanismen der immunsuppressiven Aktivitit beeinflussen konnte[86,
87]. Konkret ist fiir NSCLC die Wirkung {ber Sauerstoffradikale(ROS)
beschrieben[35], die wir in unserem Proliferationsassay nicht testeten. In einer anderen
Studie wird aber iiber positive Wirkung eines IL-10-Ra-AB bei NSCLC berichtet[88].
Uberlegt werden muss auch, ob das Wirken des IL-10-Ra-AB vielleicht mit einer hohen
Prisenz von HI-Viruskopien zusammenhidngen konnte und daher vor allem im HIV-
Modell wirkt. Jedenfalls beobachteten Kwon et al. in ihren Experimenten eine Zunahme
der CD4-T-Zell Proliferation nach Addition eines IL-10-Ra-AB nur bei virdmischen
Patienten[64].
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Das Zusammenspiel verschiedener Zellsorten im Immunsystem ist sehr komplex. In
vitro ldsst sich dieses Zusammenspiel nur begrenzt reproduzieren. Verschiedene
Mechanismen der Inhibition der T-Zell Proliferation wurden beschrieben (vgl. 1.4.4). In
der Vorliegenden Studie wurde allein die Wirkung einer IL-10-Blockade auf die
Proliferationsfahigkeit von CDS8-T-Zellen {iiberpriift. Vermutlich spielen aber auch
andere Zytokine eine wichtige Rolle. In einer Studie mit Patientinnen mit
Ovarialkarzinom gelang im malignen Aszites der Nachweis von CDI14"HLA-DR-
Monozyten, die nachweislich IL-10 produzierten. Zeitgleich konnte bei diesen Zellen
auch die Produktion des Zytokins TGF-f3 nachgewiesen werden. In Proliferationsassays
inhibierten die CD14"HLA-DR™ Monozyten T-Zell Proliferation. Von daher kann man
die in der Studie beschriebenen Zellen als M-MDSC bezeichnen. Eine Wiederzunahme
der Proliferation der T-Zellen konnte nur durch die gleichzeitige Substitution von IL-
10-Ra-AB und TGF-B-AB hergestellt werden. Der Einsatz einer der beiden Antikdrper
alleine reichte dafiir nicht aus. Wenn man dieses Ergebnis auf unsere Studie iibertrigt,
stellt sich die Frage, ob nicht vielleicht andere Zytokine gemeinsam mit IL-10 eine
Rolle fiir die inhibitorische Wirkung der M-MDSC spielen kénnten. Die Uberpriifung
der TGF-B Produktion von M-MDSC wire von groflem Interesse und folglich darauthin
auch die Durchfiihrung von Koinkubationsassays mit gemeinsamen Einsatz von IL-10-

Ra-AB und TGF--AB.

Die Studien von Loercher et al.[55] und Vuk-Pavlovi¢ et al. [56] beweisen, dass IL-10
CDS8-T-Zell Proliferation inhibieren kann. Allerdings muss es ein komplexes
Zusammenspiel zwischen den Zellen geben, das Blockaden von unterschiedlichen

Botenstoffen voraussetzt, um T-Zell Proliferation wieder herstellen zu kdnnen.

5.5 M-MDSC Frequenz und suppressive Kapazitit

Wir konnten keine Korrelation zwischen M-MDSC Frequenz und Hohe der
suppressiven Kapazitit feststellen. Allerdings sind 6 Koinkubationsassays zu wenig, um
daraus statistisch eine valide Schlussfolgerung zu ziehen. Als Folge des vermuteten
Funktionsverlustes von M-MDSC ist es moglich, dass sich bei groferer
Untersuchungszahl ein signifikantes Ergebnis einstellen konnte. Im Zuge davon wére
die Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen IL-10 produzierenden M-

MDSC und der suppressiven Kapazitét zusétzlich von wissenschaftlichem Interesse.
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5.6 Klinische Bedeutung und Ausblick

Angesichts der globalen Dimension der unheilbaren HIV-Infektion ist die Suche nach
Heilungsformen fiir die Erkrankung von groBer Bedeutung. Fiir die HIV-Infektion ist in
den letzten Jahren auch die Suche nach immunologischen Heilungsanséitzen in den
Vordergrund  geriickt. Die  Bedeutung des Zytokins IL-10 fiir die
Proliferationseigenschaften von CD4-T-Zellen und CDS8-T-Zellen wurde in
verschiedenen Studien beschrieben. In unsere Studie konnten wir erstmals nachweisen,
dass dieses IL-10 zu signifikanten Anteilen von M-MDSC produziert wird. Obwohl M-
MDSC die Proliferation von CD8-T-Zellen hemmen konnten, wurde dies zumindest
nicht allein durch die Wirkung von IL-10 verursacht. Fiir die Wirkungsweise von IL-10
ist die Einbindung in ein komplexes regulatorisches Netzwerk beschrieben. In der
Zukunft muss weitere Grundlagenforschung betriecben werden, die weitere
Suppressionsmechanismen von M-MDSC untersucht und ein Zusammenspiel mit der
von uns beschriebenen IL-10 Sekretion aufdeckt. Somit kdnnte durch gezielte Blockade
verschiedener Mechanismen und Botenstoffe die proliferationshemmenden
Eigenschaften der M-MDSC aufgehoben werden. Somit konnten CDS8-T-Zellen
ungehemmt proliferieren und das HI-Virus dauerhaft im Sinne einer funktionellen

Heilung supprimieren.
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7 Anhinge

7.1 Probandenliste IL-10 ex vivo

Probanden Tumor

ID Alter F/M Diagnose Stadium
Tumor 18 60 F NSCLC (Adenokarzinom) UICC IV
Tumor 20 81 F Hepatozelluldres Karzinom -/-
Tumor 22 80 M Malignes Melanom AJCCIII
Tumor 25 41 F NSCLC (Adenokarzinom) UICC III
Tumor 27 74 M NSCLC (Plattenepithelkarzinom) UICC III
Tumor 28 68 M NSCLC (Plattenepithelkarzinom) UICC IV
Tumor 30 77 M Plattenepithelkarzinom der Trachea -/-
Tumor 33 57 M Malignes Melanom AJCC1V
Tumor 34 86 F NSCLC (Adenokarzinom) UICC IV
Tumor 35 48 M Malignes Melanom AJCC Ib
Tumor 36 78 F Malignes Melanom -/-
Tumor 37 69 F Mamma Karzinom (Adenokarzinom) Lungen-
metastasen
Tumor 38 83 F NSCLC (Adenokarzinom) UICC IV
Tumor 39 75 F SCLC Extensive
Disease
Tumor 40 81 F Kolon Karzinom UICC 1V
Tumor 41 66 M NSCLC (Plattenepithelkarzinom) UICC 1V
Tumor 42 56 F NSCLC (Plattenepithelkarzinom) UICC 1V
Tumor 43 70 M NSCLC (GroBzelliges Karzinom) UICC III
Tumor 46 82 M Plattenepithelkarzinom der Zunge -/-
Tumor 47 79 M Diffus groBzelliges B-Zell-Lymphom Ann-Arbor
v
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Probanden HIV

ID Alter F/M Viruskopien/ml CD4/ul
M 099 54 M 53 501 4
M 100 41 F 300 450
M 101 52 M 10 695 326
M 102 40 M 393 938 73
M 103 51 M 33208 204
M 104 45 M 543 5
M 106 47 M 102 107 55
M 107 53 M 120 000 30
M 108 33 M 74 941 226
M 109 48 M 250 000 30
Probanden gesund

ID Alter F/M

H002 40 F

HO003 43 M

HO004 47 F

HO005 52 F

HO006 50 F

HO007 42 F

HO008 50 F

HO010 54 M

HO013 50 F

HO055 26 F
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7.2 Probandenliste Proliferationsassays

Anhidnge

Probanden Tumor

ID Alter Diagnose Stadium
Tumor 72 73 NSCLC (Adenokarzinom) UICC III
Tumor 74 81 NSCLC (Adenokarzinom) UICC IV
Tumor 76 76 NSCLC (nicht definiert) TNM pT2 cNO MO
Tumor 77 54 NSCLC (Adenokarzinom) UICC III
Probanden gesund

ID Alter F/M

H 014 54 F

H 018 45 F

H 019 31 M

H 020 30 M

H 033 27 F

H 040 43 F

H 046 29 M
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