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1. Einleitung

. In Deutschland sind im Jahr 2019 rund 231.000 Menschen an den Folgen einer
Krebserkrankung gestorben — 125.000 Manner und 106.000 Frauen. [...] Demnach
war Krebs die Ursache fiir ein Viertel aller Todesfélle in Deutschland. Dieser Anteil
habe sich innerhalb der vergangenen 20 Jahre kaum verandert, auch wenn die Zahl
der Krebstoten seit 1999 um rund zehn Prozent gestiegen ist. Ein Fiinftel aller an

Krebs Verstorbenen war jiinger als 65 Jahre.’E]

Diese erschreckend hohen Zahlen an Todesféllen aufgrund von Tumorerkrankungen legen
die Bedeutsamkeit dar, welche die Tumortherapie in der modernen Forschung einnimmt.
Dennoch ist der Menschheit bis heute im Vergleich zu anderen Krankheits-Gruppen kein
wirklicher Durchbruch in der Heilung und Therapie von Tumoren in der kompletten Breite
der verschiedenen Tumor-Entitaten gelungen. Dies zeigt sich im prozentualen Anstieg der

Todeszahlen an den gesamten Todesfallen.

Die moderne medikamentdse Tumortherapie basiert auf drei Saulen:
» Chemotherapie
» zielgerichtete Therapie

» Immuntherapie oder -modulation

Durch die Innovationen und Entdeckungen der letzten Jahre in den Bereichen der Molekular-
diagnostik konnten vor allem in der zielgerichteten Therapie und in der Immuntherapie groBe

Fortschritte erzielt werden.

Auch die hamatologischen Erkrankungen sind dadurch heute deutlich besser und effizienter
zu therapieren. Beim multiplen Myelom beispielsweise werden moderne Substanzklassen
wie Proteasomen-Inhibitoren, Immunmodulatoren und monoklonale Antikérper (AK) mit
klassischer Chemotherapie (individuell auch als Hochdosiskonzepte mit Transplantation)
kombiniert [I, Seite 87]. So kann das durchschnittliche Uberleben deutlich erhéht und die Zeit

bis zum Rezidiv signifikant verlangert werden. Dennoch ist die Verbesserung und Erweiterung

IDeutsches Arzteblatt: News, Vermischtes, Krebs ist fiir ein Viertel aller Todesfalle verantwortlich. 08.11.2022



1. Einleitung

der Myelom-Therapie ein wichtiger Fokus der Forschung. Ein Augenmerk liegt dabei auf der

Aktivierung der T-Lymphozyten und ihrer Schulung zur optimalen Erkennung der Tumorzellen.

T-Lymphozyten sind eine der Schliisselzellen in der humanen Immunabwehr. Sie kdnnen
Fremdes von Korpereigenem unterscheiden. Nach dem Erkennen des Pathogens oder der
malignen Zelle kénnen zytotoxische T-Lymphozyten selbst Pathogene und maligne Zellen
eliminieren. AuBerdem aktivieren sie andere Immunzellen, zum Beispiel B-Lymphozyten,
die sich zu Plasmazellen differenzieren und mit der Antikorper-Sekretion beginnen kénnen.
Das gesunde humane Immunsystem iiberpriift kontinuierlich den Organismus und eliminiert
Fremdes. Eine Liicke in dieser Immunabwehr ermoglicht potentiell die Manifestation von
Tumorerkrankungen. Dabei versagen die T-Lymphozyten unter anderem im Erkennen von
malignen Zellen als Fremd sowie in der Aktivierung des Immunsystems. Dies gilt nicht nur fir

hamatologische Erkrankungen, sondern fiir alle Tumorentitaten.

Die ineffektive Immunabwehr der T-Lymphozyten basiert entweder auf Defekten der Im-
munzellen oder auf Abwehrmechanismen der Tumorzellen. Durch die Tumorzellen wird das
humane Immunsystem grundlegend beeinflusst. Die Immunzellen werden in ihrer Aktivitat
und Effektivitat inhibiert. Dies geschieht unter anderem durch den Tumor selbst und das
unmittelbare Tumor-Mikromilieu. Hier werden verschiedene Zytokine und Chemokine freige-
setzt, die inhibitorische Wirkungen auf die Immunzellen ausiiben. Des Weiteren induzieren
Tumorzellen die Expansion von regulatorischen T-Lymphozyten und sogenannten myeloi-
schen Suppressor-Zellen (myeloid derived suppressor cells: MDSC). Auch fiir physiologische
neutrophile Granulozyten (polymorphonuclear neutrophils: PMN) sind Tumor-induzierte
inhibitorische Interaktionen mit Zellen des adaptiven Immunsystems beschrieben. Mit Hilfe
dieser indirekten starken Inhibition durch den Tumor ist es den T-Lymphozyten nicht mehr

moglich, die malignen Zellen zu erkennen und zu eliminieren [2].

Die inhibitorischen Interaktionen zwischen den MDSC beziehungsweise PMN und
T-Lymphozyten in Tumorerkrankungen aber auch im Gesunden sind mittlerweile eines der
zentralen Themen der tumorimmunologischen Forschung. Die Inhibition der T-Lymphozyten
konnte unter anderem auf die Sekretion des Enzyms Arginase 1 zuriick gefiihrt werden [3]. Es
wird von PMN und MDSC sezerniert oder im Rahmen von Zelltod freigesetzt und depletiert
Arginin in der Umgebung. Durch die Arginin-Depletion wird die Proliferation und die Aktivitat
der T-Lymphozyten gehemmt. Die T-Lymphozyten arretieren im Zellzyklus zwischen der G-
und Gi-Phase [4]. Durch die pharmakologische Inhibition der Arginase 1 der PMN durch
Arginase-Inhibitoren wie Nw-Hydroxy-nor-L-Arginin (nor-NOHA) oder CB-1158 konnte die

urspriingliche Aktivitat und Proliferation der T-Lymphozyten wiederhergestellt werden.
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Ein weiterer inhibitorischer Mechanismus der PMN ist die direkte inhibitorische Zell-Zell-
Interaktion der PMN und der T-Lymphozyten. AuBerdem sezernieren PMN sogenannte
reactive oxygen species (ROS) und anti-inflammatorische Zytokine. Andererseits agieren
PMN auch kontrar immun-stimulierend und konnen T-Lymphozyten und andere Immunzellen
aktivieren [5), 6] [7].

Die Wirkung der MDSC auf das Immunsystem scheint klar inhibitorisch zu sein, wahrend
die Rolle der PMN noch nicht eindeutig eingeordnet werden kann. In dieser Arbeit wird
deshalb die Interaktion zwischen PMN und T-Lymphozyten untersucht. Um inhibitorische
Mechanismen zu eliminieren, wurde PMN-Uberstand mit und ohne Arginase-Inhibitor zur
Inkubation mit den T-Lymphozyten verwendet. Der Fokus der Untersuchungen wird auf die
Proliferation, Aktivitat und Zytotoxizitat der T-Lymphozyten gelegt. Es wird der Einfluss des
reinen PMN-Uberstandes mit dem PMN-Uberstand unter Arginase-Inhibition verglichen. Ist

es unter diesen Umstanden moglich eine aktivierende Komponente der PMN aufzuzeigen?

11






2. Literaturdiskussion

2.1. Das humane Immunsystem

Durch unsere Umwelt steht der Mensch in standigem Kontakt zu Bakterien, Viren und
anderen pathogenen Strukturen. Das Eindringen in den Organismus sowie die Wirkung dieser
pathogenen Substanzen wird durch das humane Immunsystem verhindert und bekadmpft. Es
besteht aus dem angeborenen unspezifischen und dem adaptiven spezifischen Immunsystem.
Das angeborene Immunsystem ist bei Geburt bereits vollstindig ausgebildet und verandert
sich im Verlauf des Lebens nicht mehr. Es besteht aus vielfaltigen physikalischen, chemischen
und biologischen Barrieren. Eine physikalische Barriere ist zum Beispiel das verhornte Platte-
nepithel der Epidermis, welches das Eindringen von Pathogenen verhindert. In den Atemwegen

werden Pathogene mit Hilfe der Zilien sogar aktiv aus dem Korper heraus beféordert [8) Teil I].

Die Schleimhaute liefern neben der physikalischen Barriere zudem einen chemischen Schutz.
Im Schleim sind Enzyme wie zum Beispiel das Lysozym enthalten, das direkt bakterizid
wirkt, aber auch Sauren, die ein Milieu erzeugen, in dem Bakterien und Pathogene nicht
uiberlebensfahig sind. Diese chemische Barriere wird durch Sekretion von den Zellen des
Epithels selbst wie zum Beispiel den Belegzellen im Magen und auch von den im Blut

zirkulierenden Immunzellen gebildet [8] Teil I].

Die Immunzellen bilden die biologische Barriere der angeborenen Immunabwehr. Zu ihnen
gehoéren natirliche Killerzellen (NK-Zellen), Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Granu-
lozyten sowie Antigen-prasentierende Zellen (APZ: dendritische Zellen). Die Immunzellen
exprimieren eine begrenzte vererbte Anzahl von Muster-Erkennungs-Rezeptoren wie die
Toll-like-Rezeptoren und Phagozytose-Rezeptoren. Mit Hilfe dieser Rezeptoren werden zell-
spezifische Mechanismen ausgelost, um Pathogene zu eliminieren. Makrophagen beispielsweise
konnen Pathogene Uber ihre Phagozytose-Rezeptoren direkt in die Apoptose leiten. Mittels
der Toll-like-Rezeptoren kdnnen Pathogene erkannt werden. Sie induzieren die Sekretion von
pro-inflammatorischen Zytokinen durch Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen.
Durch diese Zytokine werden wiederum vor allem neutrophile Granulozyten und Monozyten
aktiviert. Zudem wirken sie chemotaktisch auf die eben genannten Zellen und rekrutieren sie

zur Eliminierung der Pathogene [8, Teil 1].
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2. Literaturdiskussion

Jede Zelle des humanen Korpers prasentiert kontinuierlich zelleigene Proteinfragmente auf
den major histocompatibility complex Rezeptoren (MHC). Uber diese Rezeptoren kénnen
natirliche Killerzellen korpereigene von fremden Zellen unterscheiden. Wenn die natiirlichen
Killerzellen eine Zelle tber ihre prasentierten Fragmente als korpereigen erkennen, wird
kein Signal tbertragen. Werden sie jedoch nicht erkannt oder wird von der Zelle gar kein

MHC-I-Rezeptor exprimiert, gilt sie als kdrperfremd und wird in die Apoptose geleitet [8] Teil I].

Neben der direkten zellularen Immunantwort gibt es weitere humorale Abwehrmechanis-
men des angeborenen Immunsystems. Die Immunzellen sezernieren Zytokine, Chemokine
und natirliche Antikorper, die im Blut zirkulieren. Neben den oben beschriebenen Che-
mokinen, die chemotaktisch wirken, konnen diese Zytokine auch direkt die Apoptose
induzieren oder sie indirekt durch die Aktivierung zytotoxischer Zellen auslosen. Natiirliche
Antikorper markieren die Pathogene zur leichteren Erkennung und Eliminierung fir die
Immunzellen. AuBerdem konnen Proteine wie die akute Phase Proteine (zum Beispiel das
C-reaktive Protein) Pathogene markieren und die Zellen der Immunabwehr (beispielsweise
Makrophagen) sowie das Komplementsystem aktivieren. Letzteres ist eine Kaskade sich
gegenseitig aktivierender Proteine, die im Zusammenspiel miteinander unter anderem in den

Zellmembranen von Bakterien Poren erzeugen und so zum Tod der Bakterien fithren [8] Teil I].

angeborene Immunitat (I_'B adaptive Immunitit

Granulozyten (PMN) Lymphozyten

: =K oy =
naturliche neutrophile eosinophile basophile Monocyt

Killerzelle Zelle Zelle Zelle dendritische Zelle | B-Lymphozyt T-Lymphozyt

Abb. 1: Das angeborene und adaptive Immunsystem: Zu der angeborenen Immunab-
wehr gehoren natiirliche Killerzellen, Granulozyten und Monozyten. Granulozyten kénnen nach
ihren Granula-Inhalten weiter in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt
werden. Zum adaptiven Immunsystem dagegen zadhlen die Lymphozyten. Sie werden in B- und
T-Lymphozyten unterschieden. Die dendritischen Zellen stehen in vermittelnder Rolle fiir die
Verbindung beider Systeme. Die farbig hervorgehobenen Zelltypen sollen in dieser Arbeit im
Mittelpunkt stehen [8, Abbildung verandert, Seite 24].

Die dendritischen Zellen bilden die Schnittstelle zwischen dem angeborenen und dem adap-
tiven Immunsystem (vergleiche Abbildung . Sie durchlaufen einen Reifungsprozess. In der

Embryogenese prasentieren naive dendritische Zellen korpereigene Proteine fiir die Reifung des
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angeborenen Immunsystems. Reife dendritische Zellen dagegen prasentieren die Antigene von
korperfremden, potentiell schadlichen Proteinen. Zu diesen pathogenen Strukturen gehdren
die sogenannten pathogen-associated molecular pattern (PAMPs). Wird ein PAMP durch
einen Toll-like-Rezeptor erkannt, wird dieses Pathogen in die Zelle aufgenommen. Auf den
MHC-Rezeptoren werden Pathogen-assoziierte Peptide fiir die T-Lymphozyten des adaptiven
Immunsystems prasentiert. Durch diese Antigen-Prasentation sowie durch die Zytokine der

humoralen Abwehr wird das adaptive Immunsystem aktiviert [8, Teil IV].

Genau wie im angeborenen Immunsystem lasst sich in der adaptiven Immunabwehr die zellulare
von der humoralen Abwehr unterscheiden. Auf zelluldrer Ebene spielen hier vor allem die T- und
B-Lymphozyten eine wichtige Rolle. T-Lymphozyten erkennen mit ihren T-Zell-Rezeptoren die,
von den dendritischen Zellen prasentierten und von fremden Pathogenen stammenden, Peptide.
T-Zell-Rezeptoren weisen variable Domanen auf und konnen in der Gesamtheit aller Zellen eine
groBe Zahl an unterschiedlichen Pathogenen erkennen. Die Zusammensetzung der variablen
Domanen unterscheidet sich zwischen den einzelnen T-Lymphozyten, sodass jede Zelle eine
bestimmte Peptidsequenz optimal erkennen kann. Nach erfolgter Antigen-Erkennung kommt
es zu einer starken Proliferation des passenden T-Lymphozyten. AnschlieBend rekrutieren die
T-Lymphozyten weitere Immunzellen. Diese konnen Zellen des angeborenen Immunsystems
sein, beispielsweise Granulozyten und Makrophagen, oder auch B-Lymphozyten. Werden letz-
tere aktiviert, differenzieren sie zu Plasmazellen aus und beginnen mit der spezifischen Anti-
korperbildung. Die gebildeten Immunglobuline (lg) bilden die humorale Komponente des adap-
tiven Immunsystems. Sie markieren spezifisch die Pathogene und erméglichen so die gezielte
Elimination mittels Phagozytose durch die Zellen des angeborenen Immunsystems.

T- und B-Lymphozyten kénnen nach erfolgreicher Immunabwehr zu sogenannten memory-
Zellen ausdifferenzieren. Das bedeutet, dass sie nach dem Abschluss ihrer Aufgabe in der
Immunabwehr in einen inaktiven, abwartenden Zustand ibergehen. Sollte dasselbe Antigen
im Korper erneut auftauchen, ermoglicht die Reaktivierung dieser Pathogen-spezifischen

memory-Zellen eine sehr schnelle und effektive Immunabwehr [8], Teil IV].

Grundsatzlich lasst sich also festhalten, dass durch das angeborene Immunsystem eine rasche
Immunantwort ermoglicht wird, die allerdings auf die Erkennung einer begrenzten Anzahl an
vorbestimmten Pathogenen limitiert ist. Die Antwort des adaptiven Immunsystem dagegen
tritt verzogert aber duBerst effektiv ein. Bei erneuter Infektion kdnnen memory-Zellen reak-
tiviert werden und die Immunreaktion erfolgt sofort. Das humane Immunsystem besteht aus
einem komplexen Zusammenspiel von Zytokinen, Proteinen, Antikorpern und Zellen. Die ange-
borenen und adaptiven Anteile des Immunsystems sind dabei vielfach iiber Aktivierungs- und

Hemmungs-Mechanismen untereinander verkniipft und arbeiten als Einheit zusammen.
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2.1.1. T-Lymphozyten
2.1.1.1. Entwicklung und Differenzierung von T-Lymphozyten

Wahrend der Embryogenese durchlaufen die T-Lymphozyten einen mehrstufigen Reifungs-
prozess. Durch negative Selektion werden zunachst solche T-Lymphozyten eliminiert, die
mit ihren T-Zell-Rezeptoren korpereigene oder gar keine Proteine erkennen [9]. Die Proteine
werden im Thymus durch APZ auf MHC-Rezeptoren prasentiert. AnschlieBend wird in der
positiven Selektion Uberpriift, ob alle T-Lymphozyten mit ihren T-Zell-Rezeptoren regelrecht
an die MHC-Rezeptoren der dendritischen Zellen binden. Die fehlerhaften T-Lymphozyten, die
zu schwach oder zu stark binden, werden eliminiert [10]. Aus diesen zwei Selektionsprozessen
resultieren die sogenannten naiven T-Lymphozyten. Fiir sie beginnt nach der Geburt die
zweite Phase des Reifungsprozesses. Die APZ beginnen jetzt korperfremde Proteine zu
prasentieren. Nach spezifischer Antigen-Erkennung differenzieren sich die T-Lymphozyten zu
reifen Effektor-Zellen aus [8, Teil 1V].

Die Effektor-Zellen der T-Lymphozyten werden hauptsachlich durch die Expression von zwei
Oberflachenproteinen unterschieden: CD4"-T-Helferzellen (cluster of differentiation) und
CD8" zytotoxische T-Lymphozyten. Dabei aktivieren die T-Helferzellen vor allem andere
Immunzellen, wahrend die zytotoxischen T-Lymphozyten Bakterien und Viren durch die
Sekretion zytotoxischer Substanzen sowie verschiedener Zytokine eliminieren. Dazu gehdren
zum Beispiel Perforin, Granzym B, der Tumornekrose-Faktor-oc (TNF-«), Interferon-y (IFN-
v) und Interleukin-2 (IL-2) [LII]. Innerhalb dieser zwei Gruppen gibt es zudem sogenannte
regulatorische T-Lymphozyten, die eine wichtige Rolle in der Kontrolle der Immunantwort
und der Selbst-Toleranz spielen. Dadurch konnen iiberschieBende Immunantworten und Auto-
Immunitat verhindert werden [12] 13]. Definiert werden diese regulatorischen T-Lymphozyten
durch die Expression von Oberflachenproteinen (zum Beispiel CD4TCD25", CD127~) und
durch das Vorhandensein des Transkriptionsfaktors forkhead box protein 3 (Foxp3).

Die CD4*-T-Lymphozyten lassen sich dariiber hinaus weiter unterteilen. Sie unterschei-
den sich in ihrer Zytokin-Sekretion. Fiir die Tyl-Zellen sind IL-2, Interferon-y und der
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) typische Zytokine, wohingegen
die Ty2-Zellen die Interleukine 4, 5, 6, 10 und 13 sezernieren [9} (14} [15]. Einen kleineren Anteil
bilden die Ty17-Zellen, die hauptsachlich IL-17 und IL-22 sezernieren sowie die TH9-Zellen,
die nach ihrem bevorzugt sezernierten Zytokin IL-9 benannt sind [16]. Neben der Zytokin-
Sekretion fithren Ty2-Zellen mittels IL-5-Sekretion zu dem sogenannten Antikorper-Shift in

Plasmazellen von IgM zu IgG und IgE [12, [17].
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Abb. 2: Aktivierung von T-Lymphozyten: T-Lymphozyten werden in drei Schritten durch
dendritische Zellen aktiviert. Zunachst bindet der T-Zell-Rezeptor an den MHC-Komplex der
dendritischen Zelle. Dies ist das erste Signal. Dadurch wird die Bindung von CD80/CD86
der APZ an weitere Rezeptoren der T-Lymphozyten initiiert. Bindet CD80/CD86 an CD28,
kommt es zur verstarkten Stimulation der IL-2-Sekretion der T-Lymphozyten. Das IL-2 bindet
an seinen Rezeptor und aktiviert als drittes Signal die T-Lymphozyten. Bindet CTLA-4 an
CD80/CD86, fiihrt dies zu einem inhibitorischen Signal und es kommt zu keiner Aktivierung.

IL-2 Sekretion +++

Vor der Ausdifferenzierung zu Effektor-Zellen missen die T-Lymphozyten zunachst aktiviert
werden. Diese Aktivierung lauft, wie in Abbildung 2] dargestellt, in drei Schritten ab. Dadurch
gibt es mehrere Kontrollpunkte an denen fehlgeleitete T-Lymphozyten eliminiert werden kon-

nen und die Gefahr von Autoimmunitat wird minimiert.

» Das Erkennen des von den APZ auf den MHC-Rezeptoren prasentierten Antigens durch
den T-Zell-Rezeptor der T-Lymphozyten fiihrt zur Bindung beide Rezeptoren anein-
ander. CD4"-T-Lymphozyten binden dabei an den MHC-II-Rezeptor, wahrend CD8™-
T-Lymphozyten an den MHC-I|-Rezeptor binden. Auf dem MHC-I-Rezeptor werden ur-
spriinglich intrazellular lokalisierte Proteinfragmente prasentiert. Im Gegensatz dazu pra-
sentieren die APZ auf den MHC-II-Rezeptoren phagozytiertes Material [8, Teil I].

= Nach der Rezeptor-Antigen-Bindung vermitteln Korezeptoren der APZ (zum Beispiel
CD80/CD86) die Bindung an einen kostimulierenden Rezeptor der T-Lymphozyten. Im
Falle von CD80/CD86 handelt es sich um an das Oberflachenprotein CD28. Die Bindung

der kostimulierenden Rezeptoren wird als das zweite Signal bezeichnet.

= Dadurch kommt es zur Proliferation und zur Sekretion von IL-2 durch die T-Lymphozyten
[9]. IL-2 dient dabei als autokriner Aktivator der T-Lymphozyten. AuBerdem steigert
IL-2 durch Bindung an den IL-2-Rezeptor (CD25) die Signaliibertragung der T-Zell-
Rezeptoren [LI]. Dies fiihrt in den T-Lymphozyten zu einer vermehrten Expression des
Oberflachenproteins CD69 [18] als sehr friihes Zeichen ihrer Aktivierung.
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Nach dieser primaren Aktivierung wird die Differenzierung der T-Lymphozyten durch die Zy-
tokine in ihrer unmittelbaren Umgebung bestimmt. Eine Differenzierung zu Ty1-Zellen wird
durch IL-12, IL-23 und IL-27 induziert, wahrend zum Beispiel IL-4 entscheidend ist fiir eine
Differenzierung zu Ty2-Zellen [11], 19]. Der transforming growth factor 5 (TGF-3) und IL-23
induzieren die Entwicklung zu Ty17-Zellen [13]. Moglicherweise spielt TGF-3 ebenfalls eine
Rolle in der Differenzierung zu T,.e-Zellen, was allerdings noch nicht vollstandig geklart ist
[12] [20]. Auch in der Entwicklung zu T9-Zellen sind TGF- und IL-4 relevant [16].

2.1.1.2. Aktivierungs- und Oberflachenproteine

Die Aktivierung von T-Lymphozyten wird durch die vermehrte Expression verschiedener
Oberflachenproteine angezeigt (vergleiche Abbildung . CD28, welches als kostimulierendes
zweites Signal der T-Lymphozyten-Aktivierung fungiert, wird von aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert. Uberdies gibt es zwei weitere wichtige Oberflichenproteine, die eine Aktivierung
anzeigen: CD25 und CD69.

Die Expression von CD69 wird als eine der ersten Veranderungen bei der Aktivierung
der T-Zell-Rezeptoren angeregt. Dadurch wird die Proliferation und Zytotoxizitat der
T-Lymphozyten erhoht [2I]. AuBerdem wird die Zytokin-Sekretion der T-Lymphozyten

gesteigert. Zum Beispiel sezernieren sie vermehrt IL-2, TNF-« und Interferon-y [22].

Im Gegensatz dazu wird die Expression von CD25 erst spater nach der Aktivierung der
T-Lymphozyten stimuliert [17]. Das Oberflachenprotein bildet die «-Kette des IL-2-Rezeptors
aus und ist deshalb eng mit der Aktivierung der T-Lymphozyten und deren Proliferation
verkniipft [21]. Bei Aktivierung steigert IL-2 autokrin die Expression des IL-2-Rezeptors
und seiner drei Ketten («, 3 und 7y) [23]. AuBerdem spielt CD25 eine wichtige Rolle in
der Selbst-Toleranz und verhindert Autoimmunreaktionen [24]. Im Gegensatz zu CD69 ist
die Expression von CD25 klar abhangig von der Konzentration von Arginin im Medium der
T-Lymphozyten. Durch Arginin-Mangel sinkt die aktivierungsabhangige Expression von CD25
[25].

Schon waéhrend der Aktivierung und der Bindung von CD28 an CD80 oder CD86 wird zur
Gegenregulation die Expression von inhibitorischen Oberflachenproteinen induziert. Zu diesen
inhibitorischen Oberflachenproteinen gehéren neben dem cytotoxic t-lymphocyte-associated
protein 4 (CTLA-4), das Oberflachenprotein TIGIT (t cell immunoreceptor with Ig and ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) domains), das programmed cell death
protein 1 (PD-1), das lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3), das t cell immunoglobulin and
mucin domain-containing protein 3 (TIM-3) und CD160.
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CTLA-4 bindet an die gleichen APZ-Korezeptoren wie CD28 [26]. Im Gegensatz zur Ak-
tivierung der T-Lymphozyten durch CD28 werden sie durch die Bindung von CTLA-4 an
CD80/CD86 jedoch inhibiert. Sowohl die Proliferation als auch die Zytokin-Sekretion der
T-Lymphozyten sinkt [26]. Durch diesen Mechanismus wird eine Dauer- und Uberstimulation
verhindert [14].

Ahnlich wie CTLA-4 bindet auch das Oberflichenprotein TIGIT an Korezeptoren der
dendritischen Zellen. TIGIT &dhnelt dem stimulierenden Liganden CD226 strukturell, bindet
jedoch mit hoherer Affinitat an dessen Rezeptor CD155 [26], 27]. Die APZ werden dadurch in
ihrer Zytokin-Sekretion beeinflusst. Die Ausschiittung von IL-10 wird gesteigert, wohingegen
IL-12 vermindert sezerniert wird. Dies flihrt zu einer indirekten Inhibition der Proliferation
der T-Lymphozyten [28]. In den T-Lymphozyten selbst fiihrt eine Dysbalance von TIGIT und
CD226 zu einer schwiacheren anti-tumoralen Immunabwehr [26]. Zudem wird die Signaliiber-
tragung der T-Zell-Rezeptoren vermindert, da durch TIGIT verschiedene Komponenten der
T-Zell-Rezeptor-Kaskade limitiert werden. Zusatzlich zu diesen inhibitorischen Eigenschaften
bewirkt TIGIT eine gesteigerte Expression der Rezeptoren von IL-2, IL-7 und IL-15. Sie
bewirken, dass anti-apoptotische Proteine vermehrt produziert werden und sind somit wichtig
fiir das Uberleben der T-Lymphozyten. Durch TIGIT kommt es also zu weniger Uberreaktionen
des Immunsystems und gleichzeitig zum Schutz der funktionalen Zellen des Immunsystems
vor dem Abbau und der Apoptose [29].

Ein Weiteres inhibitorisches Oberflachenprotein, das auch in die moderne immunologisch
ausgerichtete Tumor-Therapie involviert ist, ist PD-1. Nach der Bindung von PD-1 an den
Liganden PD-L1 (programmed death-ligand 1) der APZ wird die Proliferation und die
Zytokin-Sekretion der T-Lymphozyten inhibiert [30]. Dabei wird durch PD-1 nicht die initia-
le Aktivierung der T-Lymphozyten inhibiert, sondern die Funktionalitat der Effektor-Zellen [26].

LAG-3 ahnelt dem CD4-Oberflachenprotein und bindet ebenfalls an den MHC-II-Rezeptor
der APZ. Dabei bindet LAG-3 jedoch mit hoherer Affinitat an CD3 der T-Lymphozyten
und inhibiert so den T-Zell-Rezeptor [27]. Dadurch wird die Proliferation und Aktivierung
der T-Lymphozyten gehemmt [31]. Somit dient die Steigerung der Expression von LAG-3 in
aktivierten T-Lymphozyten der Vorbeugung einer unkontrollierten Immunreaktion. Hierdurch
erklart sich die vermehrte Expression von LAG-3 auf regulatorischen T-Lymphozyten. Inter-
essanterweise wird durch eine gesteigerte LAG-3-Expression der regulatorischen T,.g-Zellen

auch die Expansion und Reaktivierung von memory-Zellen stimuliert [26].

TIM-3 wird vor allem von Ty1-Zellen exprimiert. Es interagiert mit einer Vielzahl verschiedener

Liganden der T-Zell-Rezeptoren und reguliert so deren Signaliibertragung und Expression
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[27]. Vor allem in aktivierten und Interferon-y-produzierenden T-Lymphozyten wird TIM-3
vermehrt exprimiert. Es bewirkt eine dysfunktionale Aktivierung [26]. Genau wie die Expression
von LAG-3 und TIGIT wird durch die vermehrte Expression von TIM-3 also eine iibermaBige
Aktivierung der T-Lymphozyten auf T-Zell-Rezeptor-Ebene verhindert [29]. AuBerdem wird
die Toleranz der T-Lymphozyten erhoht, wodurch das Auftreten von Autoimmun-Reaktionen
vermindert wird [32, 33]. Neben der direkten zelluldren Supprimierung des Immunsystems
induziert TIM-3 zudem die Bildung von MDSC im Tumor-Mikromilieu. Sie fiihren ihrerseits

zusatzlich zu einer Inhibition der Immunabwehr [29, [32].

Aktivierung Erschopfung

Abb. 3: Die Expression der Oberflachenproteine der T-Lymphozyten: T-Lymphozyten
exprimieren das Oberflachenprotein CD28 sowohl in Ruhe als auch in Aktivierung. Durch die
Aktivierung der T-Lymphozyten werden vermehrt CD25 und CD69 exprimiert. Durch ver-
mehrte Erschopfung der T-Lymphozyten nimmt die Expression von CD28 ab. Dafiir steigt die
Expression der inhibitorischen Oberflachenproteine. Dabei tritt zuerst PD-1 in Erscheinung,
gefolgt von TIM-3, LAG-3 und zuletzt CD160. Im Verlauf der Erschopfung nimmt die Dichte
an inhibitorischen Oberflachenproteinen immer weiter zu.

CD160 wird im Gegensatz zu TIM-3 vor allem von CD8"-T-Lymphozyten exprimiert. Das
Oberflachenprotein wirkt dabei zusammen mit dem herpes virus entry mediator (HVEM) auf
verschiedene Signalkaskaden der T-Lymphozyten und fiihrt zu einer geringeren Proliferation
und Interferon-y-Sekretion [34]. Allerdings konnte durch CD160 auch eine stimulierende
Wirkung auf CD8"-T-Lymphozyten (ber die Bindung an den MHC-I-Rezeptor beobachtet
werden [35), 36].

In aktivierten T-Lymphozyten wird also zum Schutz vor Uberaktivierung und Autoimmunitat
sowie zur Erhéhung der Selbst-Toleranz die Expression der inhibitorischen Oberflachenproteine
CTLA-4, TIGIT, PD-1, TIM-3, LAG-3 und CD160 gesteigert. Kommt es jedoch bei einer chro-
nischen Infektion oder einer Tumorerkrankung zur dauerhaften Stimulation des Immunsystems,
zeigen die T-Lymphozyten trotz der inhibitorischen Bremse eine allmahliche Erschopfung (t
cell exhaustion). In diesem Fall sinkt die Expression von CD28, wohingegen die Expression
der inhibitorischen Oberflachenproteine dauerhaft erhoht ist [26, [37]. Die PD-1-Expression
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korreliert am sensibelsten mit der Erschopfung der T-Lymphozyten und wird am frithesten
aktiviert. Zusatzlich bewirkt die PD-1-Expression die zusatzliche Expression anderer inhibito-
rischer Oberflachenproteine wie CD160, TIM-3 und LAG-3. Diese werden im weiteren Verlauf
und mit zunehmender Erschopfung vermehrt exprimiert. Die Expression von CD160 wird erst
im Kontext einer starken T-Lymphozyten-Erschopfung stimuliert. Zudem kennzeichnet die

Koexpression mehrerer dieser Oberflichenmarker eine starke Erschopfung der Zelle [29, 138, [39].

Erschopfte T-Lymphozyten proliferieren nicht und sezernieren weniger Zytokine. Dies betrifft
vor allem die Sekretion von IL-2 und spater auch von TNF-«. Eine schwere Erschépfung
zeichnet sich in der verminderten Interferon-y-Produktion aus. Zusatzlich dazu nimmt die
Zytotoxizitat der T-Lymphozyten ab und sie sind nicht mehr zu einer effektiven Immunabwehr
in der Lage [10, [40]. Viele Oberflachenproteine wie TIGIT, LAG-3 und TIM-3 fiihren zu einer
verringerten Aktivitdt der Tyl-Zellen und im Gegenzug zu einer vermehrten Aktivitat der
Tu2-Zellen [26, 29, 31), 32].

Auch in T,eg-Zellen werden viele dieser Oberflachenproteine konstitutiv exprimiert. Sie fiihren
zu einer verbesserten regulatorischen Funktion der Zellen. ldentifiziert werden konnten
inzwischen CTLA-4, TIGIT, PD-1, LAG-3 und TIM-3. CTLA-4 beispielsweise fungiert als
Ziel des Transkriptionsfaktor Foxp3. Uber CTLA-4 kdnnen T,-Zellen die Expression der
CD28-Liganden CD80 und CD86 auf den dendritischen Zellen vermindern. Dies ist ein Beispiel

fir einen inhibitorischen Mechanismus dieser regulatorischen Zellen [26].

Im Gegensatz zu den oben genannten inhibitorischen Oberflachenproteinen ist die Expression
von CD57 kein Hinweis auf die Erschépfung, sondern auf die Seneszenz der T-Lymphozyten
[39]. In der Seneszenz ist die Zytokin-Sekretion und die Proliferation unbeeinflusst. Mit einer
hohen Sekretion von Perforin und Granzym zeigen die T-Lymphozyten in der Seneszenz sogar
eine hohe Zytotoxizitat. So lasst sich leicht erklaren, warum eine hohe CD57-Expression vor
allem in terminal differenzierten CD8"-T-Lymphozyten zu finden ist. Trotz der hohen Zytoto-
xizitat weisen CD57"-T-Lymphozyten Einschrankungen in der anti-tumoralen Immunabwehr
auf. Wie genau die Expression von CD57 dabei eine Rolle spielt, ist jedoch noch nicht naher
bekannt [40].

2.1.1.3. Metabolismus der T-Lymphozyten

Das komplexe Zusammenspiel von Aktivierung, Entwicklung, Funktion und Differenzierung der
T-Lymphozyten wird durch ihren Metabolismus maBgeblich beeinflusst. Vor allem die Nahr-
stoffaufnahme ist ein essentieller Faktor fiir die Proliferation und Funktion der Immunzellen.
Ruhende T-Lymphozyten produzieren Adenosin-Triphosphat durch oxidative Phosphorylierung

und bereiten sich so auf die Proliferation und ihre Funktion in der Immunabwehr vor [10].
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Nach Aktivierung nutzen die T-Lymphozyten auch Glykolyse zur Energie-Gewinnung. Bei
kataboler Stoffwechsellage nach der erfolgten Immunreaktion gehen die Effektor-Zellen in
memory-Zellen liber. AuBerdem wird durch eine katabole Stoffwechsellage die Differenzierung

zu regulatorischen T-Lymphozyten stimuliert [41].

Die Beeinflussung des Nahrstoffangebotes in der unmittelbaren Umgebung ist einer der
vielfaltigen Mechanismen wie Tumore die Immunabwehr des Kérpers umgehen kénnen. Durch
Verstoffwechslung und Depletion wichtiger Nahrstoffe und gleichzeitiger Ausscheidung von
Metaboliten und Proteinen konnen sie die Aktivitdt und Funktionalitat von T-Lymphozyten
hemmen. Zum Beispiel limitieren Tumorzellen das Glucose-Angebot und fiihren im Gegenzug
zu einer Laktat-Akkumulation. Dadurch werden die Proliferation der T-Lymphozyten, ihre
Aktivitat und auch ihre Effektor-Funktionen wie beispielsweise die Interferon-y-Sekretion
inhibiert [42].

Ob T-Lymphozyten von einer ruhenden Phase in die Proliferation iibergehen, wird neben
dem Glucose-Angebot besonders durch die Verfiigbarkeit von Aminosauren bestimmt. Der
Transport der Aminosauren von extrazelluldr nach intrazelluldr geschieht durch verschiedene
Aminosaure-Transport-Proteine mit jeweils definierter Spezifitat wie zum Beispiel die Trans-
porter cationic amino acid transporter 1 (CAT-1) [43] oder dem I-type/large neutral amino
acid transporter 1 (LAT-1) [44]. Die Expression dieser Transporter wird nach Aktivierung
der T-Lymphozyten stimuliert, sodass Aminosauren vermehrt in die Zelle aufgenommen
werden konnen [41, [45]. Bei der Bereitstellung der Aminoséauren spielen im Gesunden auch
die APZ eine groBe Rolle. Sie nehmen verschiedene Aminosiuren zur Verstoffwechslung auf
und sezernieren wiederum andere. Cystein, Leucin [46] und Serin [47] sind gut untersuchte
Aminosauren, welche die Proliferation und immunologische Aktivitat der T-Lymphozyten
steigern. Diese wichtigen Funktionen werden in vivo durch einen Mangel von beispielsweise
Glutamin [41, [48], Tryptophan und Arginin [4, 42] limitiert. Eine erhohte Konzentration
von Glutamat wirkt der T-Lymphozyten-Aktivierung sogar entgegen [49]. Kynurenin, ein
Abbauprodukt von Tryptophan, fordert dagegen die Bildung von T,e.-Zellen [42].

2.1.1.4. Zytokin-Stoffwechsel

Auch Zytokine spielen im Metabolismus der T-Lymphozyten eine wichtige Rolle. Zu einer
Stimulation des aktiven Metabolismus kommt es durch die Bindung von IL-2, 4, 6, 7, 12 und
15 sowie Interferon-y. Dies wiederum fiihrt zu vermehrter Proliferation der T-Lymphozyten
und ihre Funktionalitat sowie ihre Aktivitdit werden gesteigert [11]. Dabei sind IL-2 und
IL-15 vor allem in aktivierten T-Lymphozyten relevant. IL-7 und IL-15 férdern in naiven und

ebenso in Effektor-T-Lymphozyten das Uberleben der Zellen. AuBerdem fiihren sie zu einer
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verlangsamten Zellteilung in memory-Zellen, wodurch diese Zellform erst ermoglicht wird
[10, 29). IL-4 dagegen induziert die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-«,
IL-1 und IL-6. Gleichzeitig supprimiert IL-4 die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine
beispielsweise des Interleukin-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1ra) [50]. Andere Zytokine wirken
spezifisch lediglich auf Subpopulationen der T-Lymphozyten. IL-21 zum Beispiel erhélt die
zytotoxische Funktion der CD8"-T-Lymphozyten und verhindert deren Erschépfung [39].

Es gibt allerdings auch Zytokine, die sich negativ auf den Metabolismus der aktiven
T-Lymphozyten auswirken. IL-10 und TGF-3 fiihren zu einer prolongierten Aktivierung, die
in der Erschopfung der T-Lymphozyten resultiert [39, 51]. Der IL-7-Rezeptor fordert die
Bildung von regulatorischen T-Lymphozyten und hemmt somit indirekt die Aktivierung der
Effektor-T-Lymphozyten [42].

2.1.2. Granulozyten
2.1.2.1. Einteilung der Granulozyten

Granulozyten gehoren zu den Phagozyten des angeborenen Immunsystem. Sie entwickeln sich
im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen. Hierbei sind vor allem zwei Wachs-
tumsfaktoren wichtig: der granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
und der granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). Die Mehrzahl der Granulozyten
verweilt im Knochenmark bis sie durch Zytokine wie IL-17, IL-23, G-CSF oder durch
Chemokin-Liganden (beispielsweise CCL2 und CCL5) mittels Chemotaxis in die Blutbahn
geleitet werden. Wahrend sie im Blut zirkulieren, sind sie auBerst kurzlebig. Durch Tumore
und Aktivierung im Inflammationsgeschehen kann diese kurze Lebensspanne jedoch deutlich
verlangert werden [52] 53, [54].

Es werden drei Gruppen von Granulozyten nach ihrer Anfarbbarkeit in der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung unterschieden: neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Die Neutrophilen
bilden dabei den groBten Anteil an der Gesamtpopulation der Granulozyten. Charakteristisch
fur sie ist ihr segmentierter Kern, weshalb sie auch polymorphonuclear neutrophils (PMN)
oder segmentkernige Neutrophile genannt werden. |hre phagozytische Aktivitat ist eine der
wichtigsten zellularen Komponenten der angeborenen Immunabwehr [8, Teil I]. Zudem sind
die Neutrophilen die einzige Zellpopulation der Immunzellen, die physiologisch das Enzym
Arginase 1 in hoher Aktivitat konstitutiv exprimiert. Deshalb wird in dieser Arbeit der Fokus
auf die PMN gelegt.
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2.1.2.2. Funktion von Granulozyten im Immunsystem

Die Granulozyten bilden die vorderste Front der angeborenen Immunabwehr. In der Blutbahn
zirkulierend exprimieren sie konstitutiv ihre konstanten Chemokin- und Pathogen-Erkennungs-
Rezeptoren. Zur Pathogen-Erkennung nutzen sie spezifische Komplement-Rezeptoren, mit
denen sie durch Faktoren des Komplementsystems markierte Pathogene erkennen konnen.
AuBerdem konnen Granulozyten mit ihren Fc-Rezeptoren Pathogene erkennen, die mit
lgG-Antikorpern markiert wurden. Sie werden phagozytiert und intrazellular mit Hilfe von

abbauenden Enzymen in den Phagosomen zerstort 8| 55|, 56].

Granulozyten produzieren viele Zytokine und proteolytische Enzyme zur intrazellularen Spei-
cherung in Granula. Da sie sehr kurzlebige Zellen sind, konnen die Granulozyten so im Falle
einer Immunabwehr und Aktivierung schnell viele dieser Proteine sezernieren [55]. Die Zytokine
werden dabei vorwiegend aktiv durch Transporter in den Extrazellularraum sezerniert. Pro-

teolytische Enzyme dagegen werden durch Fusion der Granula mit der Zellmembran freigesetzt.

Man unterscheidet drei Arten von Granula: spezifische, azurophile und die Gelatinase (Matrix-
Metalloprotease 9 (MMP9)) -haltigen Granula. Unterschieden werden sie auBerdem nach dem
Vorkommen von Myeloperoxidase (MPO) in den Granula. Die MPO grenzt die azurophilen
Granula von den beiden anderen Arten ab. Zusatzlich zu diesen drei Granula-Typen stehen
kleinere sekretorische Vesikel in den Granulozyten bereit, welche sehr einfach und schnell

mobilisierbar sind.

Durch die Aktivierung von L-Selektin und dem Bindungspartner des endothelialen P-Selektin
aus geschadigten Endothelien wird die Fusion der intrazellularen sekretorischen Vesikel
mit der Plasmamembran induziert. Hierdurch wird die Expression von Integrin-32- und
Chemotaxis-Rezeptoren in den Granulozyten erhoht. Auf diese Weise werden die Granulozyten
chemotaktisch zum Ort der Gewebsschadigung geleitet. Sekretorische Vesikel enthalten die
oben genannten Membranproteine sowie weitere Oberflachenproteine wie beispielsweise CD16
und das macrophage antigen 1 (Mac-1, oder auch CD11b/CD18). Die sekretorischen Vesikel
bestehen vor allem aus Membranproteinen und beinhalten wenig losliche Proteine. Es konnten
bisher zum Beispiel der Komplement-Faktor 1, das Glykosylphosphatidyl-Inositol-verankerte
Glykoprotein 180 (GPI-180) und Plasmaproteine wie das al-Antitrypsin detektiert werden
[55, B7].

Im Gegensatz dazu finden sich in den Granula vorwiegend proteolytische Enzyme. Dabei sind
die Enzyme nicht ausschlieBlich auf die verschiedenen Granula aufgeteilt, jedoch mit hoher
Spezifitat und klar definierten Konzentrationen vorzufinden. Die Zusammensetzung lasst sich

durch die sogenannte targeting-by-timing-Hypothese (Zielbestimmung durch den Zeitpunkt
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der Synthese) erklaren. In den unterschiedlichen Phasen und Differenzierungsstufen der
Reifung von Granulozyten werden unterschiedliche Proteine synthetisiert. In diesem Prozess
der Granulozytenreifung werden jeweils, wie in Abbildung |4| dargestellt, unterschiedliche

Granula gebildet.

Entwicklung im Knochenmark Zirkulation im Blut : Sekretion nach

i Aktivierung

Promyelozyt Myelozyt PMN

—_— —_—

Azurophile Granula

Spezifische Granula

Gelatinase-haltige Granula

Vesikel

| Seketorische

i

Abb. 4: Entstehung der verschiedenen Granula der PMN: Nach der sogenannten
targeting-by-timing-Hypothese entstehen die verschiedenen Arten der Granula der PMN im
Verlauf der Entwicklung. PMN entwickeln sich von den Promyelozyten zu den Myelozyten
und schlieBlich zu den reifen Zellen im Knochenmark. Zuerst werden die azurophilen Granula
gebildet, anschlieBend die spezifischen und zuletzt die Gelatinase-haltigen Granula. Die sekre-
torischen Vesikel entstehen durch Endozytose wahrend des Zirkulierens der reifen PMN in der
Blutbahn. Nach der Aktivierung der PMN durch Inflammation oder Tumore werden die Granula
in umgekehrter Reihenfolge zu deren Entstehung sezerniert. Zuerst werden die sekretorischen
Vesikel freigesetzt, danach die Gelatinase-haltigen, dann die spezifischen und zum Schluss die
azurophilen Granula.

Die azurophilen Granula entstehen am frithesten im Promyelozyten. Sie werden deshalb
auch als primare Granula bezeichnet. In den nachfolgenden Myelozyten-Stadien werden
anschlieBend die spezifischen, sekundaren Granula gebildet. Als letzte und tertidre Granula
entwickeln sich im Metamyelozyten die Gelatinase-haltigen Granula. Auch die sekretori-
schen Vesikel entstehen erst spat in der Granulopoese. Sie werden durch Endozytose von
Stoffen aus dem Extrazellularraum gebildet. Diese zuletzt gebildeten Granula werden im
reifen Granulozyten am schnellsten exozytiert. Sie weisen die hochsten Konzentrationen an
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor (v-SNARE-Komponente) wie
zum Beispiel das synaptosomal-associated protein (SNAP-23) oder das vesicle-associated
membrane protein 2 (VAMP-2) auf. Mit Hilfe dieser Proteine wird der SNARE-Komplex
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gebildet und die Fusion von Vesikeln mit der Zellmembran zur Freisetzung der Inhalte initiiert
[8, Teil V]. Aus diesem Grund werden die sekretorischen Vesikel am schnellsten freigesetzt,
dann die Gelatinase-haltigen, gefolgt von den spezifischen und schlieBlich den azurophilen
Granula [55, 56| 57, 58].

In den azurophilen Granula sind als Membranproteine unter anderem CD63 und CD68
gespeichert. AuBerdem werden Arginase 1, MPO, Elastase, Proteinase 3, Cystin Pro-
teasen, Defensine, das bakterizide Permeabilitit-steigernde Protein und Lysozym in
diesen Granula gespeichert. Die MPO reagiert mit Wasserstoff-Peroxid, welches durch die
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase synthetisiert wird. Dadurch wird das toxische
Potential des Wasserstoff-Peroxids erhoht. AuBerdem wird durch die MPO die Bildung
von chlorierten Proteinen, Tyrosin-Radikalen und anderen reactive nitrogen species (RNS)
gefordert [56], 58].

Die beiden MPO-negativen Arten von Granula (die spezifischen und Gelatinase-haltigen
Granula) speichern stattdessen vor allem antimikrobielle Peptide, wie Lactoferrin und Lyso-
zym. AuBerdem enthalten sie Metalloproteasen wie Kollagenase, Gelatinase und Leukolysin
[56]. Zudem sind Mac-1 und die oben genannten SNARE-Komplex-Proteine in den Granula
gespeichert. Zusatzlich bestehen die spezifischen Granula auch aus Cystatin C und F
sowie Lactoferrin, Haptoglobin, Prodefensin, ol-Antitrypsin und (32-Mikroglobulinen. Die
Gelatinase-haltigen Granula speichern zusatzlich zu den oben genannten Proteinen vor allem
Arginase 1 und (32-Mikroglobuline [55] 57, [58].

Beziiglich der Lokalisation der Arginase 1 gibt es in der Literatur aktuell unterschiedliche
Beobachtungen. Das Enzym konnte durch die eigene Arbeitsgruppe in den azurophilen Granula
[3], durch andere Forschungsgruppen aber auch in den Gelatinase-haltigen Granula [55] 59]
nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise konnte die Arginase 1 in den spezifischen Granula
nicht detektiert werden, was eine Lokalisation sowohl in azurophilen, als auch in Gelatinase-
haltigen Granula aufgrund der targeting by timing-Hypothese eher unwahrscheinlich macht.
Eine andere Arbeit beschreibt die Lokalisation der Arginase in den Gelatinase-haltigen Granula,
beobachtet jedoch eine obligate Aktivierung des Enzyms durch Faktoren aus den azurophilen
Granula [60]. Somit finden sich auch in dieser Beobachtung beide Typen von Granula der
PMN wieder, die auch in den anderen Arbeiten als mogliche Lokalisationen benannt wurden.
Die tatsachliche Lokalisation der Arginase 1 bleibt deshalb auf dem aktuellen Stand der
Forschung im Detail noch ungeklart.

Eine Ubersicht der Bestandteile der unterschiedlichen Granula ist in Tabelle [1] dargestellt. In

den Granula befinden sich neben antimikrobiellen Proteinen und Enzymen auch Rezeptoren
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fir die Endothel-Adhasion sowie losliche Immunmediatoren. Alle Bestandteile der Granula
sind fiir die frih-inflammatorische Phase der Immunreaktion entscheidend. Durch sie kdnnen
Pathogene im Extrazellularraum direkt eliminiert werden. Manche Granula, vor allem die
azurophilen, fusionieren jedoch auch mit Phagosomen und stellen so die intrazellulare
enzymatische Abwehr dar [56]. Enzyme wie zum Beispiel die MPO reichern die Granula
mit reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoff-Spezies an, wodurch Pathogene eliminiert werden
konnen [61]. Des Weiteren depletiert die Arginase 1 Arginin lokal im Phagosom und zeigt
so antimikrobielle Eigenschaften [3]. Zudem sorgen die Bestandteile der Granula fiir die

Rekrutierung anderer Immunzellen wie beispielsweise T-Lymphozyten [57].

Tabelle 1: Bestandteile der Granula der Granulozyten.

sekretorische Gelatinase-haltige spezifische azurophile

Vesikel Granula Granula Granula

Mac-1, CD16, Mac-1 Mac-1

VAMP2 VAMP2 VAMP2

SNAP-23 SNAP-23 SNAP-23

Plasmaproteine, Gelatinase, Gelatinase, MPO,

Komplementfaktor 1, Arginase 1 Kollagenase, Arginase 1,

GPI-180 Cystatin C & F Elastase,

Proteinase 3
Lysozym Lysozym, Lysozym,

Lactoferrin, Defensine
Haptoglobin

Eine weitere Abwehrfunktion der Granulozyten sind die extrazellularen Netze aus DNA, die
Elastase und andere Enzyme gebunden haben. Mit ihrer Hilfe konnen Pathogene eingefangen
und eliminiert werden. Dieser Vorgang wird NETose genannt und findet im Rahmen der
Apoptose von Granulozyten statt. Durch die Elastase der PMN wird das Insulin Rezeptor
Substrat 1 verstoffwechselt und der Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg aktiviert [52].
Zudem konnte eine Verknilipfung und gegenseitige Aktivierung des Komplementsystems und
der Gerinnungskaskade beobachtet werden [58| 62].

Zusatzlich zu ihren Funktionen im angeborenen Immunsystem aktivieren Granulozyten auch
die adaptive Immunantwort, indem sie Antigene prasentieren. Die APZ sind die einzigen Zellen
des Immunsystems, die kontinuierlich MHC-II exprimieren und daher kontinuierlich Antigene

fir die T-Lymphozyten prasentieren. PMN werden durch Interferon-y und GM-CSF zu einer

27



2. Literaturdiskussion

vorlibergehenden MHC-II-Expression und somit zur voriibergehenden Antigen-Prasentation
angeregt [63]. Neben den T-Lymphozyten beeinflussen die PMN auch die B-Lymphozyten,
indem sie den Antikérper-shift der B-Lymphozyten induzieren [64]. Uber direkte Zell-Zell-
Kontakte aktivieren sie APZ oder T-Lymphozyten. Hierbei spielen Zytokine, Proteasen und
ROS eine entscheidende Rolle [65].

Neben der oben beschriebenen Aktivierung der T-Lymphozyten konnte jedoch vermehrt
die Suppression der T-Lymphozyten durch die PMN beobachtet werden. Vor allem in der
Kokultur zeigen die T-Lymphozyten eine deutlich verminderte Proliferation. Dies lasst auf
eine Interaktion der beiden Zellpopulationen iiber direkte inhibitorische Zell-Zell-Kontakte
schlieBen [7, [66], 67].
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Abb. 5: Suppression der T-Lymphozyten durch die Arginase 1: T-Lymphozyten bend-
tigen Arginin fiir ihren Metabolismus. Durch die Arginase 1 der Granulozyten wird Arginin zu
Ornithin und Harnstoff abgebaut. Dadurch werden die Proliferation, die Effektor-Funktion und
die Aktivitat der T-Lymphozyten inhibiert.

Eine weitere bereits gut charakterisierte inhibitorische Funktion der Granulozyten ist die
Arginin-Depletion durch die Aktivitdt der Arginase 1. Nach der Apoptose der Zellen wird
das Enzym freigesetzt und depletiert das Arginin im Plasma. T-Lymphozyten sind auf eine
Grundkonzentration von Arginin im Plasma angewiesen. Wird diese Minimalkonzentration
unterschritten, so werden ihre Proliferation, Aktivitat und Effektor-Funktionen supprimiert
[25, [60, 68, 69, [70, [71), [72]. In Abbildung ist dieser starke und effiziente immun-suppressive

Mechanismus der Granulozyten noch einmal dargestellt.
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2.1.2.3. Zytokine der Granulozyten

Granulozyten sezernieren verschiedene Zytokine und zahlreiche Chemokine. Diese kdnnen
sowohl anti- als auch pro-inflammatorische Wirkungen haben. Zu den anti-inflammatorischen
Zytokinen gehoren IL-1ra und TGF-3. Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen zahlen
IL-1x, IL-1f3, IL-6, IL-8, IL-16, IL-18 und der macrophage migration inhibitory factor
(MIF). Es tberwiegen die pro-inflammatorischen Zytokine, die autokrin oder parakrin andere
Immunzellen aktivieren kénnen und so die Immunantwort stimulieren. Zusatzlich werden
die immun-regulatorischen Zytokine IL-22 und IL-23 freigesetzt. Des Weiteren sezernieren
Granulozyten G-CSF, Endothelin sowie Angio- und Fibrogenese-Faktoren (zum Beispiel den

vascular endothelial growth factor (VEGF) und Angiopoetine) [58].

Die Zytokine werden entweder wie IL-1ra aktiv (iber das endoplasmatische Retikulum und den
Golgi-Apparat sezerniert [73] oder sie gelangen passiv im Rahmen der sekundéren Nekrose des
Granulozyten in den Extrazellularraum. Dazu gehdren IL-16 und MIF [74, [75]. Diese beiden
Zytokine werden konstitutiv von den Granulozyten synthetisiert und gespeichert. IL-16 wird
dabei vor allem von ruhenden Granulozyten produziert, wahrend die Sekretion von IL-1, IL-6
und IL-23 nach Aktivierung der Granulozyten tber die Toll-like-Rezeptoren stimuliert wird.
Durch Aktivierung und Stimulation werden sie de novo synthetisiert. Sie kénnen nicht im

Zytosol gespeichert werden [58].

Durch die Sekretion von immun-aktiven Zyokinen greifen die Granulozyten direkt in die
Immunabwehr ein. Sie konnen die angeborene und adaptive Immunantwort durch Aktivierung
oder Supprimierung der zugehodrigen Zellen beeinflussen. Die Sekretion von IL-12 zum Beispiel
bewirkt die bevorzugte Differenzierung von T-Lymphozyten zu Tyl-Zellen, anstatt zu TH2-
Zellen. Eine gegenteilige Wirkung ist von IL-4 bekannt [63]. Durch die Sekretion von IL-10
konnen die Granulozyten die Proliferation und die Aktivitat von zytotoxischen T-Lymphozyten
senken [54, [76]. Auch TGF-3 wirkt inhibitorisch auf die Proliferation der T-Lymphozyten.
TNF-o hingegen sorgt als Coaktivator fiir eine Aktivierung der T-Lymphozyten. Viele
Chemokine (CXC-Chemokin-Ligand 1 (CXCL1), CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 sowie IL-8)
wirken chemotaktisch auf die T-Lymphozyten [63].

Die Funktion der proteolytischen Enzyme und anderer Proteine aus den Granula wird durch die

Wirkung der sezernierten Zytokine gesteigert. Somit wirken beide Mechanismen synergistisch

in der Aktivierung der Immunabwehr [58].
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2.2. Das Immunsystem unter Einfluss von Tumoren

Der menschliche Korper eliminiert kontinuierlich einzelne mutierte Tumorzellen bevor sie sich
zu einem manifesten Tumor weiterentwickeln kdnnen. Dennoch finden sich Tumorerkrankun-
gen mit steigender Inzidenz in der Bevolkerung. Dies liegt einerseits am demographischen
Wandel und der dadurch erhohten Wahrscheinlichkeit der Tumorentwicklung in der Lebenszeit
aber auch an ungesunden Lebensstilen und den damit steigenden Risikofaktoren. Andererseits
schiitzt die Tumorzellen ihre Fahigkeit sich effektiv zu verbergen vor einer Eliminierung
durch das Immunsystem. Dieses Maskieren dient der vermehrten Progression, Invasion und
Metastasierung des Tumors. Eine der wichtigsten Mechanismen mit denen die Tumorzellen der
Immunabwehr entgehen, ist die Ausbildung des immun-suppressiven tumor microenvironment

(also die unmittelbare Umgebung des Tumors).

Tumorzellen bendtigen durch ihr exzessives Wachstum und ihre hohe Aktivitat groBe
Mengen an Glucose, die sie aus ihrer unmittelbaren Umgebung beziehen. Dadurch sinkt
der Glucose-Gehalt auch fiir die immigrierenden Immunzellen, die den Tumor eliminieren
sollen [41]. Neben der Glucose-Depletion spielt auch die Depletion von Aminosauren, und
hier vor allem von Arginin, eine entscheidende Rolle fiir das Entkommen des Tumors vor
der Immunabwehr. Durch die Depletion von Arginin werden beispielsweise die zytotoxischen
T-Lymphozyten supprimiert [4] 25, [77]. AuBerdem werden regulatorische T-Lymphozyten im

tumor microenvironment aktiviert [41].

Im multiplen Myelom konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass T-Lymphozyten in der
unmittelbaren Tumor-Umgebung deutlich geringer proliferieren und eine schlechtere Immun-
funktion aufweisen. Sie exprimieren die charakteristischen Oberflachenproteine PD-1, CTLA-4
und CD160, die den Erschopfungs-Zustand der T-Lymphozyten anzeigen sowie CD57, was
die Seneszenz der T-Lymphozyten erkennen lasst. Das Aktivierungs-Oberflachenprotein CD28
hingegen wird weniger stark exprimiert. Zudem weisen T-Lymphozyten in der unmittelbaren
Nahe der Tumorzellen nach erfolgter Aktivierung eine verringerte Interferon-y-Sekretion auf.
Also zeigt sich im tumor microenvironment eine Dysfunktion der T-Lymphozyten. Nicht
nur die Arginin-Depletion, sondern das Zusammenspiel aller inhibitorischen Mechanismen im
Tumor-Mikromilieu supprimiert die Aktivierung, Differenzierung und Zytokin-Sekretion der
T-Lymphozyten [78, [79) [80].

Da das Tumor-Mikromilieu von den Immunzellen als eine Art chronische Entziindung
identifiziert wird, infiltrieren viele Granulozyten den Tumor und seine unmittelbare Umge-
bung. In der Rekrutierung der Granulozyten spielen das von den Tumorzellen sezernierte
IL-8 und der Wachstumsfaktor G-CSF eine wesentliche Rolle [81]. Durch die Induktion
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pro-tumoraler und anti-inflammatorischer Funktionen wird das Immunsystem supprimiert
und das Tumorwachstum stimuliert. Die Zytokine fordern die Angiogenese, die Invasion und
die Metastasierung des Tumors sowie den Umbau der Extrazellularmatrix. AuBerdem konnte
beobachtet werden, dass diese Immunzellen auch vom Primarius weit entferntes Gewebe fiir
eine spatere Kolonisierung vorbereiten. Dadurch ermoglichen sie die spatere Metastasierung
[82]. Dies geschieht vermutlich durch die sogenannte reverse Migration der Granulozyten,
die bei Tumorerkrankungen aber auch bei chronischen Infektionen beobachtet werden konnte
[81]. Reverse Migration steht fiir die Emigration der Immunzelle vom Ort der Entziindung

oder des Tumors zurtick in die Blutbahn.

Neben der Depletion der funktionellen Immunzellen kénnen die Tumorzellen Immunzellen
und deren Vorstufen rekrutieren und induzieren in ihnen immun-supprimierende Funktionen.
Diese Immunzellen entstammen der hamatopoetischen Stammzelle und entwickeln sich im
Knochenmark. Entstehen sie aus unreifen myeloischen Vorlauferzellen werden sie myeloid
derived suppressor cells (MDSC) genannt [64]. Ausdifferenzierte Suppressor-Zellen werden als
, Tumor-assoziiert” bezeichnet, wie beispielsweise die tumor-associated neutrophils (TAN). In
der unmittelbaren Nahe des Tumors werden diese Suppressor-Zellen vor Apoptose geschiitzt
[64] und kénnen so effektiv die infiltrierenden anti-tumoralen Immunzellen inhibieren. Im
multiplen Myelom konnten vermehrt unreife immun-suppressive Granulozyten identifiziert

werden, die eine Depletion der T-Lymphozyten bewirkten [83].

2.2.1. Die Rolle der Granulozyten in Tumoren

Granulozyten sind in der Lage schnell und effektiv durch Chemotaxis an den Ort der Ent-
ziindung zu gelangen. Dort initiieren sie durch Degranulation, Phagozytose und NETose die
Immunabwehr der Kérpers. Tumorerkrankungen haben groBe Ahnlichkeiten mit Entziindungs-
geschehen und so werden groBe Mengen an Granulozyten in und um den Tumor akkumuliert.
Die genaue Rolle von Granulozyten in bestimmten Tumoren ist bislang umstritten. Es werden
sowohl anti- also auch pro-tumorale Eigenschaften der PMN beschrieben. Die pro-tumoralen
Eigenschaften sowie die Interaktion zwischen dem Tumor, den PMN und den T-Lymphozyten
sind in Abbildung [6] dargestellt.

Es gibt Beobachtungen, dass die Anzahl an PMN im Tumorstroma und/oder in der Blutbahn
einen schlechten prognostischen Faktor fiir Tumorpatienten darstellt und mit einer erhoh-
ten Mortalitat korreliert [84] 85 [86, [87, 88]. Bei hohen Zahlen von im Blut zirkulierenden
PMN konnte insbesondere bei einem hohen PMN-zu-T-Lymphozyten-Verhaltnis eine verstark-
te Tumor-Progression festgestellt werden. Dabei spielen die von ihnen sezernierten Bestandteile

der Granula in verschiedenen Schritten der Tumor-Entwicklung eine entscheidende Rolle:

31



2. Literaturdiskussion

» Die PMN sezernieren VEGF A, Prokineticin-2 und die MMP9, wodurch der Extrazel-
lularraum verandert und die Angiogenese in Tumorzellen stimuliert wird [54, 63]. Die
MMP9 ist zudem ein Faktor des initialen Tumor-Wachstums, durch den die Sekretion
von VEGF geférdert wird [89, [85]. Durch Zytokine der IL-6 Familie, TNF-& und tiber
die Stimulation mit Lipopolysaccharide kann die Sekretion von VEGF dariiber hinaus
gesteigert werden [58] [81], 90].

= Durch die Elastase der PMN wird das Insulin Rezeptor Substrat 1 verstoffwechselt und
der Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg aktiviert [52), 54]. Die Aktivierung dieses
Signalweges fiihrt zur Hemmung der Apoptose der Tumorzellen sowie zur Aktivierung
der Translation und der vermehrten Proliferation [58] 68| 85 91].

= Der Tumor-Progress wird durch ROS, RNS und Proteasen geférdert [89] 64, [81].
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Abb. 6: Die pro-tumoralen Eigenschaften der PMN unter dem Einfluss der Tumor-
Umgebung: Durch den Tumor werden vermehrt PMN rekrutiert. Sie fordern vielfach die
Angiogenese, Proliferation, Invasion, Migration und Metastasierung des Tumors. Gleichzeitig
inhibieren sie weitere Immunzellen wie die NK-Zellen und T-Lymphozyten. Die Suppression der
T-Lymphozyten findet indirekt lber die Aktivierung von T,.g-Zellen, aber auch direkt durch die
Arginin-Depletion mittels der Arginase 1 statt. Auch die Tumorzellen depletieren Arginin durch
ihre Arginase 1. AuBerdem metabolisieren sie die Glucose und senken so deren Konzentration
in der Tumor-Umgebung. Dies fiihrt zu einer Inhibition der Proliferation und der Zytokin-
Sekretion. Die Dysfunktion der T-Lymphozyten ist zudem an der vermehrten Expression der
inhibitorischen Oberflachenproteine (vergleiche Abbildung erkennbar.
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= Die NETose der PMN erleichtert die Invasion und Migration des Tumors [81]. Auch die
Metastasierung des Tumors wird durch die PMN verbessert, indem sie die Extravasion
des Tumors durch Sekretion von IL-1(3 und MMP vereinfachen. AuBerdem ermoglichen
sie zellulare Interaktionen Uber das intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und die
NETose [64, 81],92]. Dariiber hinaus kénnen sie die Tumorzellen durch die reverse Migra-
tion zum spateren Ort einer Metastase eskortieren [89, 68]. Dort sind die PMN prasent

und bereiten das Gewebe fiir die Invasion durch den Tumor vor [93].

Des Weiteren stimulieren die PMN durch Zytokin-Sekretion die Tumor-Progression. Dabei
spielen pro-inflammatorische Zytokine wie das monocyte chemoattractant protein 1, IL-8
und das macrophage inflammatory protein I (MIP-1ct) eine wichtige Rolle [53]. Durch
IL-8 werden weitere Granulozyten rekrutiert und im Tumor immobilisiert. Dort andern sie
durch Induktion der Tumorzellen ihren Phéanotyp zu den tumor-associated neutrophils [53].
AuBerdem wird durch IL-8 die Sekretion von Arginase 1 in den TAN stimuliert und die
Angiogenese des Tumors gesteigert [81] [85].

Auch anti-inflammatorische Zytokine der Granulozyten fungieren als Stimulatoren des Tumors.
Es konnte beobachtet werden, dass IL-1ra die Seneszenz von Tumorzellen beendet und sie
in aktivierte Tumorzellen konvertiert [94]. Diese Reaktivierung der Tumorzellen kann ebenso

durch verschiedene Enzyme und Proteine der Granula der Granulozyten induziert werden [53].

Ein weiterer Faktor, der die Tumor-Entwicklung begiinstigt, ist die Suppression der Zellen des

Immunsystems:

» Die T-Lymphozyten werden durch Arginin-Depletion durch die Arginase 1 [3, [63, [81]
und die inducible nitric oxide sythase (iNOS) der PMN supprimiert [52]. Durch den
Arginin-Mangel verbleiben die T-Lymphozyten im Gy-Stadium des Zellzyklus [4]. Zudem
wird die T-Lymphozyten-Proliferation sowie die Interferon-y-Sekretion der aktivierten
T-Lymphozyten durch ROS und die Membran-assoziierte Protease 3 inhibiert [89]. Mit
Hilfe von TNF-cc und RNS werden CD8"-T-Lymphozyten in Apoptose geleitet [58].

= Mit Hilfe des CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2), CXCL8 und CCL17 rekrutieren Granulo-
ztyen T,g-Zellen, die inhibitorisch auf T-Lymphozyten einwirken [58].

= Durch die MPO, ROS und den CXC-Chemokin-Rezeptor 4 (CXCR4) wird die Funktion
der natdrlichen Killerzellen inhibiert, wodurch Tumorzellen intravasal langer lberleben

konnen. Dies erméglicht die hdmatogene Metastasierung [68) [81), [92].

Andererseits konnten in verschiedenen Arbeiten anti-tumorale Funktionen der PMN detektiert

werden. Ganz im Gegensatz zu der oben beschriebenen Vereinfachung der Extravasion des
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Tumors konnte in nicht metastasierten Lungen-Karzinomen eine Inhibition der Metastasierung
durch die Sekretion von Wasserstoff-Peroxid (HyO2) und anderen ROS beobachtet werden
[54, 64, 81], 82]. Auch die Sekretion der Arginase 1 und der damit einhergehenden Arginin-
Depletion hat den urspriinglichen Sinn, die Proliferation des Tumors zu reduzieren, da auch
Tumorzellen Arginin fiir ihren Stoffwechsel benétigen [95]. Zudem zeigten die PMN nach
Kontakt zu den Tumorzellen eine Tumorzell-spezifische Zytotoxizitat. Sie sezernieren ROS
und Wasserstoff-Peroxid und leiten die Tumorzellen dadurch in die Apoptose. Der Tumor
selbst stimuliert seinerseits durch die Sekretion von CCL2 und CCL5 die Sekretion und Akku-
mulation von Wasserstoffperoxid [82]. Durch TNF-c kann die Sekretion von ROS autokrin
aktiviert werden. Es konnte zudem eine Aktivierung der Antikoérper-abhangigen zellularen
Zytotoxizitat (antibody dependent cellular cytotoxicity) nachgewiesen werden [68| [81) (93, 89].

Auch auf die zellulare Komponente der Immunabwehr kénnen PMN stimulierend einwirken.
Durch NETose wird die Aktivierungs-Schwelle der T-Lymphozyten gesenkt. Durch direkten
Zell-Zell-Kontakt aktivieren die Granulozyten in den CD8"-T-Lymphozyten vor allem die Pro-
liferation und die Interferon-y-Sekretion [82]. Die Granulozyten exprimieren ko-stimulatorische
Oberflachenproteine wie CD80 und CD86 und kénnen dadurch T-Lymphozyten aktivieren [96)].

AuBerdem haben Granulozyten einen Einfluss auf das Verhaltnis von CD4%- und CD87-
T-Lymphozyten. Mit steigender Zahl der PMN wird das Verhaltnis der T-Lymphozyten sowohl
systemisch im Blut als auch lokal im tumor microenvironment zugunsten der zytotoxischen
CD8"-T-Lymphozyten verschoben [84]. Innerhalb der CD4*-T-Lymphozyten dominieren
die Tyl-Zellen gegeniiber den Ty2-Zellen [53]. Des Weiteren wird die Differenzierung zu
Tieg-Zellen und Ty17-Zellen supprimiert [75, 84]. Das von den Tyl7-Zellen sezernierte
IL-17 fordert die Metastasierung und das Wachstum des Tumors. Zudem konnte beobachtet
werden, dass IL-17 die Differenzierung von Granulozyten zu immun-suppressiven Phanotypen
stimuliert. Diese beiden Mechanismen werden somit indirekt unterbunden. Darliber hinaus
werden durch die Sekretion von IL-18 durch Granulozyten natirliche Killerzellen rekrutiert
und aktiviert [81] sowie die Bildung von MDSC inhibiert [84].

Es gibt Hinweise darauf, dass Granulozyten im Verlauf der Interaktion mit Tumoren auch
ihre Eigenschaften von anti- zu pro-tumoral andern konnen. Es konnte in der Kokultur von
Granulozyten und Tumorzellen eine Zytotoxizitat der Granulozyten gegeniiber dem Tumor in
den ersten 24 Stunden der Kultur beobachtet werden. AnschlieBend zeigten die verbliebenen

Tumorzellen durch den Einfluss der Granulozyten jedoch eine starkere Proliferation [97].
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2.2.1.1. Tumor-assoziierte Neutrophile (TAN)

Tumorzellen induzieren im Tumor-Mikromilieu die Bildung von sogenannten TAN. Gebildet
werden sie entweder durch Umwandlung des Phanotyps von ausdifferenzierten Granulozyten
im Knochenmark oder durch die Ausdifferenzierung von MDSC in der Blutzirkulation [64, [68].
Dies wird durch die Fahigkeit der Granulozyten erméglicht, ihren Phanotyp an das unmittelba-
re Milieu anzupassen. Durch Wachstumsfaktoren des Tumors wie G-CSF wird die Neubildung
der Granulozyten im Knochenmark stimuliert [53, 182, [90]. Die Tumorzellen sezernieren
auBerdem IL-8, wodurch Granulozyten chemotaktisch zum Tumor rekrutiert werden [85], 98]
(vergleiche Abbildung @ AuBerdem werden die Granulozyten und MDSC durch die auf den
Tumorzellen exprimierten Chemokin-Rezeptoren 1 und 2 zur transendothelialen Immigration
in den Tumor angeregt. Dort werden sie zu Suppressor-Zellen umgewandelt und aktiviert
[81]. Im Vergleich zu Granulozyten zeigen TAN ein reduziertes Ansprechen auf Chemotaxis
der Tumore, eine schwachere phagozytische Aktivitat und keine spezifische Zytotoxizitat

gegeniiber den Tumorzellen [64].

Ahnlich wie bei den Granulozyten ist auch die Rolle der TAN in Tumoren aktuell umstritten.
Man unterscheidet zwei verschiedene Gruppen von TAN durch ihre Eigenschaften. Die durch
Interferon-y induzierten TAN bilden die anti-tumorale Abwehr und werden im murinen Modell
als N1-Neutrophile bezeichnet. Sie sezernieren vor allem TNF-o, CCL4, Wasserstoffperoxid,
Stickstoffmonoxid und ROS. All diese Stoffe wirken zytotoxisch auf die Tumorzellen und
hemmen dadurch das Tumorwachstum. Zudem konnte eine gesteigerte Proliferation und
Interferon-y-Sekretion der T-Lymphozyten beobachtet werden [89, 54]. Diese anti-tumoralen
TAN wurden vermehrt in frithen Stadien von Tumoren entdeckt, wahrend pro-tumorale TAN
eher in spateren Tumorstadien identifiziert werden konnten. Diese pro-tumoralen TAN werden
durch TGF-f3 induziert und als N2-Neutrophile bezeichnet. Sie supprimieren die zelluldre
adaptive Immunantwort, indem sie die Proliferation der zytotoxischen T-Lymphozyten senken
[54]. Dariiber hinaus sezernieren sie pro-tumorale Faktoren und férdern beispielsweise die
Angiogenese des Tumors [89, 51, 68, [84), [88], 98].

2.2.2. Myeloische Suppressor-Zellen (MDSC)

Prinzipiell werden zwei unterschiedliche Zelltypen von MDSC unterschieden. Zum einen
gibt es die polymorphkernigen granulozytiren MDSC (PMN-MDSC), die den PMN &hnlich
sind und zum anderen die monozytiren MDSC (M-MDSC), die den Monozyten &hneln
[52]. Zur Entstehung dieser Zelltypen gibt es unterschiedliche Beobachtungen. MDSC
konnen aus Vorstufen der ausdifferenzierten Granulozyten oder Monozyten entstehen. Beide

Zelltypen entwickeln sich aus gemeinsamen myeloischen Stammzellen. Durch den Einfluss
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des Tumors wird die Ausdifferenzierung unterbrochen. Stattdessen verlassen die unreifen
inhibitorischen MDSC das Knochenmark und gelangen in die Blutbahn. Andere MDSC
entstehen durch Umdifferenzierung aus reifen myeloischen Zellen. Hierbei wird die sogenannte
Trans-Differenzierung aus anderen Zelltypen von der Umaktivierung durch den Tumor
unterschieden [2]. In der Blutbahn werden sie durch Chemokine des Tumors (zum Beispiel
CCL2, CCL5 und CXCL8) rekrutiert und akkumulieren in der unmittelbaren Umgebung des
Tumors. Im hypoxischen Tumor-Milieu steigert sich ihre inhibitorische immun-supprimierende
Funktion [99] [100]. MDSC sind ebenso wie PMN assoziiert mit einer schlechten Prognose der

Tumor-Patienten.
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Abb. 7: Die immun-supprimierenden Eigenschaften der MDSC unter dem Einfluss
der Tumor-Umgebung: Die MDSC zeigen ahnliche inhibitorische Eigenschaften wie die PMN
(vergleiche Abbildung @ Sie werden durch den Tumor vermehrt rekrutiert. Sie fordern die
Angiogenese, Proliferation, das Uberleben und die Metastasierung des Tumors. Die MDSC
inhibieren zusatzlich zu den NK-Zellen und T-Lymphozyten auch B-Lymphozyten. AuBerdem
aktivieren sie T,g-Zellen. Sie depletieren Arginin durch Sekretion von Arginase 1 und setzen
ROS und RNS frei. Mit PD-L1 kénnen sie an PD-1 der T-Lymphoyzten binden und dort die
Apoptose induzieren.

In ihren Oberflachenproteinen und ihrem Phanotyp unterscheiden sich PMN-MDSC nicht
von ausdifferenzierten Granulozyten [2]. Sie sind jedoch durch eine vermehrte Expression von

Granulozyten-spezifischen Oberflachenmarkern wie CD11 und CD66b schneller aktivierbar als
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Granulozyten [64]. Granulozyten werden in die sogenannten low-density neutrophils (LDN)
und high-density neutrophils (HDN) unterteilt. Diese beiden Gruppen unterscheiden sich
durch ihre Dichte in vitro. Aktuell herrscht noch keine letztendliche Klarheit iiber die unter-
schiedlichen Funktionen der beiden Gruppen. LDN sind in vitro nach der Dichteauftrennung
zusammen mit den MDSC in der Gruppe der peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
aufzufinden (vergleiche Kapitel . Sie dhneln von ihren immuno-suppressiven Eigenschaften
den MDSC [101]. PMN und HDN ko-lokalisieren mit den Erythrozyten bei deutlich hoherer
Dichte. Dadurch kdnnen PMN und HDN in vitro zuverlassig von MDSC und PBMC getrennt

werden.

Die Bildung von MDSC kann schon in friihen Tumor-Stadien beobachtet werden. Aktiviert
werden sie wie PMN durch IL-8 und G-CSF sowie zusatzlich durch IL-6, IL-2, TNF-o¢ und
VEGF. All diese Faktoren werden gezielt durch die Tumorzellen sezerniert |72} 100} 102} [103]
(vergleiche Abbildung [7)).

MDSC unterstiitzen direkt die Tumor-Entwicklung, indem sie das Uberleben der Tumorzellen
verbessern und die Angiogenese sowie die Metastasierung fordern. AuBerdem rekrutieren
sie weitere MDSC in die Umgebung des Tumors [99, [104]. Neben den direkten Wirkungen
auf die Tumor-Progression ermoglichen sie das Tumor-Wachstum durch die Suppression der
anti-tumoralen Immunabwehr. Es konnte die vermehrte Sekretion der Enzyme Arginase 1,
iNOS, Indoleamin-2,3-dioxygenase und MPO beobachtet werden. Durch die Sekretion von
ROS und Wasserstoffperoxid inhibieren sie die Aktivitat und Proliferation von Immunzellen,
beispielsweise von T-Lymphozyten. Die Sekretion von Arginase 1 und die damit bedingte
Arginin-Depletion ist ein bestimmender Faktor der Suppression der T-Lymphozyten [70].
Auch die Depletion der Aminosauren Cystein und Tryptophan ist ein wichtiger Mechanismus
der T-Lymphozyten-Suppression. Dadurch wird die Proliferation und die Aktivitdt von
CD8* zytotoxischen T-Lymphozyten supprimiert. Dies duBert sich durch eine verminderte
Interferon-y-Sekretion. Zudem supprimieren die MDSC andere Immunzellen direkt durch
Bindung von PD-L1 an PD-1 von beispielsweise T-Lymphozyten. Die Expression von PD-L1
wird durch IL-6 und die Hypoxie, wie sie in der Tumor-Umgebung haufig ist, weiter stimuliert
[2, 54, [64], 99, [100| 102, 103, [105].

MDSC fordern durch IL-10 und TGF-3 die Differenzierung von T-Lymphozyten in regula-
torische T-Lymphozyten [64] (75, 106, [107]. AuBerdem wird die Funktion der natiirlichen
Killerzellen und B-Lymphozyten supprimiert [2, 99]. Eine Ubersicht aller inhibitorischen
Eigenschaften der MDSC und ihrer Effekte auf die Immunzellen ist in Abbildung [7] dargestellt.
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2.3. Arginin-Stoffwechsel

Arginin ist eine der 20 proteinogenen Aminosauren. Fir T-Lymphozyten ist Arginin eine
semi-essentielle, fir die Zellproliferation sehr wichtige Aminosiure [108]. Arginin kann
entweder durch Membran-Transporter aus dem Extrazellularraum ins Zytosol transportiert
werden oder durch Autophagie beziehungsweise Mikropinozytose von Proteinen gewonnen
werden. Fir Arginin sind acht etablierte Transportproteine aus der Familie der solute carrier
(SLC) beschrieben, die alle neben Arginin auch andere kationische Aminosauren (KAS),
wie Lysin oder Ornithin transportieren: die KAS-Transporter CAT-1, CAT-2A, CAT-2B
und CAT-3 (cationic amino acid transporter (CAT) 1-3 entsprechen den SLC7A1-3), die
Glykoprotein-assoziierten Transporter yTLAT1 (SLC7AT7), yTLAT2 (SLC7A6) und b%TAT
(SLC7A9) sowie der Natrium- und Chlorid-abhangige Transporter ATB®%T (SLC6A14)
[109]. Die Schliisselrolle der Arginin-Aufnahme der T-Lymphozyten ibernimmt der CAT-1
Transporter [45)].

Des Weiteren sind T-Lymphozyten in der Lage aus Citrullin mit Hilfe der Enzyme
Argininosuccinat-Synthase (ASS) und Argininosuccinat-Lyase (ASL) Arginin zu metabolisie-
ren. Niedrige Arginin-Konzentrationen fiihren bei Aktivierung der T-Lymphozyten zu einer
Induktion der ASS, wahrend die ASL konstitutiv exprimiert wird. Dadurch kann vermehrt
Citrullin in Arginin metabolisiert werden und die T-Lymphozyten kénnen dadurch niedrigere
Arginin-Konzentrationen tolerieren [71]. Diese Reaktion ist in Abbildung 8| dargestellt. De
novo koénnen T-Lymphozyten Arginin aus Prolin, Glutamin oder Glutamat synthetisieren
[110]. Die Auswirkungen eines kompletten Arginin-Mangels kdnnen durch die Metabolisierung
von Citrullin zu Arginin und die de novo Synthese jedoch nicht aufgehoben werden [71].
Arginin-Mangel fihrt zu supprimierter Zellproliferation, Aktivitat und Interferon-y-Sekretion.
Durch das Fehlen von Arginin wird die CD3(-Kette der T-Zell-Rezeptoren vermindert
exprimiert, sodass deren Signaliibertragung inhibiert wird [25] 61}, [77, [72], 111].

0 . ASS 0 0 . ASL - 0
Citrullin —/,—>Arg|n|nosuccmat ﬁ» Arginin
Aspartat Fumarat

Abb. 8: Metabolisierung von Arginin aus Citrullin: Citrullin wird zusammen mit Aspartat
durch die Argininosuccinat-Synthase in Argininosuccinat umgewandelt. AnschlieBend spaltet
die Argininosuccinat-Lyase aus Argininosuccinat Fumarat und Arginin. (Abbildung verandert
aus [71])

In den myeloischen Zellen wird Arginin zum einen durch die intrazellulare iNOS und zum

anderen durch die Arginase verstoffwechselt. Von der iNOS wird Arginin zu dem zytotoxi-
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schen, anti-tumoralen und anti-mikrobiellen Mediator Stickstoffmonoxid metabolisiert. Die
Arginase hydrolysiert Arginin zu Ornithin und Harnstoff. Es gibt zwei Isoformen der Arginase,
die als Arginase 1 und Arginase 2 bezeichnet werden. Arginase 2 ist ein mitochondriales
Enzym, das in vielen verschiedenen Gewebearten so auch in T-Lymphozyten exprimiert wird.
Arginase 1 dagegen ist ein zytosolisches Enzym, das vor allem in der Leber als Bestandteil
des Harnstoffzyklus vorzufinden ist [3] 110].

Auch die Zellen des Immunsystem exprimieren Arginase 1. In murinen Zellen, zum Beispiel
in Makrophagen und APZ kann die Arginase 1-Expression durch die Ty2-Zytokine IL-4
und IL-10 induziert werden [112]. Ty1-Zytokine dagegen supprimieren die Synthese von
Arginase 1 und induzieren im Gegenzug die iNOS [113] 114]. In humanen Granulozyten wird
die Arginase 1 konstitutiv exprimiert. Sie wird in den Granulozyten jedoch nicht im Zytosol
gelagert, sondern ist wahrscheinlich in den Gelatinase-haltigen oder in den azurophilen Granula
gespeichert. In intaktem Gewebe kommt es zu keiner kontinuierlichen Arginin-Depletion im
Plasma, da die Arginase in den azurophilen Granula keinen Kontakt zum Extrazellularraum
hat. Nach dem Zelltod der Granulozyten wird die Arginase 1 freigesetzt und kann Arginin
in der unmittelbaren Umgebung depletieren [25]. AuBerdem wird die Arginase 1 nach der
Aktivierung der Granulozyten aus den Granula freigesetzt. In septischen Krankheitsbildern
findet sich eine vermehrte Konzentration von Arginase 1 in den PMN [115]. Zudem kommt es
in chronischen Entziindungen zu schnellem Zelluntergang der Granulozyten als physiologische
Reaktion des Immunsystems und dadurch zur vermehrten Ausschiittung des Enzyms. Das
Tumor-Mikromilieu weist viele Gemeinsamkeiten mit chronischen Entziindungen auf, weshalb
auch dort die Arginase 1 der PMN vermehrt sezerniert wird [116]. Arginase 2 jedoch ist
in PMN nicht exprimiert [3]. Im Gegensatz zu den PMN exprimieren humane eosinophile

Granulozyten keine Arginase 1 [117].

MDSC exprimieren im Vergleich zu Granulozyten vermehrt Arginase 1 in ihrem Zytosol. Die
Expression und Aktivitat der Arginase 1 in den MDSC wird durch IL-13 und Interferon-y
von CD8"-T-Lymphozyten weiter stimuliert [110]. Im Gegensatz zu Granulozyten depletieren
vitale MDSC die Arginin-Konzentration in ihrer Umgebung kontinuierlich [72]. Hierdurch
wird in T-Lymphozyten die Aktivierung tber T-Zell-Rezeptoren, die Proliferation und
Zytokin-Sekretion (beispielsweise von Interferon-y) inhibiert [118]. Die Sekretion anderer
Zytokine wie IL-2 bleibt dagegen unbeeinflusst von der Arginin-Konzentration [72, [71], 119].
Im Arginin-Mangel sistieren die T-Lymphozyten in der Gy-Phase des Zellzyklus und die
Proliferation stagniert [4, 89]. Auch die Induktion von Apoptose konnte beobachtet werden
[106]. Zusatzlich konnte durch eine erhéhte Arginase 1-Konzentration eine gesteigerte
Differenzierung der T-Lymphozyten zu pro-inflammatorischen Ty17-Zellen und deren typi-

scher Zytokin-Sekretion beobachtet werden [105]. AuBerdem wird durch Arginin-Mangel die

39



2. Literaturdiskussion

Akkumulation von CD2 und CD3 in der immunologischen Synapse gehemmt, wodurch die
Bindung von T-Lymphozyten an andere Zellen, zum Beispiel an APZ, gestort [119]. Neben
der Suppression der T-Lymphozyten kann die Arginase 1 durch Arginin-Depletion in den
T-Lymphozyten auch die intrazelluldre Signaliibertragung regulieren. Dabei sind vor allem die
beiden Kinasen mammalian target of rapamycin (mTOR) und general control nonderepressible
2 (GCN2) beteiligt [105].

Diese Regulierung und Limitierung der T-Lymphozyten-Aktivitat und Proliferation durch das
Angebot an Arginin ist ein wichtiger Mechanismus des Immunsystems zur Verhinderung von
Autoimmunitat. Zudem wird die Arginin-Depletion im Mikromilieu des Tumors durch die
Tumorzellen selbst oder durch die induzierten MDSC zur Suppression des Immunsystems
genutzt [108]. Daher gilt die Idee der Arginase-Inhibition als medikamentdse Tumortherapie
zur Restimulation des Immunsystems aktuell als eine wichtige neue Strategie der Tumorthe-
rapie und wird bereits in klinischen Studien getestet [110, [120]. Im Maus-Modell war die

Arginase-Inhibition als Tumor-Therapie bereits vielversprechend [121].
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3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Artikelnummer  Hersteller
o-Isonitrosopropiophenon (ISPF) 13502 Sigma-Aldrich
[3-Mercaptoethanol 4227.3 Carl Roth
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)
-ethansulfonsaure (HEPES) BE17-737E Lonza
AB-Serum Transfusionszentrale
Universitatsmedizin Mainz
Ammoniumchlorid K298.1 Carl Roth
Arginase 1, human, rekombinant HM2162 Hycultec GmBH
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) C1157 Invitrogen
CB-1158 Incyte
Chlorwasserstoff 12 M (Salzsaure) K025.1 Carl Roth
Dextransulfat-Natriumsalz A4970,0100 AppliChem GmbH
Dimethylsulfoxid 4433 Pall corporation
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)  11960-044 Gibco
Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) D8537 Sigma-Aldrich
dynabeads™ human t-activator CD3/CD28 00670474 Gibco
Ethanol, absolut 32205 Sigma-Aldrich
Ethanol, vergillt K928.3 Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) 8043 Carl Roth
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Essigsaure

foetal calf serum (FCS), hitzeinaktiviert
FCS, hitzeinaktiviert, dialysiert
FuGENE 6

Geniticin

Harnstoff (600 pg/ml)
Histopaque®-1077

Interferon-y, human

lonomycin

Interleukin-1 Rezeptor Antagonist
Interleukin-2

Interleukin-8

Interleukin-16
Kaliumhydrogencarbonat
Kristallviolett

L-Arginin, 100 mM
L-Glutaminlésung, 200 mM
L-Leucin, 100 mM

L-Lysin, 100 mM
Lymphoprep™
Mangan(Il)-chlorid-Dihydrat
Mangan(Il)-chlorid-Tetrahydrat
MIF

Natriumcarbonat
Natriumhydroxid (Natronlauge)

N-Formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin
(fMLP)

nor-NOHA

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin, 10 mg/ml
Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA)

Phosphorsaure 1 M
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3738.1

F7524

F0392

E2692
11811-031
17-1319-01
10771-500ML
51-26136E

10123-HNAE

10098-HO8Y
10944-HO7E
P748.1
0B487250
A-8094
G7513
61819
18662
07851,/07861
A788334
A2087,0100
10246-H08H
A407992
K021.1

F3506
F3685
P6148
P4333

6366.1

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega

Gibco

plusone
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
nicht bekannt
Sino Biologicals
Novartis

Sino Biologicals
Sino Biologicals
Carl Roth
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Stemcell

Merck
AppliChem
Sino Biologicals
Merck

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Bachem
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
nicht bekannt
Carl Roth



Polybrene

Protein Assay Standard Il 500-0007
Propidiumiodid 556463
Roswell Park Memorial Institute

(RPMI)-1640 Medium (Vollmedium) R0883
RPMI-1640 Medium ohne L-Arginin

(Mangelmedium) R1780
Schwefelsaure 1 M 4623.1
sodium dodecyl sulfate (SDS) 0183.3
Thymidin [methyl-*H] T1895
TWEEN®20 9127.2
Trypanblau T-0776
Trypsin-EDTA Lésung 13924

3.1.2. Kits

3.1. Material

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

BD Biosciences

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth
Carl Roth

Sigma

Carl Roth

Biochrom-AG
Sigma-Aldrich

Tabelle 3: Verwendete Kits.

Kit/Bestandteile Artikelnummer  Hersteller
EasySep™ human t cell enrichment Kit 19051 Stemcell
EasySep™ human t cell enrichment cocktail 19051C.2

EasySep™ D magnetic particles 19250

EasySep™ human CD4™ t cell isolation Kit 17912 Stemcell
EasySep™ human CD4" t cell isolation cocktail 17952C

EasySep™ dextran rapidspheres™ 50103

EasySep™ human CD8" t cell isolation Kit 17913 Stemcell
EasySep™ human CD8" t cell isolation cocktail 17953C

EasySep™ dextran rapidspheres™ 50103

DC™ protein assay reagents package 5000116 Bio-Rad
DC™ protein assay reagent A 500-0113

DC™ protein assay reagent B 500-0114

DC™ protein assay reagent S 500-0115
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human proteome profiler™ array
human cytokine array

array buffer 4

array buffer 5
Waschpuffer-Konzentrat

detection antibody cocktail
Streptavidin horseradish Peroxidase
Chemi-Reagenz 1

Chemi-Reagenz 2

4-Well Multifunktions-Platte

human IFN-y ELISA set
capture antibody (Anti-human IFN-y)

ARY005B R&D Systems
898260
895022
895876
895003
898261
893019
894287
894288
607544

555142 BD Biosciences
51-26131E

detection antibody (biotinyliertes, anti-humanes IFN-y) 51-26132E

Enzym-Reagenz (Streptavidin horseradish,

Peroxidase Konjugat)

Standard (rekombinantes humanes IFN-y)

51-9002208
51-26136E

3,3,5,5-Tetramethylbenzidin Substrat-Reagenz Set

(Substrat A und B)

3.1.3. Medien

555214 BD Biosciences

Tabelle 4: Verwendete Medien.

Medium

Medienzusatze

DMEM

humanes RPMI-1640 (Vollmedium)
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10 % FCS

2mM L-Glutamin

Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (0,1 mg/ml)
25mM HEPES

10 % AB-Serum

2mM L-Glutamin

Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (0,1 mg/ml)
25mM HEPES



RPMI-1640 (Vollmedium)

RPMI-1640 (Vollmedium) + FCS

L-Arginin RPMI-1640 (Mangelmedium)

+Arg-Medium
500 uM Arg-Medium
1mM Arg-Medium

—Arg-Medium

3.1. Material

10% FCS
2mM L-Glutamin
Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (0,1 mg/ml)

5% FCS

10% FCS, dialysiert

2mM L-Glutamin

400 uM L-Leucin

220 uM L-Lysin

20 uM Mangan(Il)-chlorid

Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (0,1 mg/ml)
150 uM L-Arginin

500 uM L-Arginin

1000 uM L-Arginin

0 uM L-Arginin

3.1.4. Losungen und Puffer

Der pH-Wert der Losungen wurde mit 1 M Natronlauge oder 1 M Salzsaure eingestellt.

Tabelle 5: Verwendete Losungen und Puffer.

Losung/Puffer Zusammensetzung

3,0 g «-lsonitrosopropiophenone

50 mL 100 % Ethanol

o-Isonitrosopropiophenon-Lésung (6 %)

Dextransulfat (steril filtriert) 500 ml DPBS

15 g Dextransulfat-Natriumsalz

Erythrozyten-Lyse-Puffer (steril filtriert) 4,65 g Ammoniumchlorid

pH=7,3 0,5g Kaliumcarbonat
0,1ml von 0,5M EDTA

500 ml destilliertes Wasser

45



3. Material und Methoden

Formaldehyd-Lésung 1% (steril filtriert)

Formaldehyd-Losung 4 % (steril filtriert)
pH=6,9
Harnstofflésung (60 pg/ml)

Kristallviolett-Lésung 0,5 %

magnetic cell sorting (MACS)-Puffer

Mangan(Il)-chlorid 10 mM (steril filtriert)

DPBS/EDTA

Sauregemisch

SDS-Losung 5% (steril filtriert)

pH=7,2

Trypanblau-Lésung 0,1 % (steril filtriert)
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498 ml DPBS
5 g Paraformaldehyd
2ml von 0,5 M EDTA

1000 mI DPBS
40 g Paraformaldehyd

60 mg Harnstoff

100 ml destilliertes Wasser

250 pl Kristallviolett
49,75 ml destilliertes Wasser

489 ml DPBS
10 ml FCS, hitzeinaktiviert
1mlvon 0,5M EDTA

0,19 g Mangan(Il)-chlorid

100 mL destilliertes Wasser

498 ml DPBS
2ml von 0,5M EDTA

135 mL 85 %-ige Phosphorsaure
45 mL 97 %-ige Schwefelsaure

320 mL destilliertes Wasser

25g SDS
225 ml destilliertes Wasser
250 m|l DPBS

40 mg Trypanblau
50 ml DPBS



3.1.5. Antikorper

3.1. Material

Die verwendeten Antikorper dienen der Markierung von Zellen. Zur Detektion mit dem FACS

Canto wurden die Antikérper mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt. Als Farbstoffe wur-

den Alexa Fluor 488, Allophycocyanin (APC), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin
(PE), Phycoerythrin und Cyanine-7 (PECy-7) und Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) ver-

wendet. Samtliche Antikorper wurden bereits fluoreszenzmarkiert gekauft.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper.

Antikorper Ursprung  Typ Artikelnummer  Hersteller
Arginase 1 (FITC) Maus IlgG 561927 BD Biosciences
CD3 (FITC) Maus lgG 555333 BD Biosciences
CD3 (APCQ) Maus lgG 555335 BD Biosciences
CD16 (PE) Maus lgG 555407 BD Biosciences
CD4 (FITC) Maus lgG 555346 BD Biosciences
CD8 (APC) Maus lgG 555369 BD Biosciences
CD25 (PE) Maus lgG  30795X BD Biosciences
CD28 (FITC) Maus lgG 555728 BD Biosciences
CD57 (PECy-7) Maus lgG  25-0577-42 Affymetrix Inc.
CD66b (FITC) Maus IlgM 561927 BD Pharmingen
CD69 (PE) Maus lgG 555531 BD Biosciences
CD152 (=CTLA-4) (APC)  Maus IlgG 349907 Biolegend
CD279 (=PD-1) (FITC) Maus lgG 557860 BD Biosciences
Isotyp Alexa Fluor 488 Ratte lgG 400625 Biolegend
Isotyp APC Maus lgG 555751 BD Biosciences
Isotyp FITC Maus lgG 555748 BD Biosciences
Isotyp FITC Maus lgM 551448 BD Biosciences
Isotyp PE Maus lgG 555749 BD Biosciences
Isotyp PE Hamster lgG 550085 BD Biosciences
Isotyp PECy7 Maus lgG 565573 BD Biosciences
Isotyp PerCP Ziege lgG 1C108C R&D Systems
LAG-3 (PerCP) Ziege IgG FAB 2319C R&D
Muromonab (OKT-3) Maus Janssen-Cilag GmbH
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TIGIT (PE) Maus lgG MBSAU3 BD Biosciences
TIM3 (Alexa Fluor 488) Ratte IgG FAB2365G R&D Systems
VB3-3 (PE) Hamster IlgG 553209 BD Biosciences

3.1.6. Zelllinien

Zelllinie

Tabelle 7: Eingesetzte Zelllinien.

Beschreibung

Hersteller

FD50

K562-A2 CD80"

NCI H929 A2~

multiples Myelom

chronisch myeloische

Leukamie

multiples Myelom

Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Markus Munder
3. Med. Klinik, Universitatsmedizin Mainz

Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Wolfel
3. Med. Klinik, Universitatsmedizin Mainz

Prof. Dr. med. Michael Hundemer

Innere Medizin 5, Universitatsklinikum Heidelberg

Phoenix-Ampho  Nierenepithel ATCC®
SAOS-2 Osteosarkom ATCC®
U266 multiples Myelom Prof. Dr. Martin Gramatzki,

ehemals: Abteilung fiir Hdmatologie/Onkologie
3. Med. Klinik, Universitat Erlangen

3.1.7. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verwendete Materialien.

Verbrauchsmaterial Hersteller
combitips advanced®: 0,5ml, 2,5ml, 10 ml Eppendorf
Deckglaser Carl Roth

ELISA Platten
fluorescence activated cell sorting (FACS)-Réhrchen
Falcon Réhrchen, steril: 15 ml, 50 ml

Filtermembran, bedruckt A (fiir 1450 MicroBeta™)
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Greiner Bio-One
Corning
Greiner Bio-One

Perkin Elmer



Folie, klebend, transparent
Pasteurpipetten (Plastik)
Pasteurpipetten (Glas)

Petrischale, steril: 10cm

Pipettenspitze, steril: 10 ul, 200 pl, 1000 wl, 2 ml

Pipette, steril: 5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Probenhiille (fiir 1450 MicroBeta™)

ReaktionsgefaB, steril: 1,5ml, 2ml, 5ml

ReaktionsgefaB, steril: 14 ml
Spritze, steril: 2ml, 20 ml, 50 ml

Spritzenfilter Filttropur
Stericup-GV

Steritop™ Filtereinheiten

Transwell-Einsatze (PorengroBe 0,4 um)

Zahlkammer

Zellkulturflasche, steril, T25, T75, T125
Zellkulturplatte, steril: 6 Well, 24 Well, 96 Well

(Flachboden, Rundboden)

3.1. Material

R&D Systems
Brand

alpha Laboratories
CitoOne
Sarstedt
Greiner bio-one
Perkin Elmer
Eppendorf
Stemcell

BD Discardit®
Sarstedt
Merck

Merck

Corning
Neubauer

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

3.1.8. Gerite

Tabelle 9: Verwendete Gerate.
Gerat Modell Hersteller
Abzug 2-453-GAHD Koéttermann
Durchflusszytometer BD FACS Canto Il BD Biosciences
Harvester 96 MACH 3 TOMTEC
Heizblock Thermostat Plus 1,5 mL Eppendorf
iBright CL1000 Invitrogen
Inkubator Function Line Heraeus
1450 LSC
& Luminescence Counter MicroBeta TriLux
Mikroskop AE2000 Motic
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pH-Meter
Platereader

Scanner
Sterilbank

Vortexer

Wasserbad
Zellbestrahlung

766

MRXC

Perfection 2400 Photo
Hera Safe HS18
REAX 2000

Vortex Genius 3
G-560 E

1003

Gamma Cell 2000

Knick

DYNEX Technologies
Epson

Heraeus

Heidolph

IKA Labortechnik
Scientific Industries
GFL

Molsgard

Zentrifuge groB Heraeus Megafuge 40R Thermo Fisher Scientific

Zentrifuge klein 5417 R Eppendorf

3.1.9. Statistik und verwendete Programme

Die FACS-Daten wurden mit dem Programm FlowJo ausgewertet. Der Platereader nutzte das
Programm Revelation G 3.2. Die radioaktiven counts wurden mit der MicroBeta workstation
gemessen. Der cytokine array wurde mit der Software des iBright: iBright analysis ausgelesen.
Ausgewertet und normiert wurden die Daten mit Microsoft Excel. Dabei wurde die Kontrollbe-
dingung ,,aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium ohne Inhibitor” auf 100 % normiert und
die anderen Werte in prozentualen Bezug dazu gesetzt. Alle Messwerte wurden mittels eines
one-way ANOVA-test (Post-Test: turkey) statistisch ausgewertet. Die Werte wurden + der
Standardabweichung angegeben. Alle p-Werte < 0,05 % wurden dabei als statistisch signifi-
kant angesehen und mit einem Stern gekennzeichnet. p-Werte < 0,01 % erhielten zwei Sterne
und p-Werte < 0,001 % erhielten drei Sterne. Die Graphen wurden mit GraphPad Prism 3.02

erstellt.
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3.2. Methoden

Um mogliche Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten unter der Sterilbank durch-
gefiihrt. Ausgenommen sind hierbei die Arbeiten in den Radioaktivlaboren und die Methoden
der Proteinanalytik. Die Inkubatoren wiesen eine Temperatur von 37°C und einen konstanten
Kohlenstoffdioxidgehalt der Luft von 5% auf.

3.2.1. Methoden der Zellkultivierung
3.2.1.1. Zellzdhlung

Zum Zahlen der Zellen wurden in einer 96-Well-Platte 50 ul der Zellsuspension zu 50 pl der
0,1 %-igen Trypanblau-Lésung aus Tabelle 5| pipettiert und etwa 8 ul der Mischung zwischen
den Objekttrager und das Deckglaschen pipettiert. In der Zdhlkammer wurden zwei sich nicht

beriihrende Quadranten ausgezahlt.

3.2.1.2. Kaultivierung von Suspensionszellen: FD50, K562 -A2 CD80*, NCI, U266

Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen im Inkubator inkubiert. Je nach Zelldichte wurden
die Zellen nach sieben Tagen (die K562-A2 CD80" nach drei bis vier Tagen) 1:5 bis 1:20
gesplittet. Hierfiir wurde die Zellsuspension in eine frische Zellkulturflasche Gberfiihrt und mit
auf 37°C erwarmtem RPMI-1640 Vollmedium aus Tabelle[4] verdiinnt. Fiir die K562 -A2 CD80*
Zellen wurde zusatzlich 1 mg/ml Geniticin in das Medium dazu gegeben (2mM im Medium).
Ein Tag vor dem Ansetzen des jeweiligen Versuches wurde das Medium der Zellen ausgewech-
selt. Dazu wurden die Zellen in ein ReaktionsgefaB tberfiihrt und abzentrifugiert (1500 rounds
per minute (rpm), wenn nicht anders gekennzeichnet in der Heraeus Megafuge 40R Zentrifuge
von Thermo Fisher Scientific, 5 Minuten bei Raumtemperatur). AnschlieBend wurde das alte

Medium dekantiert und die Zellen in frischem Medium resuspendiert.

3.2.1.3. Kaultivierung von adharenten Zellen: SAOS-2

Die SAOS-2-Zellen wurden in Zellkulturflaschen im Inkubator inkubiert. Alle drei bis vier Tage
wurden die Zellen je nach Zelldichte 1:3 bis 1:10 gesplittet. Die adhdrenten SAOS-2-Zellen
wurden dazu zunachst von der Zellkulturflasche geldst. Dafiir wurde das Medium mit einer
Pipette abgenommen und die Zellen mit 10 ml DPBS gewaschen. Das DPBS wurde dafiir an
der gegeniberliegenden Wand der Zellkulturflasche ablaufen gelassen. Nach kurzem Schwen-
ken wurde das DPBS abgenommen und 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung so in die Zellkulturflasche
pipettiert, dass alle Zellen bedeckt wurden. Danach wurde die Zellkulturflasche fiir zwei bis
drei Minuten im Inkubator inkubiert. Durch Klopfen auf die Zellkulturflasche und anschlieBen-
dem Abspiilen der Wand mit auf 37°C erwarmtem Medium wurden die Zellen von der Wand
abgelost. AbschlieBend wurden die Zellen, wie in Kapitel beschrieben, gesplittet.
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Kultivierung von T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten (CD3*, CD4*, CD8™) wurden direkt nach der Isolierung in einer Konzen-
tration von 2 - 10° Zellen/ml in Zellkulturflaschen im Inkubator inkubiert. Als Medium wurde
humanes RPMI-1640 Vollmedium aus Tabelle |4| genutzt.

3.2.1.4. Retrovirale Transduktion der T-Lymphozyten
Transfektion der Poenix Ampho

Die Phoenix Ampho-Zellen wurden in DMEM-Medium aus Tabelle [4] kultiviert. Dazu wurden
5 - 10° Zellen in 15ml Medium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche fiir drei Tage
im Inkubator inkubiert. In diesen drei Tagen wuchsen die Zellen adharent an der Zellkultur-
flasche an. Zum Lésen wurden die Zellen gemaB Kapitel mit DPBS gewaschen und
mit Trypsin-EDTA-L6sung behandelt. Statt mit RPMI-1640 Vollmedium wurden die Phoenix
Ampho mit DMEM-Medium von der Wand der Zellkulturflasche abgespiilt. Danach wurden je
1,2 - 10° der Phoenix Ampho-Zellen in 8 ml DMEM-Medium aufgenommen, in einer sterilen
Petrischale ausgesat und im Inkubator inkubiert. Einen Tag spater wurde das Medium vorsich-
tig abgesaugt und durch 6 ml frisches Medium ersetzt, das am Rand der Flasche auf die Zellen
laufen gelassen wurde. Nach vier Stunden Inkubation im Inkubator wurden 35 ul FUGENE 6
in 800 wl DMEM-Medium pipettiert und fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Da-
nach wurden 10 ug der T-Zell-Rezeptor-DNA (pBup53sc-neoED und 5 ug der Helferplasmide
(pHit602 und pColt-GalV2) hinzugefiigt und fiir weitere 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend
wurde diese Mischung vorsichtig auf die Phoenix Ampho pipettiert und die Petrischale weiter
im Inkubator inkubiert. Am nachsten Tag um 16 Uhr wurde das Medium abgenommen und
durch 8 ml humanes RPMI-1640 Vollmedium ersetzt. Die Platte wurde erneut fiir 24 Stunden
im Inkubator inkubiert. Einen Tag spater wurden die Phoenix Ampho gesammelt und die Zellen
durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 Minuten bei Raumtemperatur) pelletiert, um den zellfreien
Virustiberstand zu erhalten.

Transduktion der humanen PBMC

Nach der Aufreinigung aus Vollblut (siehe Kapitel wurden die PBMC in humanem
RPMI-1640 Vollmedium in einer Konzentration von 2 - 10° Zellen/ml| aufgenommen. Zusétz-
lich wurden 30 ng/ml Muromonab (OKT-3) und 600 U/ml IL-2 in das Medium pipettiert. Auf
einer 24-Well-Platte wurden die PBMC in je 2ml pro Well ausgesat und im Inkubator in-
kubiert. Nach zwei Tagen wurden die PBMC geerntet und zusammengefiihrt. Das Medium
wurde abzentrifugiert und das Zellpellet in dem Virusiiberstand (siehe Kapitel in einer

Konzentration von 4 - 10° Zellen/ml resuspendiert. Danach wurden 5 pug/ml Polybrene in das

2bereitgestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. M. Theobald, 3. Med. Klinik, Universititsmedizin Mainz
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Medium hinzugefligt und je 1 ml der Zellsuspension in eine 24-Well-Platte ausgesat. Die 24-
Well-Platte wurde anschlieBend ohne Bremse mit 2200 rpm bei 32°C fiir 90 Minuten zentrifu-
giert und anschlieBend im Inkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurden die PBMC geerntet,
das Medium abzentrifugiert und die Zellen in humanem RPMI-1640 in einer Konzentration
von 0,5 - 10° Zellen/ml aufgenommen. Zusatzlich wurde in das Medium pro 1 - 10° Zellen
5ul dynabeads™ human t-activator CD3/CD28 (anti-CD3/anti-CD28-gekoppelte Beads),
600 U/ml IL-2 sowie 800 pg/ml Geniticin pipettiert. Danach wurden je 2 ml der Zellsuspension
in einer 24-Well-Platte ausgesat.

Bereits nach einer Woche bestand die Zellpopulation zu >90% aus CD3% und vp-3*
T-Lymphozyten (vergleiche Abbildung auf Seite im Anhang). Somit hatte sich
durch die spezifische Restimulation eine T-Lymphozyten-Population angereichert, die den
transduzierten T-Zell-Rezeptor exprimiert. Die transduzierten T-Lymphozyten wurden einmal
pro Woche mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads und IL-2 in der selben Konzentration

restimuliert und neu ausgesat.

Nach drei bis vier Wochen wurde die Restimulation mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten
Beads durch die Restimulation mit beladenen und bestrahlten (siehe Kapitel [3.2.1.5)) K562-
Zellen im Verhaltnis 1 T-Lymphozyt auf 0,3 K562-A2 CD80"-Zellen ersetzt.

3.2.1.5. Beladung und Bestrahlung der K562-A2 CD80*-Zellen

Die K562-A2 CD80*-Zellen wurden gemaB Kapitel gezihlt und die benétigte Zellzahl
(die Halfte der Anzahl der T-Lymphozyten, die mit den K562-Zellen stimuliert werden sollen)
durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 Minuten bei Raumtemperatur) pelletiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und zum Zellpellet sowie in die, nach dem Dekantieren verbliebene Restfliis-
sigkeit, 1 pl p53-Peptidass 272 (entspricht 10 pg) pipettiert. AnschlieBend wurde diese Suspen-
sion fir zwei Stunden im Inkubator inkubiert. Danach wurden 10 ml des RPMI-1640 Vollme-
diums auf die Suspension pipettiert und die Zellen in der Zellbestrahlungsanlage mit 100 Gray
bestrahlt. Nach dem Bestrahlen wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation (1500 rpm, 5

Minuten bei Raumtemperatur) pelletiert und in frischem Medium aufgenommen.

3.2.2. lIsolierung von PMN und T-Lymphozyten

Aus heparinisiertem Vollblut von gesunden Spendern wurden PMN und T-Lymphozyten isoliert.

Dichteauftrennung von heparinisiertem Vollblut

Mittels einer Dichteauftrennung konnten die PMN von den T-Lymphozyten getrennt werden.
Dafiir wurde das Blut zunachst in einer Zellkulturflasche 2:1 mit DPBS/EDTA verdiinnt. In
einem 50 ml-ReaktionsgefaB wurden 15ml Histopaque®-1077 oder Lymphoprep™ vorgelegt
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und vorsichtig mit dem verdiinnten Vollblut Gberschichtet. Durch Zentrifugation (2200 rpm
fir 10 Minuten, ohne Bremse) wurde das Vollblut nach der Dichte der Zellen aufgetrennt. Da
die PMN eine hohere Dichte aufweisen als die T-Lymphozyten, befanden sich diese zusammen
mit den Erythrozyten in der untersten Phase. Die T-Lymphozyten weisen eine geringere Dichte
auf, weshalb sie nach der Zentrifugation in der weiter oben gelegenen, diinnen weiBen Zellphase

verbleiben. Zusammen mit den mononukledren Zellen bilden sie die sogenannte PBMC-Phase.

T
verdiinntes Blutplasma
heparinisiertes ; ;
Zentrifugat
Vollblut cenmuoaton,
| PBMC-Phase
Histopaque®/
Histopaque®/ Lymphoprep™

Lymphoprep™ ~ | Granulozyten

und

Erythrozyten
Abb. 9: Dichteauftrennung: Das humane Vollblut wurde mit Histopaque®-1077 oder
Lymphoprep™ (iberschichtet und durch Zentrifugation ohne Bremse aufgetrennt. Es bilden

sich zwei zellreiche Phasen aus: die PBMC-Phase und die untere Phase mit den Erythrozyten
und Granulozyten.

Isolierung der T-Lymphozyten

Um die T-Lymphozyten von den anderen PBMC zu isolieren, wurde zunachst die gesamte
PBMC-Phase abgenommen. Durch Zentrifugation (1500 rpm fir 5 Minuten) wurden die Zel-
len pelletiert. Wenn das Pellet eine sichtbare Rotfarbung durch Erythrozyten aufwies, wurden
diese durch den Erythrozyten-Lyse-Puffer aus Tabelle |5 lysiert. Dazu wurde das Zellpellet
in 20 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zentrifugation (1500 rpm fiir 5 Minuten) wurden die PBMC erneut pelletiert
und der Erythrozyten-Lyse-Puffer von den PBMC dekantiert. AnschlieBend wurden die PBMC
drei Mal in 15 ml MACS-Puffer aus Tabelle 5] gewaschen, indem sie zuerst in dem MACS-Puffer
resuspendiert und danach durch Zentrifugation (1500 rpm fir 5 Minuten) pelletiert wurden.
Der Waschpuffer wurde nach jedem Waschschritt dekantiert und verworfen. AnschlieBend
wurden die Zellen, wie in Kapitel [3.2.1.1] beschrieben, gezahlt. Wenn keine Erythrozyten-Lyse
notwendig war, wurden 50 ul der Zellsuspension vor dem Zahlen 1:1 mit 4 %-iger Essigsaure
verdiinnt. Die Essigsaure lysierte die im Zellpellet befindlichen Erythrozyten, aber nicht die
PBMC. Dadurch wurde gewahrleistet, dass beim Zahlen ausschlieBlich die PBMC gezahlt

wurden und nicht eventuell verbliebene Erythrozyten. AnschlieBend wurden die Zellen in einer
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Konzentration von 50 - 10° Zellen/ml in MACS-Puffer aufgenommen.

Die aufgereinigten PBMC wurden durch negative Selektion je nach Versuchsaufbau mit dem
EasySep™ human t cell enrichment Kit, dem EasySep™ human CD4" t cell isolation Kit
oder dem EasySep™ human CD8' t cell isolation Kit aus Tabelle [3| isoliert. Dafiir wurden
die T-Lymphozyten in ein steriles ReaktionsgefaB tiberfiihrt.

Fiir das enrichment Kit wurden 100 ul des EasySep™ human t tell enrichment cocktail
pro 1ml Zellsuspension pipettiert und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde dieselbe Menge an EasySep™ magnetic particles hinzugefiigt und fiir weitere
5 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das Volumen in dem ReaktionsgefaB auf 5ml
aufgefiillt und das ReaktionsgefaB fiir 5 Minuten in einem Magneten platziert. Nach den fiinf
Minuten befanden sich in der Zellsuspension ausschlieBlich T-Lymphozyten. Die restlichen
Zellen wurden via Antikérper-Bindung und nachfolgender Interaktion mit Dextran-gekoppelten
magnetischen Partikeln durch den Magneten an der Wand des ReaktionsgefaBes festgehalten.
Durch Kippen des im Magneten platzierten ReaktionsgefaBes wurde die Zellsuspension in ein

frisches Reaktionsgefal8 tiberfiihrt.

Fiir die isolation Kits wurden 100 ul des EasySep™ human CD4™" t cell isolation cocktail pro
1 ml der Zellsuspension pipettiert und fiir fiinf Minuten inkubiert. Danach wurde die selbe
Menge an EasySep™ dextran rapidspheres™ hinzugefiigt, direkt auf ein Volumen von 5ml
aufgefiillt und das ReaktionsgefaB fiir drei Minuten in einem Magneten platziert. AbschlieBend
wurde die Zellsuspension ebenfalls durch Kippen in ein frisches ReaktionsgefaB (iberfiihrt.
Entsprechend wurde auch fiir die Isolation von CD8" T-Lymphozyten verfahren. Im Anschluss
wurden die isolierten Zellen nach Kapitel [3.2.1.3fiir drei Tage inkubiert.

Isolierung von PMN

Die PMN befanden sich nach der Dichteauftrennung zusammen mit den Erythrozyten in der
untersten roten Phase. Die lberstandige Fliissigkeit wurde abgenommen und die Zellphase
1:1 mit DPBS/EDTA resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde wiederum 1:1 mit 3 %-iger
Dextransulfat-Losung gemischt und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
die Dextransulfat-Losung wurde die Zellsuspension erneut nach der Dichte ihrer Bestandteile
aufgetrennt. Es bildeten sich zwei Phasen, eine dichte, rote Phase im unteren Teil des Reak-
tionsgefaBes, in der sich die Erythrozyten sammelten und eine fliissige, hellere Phase, die der
unteren Phase auflag. In dieser oberen, granulozytaren Phase befanden sich die PMN sowie
auch noch einige Erythrozyten. Der granulozytire Uberstand wurde abgenommen und durch
Zentrifugation (1800 rpm fiir 3 Minuten) pelletiert. In dem PMN-reichen Zellpellet wurden die
restlichen Erythrozyten durch den Erythrozyten-Lyse-Puffer lysiert. Dazu wurde das Zellpellet
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in 25 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert und fiir 15 Minuten auf Eis sowie anschlieBend
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die PMN, wie in Kapitel
beschrieben, drei Mal mit je 40 ml DPBS/EDTA gewaschen.

3.2.2.1. Reinheitskontrolle mittels Durchflusszytometrie

Fir die Reinheitskontrolle wurden 150.000 bis 250.000 Zellen in ein FACS-Réhrchen iiberfiihrt
und mit DPBS auf 1 ml aufgefiillt. Durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 Minuten bei Raum-
temperatur) wurden die Zellen pelletiert und anschlieBend der Uberstand dekantiert. Auf das
Zellpellet wurde 1 pl des gewiinschten Antikorpers pipettiert und durch Vortexen gut gemischt.

Die Zellen wurden mit diesen Antikorpern fiir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Tabelle 10: Zellpopulationen mit ihren zellspezifischen Antikérpern.

Zellpopulation zellspezifischer Antikorper
PMN CD66b
CD4"-T-Lymphozyten CD4
CD8*-T-Lymphozyten CD8

CD4* und CD8*-T-Lymphozyten CD3

transduzierte T-Lymphozyten v33 und CD3

Danach wurden die liberschiissigen Antikorper abgewaschen, indem in jedes Rohrchen 1 ml
DPBS pipettiert wurde. Durch die anschlieBende Zentrifugation (1500rpm, 5 Minuten bei
Raumtemperatur) wurden die Zellen erneut pelletiert. Der fliissige Uberstand wurde dekan-
tiert und die fertig gefarbte Probe je nach Zellzahl in 175 bis 250 ul 1 %-iger PFA-Lésung
resuspendiert. Die 1%-ige PFA-L6sung diente der Zellfixierung.

Fir jede Messung im FACS Canto wurden drei Proben vorbereitet und gemessen: eine unge-
farbte Probe, eine mit dem gewiinschten Antikorper gefarbte Probe und eine Probe, die mit
der Isotyp-Kontrolle gefarbt wurde. Mit der ungefarbten Probe wurden die Parameter forward
scatter (FSC) und sideward scatter (SSC) auf die Zellpopulation sowie der Farbkanal des Anti-
korpers passend eingestellt. Die Isotyp-Kontrolle diente zum Ausschluss unspezifischer Bindung
der Antikorper an die jeweiligen Zellen mit daraus resultierender falsch-positiver Fluoreszenz-
Emission. Jede Zellpopulation wurde mit dem fiir sie spezifischen Antikorper gefarbt (vergleiche
Tabelle [10). Ausgewertet wurden die FACS-Messungen mit dem Programm FlowJo (vergleiche

Anhang Abbildungen [38] und [39] auf Seiten und [178).
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3.2.3. Proliferations-Assays
3.2.3.1. Ansetzen der Versuchsbedingungen

Nach der Isolation wurden die PMN in +Arg-Medium aus Tabelle [4] aufgenommen und in den
entsprechenden Konzentrationen je nach bendtigtem Volumen in einer 6- oder 24-Well-Platte
ausgesat. Die Konzentrationen ergaben sich aus der T-Lymphozyten-End-Konzentration des
jeweiligen Versuches. Sie wurde so gewahlt, dass die Versuchsbedingungen ein Verhaltnis von
PMN zu T-Lymphozyten von 1:1, 5:1, 10:1, 20:1 und 50:1 aufwiesen. Jede dieser Bedingungen
wurde ein Mal ohne weitere Zusatze und je ein Mal mit den benétigten Zusatzen angesetzt.
Mogliche Zusatze sind:

= CB-1158 (100 uM): Arginase 1- und 2-Inhibitor
= nor-NOHA (1 mM): kompetitiver Arginase 1- und 2-Inhibitor
» fMLP (1 uM): Leukozyten-Aktivator durch Bindung an G-Protein gekoppelte Rezeptoren

» lonomycin (1 uM): Leukozyten-Aktivator durch Erhéhung der intrazelluldren Kalzium-

Konzentration
= PMA (0,24 uM): Leukozyten-Aktivator durch Aktivierung der Proteinkinase C

Neben den Bedingungen mit verschiedenen Konzentrationen und verschiedenen Zusatzen wur-
den auch Kontrollbedingungen ohne PMN nur mit +Arg-Medium und den verwendeten Zu-
satzen angesetzt und in eine 24-Well-Platte pipettiert. Alle Bedingungen wurden je nach Ver-

suchsansatz fir ein, zwei oder drei Tage im Inkubator inkubiert.

Aktivierung der PMN

Um die PMN zu aktivieren, wurden die Zellen in einer Konzentration von 2,5 - 106 Zellen/ml in
einer 24-Well-Platte ausgesat. Pro Bedingung wurde in 2 Wells je 1 m| der Zellsuspension und
des Aktivators pipettiert. Die Platte wurde 30 Minuten im Inkubator inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen resuspendiert und in ein ReaktionsgefaB tberfiihrt. Durch Zentrifugation
(1500 rpm in der 5417 R Zentrifuge von Eppendorf, 5 Minuten bei Raumtemperatur) wurden
die Zellen pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei 4°C aufbewahrt. AnschlieBend
wurden die Zellen in 1 ml +Arg-Medium aufgenommen. In je einen der beiden Ansatze wurde
der Inhibitor nor-NOHA (1 mM) hinzugefiigt und alles fir drei Tage im Inkubator inkubiert.

Zusatzlich zu den Bedingungen mit den Aktivatoren wurden vier Doubletten der PMN ohne
Aktivatoren ausgesat. Davon wurde je eine dieser Doubletten nach 5, 10, 15 oder 30 Minuten

geerntet. Danach wurden sie genauso behandelt, wie die Bedingungen mit Aktivatoren.
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3.2.3.2. [*H]-Thymidin-Assay

Der [*H]-Thymidin-Assay wurde in 96-Well-Platten angesetzt. Pro Well wurden 50.000
T-Lymphozyten (CD3*, CD4*, CD8™, transduzierte T-Lymphozyten) ausgesat. Dazu wurden
die Zellen, wie in Kapitel beschrieben, gezahlt und die bendtigte Zellzahl in ein
ReaktionsgefaB (berfihrt. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (1500 rpm in
der 5417 R Zentrifuge von Eppendorf, 5 Minuten bei Raumtemperatur) pelletiert. Das
iiberstandige Medium wurde verworfen und die Zellen in 1 ml —Arg-Medium aus Tabelle
resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Danach wurden
die Zellen in einer Konzentration von 5 - 10° Zellen/ml in —Arg-Medium aufgenommen.
Fir die Kontrollbedingung ,, T-Lymphozyten in +Arg-Medium™ wurde in drei Wells je 10 ul
der Suspension ausgesat. Danach wurde zu der Zellsuspension pro 1 - 10° Zellen 5 ul der
anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads pipettiert, gut gemischt und dann pro Well 10 pul
ausgesat. Fir jede Bedingung wurden T-Lymphozyten in drei Wells ausgesat, sodass sich

Tripletts ergaben.

Die transduzierten Zellen wurden statt mit den anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads mit
Peptid-beladenen und bestrahlten K562-A2 CD80"-Zellen aus Kapitel aktiviert. Dazu
wurden die T-Lymphozyten direkt in alle Wells ausgesat, wie oben beschrieben. Die K562-A2
CD80" wurden nach dem Bestrahlen wie die T-Lymphozyten drei Mal mit —Arg-Medium
gewaschen und in einer Konzentration von 2,5 - 10% Zellen/ml aufgenommen. AnschlieBend
wurde in alle T-Lymphozyten-Wells 10 ul der K562-A2 CD80"-Zellsuspension dazu pipettiert
(T:K562-Verhaltnis: 2:1), ausgenommen die Kontrollbedingung in +Arg-Medium.

Die Bedingungen mit PMN wurden aus der 24-Well-Platte geerntet und durch Zentrifugation
(2500 rpm in der 5417 R Zentrifuge von Eppendorf, 10 Minuten bei Raumtemperatur) pelle-
tiert. AnschlieBend wurden je 200 pl des reinen, zelllosen Uberstandes in die Wells pipettiert, in
denen sich schon die T-Lymphozyten und Aktivatoren befanden. Die Kontrollmedien wurden
ebenso in 200 pl zu den drei Wells des Tripletts pipettiert. Danach wurde die 96-Well-Platte
fir eine Minute bei 1000 rpm zentrifugiert, um einen guten Zell-Zell-Kontakt am Boden des

Wells zu ermoglichen und fiir 48 Stunden im Inkubator inkubiert.

Nach den 48 Stunden wurde aus jedem Well 50 ul Uberstand in ein ReaktionsgefaB iiberfiihrt
und bei —80°C fiir folgende Experimente eingefroren. Danach wurde in jedes Well 20 pl des
1,85 MBq [*H]-Thymidins (37 MBq wurde mit —Arg-Medium 1:20 verdiinnt) pipettiert und
die Platte erneut fiir 16 Stunden im Inkubator inkubiert. Wahrend dieser 16 Stunden wurde
das radioaktive [*H]-Thymidin von proliferierenden Zellen in die DNA eingebaut. Durch an-
schlieBendes Einfrieren der Platten wurde die Zellmembran zerstort, wodurch die radioaktiv

markierte DNA in das Medium freigesetzt wurde. Indem die Platten erneut aufgetaut wurden,
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konnten die einzelnen Wells mit dem Harvester96 auf ein Filterpapier geerntet werden. An-
schlieBend wurde in dem 1450 LSC & Luminescence Counter die Intensitat der radioaktiven

Strahlung als counts per minute (cpm) gemessen.

3.2.3.3. Direkt-Kokultur

Fur die Direkt-Kokultur wurden die T-Lymphozyten nach der Isolation aus Kapitel [3.2.2]
wie in Kapitel beschrieben, gezahlt und in einer 96-Well-Platte ausgesat. Auch die
PMN wurden direkt nach dem Isolieren ohne Vorinkubation in je 10 ul +Arg-Medium zu den
T-Lymphozyten in die 96-Well-Platte pipettiert. Dazu wurden die PMN in verschiedenen
Konzentrationen aufgenommen, sodass sich ein Verhaltnis von PMN zu T-Lymphozyten von
1:1, 5:1, 10:1 und 20:1 ergab. Von diesen Bedingungen wurden doppelte Tripletts angesetzt.
Zusatzlich zu den PMN-Bedingungen wurden als Kontrollbedingungen T-Lymphozyten ohne
PMN in die 96-Well-Platte ausgesat. AnschlieBend wurde in die Halfte der PMN-Bedingungen
200 ul des +Arg-Mediums pipettiert und in die andere Halfte das +Arg-Medium mit dem
Zusatz von 1 mM nor-NOHA. Auch in die Kontrollbedingungen wurden 200 ul des jeweiligen
Mediums pipettiert.

Die 96-Well-Platte wurde zentrifugiert (1000 rpm, fir 1 Minute bei Raumtemperatur) und fir
48 Stunden im Inkubator inkubiert. Die anschlieBende Behandlung mit [*H]-Thymidin und die
Messung der counts per minute wurde gemaB Kapitel |3.2.3.2| durchgefiihrt.

3.2.3.4. Transwell-Kokultur

Nach der Isolation in Kapitel [3.2.2) wurden die T-Lymphozyten zunichst, wie in Kapitel
beschrieben, gezahlt und in einer Konzentration von 5 - 10° Zellen/ml in —Arg-Medium
aufgenommen. Pro 1 - 10° T-Lymphozyten wurden 5 pul der anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten
Beads dazu pipettiert. Danach wurden in jedes Well einer 24-Well-Platte 50 pl dieser
Zellsuspension pipettiert. Als Kontrollbedingungen wurden zu den 50 ul Zellsuspension
950 pl des Mediums (+Arg-Medium, +Arg-Medium mit dem Zusatz 1 mM nor-NOHA oder
—Arg-Medium) pipettiert. Fir die Bedingungen mit den PMN wurde in ein Well 750 pl
+Arg-Medium und in ein Well 750 ul +Arg-Medium mit dem Zusatz nor-NOHA zu den
T-Lymphozyten gegeben. Die nor-NOHA Konzentration in dem Medium wurde so gewahlt,
dass sich in allen Versuchsansatzen mit nor-NOHA eine Endkonzentration von 1 mM ergab.
Die PMN wurden in verschiedenen Konzentrationen in 200 ul +Arg-Medium aufgenommen,

sodass sich ein finales Verhaltnis von PMN zu T-Lymphozyten von 1:1, 5:1, 10:1, 20:1 ergab.

Die Transwell-Einsatze wurden in die Wells mit den T-Lymphozyten eingesetzt und die 200 pl
der PMN-Zellsuspension in die Einsatze pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte fiir 48 Stun-
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den im Inkubator inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Transwell-Einsatze entfernt und
die T-Lymphozyten im Medium resuspendiert. Aus jedem Well der 24-Well-Platte wurden
200 pl der Zellsuspension in drei Wells einer 96-Well-Platte tberfiihrt, wodurch sich pro Be-
dingung ein Triplett ergab. In diese Platte wurde [*H]-Thymidin dazu gegeben und die Platte
inkubiert (vergleiche Kapitel . Im Anschluss wurde die Radioaktivitdt mit dem 1450

LSC & Luminescence Counter gemessen.

3.2.3.5. CFSE-Assay

Carboxyfluoresceinsuccinimidylester ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der kovalent an intrazellulare
Molekiile bindet. Durch die Zellteilung wird die Konzentration des intrazelluldaren CFSE von
der Mutterzelle auf die beiden Tochterzellen halbiert. So lasst sich mit Hilfe der Abnahme der
CFSE-Konzentration die Anzahl der Zellteilungen einer Zell-Population darstellen. Fiir den
CFSE-Assay wurden die T-Lymphozyten wie in Kapitel[3.2.1.1] gezahlt. 3 - 10° T-Lymphozyten
wurden in 450 pl RPMI-1640 Vollmedium + FCS aus Tabelle 4] aufgenommen. Fiir die Farbung
wurde das CFSE mit DPBS verdiinnt, sodass sich eine Konzentration von 50 uM ergab. Von
dieser Vorverdiinnung wurden 50 ul zu der Zellsuspension pipettiert und gut gemischt. Die
Endkonzentration des CFSE betrug somit 5 uM. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur
fur finf Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurden 5ml des RPMI-1640 Vollmediums
+ FCS dazu pipettiert und die Zellen durch Zentrifugation (1500rpm, 5 Minuten bei
Raumtemperatur) pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet erneut in
5ml des RPMI-Mediums + FCS resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt zwei
Mal durchgefiihrt. AbschlieBend wurde das Zellpellet in ein ReaktionsgefaB tberfiihrt und in
1 ml —Arg-Medium aufgenommen. Durch Zentrifugation wurden die Zellen pelletiert und in
einer Konzentration von 5 - 10% Zellen/ml aufgenommen. Danach wurde die Zellsuspension
gemaB Kapitel mit den anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads in die 96-Well-Platte
ausgesat. Zusatzlich wurden 150.000 T-Lymphozyten in ein FACS-Rohrchen lberfiihrt und in

DPBS gewaschen (vergleiche Kapitel [3.2.2.1)).

Die Kontrollen und die Bedingungen mit den PMN wurden, wie in Kapitel [3.2.3.2] beschrie-
ben, geerntet, zentrifugiert und zu den T-Lymphozyten in die 96-Well-Platte pipettiert.
AnschlieBend wurde die Platte bei 1000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert und fiir vier Tage

im Inkubator inkubiert.

Zusammen mit ungefarbten T-Lymphozyten wurden die gefarbten Zellen an Tag 0 der
Inkubation mit dem PMN-Uberstand mittels des FACS Canto im FITC-Kanal gemessen. Nach
vier Tagen Inkubation der gefirbten T-Lymphozyten mit den PMN-Uberstinden wurden
jeweils die Tripletts einer Bedingung in einem FACS-Rohrchen zusammengefiihrt. Danach

wurde in jedes Rohrchen 1ml DPBS pipettiert. Durch fiinfminitiges Platzieren dieser in
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einem Magneten wurden die anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads an der Réhrchen-Wand
gesammelt. So konnte die Zellsuspension frei von den anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten
Beads in ein frisches Rohrchen (berfiihrt werden. Die Zellen wurden anschlieBend ge-
maB Kapitel gewaschen, in 200 ul DPBS aufgenommen und mit dem FACS Canto

im FITC-Kanal mit den identischen Einstellungen der ungefarbte Kontrolle an Tag 0O gemessen.

Fir die Auswertung mit dem Programm FlowJo wurde die ungefarbte Probe zur Festlegung des
unteren Grenzwertes der FITC-Emission genutzt. Die Histogramme der zusammen gehérenden

Proben wurden zur Veranschaulichung (ibereinandergelegt.

3.2.4. Zytotoxizitats-Assay

Der Zytotoxizitats-Assay wurde in 24-Well-Platten angesetzt. Die transduzierten
T-Lymphozyten wurden nach Kapitel gezahlt und gewaschen. In jedes Well
wurden 600.000 transduzierte T-Lymphozyten in 50 ul —Arg-Medium ausgesat. Wie in
Kapitel beschrieben, wurden die PMN angesetzt und nach drei Tagen Vorinkubation
aus der 6-Well-Platte geerntet. Im Anschluss wurden sie fiir 10 Minuten bei 2500 rpm in der
5417 R Zentrifuge von Eppendorf zentrifugiert. Danach wurden 2 ml des zellfreien Uberstandes
auf die transduzierten T-Lymphozyten in der 24-Well-Platte pipettiert. Die Bedingung PMN
und T-Lymphozyten im Verhaltnis 20:1 in +Arg-Medium mit dem Zusatz 1 mM nor-NOHA
wurde als zusatzliche Kontrollbedingung doppelt angesetzt. AuBerdem wurden in der Platte

folgende Kontrollbedingungen angesetzt:

= je ein Well mit transduzierten T-Lymphozyten in: +Arg-Medium, +Arg-Medium mit
dem Zusatz 1 mM nor-NOHA und —Arg-Medium

= je ein Well mit 1 ml des reinen zelllosen Uberstands der PMN

Die 24-Well-Platte wurde fiir 48 Stunden im Inkubator inkubiert. 24 Stunden nach Beginn
der Inkubation wurden die SAOS-2 Zellen trypsiniert und gezahlt (vergleiche Kapitel .
AnschlieBend wurden die Zellen in einer Konzentration von 0,2 - 10° Zellen/ml in RPMI-1640
(Vollmedium) aufgenommen und 20 ng/ml humanes Interferon-y hinzugefiigt. Je 500 pl dieser
Zellsuspension wurde pro Well einer 24-Well-Platte ausgesat. Fir jede Bedingung wurden
2 Wells ausgesat und zusatzlich zwei Wells fiir eine Kontroll-Bedingung mit RPMI-1640
(Vollmedium) angesetzt. Alle Platten wurden im Inkubator fiir 21 Stunden inkubiert. Nach der
Inkubation wurde in alle Proben (mit Ausnahme von zwei Wells, die als Kontrollen dienten)
0,1 ng des pb53-Peptidyeso72 pipettiert und die Platten fiir weitere drei Stunden im Inkubator
inkubiert. Wahrenddessen wurden fiir die verschiedenen T-Lymphozyten-Bedingungen die
Zellen, wie in Kapitel beschrieben, gezahlt. Durch Zentrifugation (1500 rpm in der
5417 R Zentrifuge von Eppendorf, fir fiinf Minuten bei Raumtemperatur) und anschlieBende
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Resuspension im korrekten Volumen wurden die Zellen auf eine Konzentration von 0,6 - 10°
Zellen/ml gebracht. In der 24-Well-Platte mit den SAOS-2-Zellen wurde nach der Inkubation
von drei Stunden das Medium aspiriert und die Zellen mit DPBS gewaschen. Dazu wurde
in jedes Well 1 ml DPBS pipettiert, die Platte kurz geschwenkt und das DPBS danach
wieder abgesaugt. AnschlieBend wurden je 500 ul der T-Lymphozyten-Bedingungen und
der Kontrollbedingungen in zwei Wells mit SAOS-2-Zellen (mit p53-Peptidagsn72 beladen)
pipettiert. In die zwei Wells mit unbeladenen SAOS-2-Zellen wurde die doppelt angesetzte
Kontrollbedingung (PMN von T-Lymphozyten im Verhaltnis 20:1 in +Arg-Medium mit dem
Zusatz 1mM nor-NOHA) pipettiert. Alle Fliissigkeiten wurden nicht direkt auf die Zellen
pipettiert, sondern am Rand des Wells ablaufen gelassen. Die 24-Well-Platten wurden erneut

in den Inkubator gestellt.

Nach einer Stunde Inkubation wurde die 24-Well-Platte unter dem Mikroskop betrachtet und
die Zytotoxizitat der T-Lymphozyten in den verschiedenen Bedingungen beurteilt. Wenn mit
dem Auge kein vollstandiges Absterben der SAOA-2-Zellen zu sehen war, wurde die Platte fiir
eine weitere Stunde in den Inkubator gestellt. Bei vollstandiger Zytotoxizitat wurde die Fliissig-
keit in allen Wells aspiriert und die Platte ein Mal mit DPBS, wie oben beschrieben, gewaschen.
Danach wurde in jedes Well 1 ml der 4 %-igen Formaldehyd-Lésung aus Tabelle 5| pipettiert und
bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten inkubiert. Die so fixierten SAOS-2-Zellen wurden erneut
mit DPBS gewaschen. In jedes Well wurden 400 pl der 0,05 %-igen Kristallviolett-Lésung aus
Tabelle |5 pipettiert und die Platten fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Platten mit DPBS gewaschen und die Flissigkeit vollstandig abgesaugt. Fur
den optischen Eindruck der Zytotoxizitat wurden die Platten eingescannt. Im Anschluss wur-
den die fixierten, gefarbten Zellen in 500 pl der 5 %-igen SDS-Lésung aus Tabelle[5| gelést. Aus
jedem Well der 24-Well-Platte wurden je 200 ul der Losung in zwei Wells einer 96-Well-Platte
pipettiert. Mit dem Platereader wurde die 96-Well-Platte bei einer Wellenlange von 570 nm
gemessen. Fiir die Auswertung wurde die Bedingung der SAOS-2-Zellen in RPMI-1640 (Voll-
medium) ohne transduzierte T-Lymphozyten als 100 % Uberleben normiert und alle anderen

Bedingungen in Bezug dazu gesetzt.

3.2.5. Aktivierungs- und Exhaustion-Marker

Um die T-Lymphozyten in den verschiedenen Bedingungen aus Kapitel zu evaluieren,
wurden verschiedene Oberflaichenmarker der T-Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie
gemessen: CD25, CD28, CD57, CD69, CD152 (=CTLA-4), CD160, CD279 (=PD-1), TIGIT,
LAG-3 und TIM-3.

Dafiir wurden die T-Lymphozyten an Tag 0, also vor der Inkubation mit den Antikorpern,
wie in Kapitel [3.2.2.1] beschrieben, gefarbt und im FACS Canto gemessen. AuBerdem wurden
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die T-Lymphozyten in einer Konzentration von 15 - 10° T-Lymphozyten/ml in —Arg-Medium
mit den anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und in 96-Well-Platten ausgesat

(vergleiche Kapitel [3.2.3.1)).

Es wurden drei verschiedene Vorinkubationszeitpunkte (24, 48 und 72 Stunden) und vier ver-

schiedene Bedingungen untersucht:

» +Arg-Medium

» +Arg-Medium mit dem Zusatz 1 mM nor-NOHA

= PMN-Uberstand im Verhaltnis PMN zu T-Lymphozyten 10:1
» PMN-Uberstand 10:1 mit dem Zusatz 1 mM nor-NOHA

Dafiir wurden die Zellreste der PMN, wie in Kapitel beschireben, abzentrifugiert
und von dem Uberstand sowie von den Medien je 200 ul in ein Well mit T-Lymphozyten
und Aktivator pipettiert. Es wurde fir jeden Antikorper, fiir jede Bedingung und jeden
Vorinkubationszeitpunkt ein Well angesetzt. AnschlieBend wurden die 96-Well-Platten bei
1000 rpm fiir 1 Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Fir die Messung wurde nach der entsprechenden Vorinkubationszeit ein Well in ein FACS-
Réhrchen iberfilhrt und nach Kapitel gewaschen, gefarbt und gemessen. Als gate
wurde fiir jede Bedingung zu jeder Vorinkubationszeit eine ungefarbte Probe mitgemessen.
Der untere Grenzwert wurde so gesetzt, dass die jeweilige Isotyp-Kontrolle < 1% positive

Zellen aufwies.

3.2.6. Methoden der Proteinanalytik
3.2.6.1. Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurden die PMN nach der lIsolation in einer Konzentration von
50 - 10° Zellen in 1 ml +Arg-Medium resuspendiert und anschlieBend bei -20°C eingefroren.

So konnten sie fiir einige Wochen aufbewahrt werden.

Um das in den Granula gespeicherte Enzym Arginase-1 freizusetzen, wurden die PMN im
Ultraschall-Sonikator in 6 Zyklen je fir 90 Sekunden bestrahlt mit je 5 Sekunden Pause
dazwischen. Im Anschluss daran wurden durch zehn-miniitige Zentrifugation (13000 rpm in
der 5417 R Zentrifuge von Eppendorf bei einer Temperatur von 4°C) die Zellreste pelletiert.
Der Uberstand mit der Arginase-1 wurde in ein frisches ReaktionsgefaB iiberfiihrt. Wahrend-
dessen wurden folgende Konzentrationen des Proteinstandard als Standardreihe angesetzt:
4000 pg/ml, 2000 pug/ml, 1000 pg/ml, 500 ug/ml, 250 ug/ml, 125 ug/ml und 62,5 ug/ml.
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Die DC™ protein reagents A und S wurden im Verhiltnis 50:1 angesetzt. In einer 96-Well-
Platte wurde von dieser Mischung pro Well je 25 ul vorgelegt. Danach wurden 5 pl der Proben
beziehungsweise des Standards in die Wells pipettiert. Die Proben wurden als Tripletts und die
Standardreihe als Doubletten angesetzt. Fiir die messbare Farbreaktion wurde in jedes Well
200 ul des DC™ protein reagent B pipettiert und die Platte fiir zehn Minuten im Dunkeln
inkubiert. Mit dem Platereader wurde die spezifische Farbreaktion bei einer Wellenlange von
690 nm gemessen und die Proteinkonzentration mittels einer fit-Funktion (Kurventyp: 4 Para-

meter) bestimmt.

3.2.6.2. Arginase 1 Aktivitats-Assay

Von den in Kapitel gemessenen Proben wurden in zwei ReaktionsgefaBe je 3,3 ug
Protein in 100 ul DPBS gelost. Das eine ReaktionsgefaB wurde mit +Arg beschriftet und
das andere mit —Arg (als Negativkontrolle). In alle ReaktionsgefaBe wurde 20 ul Mangan(lI1)-
Chlorid aus Tabelle [5| pipettiert. Nach dem Mischen wurden sie auf dem Heizblock bei
einer Temperatur von 56°C fiir acht Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde in alle +Arg
ReaktionsgefaBe 100 ul der 0,5M L-Arginin-Losung pipettiert. Alle Probenansatze wurden

gemischt und fir zwei Stunden auf dem Heizblock bei einer Temperatur von 37°C inkubiert.

In dieser Zeit wurde die Standardreihe angesetzt, indem 900 ul des Saduregemisches aus Tabelle
mit 100 ul Harnstoff-Losung gemischt wurde. Der Harnstoff wurde so mit destilliertem
Wasser verdiinnt, dass sich folgende Konzentrationen ergaben: 60 ng/ml, 45 ng/ml, 30 ng/ml,
15ng/ml und 7,5ng/ml. Zusatzlich wurde eine Probe mit reinem destilliertem Wasser (also

0 ng/ml Harnstoff) fiir die Standardreihe angesetzt.

Nach den zwei Inkubationsstunden wurde die Reaktion mit dem Sauregemisch abgestoppt,
indem alle ReaktionsgefaBe mit diesem auf 1 ml aufgefiillt und anschlieBend gemischt wurden.
Zu allen Probenansatzen und Standards wurden 40 pl der ISPF-Lésung aus Tabelle 5] pipettiert
und gemischt. Die Ansatze wurden im Dunkeln erst auf dem Heizblock fiir 30 Minuten bei
einer Temperatur von 95°C und im Anschluss fiir weitere 30 Minuten bei einer Temperatur von
4°C inkubiert. Fiir die Messung im Platereader wurde fiir jede Probe und jeden Standard eine
Doublette mit je 200 ul der Probe oder des Standards in einer 96-Well-Platte angesetzt. Mit
dem Platereader wurde die spezifische Farbreaktion bei einer Wellenlange von 530 nm gemes-
sen und die Harnstoffkonzentration mittels einer fit-Funktion (Kurventyp: lineare Regression)

ausgerechnet. Zur Berechnung der Arginase-1 Aktivitat wurde folgende Formel verwendet:

ug Harnstoff > 1000 x 303

Aktivitat [mU/mg Protein] = 60 /mol x 120 Minuten

(3.1)
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3.2.6.3. Interferon-y ELISA

Tabelle 11: Verwendete Losungen und Puffer.

Losungen /Puffer Zusammensetzung
assay diluent DPBS
10 % FCS, hitzeinaktiviert

coating buffer 7,13 g NaHCO3
1,59g N32C03
11 destilliertes H,O

pH = 9,5 mit 1 N Natronlauge einstellen

Waschpuffer DPBS
0,05 % TWEEN®20

Fir den Interferon-y-ELISA wurde das in Tabelle (3] beschriebene Human IFN-y ELISA
Set genutzt. Der capture antibody wurde mit dem coating buffer aus Tabelle 1:250
verdiinnt. In eine 96-Well-ELISA-Platte wurde pro Well 50 ul der Mischung vorgelegt. Die 96-
Well-Platte wurde tiber Nacht mit Folie abgedeckt und bei einer Temperatur von 4°C inkubiert.

Mit dem Waschpuffer aus Tabelle [11] wurde die 96-Well-Platte drei Mal gewaschen, indem die
Wells mit dem Puffer ausgespiilt wurden. Die Flissigkeit wurde anschlieBend ausgeschiittet
und die Reste auf einem Papier ausgeklopft. In jedes Well wurden 200 pul assay diluent
pipettiert, die Platte erneut mit der Folie abgedeckt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrenddessen wurden die Proben mit dem assay diluent 1:5 verdinnt. Als
Standradreihe wurde das humane Interferon-y mit dem assay diluent verdiinnt, sodass sich
folgende Konzentrationen ergaben: 3000 pg/ml, 1000 pg/ml, 333 pg/ml, 111 pg/ml, 37 pg/ml,
12,3 pg/ml und 4,1 pg/ml.

Nach der Inkubation wurde die Platte erneut, wie oben beschrieben, drei Mal mit dem
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde pro Well 50 ul der Probe beziehungsweise
des Standards pipettiert. Dabei wurden Tripletts fiir die Proben und Doubletten fir die
Standardreihe angesetzt. Danach wurde die Platte mit der Folie abgedeckt und fiir wei-
tere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde der sogenannte
Arbeits-Detektor angesetzt. Dafiir wurde der detection antibody und das Enzym-Reagenz

Streptavidin horseradish Peroxidase jeweils 1:250 mit assay diluent verdiinnt.
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Nach den zwei Stunden Inkubation wurde die Platte finf Mal gewaschen. AnschlieBend wurde
in jedes Well 50 ul des detection antibody pipettiert, die Platte mit der Folie abgedeckt und

fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde die Platte sieben Mal gewaschen. AnschlieBend wurde Substrat A und B aus
Tabelle [3| 1:1 gemischt und hiervon 100 ul in jedes Well pipettiert. Die Platte wurde fiir

weitere 30 Minuten mit der Folie abgedeckt und bei Raumtemperatur inkubiert.

AbschlieBend wurde zum Abstoppen der Reaktion in jedes Well 50 ul der 2N Schwefelsiure
pipettiert. Im Platereader wurde die Farbreaktion bei einer Wellenlange von 450 nm und einem
Hintergrund von 570 nm gemessen. Die Interferon-y-Konzentration konnte mittels einer fit-
Funktion (lineare Regression mit logarithmischen Achsen) bestimmt werden. In die endgiltigen

Konzentrationswerte wurde der Verdiinnungsfaktor mit einberechnet.

3.2.6.4. Human cytokine array

Fir den human cytokine array wurde das in Tabelle (3| beschriebene Kit human proteome
profiler™ array genutzt. Alle Proben und Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht.
Die Proben wurden mit 0,5 ml array buffer 4 gemischt und mit array buffer 5 auf ein Volumen
von 1,5ml aufgefiillt. Der detection antibody cocktail wurde in 100 pl destilliertem Wasser
aufgenommen. Zu jeder Probe wurden 15 ul des Cocktails pipettiert und fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. In jedes Well der 4-Well-Multifunktions-Platte wurden 2 ml
des array buffer 4 pipettiert. Die Membranen wurden mit einer Pinzette aus der Schutzfolie
in je eine Kammer der 4-Well-Multifunktions-Platte gelegt und fiir eine Stunde auf der
Schittelplatte bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden dabei vollstandig von
der Flissigkeit bedeckt. Danach wurde der array buffer 4 vollstandig aus den Kammern
der 4-Well-Multifunktions-Platte aspiriert und stattdessen pro Kammer eine der verdiinnten
Proben pipettiert. Die 4-Well-Multifunktions-Platte wurde abgedeckt und tber Nacht bei

einer Temperatur von 4°C auf der Schiittelplatte inkubiert.

Das Waschpufferkonzentrat wurde 1:25 mit destilliertem Wasser verdiinnt und dann je 20 ml
des Waschpuffers in eine Plastikbox vorgelegt. Danach wurde jede Membran aus der 4-Well
Multifunktions-Platte in eine individuelle Plastikbox mit dem Waschpuffer tberfiihrt und fir
zehn Minuten bei Raumtemperatur auf der Schiittelplatte inkubiert. Danach wurden die 20 ml
Waschpuffer aspiriert und dieser Waschschritt weitere zwei Male wiederholt. Wahrenddessen
wurde die 4-Well-Multifunktions-Platte mit destilliertem Wasser gereinigt und abgetrocknet.
Nach dem Waschen wurden die Membranen in die gereinigte 4-Well-Multifunktions-Platte zu-
riick Gberfiihrt. Dabei wurde Uberschiissiger Waschpuffer entfernt, indem die Membranen mit

der Ecke vorsichtig auf ein Papiertuch getupft wurden. Die Streptavidin horseradish Peroxida-
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se wurde 1:2000 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Von dieser Mischung wurden 2 ml neben
jede Membran pipettiert, sodass sie vollstandig mit Flissigkeit bedeckt waren. Bei Raumtem-
peratur wurde die 4-Well-Multifunktions-Platte fiir drei Minuten auf der Schittelplatte inku-
biert. AnschlieBend wurden die Membranen drei Mal mit 20 ml des Waschpuffers gewaschen.
Nach dem letzten Aspirieren des Waschpuffers wurden die Membranen mit der Identifikati-
onsnummer nach oben auf eine Plastikfolie gelegt. Das Chemi-Reagenz 1 wurde 1:1 mit dem
Chemi-Reagenz 2 gemischt. Auf jede Membran wurde 1 ml dieser Mischung getropft, sodass
sie vollstandig bedeckt waren. Die Membranen wurden mit Plastikfolie abgedeckt im Dunkeln
fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissige Chemi-Reagenzien wurden mit
Papiertiichern vorsichtig abgetupft und die Membranen mit dem iBright bei verschiedenen

Belichtungszeiten ausgelesen.

67






4. Ergebnisse

4.1. Hyperaktivierung der Proliferation von
T-Lymphozyten durch PMN

Im folgenden Kapitel wird die Proliferation der T-Lymphozyten unter dem Einfluss des PMN-
Uberstandes mit und ohne Arginase 1-Inhibitor in verschiedenen Versuchsbedingungen be-
schrieben. Dabei wurden die beiden Zellpopulationen nicht in direkter Kokultur inkubiert, son-
dern die T-Lymphozyten lediglich in PMN-Uberstand. In der direkten Kokultur ist bekannt,
dass PMN die Proliferation von T-Lymphozyten supprimieren [102]. Wie verandert sich die
Proliferation in PMN-Uberstand?

4.1.1. Alligemeine Anmerkungen zu den Proliferations-Assays

Fir die folgenden Versuche wurden die T-Lymphozyten und die PMN aus humanem
Vollblut gesunder Blutspender isoliert, wie in Kapitel beschrieben. Die verwendeten
Zellpopulationen wurden zur Kontrolle der Reinheit auf die Expression charakteristischer
Oberflachenproteine (CD66b fir PMN und CD3 fir T-Lymphozyten) untersucht. Die
Reinheit der PMN lag in allen 29 voneinander unabhangigen Versuchen bei >94% und die
der T-Lymphozyten stets bei >95%. Ein reprasentatives Ergebnis ist im Anhang in den

Abbildungen [38 und [39] auf den Seiten und dargestellt.

Die PMN wurden in den Konzentrationen 0,05-10° 0,25-10% 0,5-10° 1-10° und
2,510 Zellen/ml mit und ohne Arginase-Inhibitor fiir 72 Stunden in +Arg-Medium inkubiert.
Die T-Lymphozyten wurden wahrenddessen fiir 3 Tage im Inkubator kultiviert. AnschlieBend
wurden sie mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und zu 0,05 - 10° Zellen /Well
vorgelegt. Die verschiedenen PMN-Bedingungen wurden abzentrifugiert und der zellfreie Uber-
stand auf die T-Lymphozyten pipettiert. Somit ergab sich in den Versuchs-Wells ein PMN:T-
Verhaltnis von 1:1 bis 50:1. Die T-Lymphozyten wurden im PMN-Uberstand weitere 48
Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Analyse der unterschiedlichen Proliferation der
T-Lymphozyten mittels [*H]-Thymidin-Assays. Der schematische experimentelle Aufbau ist in
Abbildungdargestellt. Zusatzlich zu den PMN-Uberstanden wurden folgende vier Medium-

Bedingungen als Referenz angesetzt:
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1. nicht aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium
2. aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium
3. aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium mit Arginase 1-Inhibitor

4. aktivierte T-Lymphozyten in —Arg-Medium

150 uM-Arg PMN-Uberstand/
Medium Medium 37 kBq
+ + [*H]-Thymidin Proliferations-
PMN T-Lymphozyten 16 Stunden Analyse

®g o
®g e ® 7

! ! !

Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 6

Abb. 10: Schematischer experimenteller Aufbau des [*H]-Thymidin-Assays: Nach
der Isolierung wurden die PMN fir 72 Stunden mit und ohne Arginase-Inhibitor inkubiert
und davon Uberstand generiert. AnschlieBend wurden die T-Lymphozyten 48 Stunden in den
PMN-Uberstanden oder in den Medium-Bedingungen inkubiert. Danach wurde das radioaktive
[H]-Thymidin hinzugefiigt und fiir weitere 16 Stunden inkubiert. Zum Schluss wurde die
Proliferation in den verschiedenen Bedingungen analysiert.

In den folgenden Kapiteln bis [4.5.2]sind in den Abbildungen die Ergebnisse verschiedener
[*H]-Thymidin-Assays dargestellt. Die Proliferation der T-Lymphozyten wird dabei immer in
einem Balkendiagramm aufgetragen. Ein Beispiel-Diagramm, in dem der schematische Aufbau
zu erkennen ist, wird in Abbildung [11] gezeigt.

Auf der X-Achse ist zu sehen, in welchen Bedingungen die T-Lymphozyten des jeweiligen
Balkens inkubiert wurden. Ein ,,+" in der Spalte steht fiir einen ,,in den Bedingungen enthal-
tenen Stoff”, wohingegen ein leeres Feld das Fehlen des Stoffes kennzeichnet. Zur leichteren
Ubersicht sind Gruppen von Balken, wie zum Beispiel die Medium-Bedingungen oder gleiche
PMN:T-Verhaltnisse mit Hilfe von gestrichelten senkrechten Linien voneinander getrennt. Die
PMN- und Medium-Bedingungen ohne Arginase 1-Inhibitor sind stets als einfarbige Balken
dargestellt, wohingegen die Bedingungen mit Arginase 1-Inhibitor als gemusterte Balken (dia-
gonal gestreifte Balken fir nor-NOHA und senkrecht gestreifte Balken fiir CB-1158) erscheinen.

Spezielle Balken werden in den entsprechenden Kapiteln erlautert.
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Auf der Y-Achse ist die Proliferation der
T-Lymphozyten in Prozent abzulesen.
Dabei wurde in jedem Experiment die
Proliferation nach Aktivierung ohne
Zugabe von Arginase-Inhibitor als 100 %
normiert und die Ubrigen Aktivierungen
zu dieser in Relation gesetzt. Da es
sich bei jedem Experiment um indi-
viduelle Blutspender handelt, zeigen
die T-Lymphozyten groBe quantitati-
ve Unterschiede in der Aktivitat und
Proliferation. Durch die Normierung
werden diese absoluten Unterschiede fiir
die Vergleichbarkeit der diversen Bedin-
gungen eliminiert. In den Abbildungen
sind somit ausschlieBlich die Effekte der
verschiedenen PMN-Uberstande auf die
Proliferation der T-Lymphozyten darge-
stellt. Es ist das Mittel der normierten
Werte aller Experimente zu sehen mit
der jeweiligen Standardabweichung. Si-
gnifikante Unterschiede der Proliferation
zwischen den Bedingungen sind durch

horizontale Linien gekennzeichnet.

150+
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150 M Arg  + | +
CD3/28 + +
1 mM nor-NOHA +
100 uM CB-1158 +

Abb. 11: Beispiel-Diagramm: Zu sehen ist
ein beispielhaftes Schema der [*H]-Thymidin-
Assays. Der erste Balken zeigt den auf 100 %
normierten Mittelwert nach Aktivierung in
+Arg-Medium. Zu dieser Bedingung wurden
alle anderen in Relation gesetzt. Die anderen
beiden Balken zeigen die relativen Proliferati-
onswerte der Bedingung nach Aktivierung und
Zugabe von nor-NOHA oder CB-1158. Die je-
weilige Standardabweichung ist als , T"-Balken
dargestellt. Senkrechte Linien trennen Gruppen
von Bedingungen und horizontale Linien mar-
kieren Signifikanzen.

4.1.2. Proliferation der T-Lymphozyten unter Inhibition der
PMN-Arginase durch nor-NOHA

In den folgenden zwei Experimenten wurde der kompetitive Arginase 1- und 2-Inhibitor
nor-NOHA zur Inhibition der Arginase 1 der PMN verwendet. Mit zwei unterschiedlichen

Methoden wurde der Einfluss des PMN-Uberstandes auf die Proliferation der T-Lymphozyten

mit und ohne Inhibitor evaluiert. Die Inhibition der PMN-Arginase fand also wahrend der
Inkubation der PMN und somit vor Inkubation der T-Lymphozyten statt. In Abbildung[12]sind
die Ergebnisse des [*H]-Thymidin-Assays zu sehen und in Abbildung die des CFSE-Assays.
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[H]-Thymidin-Assay

Fiir den [*H]-Thymidin-Assay wurden die T-Lymphozyten in den verschiedenen PMN- und
Medium-Bedingungen fiir 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden 37 kBq radioaktives
[*H]-Thymidin hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 16 Stunden in den Inkubator gestellt.
Im (3-Counter wurde im Anschluss die zellgebundene, das heiBt die in die DNA inkorporierte,
Radioaktivitait der T-Lymphozyten gemessen. Das radioaktive [*H]-Thymidin wird in der
Synthese-Phase der Mitose proliferierender Zellen zur DNA-Replikation eingebaut. Die
zellgebundene Radioaktivitat ist also ein MaB fiir die DNA-Synthese im Rahmen der Mitose

der Zellen und somit auch ein MaB der Proliferation wahrend der 16-stiindigen Inkubation.

Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten

1:1 5:1 10:1 20:1 50:1
*kk
2000+ i
_|_
*kk
- 1500
§ *kk
c
.0
© 1000
2
©
|
o
500+ /
150 uM Arg + + + + + + +
CD3/28 + + + + + +
1 mM nor-NOHA + + + + + +

Abb. 12: [3H]-Thymidin-Assay: Proliferation von T-Lymphozyten in PMN-
Uberstand mit und ohne nor-NOHA: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads ak-
tivierte T-Lymphozyten wurden fiir 48 Stunden in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA
inkubiert. Die Proliferation wurde mittels des [*H]-Thymidin-Assays ermittelt. Zu sehen ist die
Auswertung von 29 unabhangigen Experimenten.

In Abbildung lassen sich die unterschiedlich starken Proliferationen der T-Lymphozyten
in den PMN- und Medium-Bedingungen deutlich erkennen. Ohne Aktivierung beziehungs-
weise nach Aktivierung in —Arg-Medium zeigten die T-Lymphozyten keine Aufnahme von
[H]-Thymidin. Das heiBt in diesen Bedingungen proliferierten die T-Lymphozyten nicht. Die
Proliferation nach Aktivierung mit und ohne Zugabe von nor-NOHA unterschied sich nicht si-
gnifikant voneinander. Die absoluten counts per minute lagen bei Aktivierung ohne nor-NOHA
bei 4230+ 3894 cpm und bei Aktivierung mit nor-NOHA bei 3368 & 297 cpm. Die Zugabe
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von nor-NOHA hatte demnach keinen Einfluss auf die Proliferation der T-Lymphozyten.
Diese hohe Abweichung in den absoluten counts per minute resultiert aus der individuellen
Proliferationsfahigkeit der T-Lymphozyten aus den verwendeten Blutspenden. Die Prolife-
ration der verschiedenen T-Lymphozyten differiert deutlich voneinander. Jedes Experiment
separat betrachtet, zeigt eine geringe Standardabweichung, was durch die in Kapitel
beschriebene Normierung in Abbildung [12] gezeigt werden konnte.

Im Vergleich zu der Aktivierung ohne PMN-Uberstand war in den Aktivierungsbedingungen
mit PMN-Uberstand ab einem PMN:T-Verhiltnis von 5:1 eine deutliche Veranderung der
Proliferation zu erkennen. In den Bedingungen mit einem Verhaltnis von 1:1 gab es sowohl in
der Bedingung ohne nor-NOHA, als auch in der Bedingung mit nor-NOHA keinen signifikanten
Unterschied zu den Medium-Bedingungen. Ab einem Verhaltnis von 5:1 war jedoch zu sehen,

dass die Proliferation in den Bedingungen ohne nor-NOHA vollstéandig inhibiert wurde.

Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA zeigte sich dagegen ein starker Anstieg
der Proliferation. Dieser Anstieg korrelierte mit dem PMN:T-Verhaltnis. Von 1:1 bis 20:1 war
ein kontinuierlicher Anstieg zu sehen. Erst ab einem Verhaltnis von 50:1 sank die Proliferation
wieder ab. Maximal wurde sie also in der 20:1-Bedingung mit nor-NOHA. Der Mittelwert
betrug 24631 + 12866 cpm, was einer 11-fachen Erhéhung im Vergleich zur konventionellen
Aktivierung ohne PMN-Uberstand entspricht.

CFSE-Assay

Fir den CFSE-Assay wurden die T-Lymphozyten in verschiedenen Bedingungen in der
Durchflusszytometrie gemessen. CFSE ist ein fluoreszierender Farbstoff, der kovalent an
intrazelluldare Molekiile bindet. Die Aufnahme von CFSE in die T-Lymphozyten kann somit
durch die Fluoreszenz-Emission der Zellen gemessen werden. Mit jeder Zellteilung halbiert
sich die Konzentration des intrazelluldren CFSE von der Mutter- auf die zwei Tochter-Zellen.
Eine Halbierung der Konzentration des CFSE zeigt also einen Mitose-Zyklus dieser Zelle an.
Daher lasst sich mit Hilfe des CFSE-Assays die Anzahl der Zellteilungen einer Zellpopulation
iber einen bestimmten Zeitraum hinweg darstellen. In der Durchflusszytometrie wurde die
Intensitat der Fluoreszenz des CFSE im FITC-A Kanal gemessen. Die Starke der FITC-A-

Aktivitat korreliert somit mit der intrazelluldren Konzentration von CFSE.

Die T-Lymphozyten wurden mit dem fluoreszierenden CFSE gefarbt und mit anti-CD3/anti-
CD28-gekoppelten Beads aktiviert. Im Anschluss daran wurden sie fir 96 Stunden in den
PMN-Uberstanden (Verhaltnisse 1:1 bis 20:1) mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Als
Medium-Bedingungen wurden die vier, in Kapitel beschriebenen, Bedingungen mit
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CFSE-gefarbten T-Lymphozyten angesetzt. Zur Bestimmung des unspezifischen zellularen
Fluoreszenz-Hintergrundes wurden ungefarbte T-Lymphozyten in der Durchflusszytometrie
gemessen. Die nachgewiesene FITC-A-Aktivitat diente zur passenden Einstellung der Un-
tergrenze des FITC-A-Kanals fir alle Medium- und PMN-Bedingungen. Zudem wurde die
Aktivitaten der mit CFSE-gefarbten T-Lymphozyten vor der 96-stiindigen Inkubation gemes-
sen. Diese Fluoreszenzaktivitat definierte die hochste Menge an CFSE, die die T-Lymphozyten
vor der ersten Zellteilung aufnehmen konnten (vergleiche Abbildung auf Seite im
Anhang). Der Mittelwert der relativen Fluoreszenz-Intensitat lag hier bei 2269. Diese Aktivitat
legte die Obergrenze der intrazellularen CFSE-Aktivitat der T-Lymphozyten fest. AuBerdem
ist in Abbildung [40] auf Seite im Anhang die CFSE-Aktivitat ohne Aktivierung sowie nach
Aktivierung in +Arg- und —Arg-Medium dargestellt.

In Abbildung ist ein reprasentatives Ergebnis eines CFSE-Assays eines Blutspenders
dargestellt. Die Ergebnisse der jeweiligen PMN:T-Verhéltnisse sind in den Abbildungen
[13al{13d] getrennt voneinander abgebildet. Auf der X-Achse ist die FITC-A-Aktivitat und damit
auch die CFSE-Aktivitat logarithmisch aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die counts an, also die
Anzahl an T-Lymphozyten, die in dieser FITC-A-Aktivitat detektiert wurden.

Zu sehen ist die CFSE-Aktivitat der T-Lymphozyten in drei farbigen Kurven:
» gelb: T-Lymphozyten aktiviert in +Arg-Medium

= blau: T-Lymphozyten aktiviert in PMN-Uberstand
= rot: T-Lymphozyten aktiviert in PMN-Uberstand mit Zugabe von nor-NOHA

In +Arg-Medium ist durch die Maxima der Kurve erkennbar, dass die T-Lymphozyten
wahrend der 96-stiindigen Inkubation mehrere Zellteilungszyklen durchliefen. Die Mehrheit
der T-Lymphozyten wurde jedoch mit maximaler CFSE-Aktivitdt gemessen. Sie proliferierten

wahrend des Experiments nicht.

Die Proliferation der T-Lymphozyten unterschied sich bei Aktivierung in PMN-Uberstand mit
und ohne nor-NOHA sowohl im CFSE-Assay als auch im [*H]-Thymidin-Assay (Abbildung[12)),
deutlich von den Kontrollbedingungen, in denen die T-Lymphozyten in +Arg-Medium aktiviert
wurden. Entgegen den Beobachtungen im [*H]-Thymidin-Assay war diese Anderung jedoch
im CFSE-Assay in allen PMN:T-Verhaltnissen erkennbar und nicht erst ab einem Verhaltnis
von 5:1. Die T-Lymphozyten zeigten bei Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA
eine geringere Proliferation als die T-Lymphozyten in der konventionellen Aktivierung ohne
PMN-Uberstand. In dem 1:1-Verhiltnis konnte noch ein kleiner Teil der T-Lymphozyten
mit nur einem durchlaufenen Zellzyklus nachgewiesen werden. Ab einem Verhaltnis von 5:1

proliferierten die T-Lymphozyten jedoch nicht mehr.
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(a) PMN: T-Lymphozyten 1:1 (b) PMN: T-Lymphozyten 5:1
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aktiviert in +Arg-Medium 10000 61,1 aktiviertin +Arg-Medium 10000 61,1
aktiviertin PMN-Uberstand 1:1 6969 99,8 aktiviertin PMN-Uberstand 5:1 7555 120
aktiviertin PMN-Uberstand 1:1 mit nor-NOHA 7205 48,7 aktiviertin PMN-Uberstand 5:1 mit nor-NOHA 7288 48,1
(c) PMN: T-Lymphozyten 10:1 (d) PMN : T-Lymphozyten 20:1
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T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A
aktiviert in +Arg-Medium 10000 61,1 aktiviertin +Arg-Medium 10000 61,1
aktiviertin PMN-Uberstand 10:1 7781 126 aktiviertin PMN-Uberstand 20:1 7840 133
aktiviertin PMN-Uberstand 10:1 mit nor-NOHA 7319 40,6 aktiviertin PMN-Uberstand 20:1 mit nor-NOHA 7393 41,4

Abb. 13: CFSE-Assay: Proliferation von T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit und
ohne nor-NOHA: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte und CFSE-gefarbte
T-Lymphozyten wurden fiir 96 Stunden in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA inkubiert.
Eine Halbierung der CFSE-Aktivitat zeigt einen durchlaufenen Zellzyklus der T-Lymphozyten
an. Zu sehen ist ein reprasentatives Ergebnis. Die T-Lymphozyten zeigten bei Aktivierung in
PMN-Uberstand ohne nor-NOHA eine geringere Proliferation verglichen mit der Aktivierung
in +Arg-Medium. Im Gegensatz dazu war bei Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA
eine Hyperaktivierung der Proliferation erkennbar.
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Die maximale mittlere Fluoreszenz-Intensitat konnte im 20:1-Verhaltnis detektiert werden und
liegt bei 133. Somit (ibersteigt die CFSE-Aktivitat der T-Lymphozyten nach Aktivierung in
PMN-Uberstand deutlich die konventionell aktivierten T-Lymphozyten. Hier liegt die mittlere
Fluoreszenz-Aktivitat lediglich bei 84,1.

Im Vergleich dazu war nach Aktivierung der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit
nor-NOHA eine deutlich niedrigere CFSE-Aktivitdt messbar. Die T-Lymphozyten durchliefen
hier also mehrere Zellzyklen und proliferierten stark. Dies war in allen PMN:T-Verhaltnissen
zu beobachten. Mit zunehmendem Verhaltnis stellte sich eine abnehmende Fluoreszenzinten-

sitat dar. Minimal wird die mittlere Fluoreszenz-Intensitat in dem 10:1-Verhaltnis mit nur 40,6.

Zusammenfassend zeigte sich also durch Aktivierung der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA eine Zunahme der CFSE-Aktivitdt und damit eine Abnahme der durchlau-
fenen Zellzyklen und der Proliferation im Vergleich zur konventionellen Aktivierung. Nach
Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA war der gegenteilige Effekt zu beobachten. Die
T-Lymphozyten stellten sich mit niedriger CFSE-Aktivitat also mit mehr durchlaufenen Zell-
zyklen und vermehrter Proliferation dar. Diese Beobachtungen stimmen mit denen aus dem
[*H]-Thymidin-Assay aus Abbildung [12| iberein.

4.1.3. Proliferation der T-Lymphozyten unter Inhibition der
PMN-Arginase durch CB-1158

Zur Bestatigung der in Kapitel beobachteten Hyperaktivierung der Proliferation der
T-Lymphozyten wurde neben zwei verschiedenen Methoden zur Evaluation der Proliferation
zusatzlich auch ein weiterer Arginase-Inhibitor verwendet. CB-1158 ist, wie nor-NOHA,
ein Arginase 1- und 2-Inhibitor [122, [123]. Fir den [*H]-Thymidin-Assay wurden die
T-Lymphozyten mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und fiir 48 Stunden im
PMN-Uberstand mit und ohne CB-1158 inkubiert (vergleiche Kapitel . Es wurden die
PMN:T-Verhaltnisse von 1:1 bis 20:1 verwendet. Zudem wurden die vier, in Kapitel

beschriebenen, Medium-Bedingungen angesetzt.

Die Proliferation der T-Lymphozyten ohne Medium-Bedingungen zeigt in Abbildung ein
dhnliches Bild, wie es in Abbildung [I2) mit nor-NOHA zu sehen ist. Ohne Aktivierung und nach
Aktivierung in —Arg-Medium war erneut keine Proliferation erkennbar. Im Gegensatz dazu
uberstieg sie nach Aktivierung mit CB-1158 die Proliferation ohne CB-1158. Der Unterschied
der Proliferation dieser beiden Bedingungen war jedoch statistisch nicht signifikant. Somit
hatte die Zugabe von CB-1158, genau wie die Zugabe von nor-NOHA, keinen Effekt auf die

Proliferation. Die absoluten counts per minute lagen nach Aktivierung ohne CB-1158 bei
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3263 + 1582 cpm und mit CB-1158 bei 7843 + 2118 cpm und wichen somit nicht signifikant
von der Proliferation des [*H]-Thymidin-Assays mit nor-NOHA in Abbildung ab.
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Abb. 14: Proliferation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit und ohne CB-
1158: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten wurden 48
Stunden in PMN-Uberstand mit und ohne CB-1158 inkubiert. Die Proliferation wurde mittels
des [*H]-Thymidin-Assays gemessen. Zu sehen ist die Zusammenfassung von drei unabhangi-
gen Experimenten.

Wie schon in Abbildung war eine starke Hyperaktivierung bei Inhibition der PMN-
Arginase durch CB-1158 zu messen. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne CB-1158
zeigten die T-Lymphozyten in allen Verhaltnissen eine geringere Proliferation. Wahrend
ohne gleichzeitige Arginase-Inhibition bei einem PMN:T-Verhaltnis von 5:1 wiederum eine
komplette Inhibition der Proliferation gemessen wurde, fand sich bei Zunahme des Verhaltnis-

ses eine T-Lymphozyten-Proliferation auf dem Niveau nach Aktivierung ohne PMN-Uberstand.

Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit CB-1158 dagegen zeigte sich ab dem 5:1-Verhiltnis
ein deutlicher Anstieg der Proliferation verglichen mit der Bedingung ohne PMN-Uberstand.
Im 10:1-Verhaltnis lieB sich ein weiterer Anstieg erkennen, wohingegen die Proliferation
im 20:1-Verhaltnis wieder leicht abfiel. Diese Beobachtung erinnert an den Abfall der
Proliferation von dem 20:1-Verhaltnis zum 50:1-Verhaltnis in Abbildung [12] Thr Maximum
erreichte die Proliferation somit im 10:1-Verhaltnis mit CB-1158 mit 29253 4+ 7807 cpm. Dies
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entspricht einer 10-fachen Steigerung der Proliferation der konventionellen Aktivierung ohne
PMN-Uberstand.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass sich in den [*H]-Thymidin-Assays eine Suppression der
Proliferation nach Aktivierung ohne Inhibitor nachweisen lasst. Die Zugabe beider Inhibitoren
flihrte zu einem starken Anstieg der Proliferation ab einem Verhaltnis von 5:1. Dieser Anstieg
korrelierte bei beiden Inhibitoren mit dem Anstieg des PMN:T-Verhaltnisses. Sowohl die
absoluten counts per minute, als auch der relative Anstieg der Proliferation waren in den

jeweiligen Experimentalreihen mit den beiden Arginase-Inhibitoren vergleichbar.

4.1.4. Proliferation verschiedener T-Lymphozyten-Populationen in
PMN-Uberstand

Fir die bisherigen Experimente wurden die T-Lymphozyten mittels negativer Selektion als
CD3*-T-Lymphozyten isoliert. In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde der Einfluss
des PMN-Uberstandes auf die Subpopulationen von CD4*- und CD8'-T-Lymphozyten
untersucht. Dafiir wurden die T-Lymphozyten, wie in Kapitel beschrieben, nach CD4*-
und CD8*-T-Lymphozyten getrennt isoliert. Die Reinheit der Zellpopulationen wurde anhand
der Expression der charakteristischen Oberflachenproteine CD4 und CD8 gemessen. Dabei
lag die Expression von CD4 in vier voneinander unabhangigen Versuchen stets >98 % und
die von CD8 in drei voneinander unabhangigen Versuchen bei >83%. Das Ergebnis einer
reprasentativen Messung ist im Anhang in Abbildung [39] auf Seite dargestellt.

Die Proliferation beider Subpopulationen wurde identisch zu dem [*H]-Thymidin-Assay der
CD3*-Gesamtpopulation der T-Lymphozyten gemessen (vergleiche Abbildung . Dazu
wurden beide Subpopulationen jeweils mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert
und im PMN-Uberstand (PMN:T-Verhaltnis 1:1 bis 20:1) mit und ohne nor-NOHA fiir 48
Stunden inkubiert. AuBerdem wurden fiir beide Subpopulationen die vier, in Kapitel
beschriebenen, Medium-Bedingungen angesetzt.

Abbildung [15| zeigt die Ergebnisse der [*H]-Thymidin-Assays beider Subpopulationen neben-
einander. In Abbildung ist die Proliferation der CD4"-T-Lymphozyten und in Abbildung
die der CD8"-T-Lymphozyten zu sehen. Ohne Aktivierung beziehungsweise nach Akti-
vierung in +Arg- oder —Arg-Medium verhielten sich beide Subpopulationen ahnlich wie die
Gesamtpopulation an CD3'-T-Lymphozyten, deren Proliferation in Abbildung [12| dargestellt
ist. Dabei war sie ohne Aktivierung und nach Aktivierung in —Arg-Medium so gering, dass sie

graphisch nicht darstellbar war. Nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA
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unterschied sie sich nicht signifikant voneinander. Das heiBt, auch in den Subpopulationen
hatte die Zugabe von nor-NOHA keinen Effekt auf die Proliferation.

Bei Betrachtung der absoluten counts per minute proliferierten beide Subpopulationen gleich
stark in den Medium-Bedingungen. Nach Aktivierung ohne nor-NOHA lag die Proliferation
der CD4'-T-Lymphozyten bei 1453 4+516cpm und die der CD8'-T-Lymphozyten bei
1909 + 523 cpm. Nach Aktivierung mit nor-NOHA proliferierten die CD4"-T-Lymphozyten
mit 1421 4+ 703 cpm und die CD8"-T-Lymphozyten mit 1558 4510 cpm. Damit unterschieden
sich die konventionellen Aktivierungsbedingungen der beiden Subpopulationen nicht signifi-

kant voneinander und auch nicht von der Gesamtpopulation der CD3*-T-Lymphozyten (in
Abbildung [12] dargestellt).
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Abb. 15: Proliferation der CD4*- bzw. CD8*-T-Lymphozyten in PMN-Uberstand
mit und ohne nor-NOHA: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte, mittels
negativer Selektion aufgereinigte, CD4"- bzw. CD8*-T-Lymphozyten wurden jeweils in PMN-
Uberstand mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Die Proliferation wurde mittels [*H]-Thymidin-
Assay gemessen. Zu sehen sind fiir beide Subpopulationen die Auswertungen von vier unab-
hangigen Experimenten.

Beide Subpopulationen zeigten eine veranderte Proliferation nach Inkubation in PMN-
Uberstand. Diese wird ab einem PMN:T-Verhaltnis von 5:1 sichtbar. Nach Aktivierung
in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA war sie in beiden Subpopulationen durch den PMN-
Uberstand vollstandig supprimiert. Dagegen war nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit
nor-NOHA ein kontinuierlicher Anstieg der Proliferation in Korrelation zu dem PMN:T-

Verhaltnis erkennbar.

Trotz dieses grundlegend gemeinsamen Anstiegs der Proliferation nach Aktivierung in PMN-

Uberstand mit nor-NOHA lieB sich zwischen den beiden Subpopulationen ein deutlicher Un-
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terschied erkennen. Bei den CD4*-T-Lymphozyten in Abbildung zeigte sich ein starke-
rer Anstieg der Proliferation als in den CD8"-T-Lymphozyten. So stieg die Proliferation der
CD4+-T-Lymphozyten im 5:1-Verhaltnis mit nor-NOHA auf das 10-fache der Aktivierung oh-
ne PMN-Uberstand, wohingegen die Proliferation der CD8"-T-Lymphozyten (Abbildung
in dieser Bedingung auf das Vierfache anstieg. Ahnliches lieB sich auch in den 10:1- und
20:1-Verhaltnissen mit nor-NOHA beobachten. Im 10:1-Verhaltnis lag die Proliferation der
CD4"-T-Lymphozyten bei 1609 4424 % und die der CD8*-T-Lymphozyten bei 601 4128 %
im Vergleich zur konventionellen Aktivierung. Im 20:1-Verhaltnis erreichte die Proliferation der
CD4*-T-Lymphozyten sogar 2618 + 573 % und die der CD8-T-Lymphozyten 869 + 304 %.
Bei Betrachtung der absoluten counts per minute fiel dieser Unterschied zwischen den beiden
Subpopulationen ebenfalls auf. So zeigten die CD4"-T-Lymphozyten eine maximale Prolife-
ration von 37620 + 11363 cpm im 20:1-Verhaltnis mit nor-NOHA. Die CD8*-T-Lymphozyten
dagegen proliferierten in dieser Bedingung mit 16217 45979 cpm.

4.1.5. Proliferation der T-Lymphozyten in Abhangigkeit von der
Arginase 1-Aktivitat

Die bisherigen Experimente zeigten einen Einfluss von PMN-Uberstand mit und ohne
nor-NOHA auf die Proliferation der T-Lymphozyten. Ohne Inhibition der Arginase 1 der PMN
konnte eine komplette Suppression der Proliferation beobachtet werden, wahrend es nach
Inhibition der Arginase 1 der PMN zu einer Hyperaktivierung der Proliferation kam. Um zu
verstehen, ob diese Hyperaktivierung auf der Inhibition der Arginase 1 basierte oder andere
Mechanismen beziehungsweise Faktoren der PMN relevant waren, wurden die T-Lymphozyten
fir diesen [*H]-Thymidin-Assay zusatzlich zu dem PMN-Uberstand auch in +Arg-Medium
mit dem Zusatz von rekombinanter Arginase 1 mit und ohne nor-NOHA inkubiert.

Um den Effekt der aus den PMN freigesetzten beziehungsweise der rekombinanten Arginase 1
auf die Proliferation der T-Lymphozyten vergleichen zu konnen, wurden gleiche Aktivitaten
der rekombinanten und granulozytaren Arginase 1 eingesetzt. Zur Bestimmung der Aktivitat
der granulozytaren Arginase 1, wurden die PMN (ber Nacht bei —20°C eingefroren und am
nachsten Tag mittels Ultraschall sonifiziert. Nach Zugabe von Arginin verstoffwechselt die
granulozytare Arginase 1 im Sonikat das Arginin in Harnstoff und Ornithin. Die Menge an
gebildetem Harnstoff pro Zeit diente der Bestimmung der Aktivitat der Arginase 1 im Sonikat.
Dazu wurde die Konzentration des Harnstoffs mit einer Farbreaktion optisch sichtbar gemacht
und anschlieBend mit einem Spektrophotometer gemessen. Mit Hilfe der Konzentration des
Harnstoffes konnte die Arginase 1-Aktivitat berechnet werden (vergleiche Kapitel [3.2.6.2)). Fiir
das Experiment wurden folgende Aktivitaten verwendet: 100 mU/ml, 300 mU/ml, 600 mU/ml
und 1000 mU/ml.
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Die vier unterschiedlichen Aktivitats-Bedingungen wurden aus PMN-Sonikat und aus
+Arg-Medium mit rekombinanter Arginase 1 (hier nur 100 bis 600 mU/ml) mit und
ohne nor-NOHA fiir 24 Stunden inkubiert. Zusatzlich wurden die vier, in Kapitel
beschriebenen, Medium-Bedingungen angesetzt. Die T-Lymphozyten wurden mit anti-
CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und in den Uberstinden des PMN-Sonikat, der

rekombinanten Arginase 1 und den Kontrollmedien fiir 48 Stunden inkubiert.

PMN-Sonikat rekombinante Arginase 1
[mU/mI] [mU/mi]

100 300 600 1000 100 300 600

*
*k%

2000+

*k%*

*%

1500+

1000+

T
%

150 uM Arg 0 +
CD3/28
1 mM nor-NOHA
PMN-Sonikat +
rek. Arginase 1 + o+ + + |+ +

Proliferation [%]

+ + I}
+ + +NH

+

+ + +
+

+ + 4+

++++§§—|

+
+ o+ o+ o+
+

Abb. 16: Proliferation der T-Lymphozyten in definierter Arginase-Aktivitat mit und
ohne nor-NOHA: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten
wurden in Uberstanden definierter Arginase-Aktivitit mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Fiir
die Uberstande wurde granulozytare Arginase 1 aus PMN-Sonikat sowie rekombinante Argina-
se 1 verwendet. Die Proliferation der T-Lymphozyten wurde mittels des [*H]-Thymidin-Assays
evaluiert. Zu sehen ist die Zusammenfassung von vier unabhangigen Experimenten.

In Abbildungsind die Ergebnisse des anschlieBend durchgefiihrten [*H]-Thymidin-Assays zu
sehen. In den vier Medium-Bedingungen zeigte die Proliferation das von vorherigen Ergebnis-
sen bekannte Bild. Ohne Aktivierung beziehungsweise nach Aktivierung in —Arg-Medium war
keine Proliferation darstellbar. Nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA

unterschied sie sich nicht signifikant. Dies schlieBt eine Beeinflussung der Proliferation
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der T-Lymphozyten durch die Zugabe von nor-NOHA aus. Wie schon in den vorherigen
Experimenten zeigte sich sowohl nach Aktivierung in PMN-Sonikat als auch in +Arg-Medium
mit rekombinanter Arginase 1 jeweils ohne nor-NOHA eine Abnahme der Proliferation. Nach
Inkubation mit der rekombinanten Arginase 1 war sie in den Aktivitdten 300 mU/ml und
600 mU/ml so gering, dass sie graphisch nicht mehr darstellbar war. Somit wurde die Pro-

liferation sowohl von PMN-Sonikat, als auch von rekombinanter Arginase 1 alleine supprimiert.

In den Bedingungen mit nor-NOHA dagegen war ein deutlicher Unterschied zwischen der
Inkubation mit PMN-Sonikat beziehungsweise mit der rekombinanten Arginase 1 erkennbar.
Nach Aktivierung in PMN-Sonikat zeigte sich ein starker Anstieg der Proliferation verglichen
mit der Aktivierung in +Arg-Medium ab einer Arginase-Aktivitdt von 300 mU/ml. Dabei war
der maximale Anstieg bei einer Arginase-Aktivitdt von 300 mU/ml zu erkennen. Hier stieg die
Proliferation auf das 12-fache der konventionellen Aktivierung an. Bei 600 und 1000 mU/ml
nahm der Anstieg wieder ab. Die Proliferation war aber mit 712+ 556 cpm bei 600 mU/ml
und mit 572 4857 cpm bei 1000 mU/ml dennoch signifikant hoher als nach Inkubation ohne
PMN-Sonikat. Dass die Proliferation in hohen PMN:T-Verhaltnissen wieder abnahm, konnte
auch in Abbildung [12]im 50:1-Verhaltnis mit nor-NOHA und im 20:1-Verhiltnis mit CB-1158
in Abbildung [14] beobachtet werden.

Nach Inkubation mit rekombinanter Arginase 1 mit nor-NOHA lieB sich jedoch kein Anstieg der
Proliferation im Vergleich zur konventionellen Aktivierung erkennen. Tendenziell stellte sich hier
eher eine Abnahme der Proliferation dar, wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant ist.
ErwartungsgemaB hatte die Proliferation nach Aktivierung mit rekombinanter Arginase durch
die Zugabe des Arginase 1-Inhibitors wieder auf das Niveau der konventionellen Aktivierung
ansteigen sollen. Diese Beobachtung legt nahe, dass andere Bestandteile des PMN-Sonikats

fir die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten verantwortlich sind.

4.1.6. Proliferation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand bei

Arginin-Supplementation

Die granulozytare und auch die rekombinante Arginase 1 aus Abbildung supprimierten
die Proliferation der T-Lymphozyten. Dies konnte jeweils im [*H]-Thymidin-Assay gemessen
werden. Das geschieht durch die Depletion von Arginin im Medium [25]. An dieser Stelle stellen

sich folgende Fragen:

» Ist es moglich, diesen Effekt durch hohere Arginin-Konzentrationen im Medium aufzu-
heben?

= Wird die Hyperproliferation der T-Lymphozyten durch den PMN-Uberstand mit
nor-NOHA bei Arginin-Supplementation weiter gesteigert?
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Um diese Fragen zu tiberpriifen, wurden die PMN in diesem Experiment in drei Medien mit un-
terschiedlich hohen Arginin-Konzentrationen (150, 500 und 1000 M) in den Verhaltnissen 5:1
bis 20:1 mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads akti-
vierte T-Lymphozyten wurden anschlieBend fiir 48 Stunden in den Uberstanden inkubiert. Als
Medium-Bedingungen wurden die vier Bedingungen angesetzt, die in Kapitel beschrieben
wurden. Zusatzlich wurden fiir die hoheren Arginin-Konzentrationen jeweils T-Lymphozyten
in den Medien mit hoherer Arginin-Konzentration mit und ohne nor-NOHA aktiviert. Somit
wurden die T-Lymphozyten in jeder der drei Arginin-Konzentration mit und ohne Arginase-
Inhibitor inkubiert. In Abbildung [17| sind die Ergebnisse des [*H]-Thymidin-Assays dargestellt.

Die Balkenfarbe zeigt die Arginin-Konzentration im Medium an. Schwarze Balken stehen fiir
eine Arginin-Konzentration von 150 uM, die blauen fiir 500 uM und die roten fiir 1000 uM.
Die ersten vier Balken im 150 uM Medium sowie die ersten beiden Balken im 500 uM und
1000 uM Medium zeigen die Proliferation der T-Lymphozyten in den Kontrollbedingungen.

In den Medium-Bedingungen mit einer Arginin-Konzentration von 150 uM war die Prolifera-
tion ahnlich zu den bereits aus Abbildung bekannten Beobachtungen. Nach Aktivierung
mit und ohne nor-NOHA unterschied sich die Proliferation nicht signifikant voneinander,
also beeinflusste nor-NOHA die Proliferation der T-Lymphozyten nicht. Auch in den beiden
Aktivierungsbedingungen des Mediums mit 500 uM Arginin und 1000 uM Arginin war
zwischen der Inkubation mit und ohne nor-NOHA kein signifikanter Unterschied erkennbar.
Auch zwischen den verschiedenen Arginin-Konzentrationen gab es keinen signifikanten
Unterschied. Dies zeigten auch die absoluten counts per minute. So lag die Proliferation nach
Aktivierung ohne nor-NOHA im Medium mit einer Arginin-Konzentration von 150 uM bei
2642 41543 cpm, von 500 uM bei 2524 1128 cpm und von 1000 uM bei 2019 4 1423 cpm.
Nach Aktivierung mit nor-NOHA proliferierten die T-Lymphozyten mit 3082 + 1888 cpm im
Medium mit 150 uM Arginin, mit 3728 £ 2852 cpm im Medium mit 500 uM Arginin und mit
3327 42812 cpm im Medium mit 1000 uM Arginin.

Die in schwarzen Balken dargestellten Bedingungen entsprechen den bereits in Abbildung
gezeigten. Die Proliferation der T-Lymphozyten war nach Aktivierung in PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA im 5:1-Verhaltnis supprimiert und im 10:1- und 20:1-Verhaltnis vergleichbar
zur konventionellen Aktivierung. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA war im
Gegensatz dazu ein starker Anstieg der Proliferation zu erkennen. Dieser Anstieg korrelierte
mit dem PMN:T-Verhaltnis. Somit erreichte sie ihr Maximum im 20:1-Verhaltnis mit einer

30-fachen Proliferation im Vergleich zur Aktivierung ohne PMN-Uberstand.

In den beiden hoheren Arginin-Konzentrationen war ein etwas anderes Bild zu sehen. Sowohl
im Medium mit 500 uM Arginin als auch im Medium mit 1000 uM Arginin war bei Akti-
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vierung in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA stets ein Anstieg der Proliferation der
T-Lymphozyten erkennbar. Dieser war jedoch nur bei Zugabe von nor-NOHA signifikant. Bei
Betrachtung der einzelnen PMN:T-Verhaltnisse wird klar, dass die Proliferation mit nor-NOHA
stets hoher war als ohne. Durch den PMN-Uberstand ohne nor-NOHA wurde die Prolifera-

tion in diesen hohen Arginin-Konzentrationen im Medium nicht supprimiert, sondern stimuliert.

Im Medium mit einer Arginin-Konzentration von 500 uM war nach Inkubation im PMN-
Uberstand ohne nor-NOHA im Gegensatz zum Medium mit 150 uM Arginin keine Suppression
der Proliferation zu sehen, sondern ein kontinuierlicher Anstieg vom 5:1-Verhaltnis bis zum
20:1-Verhaltnis. Durch Zugabe von nor-NOHA konnte die Proliferation in den jeweiligen
Verhéltnissen sogar dariiber hinaus gesteigert werden. Maximal wurde sie im 10:1-Verhaltnis
mit nor-NOHA mit einer 18-fachen Proliferation im Vergleich zur Aktivierung ohne PMN-
Uberstand.
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Abb. 17: Proliferation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit und ohne
nor-NOHA in Medien verschiedener Arginin-Konzentrationen: Die PMN wurden mit
und ohne nor-NOHA in Medien verschieden hoher Arginin-Konzentrationen (150, 500 und
1000 uM) inkubiert. Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten
wurden anschlieBend fiir 48 Stunden in den PMN-Uberstinden inkubiert und die Proliferation
mittels [*H]-Thymidin-Assay evaluiert. Die Abbildung zeigt die Auswertung von drei (in den
10:1- und 20:1-Verhiltnisse von vier) unabhangigen Experimenten.
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Auch im Medium mit einer Arginin-Konzentration von 1000 uM zeigte sich keine Suppression
durch den PMN-Uberstand ohne nor-NOHA, jedoch eine Hyperaktivierung nach Inkubation in
PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA. Die Zugabe von nor-NOHA fiihrte auch in dieser
Arginin-Konzentration zu einer weiteren Steigerung der Proliferation in den jeweiligen Verhalt-
nissen. Das Maximum der Proliferation lag hier ebenfalls im 10:1-Verhaltnis mit nor-NOHA

mit einem 24-fachen Anstieg gegeniiber der konventionellen Aktivierung ohne PMN-Uberstand.

Die absoluten counts per minute der Medium-Bedingungen der verschiedenen Arginin-
Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Bei Betrachtung der
Ergebnisse zeigte sich in der maximalen Proliferation der T-Lymphozyten kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Arginin-Konzentrationen. Im Medium mit einer Arginin-
Konzentration von 150 uM lag sie im 10:1-Verhaltnis bei 31658 + 4477 cpm, im Medium mit
einer Arginin-Konzentration von 500 uM im 20:1-Verhaltnis bei 29021 49847 cpm und im
Medium mit 1000 uM Arginin auch im 20:1-Verhaltnis bei 27675+ 17263 cpm.

Durch die bisherigen Experimente konnte also gezeigt werden, dass die Proliferation der
T-Lymphozyten durch Inkubation im PMN-Uberstand komplett supprimiert wurde. Durch Zu-
gabe eines Arginase-Inhibitors kam es nicht nur zu einer Rekonstitution der Proliferation auf
Niveau der Aktivierung ohne PMN-Uberstand, sondern zu einer Hyperaktivierung. Diese Hy-
peraktivierung war nicht auf einen unspezifischen Effekt des Inhibitors zuriickzufiihren, da zwei
unterschiedliche Inhibitoren verwendet wurden. Sie konnte sowohl in CD4"- als auch in CD8*-
T-Lymphozyten beobachtet werden und korrelierte dabei mit dem ansteigenden Verhaltnis von
PMN:T. Bei Supplementation des durch die Arginase der PMN verbrauchten Arginins konnte
sowohl ohne als auch mit Arginase-Inhibitor eine Hyperaktivierung beobachtet werden. Durch
Inkubation in +Arg-Medium mit Zugabe von rekombinanter Arginase 1 und Arginase-Inhibitor

war dagegen keine Hyperaktivierung zu sehen.

4.1.7. Proliferation der T-Lymphozyten in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit der PMN

In den bislang durchgefiihrten Experimenten wurden die PMN zur Generierung des Uber-
standes stets mit und ohne nor-NOHA fir 72 Stunden inkubiert. Um zu verstehen, wann die
PMN ihre supprimierenden und stimulierenden Faktoren in den Uberstand abgeben, wurden in
diesem Experiment drei verschiedene Inkubationszeiten der PMN gewahlt. Die PMN wurden
dafir mit und ohne nor-NOHA fir 24, 48 und 72 Stunden in den PMN:T-Verhaltnissen
1:1 bis 20:1 inkubiert. AnschlieBend wurden mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads
aktivierte T-Lymphozyten in den unterschiedlichen PMN-Uberstinden fiir 48 Stunden

inkubiert. Zudem wurden fiir jede Inkubationszeit der PMN die vier Medium-Bedingungen
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angesetzt. Abbildung zeigt die Ergebnisse der drei [*H]-Thymidin-Assays. Die Proli-
feration der T-Lymphozyten in den Medium-Bedingungen der drei Inkubationszeiten der
PMN war identisch zu der, in den vorherigen [*H]-Thymidin-Assays beobachteten (vergleiche
Abbildung. Auch hier hatte die Zugabe von nor-NOHA keinen Einfluss auf die Proliferation.
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(c) Inkubationszeit der PMN: 72 Stunden

Abb. 18: Proliferation der T-Lymphozyten in PMN-Ubersténden verschiedener In-
kubationszeiten mit und ohne nor-NOHA: Die PMN wurden im Medium fiir 24, 48 oder
72 Stunden mit und ohne nor-NOHA inkubiert. AnschlieBend wurden die mit anti-CD3/anti-
CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten in den Uberstanden fiir je 48 Stunden
inkubiert. Die Proliferation wurde mittels [*H]- Thymidin-Assay evaluiert. Zu sehen ist zu jedem
Inkubationszeitpunkt die Zusammenfassung von vier unabhangigen Experimenten.

Bei Betrachtung der absoluten counts per minute war erkennbar, dass die T-Lymphozyten

zu allen Zeitpunkten nicht signifikant unterschiedlich proliferierten. Sie proliferierten nach

86



4.1. Hyperaktivierung der Proliferation von T-Lymphozyten durch PMN

Aktivierung ohne nor-NOHA nach 24 Stunden Inkubation der PMN mit 6305 + 1328 cpm,
nach 48 Stunden mit 4266 + 1495 cpm und nach 72 Stunden mit 9064 + 6334 cpm. Nach
Aktivierung mit nor-NOHA zeigte sich eine Proliferation von 3653 4+ 1804 cpm nach 24 Stun-
den Inkubation der PMN, von 3257 + 1467 cpm nach 48 Stunden und von 6387 + 3911 cpm
nach 72 Stunden. Die Dauer der Inkubation der PMN mit und ohne nor-NOHA und damit
die Dauer der Zellkultur der T-Lymphozyten vor Beginn des eigentlichen Experimentes hatte

somit keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation der T-Lymphozyten.

Ab einem Verhaltnis von 5:1 unterschied sich die Proliferation nach Inkubation in den
PMN-Uberstanden in allen drei Inkubationszeiten deutlich von den Medium-Bedingungen.

Auch zwischen den drei Inkubationszeiten der PMN war ein Unterschied zu erkennen.

Nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit der PMN (Abbildung stieg die Proliferation der
T-Lymphozyten sowohl mit als auch ohne Zugabe von nor-NOHA ab einem Verhaltnis von 5:1
kontinuierlich in Korrelation zum PMN:T-Verhaltnis an. Dabei erreichte sie ihr Maximum im
20:1-Verhaltnis. Nach Aktivierung in PMN-Uberstanden ohne nor-NOHA stieg die Proliferation
auf 503 =170 % der konventionellen Aktivierung ohne PMN-Uberstand und nach Inkubation
in PMN-Uberstand mit nor-NOHA auf 5024137 %. Somit gab es nach 24 Stunden In-
kubationszeit der PMN keinen signifikanten Unterschied mit und ohne Zugabe von nor-NOHA.

In den beiden langeren Inkubationszeiten der PMN dagegen unterschied sie sich nach
Aktivierung in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA deutlich voneinander, wie auch
schon in Abbildung beobachtet werden konnte. So zeigte sich nach 48-stiindiger Inkuba-
tionszeit in Abbildung eine geringere Proliferation der T-Lymphozyten nach Inkubation
in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA verglichen mit der Aktivierung ohne PMN-Uberstand.
Diese Differenz war jedoch in keiner der PMN:T-Verhaltnisse signifikant. Nach Aktivierung in
PMN-Uberstand mit nor-NOHA lieB sich wie in Abbildung ein kontinuierlicher Anstieg
der Proliferation in Korrelation zum PMN:T-Verhaltnis erkennen. |hr Maximum erreichte sie
im 20:1-Verhaltnis und betrug 818 +170 % der konventionellen Aktivierung.

Die 72-stiindige Inkubation der PMN entspricht dem Experiment, das in Abbildung
dargestellt ist. In den Verhaltnissen 5:1 bis 20:1 ohne Zugabe von nor-NOHA lieB sich
keine Proliferation der T-Lymphozyten mehr feststellen. Sie war vollstindig durch den
PMN-Uberstand supprimiert. Durch Zugabe von nor-NOHA dagegen lieB sich der gleiche
starke Anstieg der Proliferation in Korrelation des PMN:T-Verhaltnisses beobachten, der
schon in den Abbildungen [I83] und [I8b] zu sehen ist. Auch nach 72-stiindiger Inkubationszeit
der PMN zeigte sich die Proliferation im 20:1-Verhaltnis maximal mit 455+243% der

konventionellen Aktivierung.
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Es lasst sich also zusammenfassen, dass sich in allen drei Inkubationszeiten ein kontinuierli-
cher Anstieg der Proliferation der T-Lymphozyten darstellt. Bei Betrachtung der absoluten
counts per minute der maximalen Proliferation des 20:1-Verhaltnisses mit nor-NOHA zeig-
te sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Inkubationszeiten der PMN. Nach
der 24-stiindigen Inkubation der PMN lag sie bei 38952 + 14751 cpm, nach 48-stiindiger In-
kubation bei 42524 + 14912 cpm und nach 72-stiindiger Inkubation bei 43093 4 12062 cpm.
Die Hyperaktivierung der Proliferation war also schon nach 24 Stunden Inkubation der PMN
zu sehen und blieb konstant tber den gesamten Inkubationszeitraum bis 72 Stunden beste-
hen. Die Proliferation des selben 20:1-Verhaltnisses ohne nor-NOHA zeigte allerdings einen
groBen Unterschied zwischen den drei Inkubationszeiten der PMN. Sie lag nach 24 Stunden
Inkubation der PMN bei 35162 + 9898 cpm, nach 48 Stunden bei 4770 + 3523 cpm und nach
72 Stunden proliferierten die T-Lymphozyten nur noch mit 76 + 103 cpm. Bei Aktivierung in
PMN-Uberstand ohne nor-NOHA zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme bis hin zum voll-
standigen Erliegen der Proliferation der T-Lymphozyten mit Verlangerung der Inkubationszeit
der PMN.

4.1.8. Arginin-Konzentration im Medium nach PMN- und
T-Lymphozyten-Inkubation

Im Verlauf der Inkubation des [*H]-Thymidin-Assays (vergleiche Abbildung nahm die
Arginin-Konzentration im Medium wegen der Verstoffwechslung durch die Arginase 1 der
PMN, aber auch aufgrund der Aufnahme von Arginin durch die T-Lymphozyten kontinuierlich
ab. Um zu evaluieren, wie schnell und wie weit die Arginin-Konzentration in den verschie-
denen PMN- und Kontrollbedingungen absank, wurde in verschiedenen Uberstinden mittels
HochIeistungsflijssigkeitschromatographieﬂ die Arginin-Konzentration im Medium gemessen.
Dazu wurden PMN fiir das PMN:T-Verhaltnis 10:1 mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Nach
24, 48 und 72 Stunden wurde jeweils Uberstand mit und ohne nor-NOHA fiir die Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie abgenommen. Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten
Beads aktivierte T-Lymphozyten wurden im Uberstand der verschiedenen Inkubationszeiten
der PMN fiir 48 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation der T-Lymphozyten wurde er-

neut in allen Bedingungen Uberstand fiir die Arginin-Konzentrationsbestimmung abgenommen.

Abbildung zeigt die Arginin-Konzentrationen in den oben beschriebenen Bedingungen,
sowie die Konzentration von Arginin im eingesetzten +Arg-Medium. Die Ausgangskonzentra-
tion im +Arg-Medium, dargestellt im ersten Balken, lag bei 133 £ 9 uM. Auf der linken Seite

3durchgefiihrt von A. H., Arbeitsgruppe Prof. Dr. E. I. C., Institut fiir Pharmakologie der Universititsmedizin
Mainz
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sind die Arginin-Konzentrationen im Verlauf der Inkubation der PMN vor der Zugabe von
T-Lymphozyten dargestellt und auf der rechten Seite sind die Arginin-Konzentrationen nach

Inkubation der T-Lymphozyten in den verschieden inkubierten PMN-Uberstinden zu sehen.

PMN-Inkubation
24h 48h 72h 24h 48h 72h

50

Arginin-Konzentration [uM]
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+Arg - Medium

0_
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+ + + + o+ o+ +

CD3/28 + + + + + + + + + + +
1 mM nor-NOHA + + + + + +
T-Lymphozyten + o+ o+ +  + 4+

Abb. 19: Arginin-Depletion im Verlauf der Inkubation der PMN und T-Lymphozyten:
PMN wurden in einem PMN:T-Verhaltnis von 10:1 fir 24, 48 und 72 Stunden mit und ohne
nor-NOHA inkubiert. Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten
wurden in den verschiedenen Uberstanden fiir 48 Stunden inkubiert. Mittels Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie wurde die Argininkonzentration im Medium nach der Inkubation der
PMN und nach der Inkubation der T-Lymphozyten gemessen. Zu sehen ist der Mittelwert von
drei unabhangigen Experimenten (die Bedingungen ohne T-Lymphozyten: ein Experiment).

In den Arginin-Messungen der PMN-Uberstinde vor T-Lymphozyten-Inkubation war zu
erkennen, dass die Arginin-Konzentrationen in den Bedingungen mit nor-NOHA nicht signi-
fikant von der Ausgangskonzentration im +Arg-Medium abwichen. Die Arginase 1 der PMN
wurde durch nor-NOHA also zu allen hier gemessenen Zeitpunkten effektiv und vollstandig
inhibiert. AuBerdem veranderte die Aufnahme von Arginin durch die PMN die extrazellulare
Arginin-Konzentration nicht messbar. Diese drei Uberstinde wiesen deshalb die héchsten
Argininkonzentrationen auf. Die Konzentration in den PMN-Uberstinden ohne nor-NOHA
vor T-Lymphozyten-Inkubation nahm dagegen kontinuierlich von 24 Stunden Inkubationszeit
der PMN mit 85+ 12 uM, iiber 48 Stunden mit 744+ 1uM bis 72 Stunden auf 59+ 6 uM
ab. Die Arginase 1 der PMN wurde in diesen Uberstinden nicht inhibiert und depletierte

kontinuierlich das Arginin aus dem Medium.
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Auch in den Uberstianden nach Inkubation der T-Lymphozyten zeigte sich ein kontinuierlicher
Abfall der Arginin-Konzentration von 24 Stunden Inkubationszeit der PMN mit 44 + 44 uM
iber 48 Stunden Inkubationszeit der PMN mit 20+ 26 uM bis 72 Stunden Inkubationszeit
der PMN auf nur noch 15418 uM. Verglichen mit den jeweiligen PMN-Uberstinden vor
T-Lymphozyten-Inkubation nahm die Argininkonzentrationen wahrend der 48 Stunden
Inkubation jeweils deutlich ab. Zudem fiel auf, dass die Arginin-Konzentration auch in
den Uberstinden mit nor-NOHA kontinuierlich von 24 Stunden Inkubation der PMN mit
117 4+ 36 uM iiber 48 Stunden Inkubation der PMN mit 83 4 34 uM bis 72 Stunden Inkubation
der PMN mit 49445 uM abnahm. Die niedrigste Konzentration fand sich im Uberstand,
in dem die PMN am langsten, also fir 72 Stunden ohne nor-NOHA inkubiert wurden und
anschlieBend die T-Lymphozyten fiir 48 Stunden im Uberstand inkubiert wurden. Das alles
spricht fiir eine weitere Verstoffwechslung von Arginin durch die noch in den Uberstinden

vorhandene Arginase 1 oder die Aufnahme des Arginins durch die T-Lymphozyten.

4.1.9. Proliferation der T-Lymphozyten nach kurzen Inkubationen
der PMN

Nachdem die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten im vorherigen Kapitel schon nach einer
Inkubationszeit der PMN von 24 Stunden beobachtet werden konnte (vergleiche Abbildung
, wurde die Inkubationszeit der PMN in diesem Experiment weiter verkiirzt. Die PMN
wurden fiir das PMN:T-Verhaltnis 10:1 lediglich fiir 5, 10, 15 und 30 Minuten ohne nor-NOHA
inkubiert. Nach der kurzen Inkubation wurde der Uberstand abgenommen und im Kiihlschrank
bei 8°C aufbewahrt. Die PMN wurden in frischem +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA

weiter inkubiert bis alle PMN-Bedingungen insgesamt 72 Stunden inkubiert waren.

Die mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten wurden anschlie-
Bend, wie in den anderen [*H]-Thymidin-Assays fiir 48 Stunden mit den folgenden Uberstanden
inkubiert:

» Uberstand nach der kurzen Inkubationszeit der PMN
» Uberstand nach den vollendeten 72 Stunden Inkubation der PMN ohne nor-NOHA
» Uberstand nach den vollendeten 72 Stunden Inkubation der PMN mit nor-NOHA

Zusatzlich wurden PMN gemaB Kapitel fir 72 Stunden mit und ohne nor-NOHA

fir das 10:1-Verhaltnis inkubiert sowie die vier, in Kapitel beschriebenen, Medium-
Bedingungen angesetzt. In Abbildung[20]ist der experimentelle Ablauf schematisch dargestellt.
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Abb. 20: Schematischer experimenteller Aufbau des [*H]-Thymidin-Assays nach kur-
zen Inkubationen der PMN: Nach der Isolierung wurden die PMN zunachst fir 5, 10, 15
und 30 Minuten inkubiert und davon Uberstinde generiert. AnschlieBend wurden sie fiir 72
Stunden mit und ohne Arginase-Inhibitor inkubiert und ebenfalls davon Uberstinde generiert.
Die T-Lymphozyten wurden dann 48 Stunden in den PMN-Uberstianden oder in den Medium-
Bedingungen inkubiert. Danach wurde das radioaktive [*H]-Thymidin hinzugefiigt und fir
weitere 16 Stunden inkubiert. AbschlieBend wurde die Proliferation in den verschiedenen Be-
dingungen analysiert.

In Abbildung sind die Ergebnisse des [*H]-Thymidin-Assays gezeigt. Die ersten vier
Balken des Diagramms stellen, wie schon in den anderen Abbildungen, die Proliferation
in den Medium-Bedingungen dar. Die nachsten zwei Balken zeigen die Proliferation nach
Aktivierung in PMN-Uberstanden mit und ohne nor-NOHA, die wie in Abbildung ohne
Intervention fiir 72 Stunden inkubiert wurden. Die folgenden Balken zeigen die Proliferation
der T-Lymphozyten mit kurzen Inkubationszeiten der PMN von 5, 10, 15 und 30 Minuten.
Karierte Balken stellen die Proliferation der T-Lymphozyten dar, die in den PMN-Ubersténden
der kurzen Inkubation, inkubiert wurden. Im Diagramm sind sie mit einem ,+" in der Zeile
PMN-Uberstand (1)" gekennzeichnet. Die einfarbigen Balken wiirden die Proliferation nach
Inkubation in den PMN-Uberstanden nach vollendeten 72 Stunden Inkubation ohne nor-NOHA
darstellen (vergleiche Kapitel . Durch die komplette Suppression der Proliferation sind

diese Balken im Diagramm nicht erkennbar.

Die diagonal gestreiften Balken stellen die Proliferation nach vollendeten 72 Stunden
Inkubation der PMN mit nor-NOHA nach der Uberstand-Abnahme nach kurzer Inkubation
dar. Die Proliferation der T-Lymphozyten in den Medium-Bedingungen zeigte sich dhnlich
zu der in Abbildung [12] die den [*H]-Thymidin-Assay nach 72 Stunden Inkubation der PMN
darstellt. Ohne Aktivierung beziehungsweise nach Aktivierung in —Arg-Medium lieB sich keine
Proliferation erkennen, wahrend die Proliferation nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und
ohne nor-NOHA nicht signifikant voneinander abwich und somit Einfliisse von nor-NOHA auf

die Proliferation der T-Lymphozyten ausgeschlossen werden konnten.
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Abb. 21: Proliferation der T-Lymphozyten nach kurzer Inkubation der PMN: Die
PMN (Verhiltnis 10:1) wurden zunachst fir 5, 10, 15 und 30 Minuten inkubiert und Uber-
stand generiert (PMN-Uberstand (1)). AnschlieBend wurden sie in frischem +Arg-Medium mit
und ohne nor-NOHA bis zu vollendeten 72 Stunden inkubiert und erneut Uberstand generiert.
Zudem wurden PMN 72 Stunden mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Uberstiande aller Inku-
bationen der PMN wurden fiir 48 Stunden auf mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads
aktivierten T-Lymphozyten inkubiert. Die Proliferation der T-Lymphozyten wurde mittels [*H]-
Thymidin-Assay evaluiert. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von drei unabhangigen
Experimenten.

Nach Aktivierung der T-Lymphozyten in den PMN-Uberstanden nach vollendeten 72 Stunden
Inkubation ohne nor-NOHA nach vorangegangener kurzer Inkubation war in keiner der
Versuchsbedingungen eine Proliferation darstellbar. Ebenso nicht in der PMN-Bedingung
nach direkter 72-stiindiger Inkubation der PMN ohne nor-NOHA (Abbildung 21} 72h). Der
supprimierende Einfluss der PMN wurde somit erst nach mehr als 30 Minuten in den Uber-

stand abgegeben und war zu allen Inkubationszeiten der PMN in diesem Uberstand vorhanden.
Im Gegensatz dazu stieg die Proliferation bereits nach sehr kurzer Inkubation der PMN

(Abbildung 21} PMN-Uberstand (1)) sowie nach vollendeter 72 Stunden Inkubation der
PMN mit nor-NOHA im Vergleich zur konventionellen Aktivierung ohne PMN-Uberstand
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stark an. Sie zeigte sich dabei in den vier verschiedenen kurzen Inkubationszeiten der PMN
nicht signifikant unterschiedlich. So stieg sie nach Aktivierung in den PMN-Uberstinden

aus den kurzen Inkubationen auf das 3%— bis 4%—fache der Aktivierung ohne PMN-Uberstand an.

Maximal wurde die Proliferation nach Inkubation in den PMN-Uberstanden nach 5 minii-
tiger Inkubation und anschlieBender Inkubation mit nor-NOHA bis 72 Stunden. Das Ma-
ximum der Proliferation nach kurzer Inkubation der PMN wurde nach 30 Minuten mit
394 +162% der Aktivierung ohne PMN-Uberstand erreicht. Auffillig war, dass die Prolife-
ration der T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand der Inkubation fiir 72 Stun-
den ohne Intervention mit 764 4162 % der konventionellen Aktivierung etwa doppelt so hoch
war wie nach der kurzen Inkubation sowie nach den vollendeten 72 Stunden. Dies konnte
bei Betrachtung der absoluten counts per minute bestatigt werden. Nach vollendeter 72-
stindiger Inkubation der PMN mit nor-NOHA proliferierten die T-Lymphozyten maximal mit
21614 + 2339 cpm und nach 72 Stunden Inkubation mit nor-NOHA ohne Intervention mit
45168 422512 cpm.

4.1.10. Proliferations-Induktion der T-Lymphozyten durch aktivierte

Granulozyten

In den bisherigen Experimenten wurden die T-Lymphozyten stets mit anti-CD3/anti-CD28-
gekoppelten Beads aktiviert und in den Uberstinden von nicht-aktivierten PMN kultiviert.
In den folgenden Experimenten wurde der Effekt einer zusatzlichen Aktivierung der PMN
untersucht. Dazu wurden drei verschiedene Aktivatoren der PMN verwendet: PMA, fMLP
und lonomycin. Alle drei Aktivatoren stimulieren Leukozyten iiber intrazellulare Kaskaden.
PMA aktiviert die Proteinkinase C, fMLP aktiviert die G-Protein-gekoppelte Kaskade und
lonomycin erhoht die intrazellulare Kalzium-Konzentration [124]. Die PMN wurden fir 30
Minuten (PMN:T-Verhaltnis 10:1) mit oder ohne je einem Aktivator (24nM PMA, 1uM
fMLP oder 1 uM lonomycin) inkubiert. Nach 30 Minuten Aktivierung wurde der Uberstand
abgenommen und die PMN erneut in +Arg-Medium mit und ohne Inhibitor bis zu einer

Gesamtinkubationszeit von 72 Stunden inkubiert.

Zudem wurde PMN-Uberstand fir 72 Stunden (PMN:T-Verhaltnis 10:1) mit und ohne
nor-NOHA inkubiert (vergleiche Kapitel . AnschlieBend wurden sowohl der Uberstand
der 30 miniitigen Aktivierung als auch die Uberstinde der 72-stiindigen Inkubation fiir 48
Stunden auf mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten inku-
biert. Zusatzlich zu den vier Medium-Bedingungen wurden T-Lymphozyten in +Arg-Medium

mit je einem der drei Aktivatoren inkubiert.
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Abb. 22: Proliferation der T-Lymphozyten in aktiviertem PMN-Uberstand mit und
ohne nor-NOHA: Die PMN wurden fiir 30 Minuten mit den drei Aktivatoren (PMA, fMLP
und lonomycin) und einmal ohne Aktivator inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abge-
nommen und die PMN in frischem +Arg-Medium bis zu vollstandigen 72 Stunden Inkubation
der PMN mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Zudem wurden PMN fiir 72 Stunden ohne In-
tervention mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Der Uberstand der 30-miniitigen Aktivierung
sowie die Uberstinde der 72-stiindigen Inkubation der PMN wurden fiir 48 Stunden auf mit
anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten inkubiert. Die Prolifera-
tion wurde mittels [*H]-Thymidin-Assay bestimmt. Zu sehen ist die Auswertung von drei un-

abhangigen Experimenten.

In Abbildung sind die Ergebnisse des [*H]-Thymidin-Assays dargestellt. In den ersten
sieben Balken sind die Medium- und Aktivatoren-Bedingungen zu sehen. In den zwei darauf
folgenden Balken ist die Proliferation in PMN-Uberstand nach 72-stiindiger Inkubation der
PMN dargestellt. Diese Proliferation ist in Abbildung ebenfalls zu sehen. Die folgenden
Balken zeigen die Proliferation der T-Lymphozyten nach 30-mindtiger Inkubation mit und
ohne Aktivatoren. Die Proliferation nach Inkubation in PMN-Uberstand ohne Aktivator
entspricht der 30-miniitigen kurzen Inkubation der PMN, die auch in Abbildung [21] dargestellt
ist. Einfarbig ist die Proliferation nach Inkubation in 72-stiindig inkubiertem PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA dargestellt. Sie ist bei vollstandiger Suppression der Proliferation durch den
PMN-Uberstand nicht sichtbar. Die Proliferation nach vollendeter 72-stiindiger Inkubation mit
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nor-NOHA ist in diagonal gestreiften Balken dargestellt. Mit den karierten Balken ist die Inku-
bation im PMN-Uberstand nach 30-miniitiger Inkubation mit und ohne Aktivatoren dargestellt.

Ohne Aktivierung und nach Aktivierung in —Arg-Medium zeigten die T-Lymphozyten, wie
schon in Abbildung[12] eine sehr geringe Proliferation. Die anderen Medium-Bedingungen lie-
Ben keinen signifikanten Unterschied erkennen. Somit hatte weder die Zugabe von nor-NOHA,
noch die Zugabe der drei Aktivatoren einen Einfluss auf die Proliferation. Es zeigte sich nach
Aktivierung in +Arg-Medium eine Proliferation von 5301 £ 2568 cpm. Nach Aktivierung in
PMN-Uberstand nach vollstandiger 72-stiindiger Inkubation ohne nor-NOHA war sie, wie
schon in Abbildung beobachtet werden konnte, so gering, dass sie graphisch hier nicht
dargestellt werden konnte.

Nach Inkubation in PMN-Uberstand, der direkt fiir 72 Stunden mit nor-NOHA inkubiert
wurden (Abbildung : 72h), zeigte sich eine Proliferation von 42753 422269 cpm. Dies
bedeutet eine Steigerung auf 764 162 % der konventionellen Aktivierung. Dieser Anstieg
war auch in Abbildung erkennbar. Nach 30-mindtiger Inkubation der PMN mit fMLP
oder lonomycin ohne Aktivator war ebenso ein Anstieg sichtbar. Sowohl nach 30-mintiger
Inkubation der PMN mit und ohne Aktivatoren ohne nor-NOHA als auch nach darauf
folgender vollstandiger 72-stiindiger Inkubation mit nor-NOHA lieB sich eine Steigerung
der Proliferation erkennen. Eine maximale Proliferation von 21080 4 12007 cpm zeigte sich
ohne Aktivator aber mit nor-NOHA. Dies entspricht einer Steigerung auf 394 +162 % der
Proliferation nach Aktivierung ohne PMN-Uberstand.

Ahnlich wie in Abbildung unterschied sie sich innerhalb der Aktivierungsbedingung nach
30-minitiger Aktivierung und nach 72-stiindiger Inkubation nicht signifikant voneinander.
Der Anstieg der Proliferation nach 30-minitiger Inkubation mit und ohne Aktivator war, wie
auch in Abbildung halb so hoch, wie der Anstieg nach direkter 72-stiindiger Inkubation
mit nor-NOHA. Nach Aktivierung mit PMA war dagegen keine signifikante Hyperaktivierung

der Proliferation im Vergleich zur konventionellen Aktivierung feststellbar.

95



4. Ergebnisse

4.2. Proliferation der T-Lymphozyten in Kokultur mit
PMN

Bei Aktivierung der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand konnte eine ausgepriagte Hypersti-
mulation der Proliferation beobachtet werden (Abbildungen bis . Im Folgenden sollen
entsprechende Untersuchungen in einem PMN-T-Lymphozyten-Kokulturmodell erfolgen. In
Kokulturen lassen sich Zell-Zell-Interaktionen sowie Interaktionen auf stofflicher Basis unter-

suchen, da hier zwei Zellpopulationen zeitgleich im selben Medium inkubiert werden.

4.2.1. [’H]-Thymidin-Assay der direkten Kokultur von
T-Lymphozyten und PMN

Fir eine direkte Kokultur wurden PMN und mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads
aktivierte T-Lymphozyten in den PMN:T-Verhaltnissen 1:1 bis 20:1 fiir 48 Stunden mit und
ohne nor-NOHA in einem Well inkubiert. Pro Well wurden wie im [*H]-Thymidin-Assay mit
PMN-Uberstand in Kapitel [4.1.2} 5-10* T-Lymphozyten eingesetzt. Zudem wurden die vier
Medium-Bedingungen angesetzt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse des [*H]-Thymidin-
Assays.

Wie schon in Abbildung beobachtet, zeigte sich ohne Aktivierung und nach Aktivierung
in —Arg-Medium nahezu keine Proliferation der T-Lymphozyten. Die Proliferation nach
Aktivierung in +Arg-Medium wurde wie in allen [*H]-Thymidin-Assays auf 100 % normiert.
Anders als in den bisherigen Abbildungen unterschied sich die Proliferation der Aktivierung in
+Arg-Medium mit nor-NOHA signifikant von der ohne nor-NOHA. Sie lag bei nur 21 +15%
der zweiten Kontrollbedingung. Dies lasst auf einen negativen Effekt des Inhibitors nor-NOHA
auf die frisch isolierten T-Lymphozyten schlieBen. Die Proliferation in +Arg-Medium war
mit 13901 + 6612 cpm deutlich héher als in den vorherigen [*H]-Thymidin-Assays (zum
Beispiel in Kapitel [4.1.2)). Nach Zugabe von nor-NOHA in das +Arg-Medium proliferierten die
T-Lymphozyten mit 3668 + 4142 cpm, ahnlich wie in Abbildung [I2] Hier lag die Proliferation
nach Aktivierung in +Arg-Medium bei 4230 + 3894 cpm und nach Zugabe von nor-NOHA bei
3368 £+ 297 cpm.

Nicht nur in den Medium-Bedingungen zeigte sich in der Kokultur ein anderes Bild der
Proliferation verglichen mit den T-Lymphozyten nach Inkubation im PMN-Uberstand,
sondern auch in den Bedingungen mit den PMN lieBen sich deutliche Unterschiede erkennen.
In keiner der PMN:T-Verhiltnisse war eine im Kontext der Aktivierung in PMN-Uberstand
induzierte Hyperaktivierung der T-Lymphozyten zu sehen. Die Proliferation sank mit Anstieg
des PMN:T-Verhaltnisses kontinuierlich ab.
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Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten
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Abb. 23: Proliferation der T-Lymphozyten in direkter Kokultur mit PMN mit
und ohne nor-NOHA: PMN und mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte
T-Lymphozyten wurden im selben Well mit und ohne Zugabe von nor-NOHA fiir 48 Stun-
den inkubiert. Die Proliferation wurde mittels [*H]-Thymidin-Assay quantifiziert. Zu sehen ist
die Auswertung von drei unabhangigen Experimenten.
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Nach Aktivierung in der Kokultur mit den PMN und Zugabe von nor-NOHA zeigte sich
dabei eine geringere Proliferation der T-Lymphozyten als nach Kokultur mit den PMN ohne
nor-NOHA. Minimal wurde sie im 20:1-Verhaltnis. Hier erreichten die T-Lymphozyten ohne
nor-NOHA nur 10 + 9 % der Proliferation nach Aktivierung ohne Kokultur mit PMN. Nach Ak-
tivierung in der Kokultur mit den PMN mit Zugabe von nor-NOHA lag sie lediglich bei 5 + 4 %.

4.2.2. Transwell-Kultur

Im Gegensatz zur direkten Kokultur ermdglichen Experimente im Transwell-System Un-
tersuchungen zu Interaktionen zweier Zellpopulationen ausschlieBlich durch lI6sliche, durch
die Zellen ins Medium sezernierte Stoffe, ohne direkte Zell-Zell-Interaktionen. Dies wird
ermoglicht durch die raumliche Trennung der Zellen durch den Transwell-Filter. Die beiden
zu untersuchenden Zellpopulationen befinden sich dennoch im selben Medium. PMN und mit

anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten wurden dafiir direkt nach
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der Isolierung in den PMN:T-Verhaltnissen 1:1 bis 20:1 im Transwell-System fiir 48 Stunden
mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Zusatzlich wurden die vier, in Kapitel beschriebenen,
Medium-Bedingungen angesetzt. Die T-Lymphozyten wurden dafiir zu 2-10° Zellen in das
Well einer 24-Well-Platte direkt ins Medium vorgelegt. AnschlieBend wurden die PMN mit dem
wieder entfernbaren Filter (PorengroBe 0,4 um) im selben Medium inkubiert. Nach 48 Stunden
wurde der Filter mit den PMN entfernt und je ein Viertel der T-Lymphozyten-Suspension in
ein Well einer 96-Well-Platte lberfiihrt. Danach konnte die Proliferation der T-Lymphozyten
mittels [*H]-Thymidin-Assay gemessen werden. Die Ergebnisse dieses Assays sind in Abbildung

dargestellt.

Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten
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Abb. 24: Proliferation der T-Lymphozyten in Transwell-Kokultur mit PMN mit
und ohne nor-NOHA: PMN und mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte
T-Lymphozyten wurden in den Verhaltnissen 1:1 bis 20:1 im selben Medium mit und ohne
nor-NOHA fiir 48 Stunden im Transwell-System raumlich getrennt voneinander inkubiert. Die
Proliferation wurde mittels [*H]-Thymidin-Assay evaluiert. Die Abbildung zeigt die, wie iiblich
normierten, Mittelwerte jeweils + der Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimen-
ten.

Die Proliferation der T-Lymphozyten in den Kontrollbedingungen zeigte in der Transwell-
Kultur ein ahnliches Bild, wie es in der direkten Kokultur schon gemessen werden konnte
(vergleiche Abbildung . Ohne Aktivierung und nach Aktivierung in —Arg-Medium zeigte
sich keine Proliferation der T-Lymphozyten. Nach Aktivierung in +Arg-Medium und Zugabe
von nor-NOHA lieB sich mit 278 & 121 cpm eine signifikant geringere Proliferation messen als
nach Aktivierung in +Arg-Medium ohne Zugabe von nor-NOHA mit 2883 + 3078 cpm. Somit
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zeigt sich auch hier ein negativer Einfluss von nor-NOHA auf die Proliferation. Im Unterschied
zu Abbildung war dieser Unterschied jedoch nicht statistisch signifikant. Insgesamt lag
die Proliferation in der Transwell-Kokultur niedriger als in der direkten Kokultur. Hier lag sie
nach Aktivierung in +Arg-Medium ohne nor-NOHA bei 13901 +6612 cpm und mit Zugabe
von nor-NOHA bei 3668 44142 cpm.

Verglichen mit den Medium-Bedingungen der Experimente mit PMN-Uberstand wie zum
Beispiel in Abbildung zeigte sich nach Aktivierung ohne nor-NOHA eine dhnliche Proli-
feration wie in dieser Transwell-Kokultur. In Abbildung proliferierten die T-Lymphozyten
ohne nor-NOHA mit 4230 43894 cpm. Nach Zugabe von nor-NOHA unterschied sie sich
mit 3368 + 297 cpm nicht signifikant von der Aktivierung ohne nor-NOHA. Der Unterschied
beider beschriebenen Experimente liegt in der Kultivierungsdauer der T-Lymphozyten. In
der Transwell-Kultur wurden die T-Lymphozyten direkt nach der Isolierung aktiviert und im
Assay eingesetzt, wohingegen die T-Lymphozyten in Abbildung [12| wahrend der 72 Stunden
Inkubation der PMN im Inkubator kultiviert wurden.

In den PMN-Bedingungen zeigte sich in Abbildung ein Bild, das weder zu den Beob-
achtungen aus den Experimenten der PMN-Uberstinde in Abbildung noch zu der in
Abbildung gezeigten direkten Kokultur beider Zellpopulationen passte. Die Proliferation
der T-Lymphozyten stieg ab einem PMN:T-Verhaltnis von 5:1 nach der Transwell-Kultivierung
mit und ohne nor-NOHA kontinuierlich an. Nach Zugabe von nor-NOHA war dieser Anstieg
jedoch nicht statistisch signifikant. Die Proliferation war nach Aktivierung in der Transwell-
Kultur mit den PMN ohne nor-NOHA stets hoher als mit Zugabe von nor-NOHA. Nach
Transwell-Kultivierung sowie in den Medium-Bedingungen zeichnete sich eine geringere

Proliferation nach Zugabe von nor-NOHA aus.

Maximal proliferierten die T-Lymphozyten im 20:1-Verhaltnis ohne nor-NOHA mit
12744+ 1121% der konventionellen Aktivierung. Im 20:1-Verhaltnis mit nor-NOHA er-
reichten die T-Lymphozyten 567 + 680 % der Proliferation der Aktivierung in +Arg-Medium.
Die T-Lymphozyten zeigten also in allen PMN-Bedingungen der Transwell-Kultur eine

Hyperaktivierung ihrer Proliferation.
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4.3. Aktivierung der T-Lymphozyten durch PMN

In den Kapiteln und wurde der Einfluss der PMN und des PMN-Uberstandes auf die
Proliferation der T-Lymphozyten analysiert. Neben der Proliferation sind auch andere Aspekte
der T-Lymphozyten-Aktivierung fiir ihre Aufgaben im humanen Immunsystem wichtig. Nach
den Untersuchungen zum Einfluss der PMN auf die Proliferation unter pharmakologischer
Arginase 1-Inhibition wurde deshalb in diesem Kapitel die immunologische Aktivitat untersucht.
Dazu gehort neben der Interferon-y-Sekretion und der Expression von Oberflachenproteinen,
welche die Aktivierung oder Erschopfung der T-Lymphozyten anzeigen, auch die Zytotoxizitat
der T-Lymphozyten.

4.3.1. Steigerung der Interferon-y-Sekretion

Interferon-y ist eines der immunstimulierenden Zytokine, welches durch aktivierte
T-Lymphozyten sezerniert wird [71]. Zur Evaluation des Einflusses des PMN-Uberstandes auf
die Interferon-y-Sekretion wurde mittels ELISA die Interferon-y-Konzentration im Medium
nach Inkubation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA bestimmt.
Die PMN wurden dazu in den, in Kapitel beschriebenen, PMN:T-Verhaltnissen von
1:1 bis 20:1 fir 72 Stunden mit und ohne nor-NOHA inkubiert. AnschlieBend wurden mit
anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten in den PMN-Uberstianden
fur 48 Stunden inkubiert. AuBerdem wurden die aktivierten T-Lymphozyten in den vier, in
Kapitel beschriebenen, Medium-Bedingungen inkubiert. Als Proben fiir den ELISA
wurden die Uberstinde nach der 48-stiindigen Inkubation verwendet. Die Ergebnisse des
ELISA sind in Abbildung dargestellt. Auf der Y-Achse ist die Interferon-y-Konzentration
in den Proben abzulesen. Im Vergleich mit der Konzentration im Rahmen der Aktivierung in

+Arg-Medium lasst sich die veranderte Sekretion durch die PMN-Bedingungen erkennen.

Einfarbige Balken zeigen wie in den Proliferations-Assays Bedingungen ohne nor-NOHA
und diagonal gestreifte Balken Bedingungen mit nor-NOHA. Der [*H]-Thymidin-Assay in
Abbildung zeigt die Proliferation der T-Lymphozyten in den selben PMN-Bedingungen.
Das Ergebnis dieses Proliferations-Assays stimmt mit den schon in Abbildung beschrie-
benen Beobachtungen iiberein. Nach Inkubation in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA ist
die T-Lymphozyten-Proliferation supprimiert, wohingegen sie nach Aktivierung in PMN-
Uberstanden mit nor-NOHA hyperaktiviert ist.

Ohne Aktivierung und nach Aktivierung in —Arg-Medium lieB sich nahezu kein Interferon-y
im Medium messen. Nach Aktivierung in +Arg-Medium zeigte sich eine Interferon-y-
Konzentration von 793 + 804 pg/ml ohne Zugabe von nor-NOHA und von 861 + 895 pg/ml
mit Zugabe von nor-NOHA. Es gab somit keinen signifikanten Einfluss von nor-NOHA auf
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4.3. Aktivierung der T-Lymphozyten durch PMN

die Interferon-y-Sekretion konventionell aktivierter T-Lymphozyten. Diese Beobachtungen in

den Medium-Bedingungen passen zu der in Abbildung dargestellten Proliferation in den
gleichen Bedingungen.

L Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten
Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten
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(a) ELISA: Interferon-y-Sekretion der aktivier- (b) [2H]-Thymidin-Assay: Proliferation der
ten T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit und aktivierten T-Lymphozyten in PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA mit und ohne nor-NOHA

Abb. 25: Vergleich der Interferon-y-Sekretion und -Proliferation der T-Lymphozyten
in PMN-Uberstand: Mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten
wurden in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA inkubiert. Im Uberstand davon wurde
mittels ELISA die Interferon-y-Konzentration und mittels [*H]-Thymidin-Assay die Prolifera-
tion gemessen. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der normierten Konzentrationen von zwei
unabhangigen Experimenten und die Standardabweichungen in Prozent. Der Mittelwert der
absoluten counts per minute der zweiten Kontrollbedingung (+Arg-Medium mit aktivierten
T-Lymphozyten ohne nor-NOHA) wurde auf 100 % gesetzt und die anderen Bedingungen zu
dieser Kontrollbedingung normiert.

Nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA lieB sich in allen PMN:T-Verhaltnissen
ein Rickgang der Interferon-y-Konzentration im Vergleich zur Aktivierung ohne PMN-
Uberstand feststellen. Das Minimum fand sich mit 464 + 333 pg/ml im 5:1-Verhaltnis. Jedoch
war die Abnahme in keinem der Verhaltnisse statistisch signifikant. Im Gegensatz dazu stieg
die Interferon-y-Konzentration nach Inkubation der T-Lymphozyten in den PMN-Uberstianden
mit nor-NOHA ab einem PMN:T-Verhaltnis von 5:1 deutlich an. Dabei lieB sich ein kontinu-
ierlicher Anstieg von der 1:1- bis zur 20:1-Bedingung erkennen. So fand sich die maximale
Interferon-y-Konzentration von 21654452 pg/ml im Uberstand des 20:1-Verhéltnisses mit
nor-NOHA. Das entsprach 273 +57 % der Konzentration nach konventioneller Aktivierung.
Der Anstieg der Interferon-y-Konzentration nach Inkubation in den PMN-Uberstinden mit

nor-NOHA war aber bei insgesamt zwei Experimenten statistisch nicht signifikant.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass T-Lymphozyten, die in ihrer Proliferation in Ab-
bildung supprimiert sind, auch eine geringe Interferon-y-Sekretion in Abbildung auf-
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weisen. Im Gegensatz dazu findet sich bei hyperaktivierter Proliferation der T-Lymphozyten
ein Anstieg der Interferon-y-Sekretion nach Aktivierung in PMN-Uberstianden mit nor-NOHA.

Somit korreliert der Anstieg der Proliferation mit einer Steigerung der Interferon-y-Sekretion.

4.3.2. Expression von Aktivierungs- und Oberflachenproteinen

Die Oberflachenproteine von T-Lymphozyten sind zentral in Aktivierungs- beziehungsweise In-
hibierungsprozesse der adaptiven Immunantwort involviert und geben Auskunft (iber sowohl die
Aktivitat als auch die Erschopfung der Zelle. In der Durchflusszytometrie kann die Expression
verschiedener Oberflachenproteine der T-Lymphozyten nach Inkubation in den verschiedenen
PMN-Uberstanden gemessen werden. Die PMN wurden dafiir im PMN:T-Verhaltnis von 10:1
mit und ohne nor-NOHA fiir 72 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die T-Lymphozyten
mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und in den PMN-Uberstanden und als
Kontrolle in +Arg-Medium jeweils mit und ohne nor-NOHA fiir 1, 2 und 3 Tage aktiviert.

Fir die Evaluation der Oberflachenproteine wurde deren Expression direkt vor und nach der
Inkubation in PMN-Uberstand in der Durchflusszytometrie gemessen. Die T-Lymphozyten
wurden dafiir mit den Antikorpern in Einfachfarbung markiert. Um unspezifische Antikorper-
bindung beziehungsweise Fluoreszenzemissionen zu detektieren, wurden fiir jeden verwendeten
Antikorper T-Lymphozyten parallel mit der Isotyp-Kontrolle des Antikorpers gefarbt und in der
Durchflusszytometrie als Negativkontrollen gemessen. Mit Hilfe der Isotyp-Kontrollen wurden
die Quadrantengrenzen in der durchflusszytometrischen Auswertung fiir die zugehorigen
Antikorper festgelegt. So wurde der Nullpunkt jedes Kanals nach der Isotyp-Kontrolle mit

einer Fluoreszenzpositivitat der T-Lymphozyten von <1 % festgelegt.

In Abbildung [26| ist die Entwicklung der Expressionen der Oberflachenproteine CD25, CD69,
CD28, CD57, PD-1, TIGIT, CTLA-4, CD160, LAG-3 und TIM-3 dargestellt. Gezeigt ist der
Verlauf der Inkubation der T-Lymphozyten im PMN-Uberstand und im +Arg-Medium. In den
Diagrammen sind die Inkubationstage durch senkrechte Linien in der darunter liegenden Tabel-
le getrennt. Im ersten Balken lasst sich die Expression des Oberflachenproteins direkt vor der
Inkubation erkennen. Dieser Balken ist mit ,, Tag 0" gekennzeichnet. Die anderen Balken sind
nach den drei Inkubationszeiten beschriftet. Schwarze Balken stellen die Expression nach Inku-
bation in +Arg-Medium dar und blaue Balken die nach Inkubation in PMN-Uberstinden. Be-
dingungen ohne nor-NOHA werden durch unifarbene Balken und Bedingungen mit nor-NOHA
durch diagonal gestreifte Balken dargestellt. Die Expression der Oberflachenproteine ist als
Prozent der positiven Zellen auf der Y-Achse aufgetragen. Im Gegensatz zu den Proliferations-
Experimenten ist hier der absolut gemessene Anteil der positiven Zellen an der Gesamtpopu-

lation in Prozent dargestellt. Zudem wurden die drei Versuche nicht normiert.
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Abbildung [26aj CD25-Expression

CD25 ist die o-Kette des IL-2 Rezeptors. Es wird bei Aktivierung induziert und vermittelt
durch Bindung von auto- und parakrin sezerniertem |L-2 physiologisch eine sich verstarkende
T-Lymphozyten-Antwort. Die Expression von IL-2 ist abhangig von extrazellularem Arginin
[25]. Aus diesem Grund zeigten die T-Lymphozyten vor der Aktivierung und Inkubation kei-
ne CD25-Expression. Nach der Aktivierung stieg sie sowohl in +Arg-Medium als auch in den
PMN-Uberstanden an. Dabei lieB sich im zeitlichen Verlauf der Inkubation in +Arg-Medium ein
kontinuierlicher Anstieg der CD25-positiven Zellen bis zu 80 + 10 % am dritten Tag erkennen.
Es gab dabei keinen signifikanten Unterschied zwischen Inkubation mit und ohne nor-NOHA.
Die Zugabe des Inhibitors hat demnach keinen Einfluss auf die Expression. Nach Inkubation
im PMN-Uberstand ohne nor-NOHA lieB sich zu allen Inkubationszeitpunkten eine geringere
Expression erkennen im Vergleich zu den anderen Bedingungen. Maximal wurde sie am zwei-
ten Tag der Inkubation mit nur 37 413 %. Die T-Lymphozyten, die im PMN-Uberstand mit
nor-NOHA aktiviert wurden, lieBen schon am ersten Tag der Inkubation einen starken An-
stieg der Expression erkennen. Das Maximum wurde auch hier nach zwei Tagen Inkubation
mit 87 £1% erreicht. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand zeigte sich also mit und ohne
der Zugabe von nor-NOHA ein Anstieg der Fraktion CD25-positiver Zellen vom ersten auf
den zweiten Inkubationstag, gefolgt von einem leichten Rickgang vom zweiten zum dritten
Inkubationstag. Nach Inkubation in +Arg-Medium war dagegen ein kontinuierlicher Anstieg
der CD25-positiven Zellen zu sehen. Somit zeigten T-Lymphozyten, die in ihrer Proliferation
aktiviert wurden (vergleiche Abbildung , eine vermehrte Expression von CD25 und eine

geringere, wenn ihre Proliferation supprimiert wurde.

Abbildung [26b; CD69-Expression

Neben CD25 ist auch CD69 ein Oberflachenprotein, das von aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert wird. Im Gegensatz zu CD25 ist CD69 unabhangig von der Arginin-Konzentration
im Medium [25]. Von nicht aktivierten T-Lymphozyten wurden beide Oberflachenproteine
nicht exprimiert. Nach der Aktivierung und im zeitlichen Verlauf der Inkubation stellten
sich die T-Lymphozyten sowohl nach Aktivierung in +Arg-Medium als auch in PMN-
Uberstand als CD69-positiv dar. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
+Arg-Medium-Bedingungen oder den PMN-Uberstinden. Auch die Zugabe von nor-NOHA
sowie die verschiedenen Inkubationszeitpunkten veranderten die Expression nicht signifikant.
Der Anteil der CD69-positiven T-Lymphozyten variierte zwischen maximal 91 +4 % an Tag 1
in +Arg-Medium ohne nor-NOHA und minimal 60£17 % an Tag 3 in PMN-Uberstand mit
nor-NOHA.
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Abbildung [26c: CD28-Expression

CD28 ist ein konstitutiv exprimiertes kostimulierendes Protein auf T-Lymphozyten [14]. An
Tag 0 lieB sich daher eine hohe CD28-Expression der T-Lymphozyten von 82 +5 % erkennen.
Durch die Aktivierung mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads sank die Expression am ers-
ten Tag der Inkubation in allen Bedingungen stark ab. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand
mit nor-NOHA war dabei die hochste Expression von 20 410 % zu erkennen, wahrend sie im
+Arg-Medium nur bei 2+1% lag. Am zweiten Tag der Inkubation war ein leichter Anstieg
nach Aktivierung in +Arg-Medium sowie nach Aktivierung in den PMN-Uberstinden ohne
nor-NOHA zu sehen. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA fiel im Gegensatz
dazu ein starker Anstieg auf 72 +16 % auf. Am dritten Tag der Inkubation stieg der Anteil an
CD28-positiven T-Lymphozyten auch nach Inkubation in +Arg-Medium ohne nor-NOHA auf
72+ 12 % und auf 65 419 % mit nor-NOHA an. Die Expression naherte sich damit jener nach
Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA mit 82 +4 % an. Nach Aktivierung in PMN-
Uberstand mit nor-NOHA und in +Arg-Medium zeigte sich somit ein kontinuierlicher Anstieg
iber die gesamte Inkubationszeit. Der Unterschied lag darin, dass der Hauptanstieg nach Inku-
bation in +Arg-Medium vom zweiten auf den dritten Inkubationstag erfolgte und nach Inku-
bation in PMN-Uberstand mit nor-NOHA bereits vom ersten auf den zweiten Inkubationstag.
Der Anteil an CD28-positiven T-Lymphozyten war nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit
nor-NOHA zu allen Inkubationszeitpunkten am héchsten. In PMN-Uberstand ohne nor-NOHA
war er dagegen zu allen Inkubationszeitpunkten gering. Somit korrelierte neben CD25 auch die
Expression von CD28 mit der in Abbildung[12] beobachteten Hyperaktivierung und Suppression
der Proliferation durch den PMN-Uberstand.

Abbildung [26d; CD57-Expression

Das Oberflachenprotein CD57 gilt als Indikator fiir schlecht proliferierende und ruhende
T-Lymphozyten, die dafiir ein hohes zytotoxisches Potential aufweisen [40]. Der Anteil an
CD57-positiven T-Lymphozyten lag sowohl vor als auch tber den gesamten Inkubationszeit-
raum nach Inkubation in +Arg-Medium oder PMN-Uberstand auf einem niedrigen Niveau
zwischen 16 3% an Tag 1 in +Arg-Medium ohne nor-NOHA und 26 +£2% an Tag 3 in
der PMN-Bedingung mit nor-NOHA. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA
war ein leichter Anstieg im zeitlichen Verlauf zu erkennen. Der Anteil an CD57-positiven
T-Lymphozyten stieg hier von 22 +3 % am ersten Tag auf 26 +2 % am dritten Tag an. Die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Bedingungen (die Zugabe von nor-NOHA und die

Inkubationszeitpunkte) waren jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abb. 26: Expression von Oberflachenproteinen der T-Lymphozyten: Mit anti-
CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierte T-Lymphozyten wurden in PMN-Uberstand
(Verhaltnis 10:1) oder in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA fiir 1, 2 und 3 Tage in-
kubiert. Vor und nach der Inkubation wurde die Expression der Oberflachenproteine mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Zu sehen sind die Mittelwerte von drei unabhangigen Expe-
rimenten und die jeweiligen Standardabweichungen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der
Zellen, die das angegebene Oberflachenprotein exprimieren.

Abbildung [26e; PD-1-Expression

Die Expression des sogenannten ,programmed cell death protein 1" lasst je nach Dauer der

Expression verschiedene Schlisse zu. PD-1 wird in aktivierten T-Lymphozyten vermehrt expri-
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miert. Durch Interaktion mit dem PD-1-Liganden wird die Aktivierung der T-Lymphozyten und
deren Proliferation supprimiert [30]. Bei anhaltender Aktivierung steht die Abnahme der Ex-
pression jedoch fiir die beginnende Erschopfung der T-Lymphozyten [26]. So zeigte sich vor der
Aktivierung nur ein Anteil von 20 4= 8 % PD-1-positiven T-Lymphozyten. Nach der Aktivierung
und Inkubation in +Arg-Medium lieB sich tber den gesamten Inkubationszeitraum ein kon-
tinuierlicher, jedoch statistisch nicht signifikanter, Anstieg erkennen. Dabei lag die maximale
Expression am dritten Tag bei 69 + 16 % nach Zugabe von nor-NOHA zu +Arg-Medium. Der
Anteil an PD-1-positiven T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA
lieB ebenso einen statistisch nicht signifikanten Anstieg am ersten und zweiten Tag der Inkuba-
tion erkennen. Allerdings sank der Anteil am dritten Tag der Inkubation wieder ab. Somit zeigte
sich hier eine maximale Expression am zweiten Tag der Inkubation mit 54 £ 32 %. Im Gegensatz
dazu stand der Anteil an PD-1-positiven T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA. Hier zeigte sich im Verlauf der Inkubation keine signifikante Anderung. Er
schwankte lediglich zwischen maximal 29 +7 % am ersten Tag der Inkubation und minimal
24 +5% am zweiten Tag. Es lieBen sich also zwischen der konventionellen Aktivierung und
der Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA keine signifikanten Unterschiede in der
Expression von PD-1 erkennen.

Abbildung [26f; TIGIT-Expression

Das Akronym TIGIT steht fiir t cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains. Durch immun-
regulatorische dendritische Zellen kénnen T-Lymphozyten tber TIGIT in ihrer Aktivitat sup-
primiert werden [28]. Die TIGIT-Expression der T-Lymphozyten lieB in allen Bedingungen tber
den gesamten Inkubationszeitraum keine statistisch signifikanten Unterschiede erkennen. Sie
lag zwischen minimal 1947 % vor der Inkubation und maximal 28 =8 % am dritten Tag in
der PMN-Bedingung mit nor-NOHA.

Abbildung [26g; CTLA-4-Expression

CTLA-4 ist der Gegenspieler des kostimulierenden Proteins CD28. Es bindet an die selben
Rezeptoren. Statt dem stimulierenden Signal wird durch CTLA-4 jedoch ein hemmendes Signal
ausgeldst [26]. Vor der Aktivierung stellte sich ein Anteil von 31+2% der T-Lymphozyten
als CTLA-4-positiv dar. Im Verlauf der Inkubation zeigte sich sowohl in +Arg-Medium als
auch in den PMN-Uberstianden ein kontinuierlicher Anstieg des Anteils an CTLA-4 positiven
T-Lymphozyten. Dabei lieB sich zwischen den T-Lymphozyten in +Arg-Medium und denen
in PMN-Uberstand kein signifikanter Unterschied erkennen. Auch die Zugabe von nor-NOHA
bewirkte keinen signifikanten Unterschied des Anteils an CTLA-4-positiven T-Lymphozyten.
Der groBte positive Anteil mit 64 + 10 % konnte in den T-Lymphozyten beobachtet werden,
die drei Tage in +Arg-Medium ohne nor-NOHA inkubiert wurden.
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Abbildung [26h; CD160-Expression

Bei dem Oberflachenprotein CD160 handelt es sich ebenfalls um einen inhibitorischen Rezep-
tor der T-Lymphozyten. Die Expression von CD160 wird wie bei PD-1, TIGIT und CTLA-4
durch die Aktivierung der T-Lymphozyten gesteigert. Bei dauerhafter Aktivierung zeigt das
Oberflachenprotein die Erschépfung der T-Lymphozyten an [39]. Daher lag der Anteil der
CD160-positiven T-Lymphozyten vor der Aktivierung bei nur 24 5 %. Durch die Aktivierung
der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA &nderte sich dieser Anteil nicht si-
gnifikant im zeitlichen Verlauf der Inkubation. Nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und
ohne nor-NOHA sowie in PMN-Uberstand mit nor-NOHA lieB sich eine Zunahme des CD160-
positiven Anteils der T-Lymphozyten erkennen. Maximal wurde der Anteil nach Aktivierung
in PMN-Uberstand mit nor-NOHA nach zwei Tagen Inkubation mit 50 £ 16 %. Der Anteil an
CD160-positiven T-Lymphozyten unterschied sich in +Arg-Medium und PMN-Uberstand mit
nor-NOHA nicht signifikant voneinander.

Abbildung [26i; LAG-3-Expression

Das sogenannte lymphocyte-activation gene 3 ist ein weiteres inhibitorisches Oberflachenpro-
tein der T-Lymphozyten. Auch LAG-3 wird in aktivierten T-Lymphozyten vermehrt exprimiert
und ist bei prolongierter Aktivierung ein Hinweis auf die Erschopfung des T-Lymphozyten [39].
Deshalb stellten sich die T-Lymphozyten vor der Aktivierung nur zu 141% LAG-3-positiv
dar. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA war keine relevante Verinderung
des Anteils an LAG-3-positiven T-Lymphozyten messbar. Ganz im Gegenteil dazu lieB sich
nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA sowie in PMN-Uberstand mit
nor-NOHA ein kontinuierlicher Anstieg des Anteils an LAG-3-positiven T-Lymphozyten er-
kennen. Zwischen diesen T-Lymphozyten gab es keinen signifikanten Unterschied, wie auch
schon bei CD160 beobachtet wurde. Das Maximum an positiven T-Lymphozyten fand sich mit
13 +2 % nach Aktivierung in +Arg-Medium ohne die Zugabe von nor-NOHA nach drei Tagen
Inkubation. Dieser Anstieg ist statistisch signifikant, dennoch ist der Anteil an LAG-3-positiven
T-Lymphozyten auch nach drei Tagen Inkubation gering.

Abbildung [26j: TIM-3-Expression

Ein weiteres inhibitorisches Oberflachenprotein ist das t cell immunoglobulin and mucin
domain-containing protein 3. Auch TIM-3 wird wie PD-1, TIGIT, CD160 und LAG-3 durch
Aktivierung auf T-Lymphozyten exprimiert und dient als Hinweis auf die Erschopfung der
T-Lymphozyten [39]. Deshalb lieB sich hier ebenso nur ein geringer Anteil von 1+1%
TIM-3-positiver T-Lymphozyten vor der Aktivierung der T-Lymphozyten darstellen. Genau
wie bei LAG-3 anderte sich nach Aktivierung der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand ohne
nor-NOHA der Anteil an positiven T-Lymphozyten im Verlauf der Inkubation nicht signifikant.
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Nach Aktivierung in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA und auch in PMN-Uberstand
mit nor-NOHA zeigte sich der Anteil an TIM-3-positiven T-Lymphozyten kontinuierlich
ansteigend im zeitlichen Verlauf. Einen Unterschied der Anteile in den +Arg-Medien und im
PMN-Uberstand mit nor-NOHA konnte nicht beobachtet werden. Der maximale Anteil an
TIM-3-positiven T-Lymphozyten lag bei 52+7 % nach Aktivierung in +Arg-Medium mit
nor-NOHA nach drei Tagen Inkubation.

Nach Betrachtung aller gemessenen Oberflachenproteine lasst sich folgendes zusammenfassen:

» Hyperstimulierte T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA
zeigten eine Arginin-abhangige Aktivierung (CD25 und CD28), wahrend supprimierte
T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA keine Arginin-
abhangige Aktivierung zeigten.

= In der Arginin-unabhéngigen Aktivierung (CD69) sowie in der Seneszenz (CD57) unter-
scheiden sich die T-Lymphozyten in den verschiedenen Bedingungen und Aktivierungen
nicht.

= Die Aktivierung in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA sowie die konventionelle
Aktivierung fiihrte nicht zu einer veranderten Expression der Oberflachenmarker, die eine
Erschopfung der T-Lymphozyten anzeigen (PD-1, TIGIT, CTLA-4, CD160).

= T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA zeigten eine ver-
minderte Expression von LAG-3 und TIM-3 im Vergleich zur Zugabe von nor-NOHA und

der konventionellen Aktivierung.
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4.3.3. Zytotoxizitat

Neben den Oberflachenproteinen und der Sekretion von Interferon-y ist die Zytotoxizitat
eine der wichtigsten Aufgaben der T-Lymphozyten, vor allem der CD8"-T-Lymphozyten,
im humanen Immunsystem. Mittels des sogenannten Zytotoxizitats-Assays lasst sich die-
se quantitativ evaluieren. Die T-Lymphozyten wurden dafiir zunachst mit einem p53564.270-
spezifischen T-Zell-Rezeptor transduziert, wie in Kapitel beschrieben. Die transduzier-
ten T-Lymphozyten konnten so mit Hilfe der K562-A2-Zellen wochentlich restimuliert und ex-
pandiert werden. Die K562-A2-Zellen wurden dafiir mit p53,44.072-Peptid beladen und anschlie-
Bend bestrahlt. Sie exprimieren das human leukocyte antigen A2 (HLA-A2), das von den trans-
duzierten T-Lymphozyten erkannt werden kann. Die Frequenz der T-Lymphozyten wurde dabei
wochentlich mittels Durchflusszytometrie mit anti-CD3 Antikérper-Farbung tiberpriift. Die Fre-
quenz der erfolgreich transduzierten T-Lymphozyten wurde mit anti-V[3-3 Antikorper-Farbung
kontrolliert. Der V[3-3-Antikorper markiert dabei die [3-Kette des transduzierten p53,64-272-
spezifischen T-Zell-Rezeptors. Ein reprasentatives Ergebnis der wochentlichen Uberpriifung
ist im Anhang in Abbildung [39] auf Seite dargestellt. Fir die Experimente wurden Zell-
populationen mit einem Anteil von mindestens 79 % CD3- und V[3-3-positiven transduzierten
T-Lymphozyten verwendet. Die zellspezifische Zytotoxizitat der transduzierten T-Lymphozyten

wurde im Folgenden mit Hilfe von HLA-A2-positiven SAOS-2-Osteosarkomzellen analysiert.

4.3.3.1. Proliferation der transduzierten T-Lymphozyten

Vor der Evaluation der Zytotoxizitat der transduzierten T-Lymphozyten wurde iberpriift, ob
sich diese in ihrer Proliferation genauso verhalten wie die polyklonal mittels anti-CD3/anti-
CD8-gekoppelten Beads aktivierten physiologischen T-Lymphozyten. Dazu wurden die PMN
gemaB Kapitel in den PMN:T-Verhéltnissen 1:1 bis 20:1 mit und ohne nor-NOHA
fir 72 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die transduzierten T-Lymphozyten Antigen-
spezifisch mit den K562-A2-Zellen (mit dem pb3,64 272-Peptid beladen und bestrahlt) und im
PMN-Uberstand fiir weitere 48 Stunden koinkubiert. Zusatzlich wurden die vier, in Kapitel
beschriebenen, Medium-Bedingungen angesetzt. Die Proliferation der transduzierten
T-Lymphozyten wurde im [*H]-Thymidin-Assay gemessen, dessen Ergebnisse in Abbildung
dargestellt sind.

Die Proliferation in den Medium-Bedingungen wich hier von der in Abbildung[12] dargestellten
Proliferation der polyklonal mittels anti-CD3/anti-CD8-gekoppelten Beads aktivierten physio-
logischen T-Lymphozyten ab. Ohne Aktivierung zeigten die T-Lymphozyten in +Arg-Medium
keine Proliferation. Nach Aktivierung unterschied sich die Proliferation in +Arg-Medium mit
und ohne Zugabe von nor-NOHA sowie in —Arg-Medium nicht signifikant voneinander. Somit

hatte auch in den transduzierten T-Lymphozyten die Zugabe von nor-NOHA keinen Effekt auf
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4.3. Aktivierung der T-Lymphozyten durch PMN

die Proliferation. Interessanterweise hatte aber auch das Fehlen von Arginin im Medium keinen
negativen Einfluss auf die Proliferation. Bei Betrachtung der absoluten counts per minute der
Medium-Bedingungen zeigte sich nach Aktivierung ohne nor-NOHA mit 12372 + 5665 cpm
eine hohere Proliferation der transduzierten, Antigen-spezifisch aktivierten T-Lymphozyten als
in den mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten aus Abbildung
[12] die nur mit 4230+3894cpm proliferierten. Auch nach Aktivierung mit nor-NOHA
in +Arg-Medium sowie in —Arg-Medium zeigten die transduzierten T-Lymphozyten mit
7842 4+ 3449 cpm in +Arg-Medium mit nor-NOHA und mit 5977 44220 cpm in —Arg-Medium
hohere counts per minute als die polyklonal aktivierten physiologischen T-Lymphozyten.
Besonders hoch war die Diskrepanz in der —Arg-Medium-Bedingung. Hier lag sie nach Akti-
vierung der T-Lymphozyten mit anti-CD3/anti-CD8 gekoppelten Beads bei nur 29 4+ 12 cpm.

Verhaltnis PMN : T-Lymphozyten

1:1 5:1 10:1 20:1
*k%k
*%k%
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- 400+
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(@)
[ .
o
200+
. L
150 pM Arg + + + + + + + + + + +
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Abb. 27: Antigen-spezifische Proliferation der mit dem p53,44.272-T-Zell-Rezeptor
transduzierten T-Lymphozyten: K562-A2-Zellen wurden mit einem p53,64.272-Peptid be-
laden und bestrahlt. Die mit einem p53564.072-spezifischen T-Zell-Rezeptor transduzierten
T-Lymphozyten wurden mit den K562-A2-Zellen Antigen-spezifisch aktiviert und anschlieBend
in PMN-Uberstand mit und ohne nor-NOHA fiir 48 Stunden koinkubiert. Die Proliferation der
T-Lymphozyten wurde mittels [*H]-Thymidin-Assay evaluiert. Auch hier wurde die Proliferati-
on nach Aktivierung in +Arg-Medium ohne Zugabe von nor-NOHA als 100 % normiert und die
ubrigen Aktivierungen zu dieser in Relation gesetzt. Zu sehen ist die Auswertung von fiinf un-
abhangigen Experimenten mit drei individuellen transduzierten T-Lymphozyten-Populationen
in Prozent.

Nach Aktivierung in PMN-Uberstand ohne nor-NOHA zeigte sich in allen PMN:T-Verhaltnissen

eine leicht niedrigere Proliferation verglichen mit der Antigen-spezifischen Aktivierung in
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+Arg-Medium. Diese Abnahme war allerdings statistisch nicht signifikant. Es war also im
Gegensatz zu den polyklonal mittels anti-CD3/anti-CD8-gekoppelten Beads aktivierten
physiologischen T-Lymphozyten in Abbildung [12] keine Suppression der Proliferation zu sehen.
Diese Beobachtung passt zu der bestehenden Proliferation in —Arg-Medium, in der auch

keine Suppression der Proliferation durch Arginin-Mangel zu erkennen war.

Die Proliferation nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA lieB im Gegensatz dazu
einen kontinuierlichen Anstieg im Vergleich zur Aktivierung ohne PMN-Uberstand erkennen.
Diese Entwicklung ahnelt der, die in Abbildung[12] beobachtet werden konnten. Das Maximum
wurde im PMN:T-Verhaltnis von 20:1 mit 211+70% der Aktivierung in +Arg-Medium
erreicht. Es war demnach eine Aktivierung der Proliferation durch den PMN-Uberstand
mit nor-NOHA zu sehen. Diese war jedoch deutlich geringer als in den polyklonal aktivier-
ten physiologischen T-Lymphozyten, die maximal mit 10824833 % der konventionellen
Aktivierung proliferierten. Allerdings fiel bei Betrachtung der absoluten counts per minute
dieser Bedingung auf, dass die transduzierten T-Lymphozyten mit 28327 + 16094 cpm kaum
weniger proliferierten als die polyklonal aktivierten physiologischen T-Lymphozyten aus
Abbildung (12| (31134 + 32328 cpm). Somit lag der Unterschied der relativen Aktivierung der
Proliferation an der hohen Ausgangsproliferation der transduzierten T-Lymphozyten, die in

den Medium-Bedingungen erkennbar war.

4.3.3.2. Zytotoxizitat der T-Lymphozyten

Im [3H]-Thymidin-Assay in Abbildung konnte eine Hyperaktivierung der Proliferation der
transduzierten T-Lymphozyten beobachtet werden. Somit verhalten sie sich vergleichbar
zu den polyklonal mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten physiologischen
T-Lymphozyten in Abbildung . Die Zytotoxizitat wurde anhand des Uberlebens von SAQS-2-
Zellen gemessen. Diese sind HLA-A2-positive immortalisierte Osteosarkom-Zellen, die adharent

im Well wachsen. Sie exprimieren aufgrund einer homozygoten p53-Deletion endogen kein p53.

Zunichst wurden die PMN, wie fiir die [*H]-Thymidin-Assays, fiir 72 Stunden mit und ohne
nor-NOHA inkubiert. Dabei wurde die dreifache Konzentration der in Kapitel beschriebe-
nen Verhaltnisse verwendet, da fiir den Zytotoxizitats-Assay auch die dreifache Konzentration
an T-Lymphozyten eingesetzt wurde. So ergaben sich fiir die PMN:T-Verhaltnisse 5:1 bis 20:1
eine Konzentration der PMN von 3-10°% — 12 -10° Zellen/ml und fiir die T-Lymphozyten von
6 - 10° Zellen/ml. Zudem wurden die vier Medium-Bedingungen nach Kapitel angesetzt.
Die transduzierten T-Lymphozyten wurden mit K562-A2-Zellen (mit p53p64.272-Peptid
beladen und bestrahlt) Antigen-spezifisch aktiviert und fiir 48 Stunden in den Medien oder
PMN-Uberstanden mit und ohne nor-NOHA inkubiert.
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Abb. 28: Experimenteller Aufbau des Zytotoxizitats-Assays: PMN wurden mit und
ohne nor-NOHA fiir 72 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden Antigen-spezifisch aktivierte
T-Lymphozyten in PMN-Uberstand oder in Medium fiir 48 Stunden inkubiert. Zur Aktivierung
wurden K562-A2-Zellen mit p53,64.272-Peptid beladen, bestrahlt und im Verhaltnis 1:2 mit den
T-Lymphozyten inkubiert. Die HLA-A2-positiven SAOS-2-Zellen wurden in Zellkulturmedium
in 24-Well-Platten vorgelegt. Die adharent wachsenden SAOS-2-Zellen wurden mit p53264.27o-
Peptid beladen und drei Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstande, Medien sowie
T-Lymphozyten in Uberstanden oder Medien auf den SAQOS-2-Zellen inkubiert. Beendet wurde
die Inkubation bei vollstandigem Ablosen der SAOS-2-Zellen in einem Well.

Wahrend der Inkubation der PMN und T-Lymphozyten wurden SAQS-2-Zellen in die Wells
vorgelegt, sodass sie adhdrent anwachsen konnten. Um ein T:SAOS-2-Verhaltnis von 3:1
zu erreichen, wurden die T-Lymphozyten in 3-10° Zellen/Well eingesetzt. Drei Stunden
vor Inkubation mit den T-Lymphozyten wurden die SAOS-2-Zellen mit 0,05ng/ml des
p53264.072-Peptids beladen. So konnten sie von den mit dem p53.64.070-spezifischen T-Zell-
Rezeptor transduzierten T-Lymphozyten Antigen-spezifisch erkannt und mittels Zytotoxizitat
eliminiert werden. Die aktivierten T-Lymphozyten wurden in den PMN-Uberstinden oder den
Medium-Bedingungen vorsichtig auf die SAOS-2-Zellen geschichtet und inkubiert. Neben den
T-Lymphozyten-Bedingungen wurde als Kontrolle jeder Uberstand und jedes Medium ohne
T-Lymphozyten in gleicher Konzentration und in gleichem Volumen auf den Tumorzellen
inkubiert. So konnten toxische Effekte der Medien auf die Tumorzellen iiberpriift werden. Um
eine unspezifische Zytotoxizitat der T-Lymphozyten zu tberpriifen, wurden die Tumorzellen
zusatzlich in einem Well nicht mit p53,64.272-Peptid beladen und dann mit T-Lymphozyten
inkubiert, die in PMN-Uberstand (20:1) mit nor-NOHA aktiviert wurden. Als Referenzwert der
Viabilitat der SAOS-2-Zellen wurden sie in einem Well in ihrem gewohnten Zellkulturmedium
inkubiert. Der schematische Aufbau des Experiments ist in Abbildung [28] dargestellt.

Eine stiindliche mikroskopische Kontrolle der SAOS-2-Zellen zeigte nach drei Stunden das
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erste komplette Ablésen der Tumorzellen vom Plattenboden in einer der Bedingungen.
Durch die Zytotoxizitat der transduzierten T-Lymphozyten wurden die SAQOS-2-Zellen
Antigen-spezifisch eliminiert. Tote Tumorzellen lésen sich vom Plattenboden ab. Um den
groBtmoglichen Unterschied der Zytotoxizitat der T-Lymphozyten in den PMN-Bedingungen

zu den Kontrollbedingungen detektieren zu konnen, wurde an dieser Stelle der Versuch beendet.

Nach dem Beenden des Zytotoxizitats-Assays wurden die noch adharenten SAQS-2-
Zellen mit Formaldehyd-Losung konserviert und die abgetoteten abgewaschen. Mittels
Kristallviolett-Losung konnten ausschlieBlich die lebenden Zellen angefarbt werden, denn
die Kristallviolett-Losung bindet an Proteine sowie an die DNA. Deshalb korreliert die
Intensitat des Violetts mit der Menge an verbliebenen, nicht abgetéteten Tumorzellen.
Ausschnitte einer 24-Well-Platte eines reprasentativen Zytotoxizitats-Assays dieser Farbung
sind in Abbildung dargestellt. Zur quantitativen Auswertung wurden die Uberlebenden
SAOS in SDS-Lésung resuspendiert. In Suspension konnte die Intensitat der Violett-Farbung
mittels des Spektrophotometers als optische Dichte bestimmt werden. Sie korreliert mit
dem Uberleben der Tumorzellen und somit umgekehrt auch mit der Zytotoxizitit der
T-Lymphozyten. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abbildung [30| zu sehen. Die Bedingung,
in der die SAOS-2-Zellen in ihrem gewohnten Zellkulturmedium inkubiert wurden, wurde fir
die quantitative Auswertung als 100 %-iges Uberleben normiert und die iibrigen Bedingungen

zu diesem Wert in Relation gesetzt.

In der ersten Zeile in Abbildung sind die SAOS-2-Zellen inkubiert in ihrem Zellkul-
turmedium gezeigt. Diese zwei Wells dienten als optische Referenz der Farbintensitat
als 100% Viabilitait der SAOS-2-Zellen. Alle anderen Wells zeigten die SAQOS-2-Zellen
nach Inkubation mit T-Lymphozyten nach Aktivierung in Medium oder PMN-Uberstand.
In der zweiten Zeile ist die Aktivierung der T-Lymphozyten in +Arg-Medium mit und
ohne nor-NOHA sowie in —Arg-Medium ohne nor-NOHA dargestellt. In der dritten Zeile
wurden die T-Lymphozyten in den PMN-Bedingungen ohne nor-NOHA und in der vierten
Zeile mit nor-NOHA aktiviert, jeweils in den PMN:T-Verhaltnissen 5:1 (links) bis 20:1 (rechts).

Im Vergleich zur Bedingung in der ersten Zeile war die violette Farbe nach Aktivierung der
T-Lymphozyten in Medium nur leicht abgeschwicht. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand
war im Gegensatz dazu eine starke Abnahme der Farbintensitat zu erkennen. Hierbei war
eine klare positive Korrelation zwischen der verstarkten T-Lymphozyten-Zytotoxizitat und
dem PMN:T-Verhaltnis. Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit Zugabe von nor-NOHA
zeigte sich in jedem Verhaltnis eine weitere Abschwachung der Viabilitat verglichen mit der
Inkubation ohne nor-NOHA. Somit war die Farbintensitat im Verhéltnis 5:1 ohne Zugabe von
nor-NOHA am hochsten (vergleichbar zu der Aktivierung in +Arg-Medium ohne nor-NOHA)
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und im 20:1-Verhéltnis mit Zugabe von nor-NOHA lieB sich kaum noch die violette Farbe
erkennen. Diese Bedingung der minimalen Farbintensitdt war auch im Mikroskop die erste
Bedingung, in der das vollstandige Ablosen der Tumorzellen sichtbar wurde, weswegen das

Experiment beendet wurde.

SAQOS-2 in RPMI-1640 (Vollmedium)

SAQOS-2 mit T-Lymphozyten:

Kontroll-
bedingungen:

>4 W &

-Arg-Medium

+Arg-Medium +Arg-Medium
+ 1 mM nor-NOHA

=

SAO0S-2 mit T-Lymphozyten in PMN-Uberstand:
PMN : T-Lymphozyten
10:1 20:1

PMN-Uberstand:

PMN-Uberstand
+ 1 mM nor-NOHA:

Abb. 29: Antigen-spezifische Zytotoxizitat der mit dem T-Zell-Rezeptor transdu-
zierten T-Lymphozyten: Kristallviolett-Farbung: Die PMN wurden fiir 72 Stunden mit
und ohne nor-NOHA in den PMN:T-Verhaltnissen 5:1 bis 20:1 inkubiert. Die T-Lymphozyten
wurden mit K562-A2-Zellen (mit p53264.272-Peptid beladen und bestrahlt) fiir 48 Stunden
in PMN-Uberstand oder Medium inkubiert und so aktiviert. Die HLA-A2-positiven SAOS-2-
Zellen wurden vorgelegt, sodass sie adharent anwachsen konnten. AnschlieBend wurden sie mit
p53264-070-Peptid beladen. Die Uberstinde, Medien und die T-Lymphozyten jeweils in Uber-
stand oder Medium wurden im Anschluss auf den Tumorzellen inkubiert. Nach vollstdndigem
Ablosen der Tumorzellen in einem Well wurde der Versuch beendet. Die noch adharenten
SAQS-2-Zellen wurden fixiert und die Vitalitat mittels Kristallviolett-Farbung quantifiziert. Zu
sehen ist die 24-Well-Platte eines reprasentativen Experimentes.
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In der quantitativen Auswertung von drei unabhéangigen Experimenten (vergleiche Abbildung
30) wird die Viabilitat der SAOS-2-Zellen in Prozent dargestellt. Sie wird in Relation zur
Viabilitat in Kulturmedium angegeben. Wie schon in vorherigen Abbildungen stehen einfarbige
Balken fiir eine Aktivierung ohne nor-NOHA und diagonal gestreifte Balken fiir die Zugabe
von nor-NOHA. In den schwarzen Balken sind die Kontrollbedingungen zu sehen. Im ersten
Balken ist das Uberleben der nicht mit p53.64.070-Peptid beladenen SAOS-2-Zellen gezeigt.
Sie wurden mit T-Lymphozyten inkubiert, die in PMN-Uberstand des 20:1-Verhiltnisses mit
nor-NOHA aktiviert wurden. Es war keine signifikante Anderung des Uberlebens der SAOS-2-
Zellen zu erkennen, was eine unspezifische Zytotoxizitat der T-Lymphozyten ausschlieBt. In den
darauf folgenden schwarzen Balken (zwei bis acht) sind die Tumorzellen in allen Bedingungen
ohne T-Lymphozyten inkubiert worden. Auch in diesen Bedingungen waren keine signifikanten
Unterschiede zu der Inkubation in normalem Zellkulturmedium der SAOS-2-Zellen zu sehen.

Die verwendeten Uberstinde und Medien waren demnach nicht toxisch fiir die Tumorzellen.
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Abb. 30: Antigen-spezifische Zytotoxizitat der mit dem T-Zell-Rezeptor transduzier-
ten T-Lymphozyten: quantitative Auswertung des Uberlebens der SAOS-2-Zellen.
Nach der Kristallviolett-Farbung in Abbildung[29 wurden die SAOS-2-Zellen resuspendiert und
die optische Dichte mittels eines Spektrophotometers gemessen. Sie korreliert mit der Viabili-
tat der Tumorzellen. Die Abbildung zeigt den Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten
und die Standardabweichung in Prozent. Der Mittelwert der absoluten counts per minute der
Bedingung, in der die SAOS-2-Zellen in ihrem Zellkulturmedium inkubiert wurden, wurde auf
100 % festgelegt und die anderen Bedingungen zu dieser Kontrollbedingung normiert.
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Die blauen Balken stellen das Uberleben der SAOS-2-Zellen nach T-Lymphozyten-Inkubation
dar. Die ersten drei Balken zeigen die Inkubation der T-Lymphozyten in Medium-Bedingungen
und die letzten sechs Balken die in PMN-Uberstanden. Es zeigte sich nach Aktivierung in
~+Arg-Medium ein signifikanter Abfall der Viabilitat der Tumorzellen im Vergleich zur Inkuba-
tion in normalem Zellkulturmedium. Das geringste Uberleben der SAQS-2 Zellen lieB sich mit
einer Viabilitdit von 74 415% nach Inkubation der T-Lymphozyten in +Arg-Medium ohne
nor-NOHA erkennen. Zwischen der Aktivierung in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA
lieB sich kein signifikanter Unterschied erkennen, sodass ein Einfluss von nor-NOHA auf die
Zytotoxizitat der T-Lymphozyten unwahrscheinlich ist. Nach Aktivierung in —Arg-Medium
war dagegen der Abfall der Viabilitat auf 88 & 10 % im Vergleich zum Zellkulturmedium nicht
statistisch signifikant.

Nach Inkubation in PMN-Uberstinden lieB sich im Vergleich zu der Aktivierung in
+Arg-Medium in allen Verhéaltnissen mit und ohne nor-NOHA ein deutlicher Riickgang der
Viabilitat der Tumorzellen feststellen. Lediglich im 5:1-Verhaltnis ohne Zugabe von nor-NOHA
glich die Viabilitat jener nach Aktivierung in +Arg-Medium ohne nor-NOHA. Ohne Zugabe
von nor-NOHA waren im 10:1-Verhaltnis nur noch 43 +9 % der SAOS-2-Zellen viabel und im
20:1-Verhaltnis nur noch 26 +14 %. Mit Zugabe von nor-NOHA nahm die Viabilitat sogar
noch weiter ab auf eine Viabilitat von 35 4+5 % im 5:1-Verhaltnis, 23 £ 6 % im 10:1-Verhaltnis
und nur noch 21 +4 % im 20:1-Verhaltnis. In allen Verhaltnissen war die Tumorzell-Viabilitat
nach Inkubation mit nor-NOHA schlechter als ohne. Mit steigendem PMN:T-Verhaltnis nahm
die Viabilitat der SAOS-2-Zellen kontinuierlich ab.

Nach Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA ist also folgendes zu sehen:

= eine Hyperaktivierung der Proliferation in Abbildung [12]

= eine gesteigerte Interferon-y-Sekretion in Abbildung [25]

= eine Zunahme der Expression von Aktivierungs-Oberflachenproteinen in Abbildung
» eine Zunahme der Zytotoxizitat hier in Abbildung

Interessanterweise war nach Aktivierung in PMN-Uberstanden ohne nor-NOHA dennoch eine
Steigerung der Zytotoxizitat erkennbar, obwohl diese T-Lymphozyten nicht proliferierten
(Abbildung , nicht hinsichtlich ihrer Zytokin-Sekretion aktiviert waren und nicht vermehrt
Aktivierungs-Oberflachenproteine exprimierten (Abbildungen [25( und .
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4.4. Einfluss von PMN-Uberstand auf die Proliferation

verschiedener Tumorzelllinien

Nachdem die Zytotoxizitdit der T-Lymphozyten auf die SAOS-2-Zellen untersucht wurde,
sollte nachfolgend gepriift werden, ob Tumorzellen ebenso wie T-Lymphozyten durch den
PMN-Uberstand in ihrer Proliferation beeinflusst werden konnen. Die SAOS-2-Zellen kénnen
dafiir nicht verwendet werden, da sie adharent wachsen und so ein [*H]-Thymidin-Assay
nicht moglich ist. Stattdessen wurden folgende drei Myelom-Zelllinien untersucht: NCI-
H929, FD50 und U266. Die PMN wurden dafiir, wie in Kapitel beschrieben, in den
PMN:Tumorzellen-Verhéltnissen von 1:1 bis 20:1 fiir 72 Stunden mit und ohne nor-NOHA
inkubiert. Danach wurde jede Tumorzelllinien separat fiir 48 Stunden in den verschiedenen
PMN-Uberstianden inkubiert.

Zudem wurden drei Medium-Bedingungen angesetzt:

» +Arg-Medium ohne nor-NOHA
= +Arg-Medium mit nor-NOHA
» —Arg-Medium ohne nor-NOHA

In den Abbildungen bis sind die Ergebnisse der drei Tumorzelllinien getrennt

voneinander dargestellt.

31a: NCI-H929

In Abbildung lieB sich nach Inkubation in +Arg-Medium eine starke Proliferation
der NCI-H929-Zellen erkennen. Sie lag in +Arg-Medium ohne Zugabe von nor-NOHA
bei 30959 +11639cpm und bei 22922 4+ 9422 cpm nach Inkubation mit Inhibitor. Somit
war ein Effekt von nor-NOHA auf die Proliferation unwahrscheinlich. Nach Inkubation
in —Arg-Medium war die Proliferation mit 962 41901 cpm signifikant geringer als in
+Arg-Medium. Nach Inkubation der Tumorzellen in den PMN-Uberstinden ohne nor-NOHA
war ein signifikanter Abfall der Proliferation verglichen mit der Proliferation in +Arg-Medium
zu sehen. Schon im 1:1-Verhéltnis lag sie nur noch bei 46435%. Mit Zunahme des
PMN:Tumorzellen-Verhaltnis sank die Proliferation weiter auf ein Minimum von 9+7 % im
10:1-Verhiltnis ab. Nach Inkubation der Tumorzellen in PMN-Uberstand mit nor-NOHA zeigte
sich in allen PMN:Tumorzellen-Verhaltnissen wieder eine Rekonstitution der Proliferation
ohne signifikanten Unterschied zu der Inkubation in +Arg-Medium. Eine Hyperaktivierung

der Proliferation wie in den T-Lymphozyten war nicht zu beobachten.
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31b: FD50

Die Proliferation der FD50-Zellen in Abbildung verhielt sich ahnlich wie die der NCI-
H929-Zellen. Nach Inkubation in —Arg-Medium zeigte sich ein statistisch nicht signifikantes
Absinken der Proliferation verglichen mit der Proliferation in +Arg-Medium. Die Proliferation
in +Arg-Medium mit und ohne nor-NOHA unterschied sich nicht voneinander. Somit hatte
die Zugabe von nor-NOHA auch hier keinen signifikanten Einfluss. Die Proliferation der
FD50-Zellen war generell niedriger als die der NCI-H929-Zellen. So proliferierten die FD50
zum Beispiel im +Arg-Medium ohne nor-NOHA mit nur 24292 4+ 18945 cpm.
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Abb. 31: Proliferationen von Tumorzelllinien in PMN-Uberstand: Die PMN wurden
fir 72 Stunden mit und ohne nor-NOHA inkubiert. AnschlieBend wurde der PMN-Uberstand
fur 48 Stunden auf drei verschiedenen Tumorzelllinien inkubiert: NCI-H929, FD50 und U266.
Die Proliferation der Tumorzellen wurde anschlieBend mittels [*H]-Thymidin-Assay evaluiert.

Zu sehen ist von den drei Tumorzellen jeweils die Zusammenfassung von je drei unabhangigen
Experimenten.
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Nach Inkubation in den PMN-Uberstanden ohne nor-NOHA zeigten die FD50-Zellen wie die
NCI-H929-Zellen eine Abnahme der Proliferation verglichen mit den Kontrollbedingungen. Al-
lerdings war diese Abnahme in keinem Verhaltnis statistisch signifikant. Minimal wurde sie im
Verhaltnis 10:1 mit 34 =31 %. Auch nach Inkubation in PMN-Uberstand mit nor-NOHA lieB
sich keine signifikant veranderte Proliferation gegeniiber der Proliferation in +Arg-Medium
erkennen. Somit zeigten auch die FD50-Zellen durch die Zugabe von nor-NOHA eine Rekon-
stitution der Proliferation auf das Niveau der Proliferation in +Arg-Medium. Eine Induktion
der Hyperaktivierung der Proliferation durch PMN-Uberstand mit nor-NOHA konnte nicht

beobachtet werden.

B1c: U266

Abbildung zeigt die Proliferation der U266-Zellen. Im Gegensatz zu den anderen beiden
Tumorzelllinien in den Abbildungen und lieB sich nach Inkubation in —Arg-Medium
keinerlei Proliferation messen. Nach Inkubation in +Arg-Medium zeigte sich eine sehr hohe
Proliferation. Sie lag ohne Zugabe von nor-NOHA bei 177817 £ 56168 cpm, nach Zugabe
von nor-NOHA war sie nicht signifikant unterschiedlich, sodass auch hier ein Einfluss von
nor-NOHA auf die Proliferation unwahrscheinlich ist. Nach Inkubation in PMN-Uberstand
ohne nor-NOHA zeigten die U266-Zellen in dem PMN:Tumorzellen-Verhaltnis von 5:1 und
10:1 praktisch keine Proliferation mehr (241 % der Proliferation in +Arg-Medium). Auch im
1:1- und 20:1-Verhaltnis sank die Proliferation im Vergleich zur Kontrollbedingung deutlich
ab. Nach Inkubation in den PMN-Uberstinden mit nor-NOHA zeigten die U266-Zellen wie
die anderen Tumorzelllinien keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Proliferation
in +Arg-Medium. Auch hier wurde durch die Zugabe von nor-NOHA die Proliferation der
Kontrollbedingungen in den PMN-Bedingungen rekonstituiert.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass alle drei Tumorzelllinien eine Suppression der Prolifera-
tion durch den PMN-Uberstand ohne nor-NOHA zeigten. Nach Inkubation in PMN-Uberstand
mit nor-NOHA war allerdings im Gegensatz zu den T-Lymphozyten in Abbildung[12] keine Hy-
peraktivierung zu sehen, sondern lediglich die Rekonstitution der Proliferation auf das Niveau

dieser in +Arg-Medium.
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4.5. Mechanismus der Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch PMN-Uberstand

4.5. Mechanismus der Hyperaktivierung der
T-Lymphozyten durch PMN-Uberstand

Es konnte in den bisherigen Experimenten beobachtet werden, dass durch die PMN-Arginase 1-
induzierte Arginin-Depletion sowohl die Proliferation als auch die Aktivitat der T-Lymphozyten
supprimiert werden kann. Durch Inhibition der Arginase 1 war entgegen den Erwartungen nicht
nur eine Rekonstitution auf das Niveau der Kontrollbedingungen zu sehen, sondern eine Hyper-
stimulation der Proliferation, der Aktivierung sowie der Zytotoxizitat. Von zentraler Bedeutung
ist die Identifikation des Mechanismus dieser Hyperaktivierung durch den PMN-Uberstand. Ei-
ne Moglichkeit waren l6sliche, durch die PMN sezernierte Zytokine im Uberstand, die mit den
T-Lymphozyten interagieren konnen. Zur Untersuchung dieses Mechanismus wurden zunachst
die von den PMN sezernierten Zytokine ermittelt und danach der Einfluss dieser Zytokine auf

die Proliferation der T-Lymphozyten evaluiert.

4.5.1. Zytokin-Sekretion der PMN

Zur Detektion der von T-Lymphozyten und PMN sezernierten Zytokine wurden Uberstinde
des [*H]-Thymidin-Assays aus Abbildung mit dem human proteome profiler™ array
mittels klassischem Sandwich-ELISA untersucht. In dem human cytokine array konnten 36
Zytokine getestet werden (vergleiche Liste der Zytokine im Anhang in Abbildung auf
Seite . Dazu wurde eine mit capture antibodies markierte Membran verwendet. Die
capture antibodies waren jeweils punktformig als Doubletten auf der Membran verankert.
Die Zytokine der verwendeten Proben konnte so spezifisch an diese Antikérper binden.
AnschlieBend wurde diese Zytokin-Antikorper-Bindung mit biotinylierten detection antibody
markiert. AnschlieBend wurde Streptavidin horseradish Peroxidase hinzugefiigt, die an das
Biotin bindet und so die Enzymaktivitat zur Detektion der Chemilumineszenz im spezifischen
Substrates darstellt. Die gemessene Lumineszenz korrelierte mit der Menge an detektiertem
Zytokin (Zuordnung der Zytokine zu den spots im Anhang in Abbildung auf Seite
[125]. Im molekularen imaging-System (iBright) konnte die Chemilumineszenz der
Zytokine an den spezifischen Koordinaten der Testmembran detektiert werden. Mit Hilfe

der Intensitat der Lumineszenz lieB sich quantitativ die Konzentration der Zytokine bestimmen.

Als Proben fiir die Testmembranen wurden Uberstinde des Proliferations-Assays verwendet.
Um die Sekretion der PMN zu bestimmen, wurde PMN-Uberstand des 10:1-Verhaltnisses nach
72 Stunden Inkubation der PMN mit nor-NOHA getestet. Fiir die Bestimmung der Sekretion
der T-Lymphozyten wurde die zweite Kontrollbedingung (vergleiche Kapitel genutzt.
Als dritte Probe wurde schlieBlich der Uberstand von T-Lymphozyten in PMN-Uberstand des
Verhaltnisses 10:1 mit nor-NOHA verwendet. In dieser Bedingung konnte die PMN-Sekretion,
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4. Ergebnisse

sowie die durch die PMN beeinflusste Sekretion der T-Lymphozyten detektiert werden. In
Abbildung [32| sind die detektierten Zytokine auf den drei Testmembranen dargestellt.

T-Lymphozyten in PMN-Uberstand (PMN:T 10:1) mit nor-NOHA:
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Abb. 32: Human cytokine array: Testmembranen mit detektierten Zytokinen:
Die Zytokine in PMN-Uberstand (PMN:T Verhaltnis 10:1, mit nor-NOHA), Uberstand von
T-Lymphozyten in PMN-Uberstand (PMN:T Verhaltnis 10:1, mit nor-NOHA) und Uberstand
von T-Lymphozyten in +Arg-Medium wurden mit Hilfe des human proteome profiler™ ar-
ray mittels klassischem Sandwich-ELISA gemessen. Auf den Membranen verankerte capture
antibodies konnten spezifisch durch Zytokine gebunden werden. Detection antibodies mar-
kierten die Zytokin-Antikérper-Bindungen und wurden wiederum von Streptavidin horseradish
Peroxidase gebunden. Diese Bindungen bildeten die Enzymaktivitat fiir das Chemilumineszenz
Substrat. Die produzierte Lumineszenz korrelierte mit der Menge an gebundenem Zytokin. Zu
sehen sind die Testmembranen von einem Experiment, auf denen die detektierten Zytokine
der drei Uberstande als punktférmige Doubletten detektiert wurden. In rot sind Zytokine der
Granulozyten markiert, die moglicherweise die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten induzie-
ren konnten.
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4.5. Mechanismus der Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch PMN-Uberstand

Auf der obersten Membran sind die sezernierten Zytokine der T-Lymphozyten nach Ak-
tivierung in PMN-Uberstand abgebildet, darunter die Sekretion der T-Lymphozyten nach
Aktivierung in +Arg-Medium und ganz unten die der PMN. Jedes detektierte Zytokin erschien
durch eine Doublette an spots an der definierten Koordinate auf der Membran. Auf jeder
Membran sind links oben und unten sowie rechts oben drei spot-Paare als positive Kontrolle

und rechts unten eine negative Kontrolle erkennbar.
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Abb. 33: Human cytokine array: Quantifizierung der von T-Lymphozyten sezer-
nierten Zytokine: Die T-Lymphozyten wurden in +Arg-Medium oder in PMN-Uberstand
(PMN:T-Verhaltnis 10:1) mit nor-NOHA aktiviert. Mittels klassischem Sandwich-ELISA wur-
den die Zytokine an Chemilumineszenz produzierende Antikorper gebunden. Diese emittierte
Chemilumineszenz korrelierte mit der relativen Menge an sezernierten Zytokinen. Zu sehen
ist die mittels molekularem imaging-System (iBrigth) bestimmte Chemilumineszenz-Intensitat
von einem Experiment.

In Abbildung ist die Chemilumineszenz-Intensitat und somit auch die relative Menge an
sezernierten Zytokinen der T-Lymphozyten dargestellt. Blaue Balken zeigen die Sekretion nach
Aktivierung in +Arg-Medium und schwarzen Balken die Sekretion nach Aktivierung in PMN-
Uberstand mit nor-NOHA. Auffallig war, dass die Sekretion aller von den T-Lymphozyten
sezernierten Zytokine durch die Aktivierung in PMN-Uberstand mit nor-NOHA im Vergleich
zur Aktivierung in +Arg-Medium stimuliert wurde. Besonders hoch war die Sekretion von MIF,
IL-1ra, GM-CSF, TNF-«, IL-10, CD40-Ligand (CD40L), IL-8, IL-13 und CCL2. Beriicksichtigt
werden miissen bei dieser Betrachtung jedoch auch, die durch die Granulozyten in den
PMN-Uberstand sezernierten Zytokine. Sie sind in der Probe, in der die T-Lymphozyten
in PMN-Uberstand mit nor-NOHA aktiviert wurden, ebenso zu finden. Die Sekretion der

Zytokine konnte autokrin eine Stimulation und Hyperaktivierung der T-Lymphozyten zur

123



4. Ergebnisse

Folge gehabt haben. Durch die PMN sezernierte Zytokine konnten jedoch ebenfalls parakrin
die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten induzieren. In Abbildung |34] sind die vier Zytokine
dargestellt, die im PMN-Uberstand hauptsichlich detektiert werden konnten. Diese vier
Zytokine sind IL-1ra, IL-8, IL-16 und MIF. Sie wurden durch die Granulozyten deutlich starker
sezerniert als durch die T-Lymphozyten. CXCL12 konnte im PMN-Uberstand nur schwach

detektiert werden und wurde deshalb nicht weiter in Betracht gezogen.
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Abb. 34: Human cytokine array: Quantifizierung der von den PMN sezernierten
Zytokine: Von den in Abbildung [32] detektierten Zytokinen sind die vier von den PMN sezer-
nierten Zytokine dargestellt. Mittels eines klassischen Sandwich-ELISA wurden die Zytokine
mit einem Chemilumineszenz-produzierenden Substrat markiert. Die emittierte Lumineszenz
konnte mit einem molekularen imaging-System (iBrigth) gemessen werden. Sie korreliert mit
der relativen Menge des Zytokins im Uberstand. Gezeigt ist die Chemilumineszenz-Intensitat
von MIF, IL-1ra, IL-8 und IL-16 von einem Experiment.

Es fand sich von den vier Zytokinen bei MIF die starkste Chemilumineszenz-Intensitat. Die an-
deren drei Zytokine wurden von den T-Lymphozyten kaum sezerniert. Wie schon in Abbildung
gezeigt, iiberstieg die Sekretion der T-Lymphozyten nach Aktivierung in PMN-Uberstand
mit nor-NOHA bei allen vier Zytokinen die Sekretion nach konventioneller Aktivierung. Auf-
fallig war, dass die Sekretion von MIF und IL-16 in den T-Lymphozyten nach Aktivierung
in PMN-Uberstand mit nor-NOHA die des PMN-Uberstandes iiberstieg. Im Gegensatz dazu
lag die Sekretion von IL-1ra und IL-8 unter dem Niveau der Sekretion des PMN-Uberstands.
Bei IL-1ra und IL-8 konnte die Zytokin-Sekretion der T-Lymphozyten nach Aktivierung in
PMN-Uberstand nicht durch Addition der Sekretion der PMN und konventionell aktivierten
T-Lymphozyten erzeugt werden. Dies lasst auf Interaktionen der beiden Zellen, Beeinflussung

der T-Lymphozyten-Sekretion oder veranderte Aufnahme der Zytokine schlieBen.
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4.5. Mechanismus der Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch PMN-Uberstand

4.5.2. Proliferation der T-Lymphozyten bei Zugabe von

PMN-sezernierten Zytokinen

Die vier im human cytokine array ermittelten Zytokine des PMN-Uberstandes wurden hin-
sichtlich einer moglichen Hyperaktivierung der T-Lymphozyten untersucht. Dazu wurden die
T-Lymphozyten mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktiviert und in +Arg-Medium
mit je 20ng/ml der rekombinanten Zytokine fiir 48 Stunden inkubiert. Jedes Zytokin
wurde einzeln getestet und zudem auch moégliche Kombinationen der Zytokine. Im Anschluss
wurde die Proliferation im [*H]-Thymidin-Assay gemessen. Dies ist in Abbildungdargestellt.
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Abb. 35: Proliferation der T-Lymphozyten unter Zugabe von rekombinanten Zytoki-
nen: Die mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads aktivierten T-Lymphozyten wurden fiir
48 Stunden in +Arg-Medium mit einem Zytokin oder einer Kombination der rekombinanten
Zytokine, wie angegeben, inkubiert. Jedes Zytokin wurde in der Konzentration von 20 ng/ml
eingesetzt. Die Proliferation der T-Lymphozyten wurde mittels [*H]-Thymidin-Assay quan-
tifiziert. Zu sehen sind die Mittelwerte und die Standardabweichung von drei unabhangigen
Experimenten.

Als Kontrollbedingungen wurden T-Lymphozyten in folgenden Bedingungen angesetzt (ver-

gleiche Kapitel 4.1.1)):

1. nicht aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium
2. aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium
3. aktivierte T-Lymphozyten in —Arg-Medium
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In Abbildungsind die zusammengefassten Ergebnisse der [*H]-Thymidin-Assays dargestellt.
Die Zugabe der Zytokine fiihrte hierbei weder bei Einzel-Zugabe noch in allen getesteten
Kombinationen zu einer signifikanten Beeinflussung der T-Lymphozyten-Proliferation. Insbe-
sondere war keine Hyperproliferation detektierbar. Lediglich die Kombination von IL-1ra und
IL-16 fithrte zu einer signifikanten Anderung, jedoch zu einer Reduktion der Proliferation.
Die vier hier untersuchten Zytokine sind somit nicht fiir den hyperstimulierenden Effekt des

PMN-Uberstandes bei gleichzeitiger Arginase 1-Inhibition verantwortlich.
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5. Diskussion

5.1. Interaktion von PMN und T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind eine der wichtigsten Komponenten des adaptiven Immunsystems. In
Infektionen, ebenso wie im Tumor-Mikromilieu, spielen ihre Aktivitat und Zytotoxizitat eine
essentielle Rolle. lhre Effektivitat und Proliferation werden durch humorale Faktoren und
den direkten Zell-Zell-Kontakt bestimmt. Dabei tiben die Tumorzellen selbst einen starken
Einfluss auf die Aktivitat der T-Lymphozyten aus. Dariiber hinaus bestimmen die in das
Tumorstroma immigrierenden Immunzellen maBgeblich die Effektivitat der Abwehr durch die
T-Lymphozyten. Dieser Einfluss der anderen Immunzellen kann dabei sowohl aktivierend als
auch suppressiv ausfallen. Hierbei sind vor allem die neutrophilen Granulozyten als entschei-
dender Faktor zu nennen. Aus diesem Grund gerat die Interaktion zwischen T-Lymphozyten

und PMN zunehmend in den Fokus der modernen Forschung.

Aktuell stehen die beobachteten Eigenschaften der PMN im gegenseitigen Konflikt zuein-
ander. Die Frage der Wirkung von PMN auf T-Lymphozyten ist deutlich mit der Frage
der Wirkung auf Tumore verknipft. Eine Aktivierung der T-Lymphozyten bewirkt indi-
rekt eine Suppression des Tumors und bestatigt die anti-tumorale Eigenschaft der PMN
[126, [127]. Eine Supprimierung der T-Lymphozyten dagegen kann das Tumorwachstum
indirekt fordern, wodurch die pro-tumoralen Eigenschaften der PMN bekraftigt werden
[25, [70, [120]. Es konnten mehrfach sowohl anti-tumorale [64, 68, 81, 82] als auch
pro-tumorale [89, 52, 53| 58, 64, [68] 1], 85, 90, O], 02 128] Wirkungen beobachtet wer-
den. In Kapitel 2.2.7] wurde die Rolle der PMN in Tumor-Erkrankungen bereits naher erlautert.

Die Suppression der T-Lymphozyten basiert in Tumor-Erkrankungen unter anderem auf der
Arginin-Depletion durch das Enzym Arginase 1 [25]. Es wird durch den Tumor selbst so-
wie durch MDSC und PMN freigesetzt [116]. Seit der Entdeckung dieses Mechanismus zur
Suppression der T-Lymphozyten liegt das Interesse der Forschung in der Untersuchung der
Konsequenzen dieser Arginase 1-vermittelten Arginin-Depletion und zudem in deren Blockade
durch verschiedene Arginase-Inhibitoren. Eine wichtige Konsequenz der erfolgreichen Blockade
ist dabei die Aktivitat und Proliferation der T-Lymphozyten. In dieser Arbeit wurde deshalb der
Einfluss von PMN auf die Aktivitat, die Proliferation und die Zytotoxizitat der T-Lymphozyten
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5. Diskussion

in Abhangigkeit von einer Inhibition der Arginase 1 untersucht. Der experimentelle Aufbau hier-
fir wurde so nah wie moglich an die physiologischen Gegebenheiten im menschlichen Korper

angepasst:

» Die Medien zur Inkubation der PMN und T-Lymphozyten wurden mit einer Arginin-
Konzentration von 150 uM verwendet. Dies entspricht der physiologischen Arginin-
Konzentration [25].

= Die in vitro Verhéltnisse von PMN zu T-Lymphozyten (1:1 bis 50:1) wurden in Anleh-
nung an die physiologischen in vivo Verhiltnisse gewahlt (vergleiche Kapitel .
In Tumoren und deren unmittelbarer Umgebung sind die T-Lymphozyten kontinuierlich
in ungefahr gleicher Konzentration prasent. Die PMN dagegen sind vor allem am Rand
der Tumore und weniger im soliden Inneren des Tumors zu finden. So findet die direkte
Interaktion von T-Lymphozyten und PMN vor allem am Rand des Tumors statt. Zudem
akkumulieren sich T-Lymphozyten und PMN an sogenannten Hotspots auch im soliden
Tumor, um miteinander zu interagieren. Es zeigt sich also physiologisch eine Dominanz
der PMN gegeniiber den T-Lymphozyten am Rand des Tumors und an diesen Hotspots
[126, 129].

» Die friihe Phase einer Inflammation und Tumorerkrankung ist gepragt durch die In-
vasion der PMN in den sich formierenden Tumor. Im Gegensatz dazu erreichen die
T-Lymphozyten den Ort der Inflammation oder des Tumors erst ein bis zwei Tage spa-
ter [25]. Durch den Tumor werden die PMN deshalb friih aktiviert und sezernieren ihre
Granula. Sie gelten als die vorderste Front des Immunsystems und agieren dementspre-
chend schnell. Aus diesem Grund wurde die Inkubation der PMN in den verschiedenen
Medien und Konzentrationen mit drei Tagen gewahlt. In dieser Zeit kénnte in vivo die
Arginase 1 das Arginin im Tumor-Mikromilieu depletieren, bevor die T-Lymphozyten ein-
treffen. Auch in vitro kommt es durch die Kurzlebigkeit der PMN schnell zur Apoptose
oder Nekrose der Zellen. Dadurch werden die Inhalte ihrer Granula also auch die Argi-
nase 1 aus den azurophilen Granula freigesetzt [130]. Die Arginin-Depletion im Medium

ist somit ahnlich dem physiologischen Arginin-Verbrauch in Tumorerkrankungen.

Zur Inkubation der T-Lymphozyten wurde der zellfreie Uberstand der PMN nach Inkubation
im Medium verwendet, wodurch lediglich humorale Interaktionen und keine direkten Zell-Zell-
Interaktionen moglich waren. Als Arginase-Inhibitoren wurde sowohl der kompetitive Inhibitor
nor-NOHA eingesetzt als auch CB-1158. Beide Inhibitoren blockieren extrazellulare Arginase 1
und Arginase 2 [123].

Die Interaktion zwischen PMN und T-Lymphozyten sowie die Wirkung der Inhibition von Ar-

ginase 1 wurde bereits mit dhnlichen experimentellen Ansatzen in diversen Studien untersucht
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[7]. Hierfir wurden die T-Lymphozyten entweder in Kokultur [72, 103, [126], 128, 6] mit den
PMN kultiviert oder in PMN-Sonikat [25] inkubiert.

In allen zitierten Studien zeigte sich ohne die Zugabe der Inhibitoren stets eine vollstandige
Suppression der Proliferation, Aktivitdt und Zytokin-Sekretion der T-Lymphozyten unter
dem Einfluss der PMN. Durch Einsatz beider, in den Studien verwendeten, Inhibitoren
(nor-NOHA und CB-1158) konnte in den T-Lymphozyten das Niveau der konventionellen
Aktivierung (bei CB-1158 zumindest auf 90 % [70]) wieder hergestellt werden. Dabei handelte
es sich um die Zytokin-Sekretion (zum Beispiel um die Interferon-y-Sekretion) sowie um die
Aktivitat und Proliferation [70] 25]. Somit konnte durch die Inhibition der Arginase 1 effektiv
die Arginin-Depletion blockiert und die Suppression der T-Lymphozyten verhindert werden
[25, 103, [128| [131]. Dies bestatigte die Arginase 1 als einen der Schliisselmechanismen zur

PMN-induzierten Immunsuppression.

Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit jedoch nicht nur eine Wiederherstellung der Aktivierung
der T-Lymphozyten durch die Arginase-Inhibition erreicht werden. Erstaunlicherweise zeigte
sich unter dem Einfluss des PMN-Uberstandes und Zugabe eines Arginase-Inhibitors eine starke
Hyperaktivierung der Proliferation, der Zytokin-Sekretion, der Aktivitdt und der Zytotoxizitat
der T-Lymphozyten.

5.2. Suppression der T-Lymphozyten durch PMN

Die alleinige Inkubation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand ohne Arginase-Inhibitor
loste in allen Experimenten eine komplette Suppression der T-Lymphozyten aus (vergleiche
Abbildungen [12/[30), sobald die Konzentration der PMN die der T-Lymphozyten iiberstieg.
Diese Suppression bezog sich sowohl auf die Proliferation (Abbildungen [12{25b)) als auch auf
die Interferon-y-Sekretion (Abbildung [25a] Seite [101]), den Aktivierungsphanotyp (Abbildung
26} Seite sowie die Zytotoxizitat (Abbildung [30] Seite [116]). Auch die direkte Kokultur
und die Transwell-Kultur von PMN und T-Lymphozyten bestatigten die Suppression der

Proliferation (vergleiche Abbildungen [23] und [24] Seite [97] und [98)).

Wie bereits erwahnt, ist die Suppression der T-Lymphozyten durch PMN in Kokulturen und
mittels PMN-Sonikat bereits beschrieben worden [72] [103] 126, 128| [6, 25]. In dieser Arbeit
konnte bestitigt werden, dass PMN-Uberstand ebenfalls eine Suppression der Proliferation
bedingt [76]. Verschiedene Mechanismen der Supprimierung sind inzwischen detektiert worden.
Eine Ubersicht der wichtigsten Mechanismen ist in Abbildung [36| dargestellt.
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Arginase 1:

Die Arginase 1 wird im Tumor-Mikromilieu oder wahrend der Inflammation kontinuierlich
durch MDSC und PMN im Zuge der Apoptose und Nekrose sezerniert. Im Multiplen Myelom
konnte im Vergleich zu gesunden Blutspendern eine erhéhte Expression an Arginase 1 in
granulozytaren Zellen beobachtet werden [128]. Dies fiihrt zu einer verstarkten Sekretion des
Enzyms. In Tumor-Patienten konnte im Serum zudem generell eine erhohte Aktivitat der
Arginase 1 im Vergleich zu gesunden Blutspendern gemessen werden. Durch die Arginin-
Suppression und die damit verbundene Suppression der Immunantwort gelingt dem Tumor
das Entkommen vor der Immunabwehr, was die Tumor-Progression und Metastasierung
ermoglicht [103], (70, [120] 129, 128].

Zell-Zell-Kontakt: NETose:
T @
@, reifer T-Lymphozyt
i, %%1118b/ C EtESta'se’G
- : N athepsin G,
T-Lymphozyt Integrine Vs, MBO
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Abb. 36: Mechanismen der Suppression der T-Lymphozyten durch PMN: PMN kon-
nen T-Lymphozyten (iber direkten Zell-Zell-Kontakt supprimieren. Dies geschieht mit Hilfe
der Oberflachenproteine CD11b/CD18. Durch Degranulation und Freisetzung von Arginase 1,
Serin-Proteasen und ROS werden T-Lymphozyten direkt inhibiert. Elastase supprimiert die
APZ, was indirekt eine Aktivierung der T-Lymphozyten verhindert. Zytokine wie IL-10 und
TGF-f3 inhibieren die T-Lymphozyten. AuBerdem supprimieren die Bestandteile der NETose
reife T-Lymphozyten. Details und zitierte Literatur siehe Kapitel .

Die Arginase 1 ist intrazellular in den azurophilen Granula der PMN gespeichert. Granu-
lozyten sind &duBerst kurzlebige Zellen, deren Apoptose in vitro bereits nach kurzer Zeit
eingeleitet wird. Die extrazelluldre Arginase verstoffwechselt das sich im Medium befindende

Arginin zu Ornithin und Harnstoff [25]. Dies ist an der sinkenden Arginin-Konzentration im
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Verlauf der Inkubation in Abbildung [I9 auf Seite [89] zu erkennen. Bereits nach 24 Stunden
PMN-Inkubation sank die Konzentration im Vergleich zum verwendeten Medium deutlich
ab. Nach 48 und 72 Stunden war weiterhin die kontinuierliche Arginin-Depletion durch die
Arginase 1 der PMN zu sehen. Die T-Lymphozyten sind auf Arginin im Medium angewiesen

und verstoffwechseln wahrend der Inkubation ebenfalls intrazellular Arginin.

Die Suppression der T-Lymphozyten durch Arginase 1 ist bereits vielfach bestatigt worden
[89, 25} 160, 63| 70, [71} (72, [132]. Ab einer Arginin-Konzentration von 40 tM im Medium konnte
eine Inhibition der Proliferation der T-Lymphozyten nachgewiesen werden [63]. Dement-
sprechend wurde schon nach 48 stiindiger Inkubation der PMN die Arginin-Konzentration
durch die Arginase 1 so weit depletiert, dass eine Proliferation der T-Lymphozyten in PMN-
Uberstand nicht mehr moéglich war. Dies ist in Abbildung auf Seite dargestellt. Nach
Inkubation der T-Lymphozyten in PMN-Sonikat konnte bereits nach einer Stunde Inkubation
die Suppression der Proliferation festgestellt werden [25]. In Arginin-freiem Medium zeigten

die T-Lymphozyten keinerlei Proliferation, Zytokin-Sekretion und auch keine zytotoxische

Aktivitat (vergleiche Abbildungen [12}25b] [30).

Zusatzlich zur Suppression der Proliferation wird auch die Expression der CD3(-Kette
des T-Zell-Rezeptors inhibiert [5]. AuBerdem bewirkt die Arginase 1 einen Arrest der
T-Lymphozyten in der Go-Phase des Zellzyklus [4] 89]. Ferner generiert Arginase 1 durch die
Arginin-Depletion mit Hilfe der Reduktase-Doméane des Enzyms iNOS Superoxide und ROS
und erhoht somit den oxidativen Stress auf die T-Lymphozyten [114].

Weitere Enzyme und Zytokine:

Die in den Granula der PMN gespeicherten Enzyme und Zytokine wirken sowohl pro-
inflammatorisch als auch anti-inflammatorisch. Verschiedenste Effekte auf T-Lymphozyten sind

inzwischen bekannt:

Cathepsin G reduziert die Rekrutierung der T-Lymphozyten und deren Empfindlichkeit
auf Stimulation [7} [133].

» MPO supprimiert die Proliferation der T-Lymphozyten und die Antwort von vor allem
CD4" T-Lymphozyten [134) [135].

» Das Cathelicidin LL-37 induziert in stimulierten zytotoxischen T-Lymphozyten die Apop-
tose [136].

= |L-10 und TGF-f inhibieren die Aktivitat von hauptsachlich T17-Zellen [5].
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= Die PMN generieren mit Hilfe verschiedener Enzyme (zum Beispiel iNOS) H20O5 und
ROS. So werden die T-Lymphozyten vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt [89, 69, 5,
137].

= Neben der Arginase 1 inhibieren auch andere Serin-Proteasen die Aktivitat der
T-Lymphozyten. Dies ist an einer verminderten Expression des Oberflachenproteins CD25

zu erkennen [5].

NETose

In der NETose setzen die PMN Enzyme frei, wie zum Beispiel die Elastase, Cathepsin G und die
MPO. Diese Enzyme werden in DNA-Netzen gespeichert und inhibieren die ausdifferenzierten,
reifen T-Lymphozyten. Die Elastase inhibiert zudem auch die Reifung von APZ und bewirkt

so indirekt eine weitere Suppression der T-Lymphozyten [7].

Direkter Zell-Zell-Kontakt:

In Kokulturen interagieren Zellen durch direkten Zell-Zell-Kontakt miteinander. Uber die Adha-
sionsproteine CD11b/CD18 kénnen PMN direkt T-Lymphozyten supprimieren [7), 66, 67, [69].
Zudem konnte eine CD18-bedingte Sekretion von Arginase 1 detektiert werden [138]. Andere
Beobachtungen zeigten die Notwendigkeit von Integrinen zur Inhibition der T-Lymphozyten
durch die PMN [B]. In der direkten Kokultur in Abbildung [23] auf Seite [97]ist die Proliferation
der T-Lymphozyten trotz Arginase-Inhibition durch die PMN supprimiert. Es lasst sich keine
Hyperaktivierung nach Zugabe des Inhibitors erkennen. Daraus lasst sich schlieBen, dass die
Zell-Zell-Kontakt-bedingten inhibitorischen Effekte der PMN mogliche aktivierende Effekte in

der Kokultur dominieren.

Suppression von APZ

APZ sind die wichtigsten Coaktivatoren der T-Lymphozyten. Mit Hilfe ihrer Oberflachenpro-
teine und ihrer Zytokin-Sekretion (iben sie besonderen Einfluss auf die T-Lymphozyten aus.
Werden die APZ durch die PMN in vivo supprimiert, so bewirkt dies auch sekundar eine Sup-
pression der T-Lymphozyten-Aktivitat. Diese Inhibition wird vor allem durch Elastase |7} [139],

die MPO [7, 5] und eine hohe Konzentration von «-Defensinen [140] ausgelost.
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5.3. Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch PMN

Durch die Zugabe eines Inhibitors der Arginase 1 zu der Inkubation der PMN konnte in den, in
Kapitel benannten, Studien [25), [103] [128] [131] stets eine Suppression der T-Lymphozyten
verhindert werden. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal nicht nur eine Wiederherstellung
der Proliferation, sondern eine Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch PMN-Uberstand
mit Zugabe eines Arginase-Inhibitors gezeigt werden. Diese Hyperaktivierung lieB sich in
der Proliferation der T-Lymphozyten (Abbildungen , in der Interferon-y-Sekretion
(Abbildung [25a] Seite [101]), in der Aktivitdt der T-Lymphozyten (Abbildung [26] Seite
und auch in der Zytotoxizitdt der T-Lymphozyten (Abbildung [30] Seite [L16]) erkennen. Diese

vier Eigenschaften der T-Lymphozyten wurden in dieser Arbeit genauer untersucht.

5.3.1. Proliferation

In den Abbildungen [12125b| zeigte sich eine deutliche Hyperaktivierung der Proliferation
der T-Lymphozyten, die mit PMN-Uberstand und Arginase-Inhibitor inkubiert wurden.
Diese Hyperaktivierung korrelierte dabei mit dem Verhaltnis von PMN, die zur Generierung
des Uberstandes inkubiert wurden, zu T-Lymphozyten. Je mehr PMN inkubiert wurden,
desto starker proliferierten die T-Lymphozyten anschlieBend im PMN-Sekretom-Uberstand.
Diese Beobachtung konnte durch zwei verschiedene Methoden, dem [*H]-Thymidin-Assay
(Abbildung [12] Seite sowie dem CFSE-Assay (Abbildung [13] Seite bestatigt werden.

Dadurch konnten Methoden-spezifische systematische Fehler ausgeschlossen werden.

Entgegen der Annahme lieB sich mit Steigerung des Verhaltnisses von PMN zur Generierung
des Uberstandes zur T-Lymphozyten-Inkubation keine konstant lineare Steigerung der Prolife-
ration erreichen. Beide Inhibitoren zeigten bei Uberschreiten der maximalen Hyperaktivierung
bei einer bestimmten Konzentration der PMN fiir den Uberstand wieder eine Abnahme der
Hyperaktivierung. Bei Zugabe von nor-NOHA stellten sich die T-Lymphozyten am starksten
aktiviert in dem Uberstand bei einem PMN:T-Verhiltnis von 20:1 dar, wihrend bei Zugabe
von CB-1158 das PMN:T-Verhaltnis von 10:1 zur Steigerung der Proliferation optimal war.
Eine mogliche Erklarung dieser Beobachtung ware die maximale Ausschopfung des prolife-
rativen Potentials der T-Lymphozyten. Allerdings wiirde dies lediglich das Ausbleiben einer
weiteren Steigerung der Proliferation erklaren, nicht jedoch den Abfall bei weiterer Steigerung
der Konzentration der PMN. Die ist jedoch zum Beispiel in Abbildung [16] auf Seite [81] bei
Steigerung der Arginase-Aktivitat erkennbar. Hier nimmt die Proliferation nach Uberschreiten
des Maximums bei einer Arginase-Aktivitdt von 300 mU/ml kontinuierlich mit der weiteren
Steigerung der Arginase-Aktivitat ab. Dies spricht dafiir, dass eine Aktivitat von 300 mU/ml
der PMN-Arginase einem PMN:T-Verhaltnis von 20:1 (vergleiche Abbildung entspricht. Es
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ist anzunehmen, dass die Arginase-Aktivitat bei sehr hohen Enzymkonzentrationen nicht mehr
vollstandig durch den jeweiligen Arginase-Inhibitor gehemmt wird. In der Folge sollte Arginin

wieder verstoffwechselt werden und die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten sollte abnehmen.

Des Weiteren wurde die Inhibition der Arginase durch zwei verschiedene Inhibitoren
(nor-NOHA in Abbildung [12) auf Seite[72und CB-1158 in Abbildung[14] auf Seite [77]) getestet.
Beide Substanzen sind Arginase 1- und 2-Inhibitoren. Die iINOS dagegen wird von beiden nicht
beeinflusst. CB-1158 zeigt ein geringes Potential die Zellmembran zu {iberwinden und kann
somit die intrazellular gelegene Arginase 2 in den T-Lymphozyten nur geringfiigig beeinflussen
[70]. Beide Inhibitoren weisen eine hohere Affinitat zur Arginase 1 als zur Arginase 2 auf
[122]. Somit inhibieren beide vor allem die durch die PMN freigesetzte Arginase 1. Eine
Abnahme der Proliferation der T-Lymphozyten nach Zugabe der Inhibitoren zur konventio-
nellen Aktivierung konnte nicht festgestellt werden (vergleiche Abbildung und . Dies
bestatigte eine vernachlassigbar geringe Inhibition der Arginase 2 der T-Lymphozyten. Eine
effiziente Arginase 2-Inhibition hatte zu einer Zunahme der Zytotoxizitat und einer Blockade
von PD-1 gefiihrt. AuBerdem andert sich je nach Verfiigbarkeit von Arginin der Metabolismus
von aktivierten T-Lymphozyten. Hohe Arginin-Konzentrationen bewirken eine Verschiebung
des Metabolismus von vorwiegend Glykolyse zur oxidativen Phosphorylierung [11I]. In
Arginase 2-Knockout-Mausen zeigte sich eine gesteigerte anti-tumorale Zytotoxizitat und eine
vermehrte Umwandlung der T-Lymphozyten in memory-Zellen [141]. In den Abbildungen |12]
[14] 30 und (auf den Seiten[72] [77] und konnte jedoch kein verandertes Verhalten
der T-Lymphozyten nach Zugabe der Arginase-Inhibitoren im Vergleich zur konventionellen

Aktivierung beobachtet werden.

Die Hyperaktivierung der Proliferation der T-Lymphozyten konnte in beiden Subpopulationen
der T-Lymphozyten sowohl in CD4*- als auch in CD8*-T-Lymphozyten beobachtet werden
(Abbildung [15] auf Seite [79)). Dabei ist die Hyperaktivierung in den CD4"-T-Lymphozyten
jedoch deutlich starker ausgepragt. Moglicherweise werden CD81-T-Lymphozyten durch
die Arginase 1 der MDSC und PMN stéarker supprimiert als CD4"-T-Lymphozyten [72].
CD4*- und CD8"-T-Lymphozyten haben unterschiedliche Funktion und sind auch durch
unterschiedliche Mechanismen und Zytokine aktivierbar. Die o-Defensine der PMN zum
Beispiel aktivieren CD4"-T-Lymphozyten iiber den NF-«kB-Signalweg [142]. AuBerdem konnte
das von den PMN sezernierte Cathelicidin LL-37 und das Lactoferrin eine Rolle spielen.
Das antimikrobielle Peptid LL-37 stimuliert unspezifisch aktivierte CD4"-T-Lymphozyten
[7, 143]. Es konnte auch in den CD8"-T-Lymphozyten eine Aktivierung durch das Cathelicidin
LL-37 festgestellt werden. Allerdings gibt es auch kontrare Beobachtungen bei stimulierten
zytotoxischen T-Lymphozyten, in denen durch das Cathelicidin LL-37 die Apoptose induziert
wurde [136]. AuBerdem konnte die vermehrte Differenzierung der CD8*-T-Lymphozyten in
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memory-Zellen festgestellt werden [144]. Alle diese Beobachtungen zusammen konnten zur

starkeren Hyperaktivierung der CD4"-T-Lymphozyten beitragen.

Die mittlere Aktivitat der Arginase 1 der PMN wurde bei 1550 +459mU pro Milligramm
zelluldrem Protein gemessen [25]. Mit 1737 4265 mU pro Milligramm zelluldrem Protein lag
die mittlere Aktivitait der PMN-Arginase in dieser Arbeit etwas hoher. Beim Einsatz von
PMN-Sonikat konnte schon ab einer Aktivitdt von 100 mU/ml eine Inhibition der Proliferation
und Interferon-y-Sekretion der T-Lymphozyten beobachtet werden. Diese Suppression konnte
durch die Zugabe von nor-NOHA vollstindig aufgehoben werden. Bei Zugabe von rekom-
binanter Arginase 1 ins Medium zur Inkubation der T-Lymphozyten (in gleicher Aktivitat:
100 mU/ml) konnte ebenso eine Suppression der Proliferation festgestellt werden. Durch
Zugabe des Arginase-Inhibitors nor-NOHA konnte jedoch in diesem Experiment keine Hyper-
aktivierung detektiert werden (vergleiche Abbildung auf Seite . Die Proliferation der
T-Lymphozyten mit der rekombinanten Arginase 1 konnte durch nor-NOHA nicht wieder auf
das Niveau der konventionellen Aktivierung angehoben werden. Diese Beobachtungen konnten
letztlich nicht geklart werden. Somit dhnelt das Verhalten der T-Lymphozyten unter Einfluss
der rekombinanten Arginase 1 dem der Kokultur mit PMN in Abbildung 23] auf Seite[97] Auch

schon in fritheren Experimenten zeigte sich diese Interaktion der beiden Zellpopulationen. [25].

Da auch Tumorzellen auf Arginin angewiesen sind und ihre Proliferation in der Arginin-
Depletion sinkt, wird die rekombinante Arginase 1 in Studien als neuartiges Tumortherapeu-
tikum untersucht. In einer Studie konnte, wie auch hier in Abbildung [16] eine Zytotoxizitat
der rekombinanten Arginase gegeniiber humanen Zellen beobachtet werden. Gewebsschaden
traten in den Mausen bei Verdopplung der effektiven therapeutischen Dosis auf [145]. In
therapeutischen Dosen wird die rekombinante Arginase von den Mausen aber sehr gut
vertragen [70], 118, [146), [147].

In den Proliferations-Assays wurde eine Arginin-Konzentration von 150 uM verwendet. Das
entspricht der physiologischen Arginin-Konzentration im Serum [25]. Eine Erhohung der
Arginin-Konzentration zeigte in Abbildung [17] auf Seite [34] keine weitere Hyperaktivierung der
Proliferation. Jedoch konnte dadurch in der 72 stiindigen Inkubationszeit das Arginin durch die
Arginase 1 nicht vollstandig depletiert werden. Aus diesem Grund wurde die Suppression der
T-Lymphozyten durch den PMN-Uberstand abgemildert beziehungsweise komplett verhindert.

Die Suppression durch die Arginase 1 konnte erst nach 48-stiindiger Inkubation der PMN
zur Uberstandgenerierung vollstandig beobachtet werden (vergleiche Abbildung auf Seite
. Die Hyperaktivierung der Proliferation im PMN-Uberstand mit nor-NOHA war jedoch

schon deutlich friher erkennbar. Bereits nach finf Minuten der Inkubation der PMN im
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Medium und anschlieBender Kultivierung der T-Lymphozyten fiir 48 Stunden lieB sich in
Abbildung [21] auf Seite[92] ein klarer Anstieg der Proliferation im Vergleich zur konventionellen
Aktivierung erkennen. In den fiinf Minuten der Inkubation wurden die PMN nicht stimuliert.
Dennoch ist es nicht auszuschlieBen, dass die PMN durch die Manipulation bei der Isolation
in gewissem MaBe aktiviert wurden. Deshalb wurden auch die Auswirkung einer gezielten
Aktivierung untersucht. Sie sind auf Seite in Abbildung dargestellt. Hierbei wurden
PMA, fMLP oder lonomycin zur Aktivierung der PMN verwendet. Eine Aktivierung induziert
in den PMN die Freisetzung ihrer Granula und danach ihre Apoptose [72]. Es werden
zunachst die sekretorischen Vesikel, dann die Gelatinase-haltigen, die spezifischen und zum
Schluss die azurophilen Granula der PMN sezerniert. Es konnte beobachtet werden, dass die
Hyperaktivierung der T-Lymphozyten-Proliferation durch die zusatzliche Aktivierung der PMN
nicht weiter gesteigert werden konnte. Mit fMLP und lonomycin aktivierte PMN stimulierten
die T-Lymphozyten in gleichem MaB wie nicht aktivierte PMN. Durch die Aktivierung mit
PMA lieB sich sogar eine deutlich geringere Hyperaktivierung erkennen. Diese Beobachtungen
machen eine lIsolierungs-bedingte Aktivierung der PMN, welche die Hyperaktivierung der

T-Lymphozyten bewirkt, unwahrscheinlich.

PMA induziert die NETose in den PMN [7, 148, [149, 150, [151]. Dadurch wird der
Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg aktiviert [52]. Dies fiihrt zur Aktivierung der
Proliferation der T-Lymphozyten und zusatzlich zur Hemmung der Apoptose [152]. Allerdings
werden durch die NETose auch inhibitorische Enzyme wie Elastase, Cathepsin G und die
MPO sezerniert. Zudem induziert PMA die vermehrte Sekretion von «o-Defensinen, von
Arginase 1 sowie der MMP-9 [59, [153]. Es wird sowohl die Freisetzung von spezifischen als
auch von azurophilen Granula geférdert [56]. Die o-Defensine wirken chemotaktisch auf naive
T-Lymphozyten sowie memory-Zellen und fordern ihre Migration in die Lymphknoten [7} [154].
AuBerdem konnte eine Aktivierung der CD4"-T-Lymphozyten ber den NF-kB-Signalweg
beobachtet werden [142]. Im Gegensatz dazu wirken sich jedoch Arginase 1 und die MPO
inhibierend auf die T-Lymphozyten-Proliferation aus [7]. Zudem bewirkt die Aktivierung mit
PMA eine massive HyO5-Ausschiittung durch die PMN [82]. H2O, oder andere ROS inhibieren
stark die Aktivitat und Effektivitdit von T-Lymphozyten, indem sie die Proliferation und
Zytokin-Sekretion supprimieren [63] [67), 69, 5, [137, [I55]. Die beschriebenen inhibitorischen

Prozesse tiberwiegen nach PMA-Aktivierung die aktivierenden Mechanismen.

Der Leukozyten-Aktivator fMLP erhoht die Expression von Mac-1 in den Zellmembranen der
PMN. Dies hatte in der Kokultur eine inhibitorische Wirkung. Deshalb ist die Proliferation
der T-Lymphozyten in der Kokultur mit den PMN massiv supprimiert [102]. Da hier nur
der zellfreie Uberstand der PMN verwendet wurde, haben Zelloberflichen-Proteine keine
inhibitorischen Effekte auf die T-Lymphozyten. AuBerdem induziert fMLP die Sekretion der
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Inhalte der azurophilen Granula, wie zum Beispiel die Arginase 1, die MPO, die Elastase,
die Proteinase 3 sowie «-Defensine [58, [153]. Ebenso wird die Fusion der sekretorischen
Vesikel mit der Zellmembran und der daraus resultierenden Freisetzung der Inhalte geférdert.
Spezifische Granula werden allerdings durch die Aktivierung mit fMLP nicht mobilisiert [56].
In Abbildung [22] auf Seite [94] konnte hier gezeigt werden, dass die hyperaktivierenden Effekte

die inhibitorischen dominieren.

Genau wie PMA induziert auch lonomycin die NETose und die Sekretion von Arginase 1 in
den PMN [60] 149, 150, 151]. Dennoch zeigte sich auch nach Aktivierung der PMN mit
lonomycin hier keine weitere Steigerung der Proliferation. Moglicherweise lassen die Beobach-
tungen der Hyperaktivierung nach Aktivierung der PMN auf eine maximale Aktivierung der
T-Lymphozyten schlieBen, die sich durch zusatzliche Stimulation der PMN im Kontext der

Sekretom-Uberstandgenerierung nicht noch steigern lassen.

Eine Hyperaktivierung der Proliferation der T-Lymphozyten ist ein vielversprechender Ansatz
der immunmodulatorischen Therapie verschiedener Tumore. Dies ist jedoch nur moglich, wenn
sich der hyperaktivierende Effekt ausschlieBlich auf die Proliferation der T-Lymphozyten, nicht
jedoch auf die Tumorzellen positiv auswirkt. Dies konnte in Abbildung auf Seite an
drei verschiedenen Tumorzelllinien des multiplen Myeloms bestatigt werden. Durch Inkubation
der Tumorzellen mit PMN-Uberstand zeigte sich die gewohnte Suppression der Proliferation.
Dies bestatigte, dass Tumore auf das Arginin im Medium angewiesen sind. AuBerdem konnte
beobachtet werden, dass die Arginase 1 in den Tumorzellen vermehrt Apoptose auslost [95].
Eine gewisse Restaktivitat der Proliferation blieb jedoch in den Tumorzellen auch in vollstan-
diger Arginin-Depletion bestehen, wahrend in den T-Lymphozyten die Proliferation vollstandig
supprimiert wurde. Nach Zugabe des Arginase-Inhibitors zeigten die Tumorzellen keine
Hyperaktivierung, sondern lediglich eine Wiederherstellung der Proliferation auf das Niveau
der konventionellen Aktivierung. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass nor-NOHA die
Apoptose reduziert, die durch die Arginase 1 induziert wird [95]. Viele Studien zeigten zudem
eine Steigerung der Proliferation von Tumorzellen durch PMN. Dies konnte jedoch nur im
Zusammenhang mit aus dem Tumor-Mikromilieu sezernierten Zytokinen beobachtet werden.
Diese induzieren die Differenzierung der PMN zu immun-supprimierenden LDN, TAN oder
MDSC [58] 68, 185, 01]. Die hier verwendeten PMN stammen von gesunden Blutspendern und
haben somit keine durch ein Tumor-Mikromilieu in vivo induzierten immun-supprimierenden,

pro-tumoralen Eigenschaften.
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5.3.2. Aktivierungs- und Erschopfungs-Oberflaichenmarker

Die Oberflachenproteine von Zellen kennzeichnen ihren Aktivitdts- beziehungsweise Er-
schopfungszustand (exhaustion). Die Viabilitdit der T-Lymphozyten wird durch die PMN
und die dadurch resultierende Arginin-Depletion nicht beeinflusst [25], ihre Aktivitat jedoch
schon. Aktivierte T-Lymphozyten exprimieren vor allem CD25 und CD69. Dabei ist CD69
unabhangig von der Arginin-Konzentration im Medium, wahrend die Expression von CD25
davon abhangt [25]. In Abbildung [26| auf Seite konnte diese Arginin-Abhangigkeit der
Expression von CD25 und das Fehlen derselben bei der Expression von CD69 bestatigt werden.
Klar erkennbar ist, dass die Aktivitit der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand supprimiert ist
und nach Zugabe des Arginase-Inhibitors ansteigt. Die Expression von CD69 dagegen steigt
sowohl mit als auch ohne Zugabe des Arginase-Inhibitors an. Dies konnte bei T-Lymphozyten
nicht nur unter Einfluss der PMN, sondern auch durch TAN beobachtet werden [53]. In der
Kokultur mit TAN konnte ein Anstieg der CD69-Expression festgestellt werden [126]. Auch
die Suppression von CD25 durch die Arginase 1 wurde bereits beschrieben [25].

Zur Stimulation der T-Lymphozyten wurden anti-CD3/anti-CD28 gekoppelte Beads ver-
wendet. Dadurch kam es zu dem auf Seite in Abbildung deutlich erkennbaren
Verlust des Oberflachenproteins CD28. Der Verlust der Expression ist nach einer Stimu-
lation mit anti-CD28 bereits beschrieben worden [156]. CD28 ist fir das zweite Signal
der T-Lymphozyten-Stimulation essentiell. Eine Expression von CD28 gibt die Bereitschaft
der T-Lymphozyten zur T-Zell-spezifischen Aktivierung an. Klar erkennbar ist, dass die
T-Lymphozyten nach Inkubation in PMN-Uberstand die Expression von CD28 nicht steiger-
ten, im Gegensatz zu konventionell aktivierten T-Lymphozyten. Erstaunlicherweise zeigten
die T-Lymphozyten nach Inkubation in PMN-Uberstand und Zugabe des Arginase-Inhibitors
eine noch schnellere und hohere Re-Expression von CD28. Von PMN-Peptiden ist bereits
bekannt, dass sie die Expression von CD28 steigern konnen [142] und ebenfalls, dass stark
proliferierende T-Lymphozyten eine hohe Expression von CD28 aufweisen [156]. Dies konnte

hier bestatigt werden.

Im Gegensatz zu den Aktivierungs-Oberflachenproteinen und dem kostimulierenden CD28 Iasst
sich bei den inhibitorischen Oberflachenproteinen PD-1, TIGIT, CTLA-4 und CD160 keine
signifikante Anderung der Expression nach Inkubation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand
mit oder ohne die Zugabe des Arginase-Inhibitors erkennen (vergleiche Abbildung auf Seite
[106)). Dies schlieBt eine tibermaBige Induktion der Erschépfung der T-Lymphozyten durch den
PMN-Uberstand und durch die Arginase 1 beziehungsweise den Arginase-Inhibitor aus.

In der Expression der Oberflachenproteine LAG-3 und TIM-3 war im Gegensatz zu den

inhibitorischen Oberflachenproteinen ein Unterschied im Verhalten der T-Lymphozyten nach
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Zugabe des Arginase-Inhibitors zu erkennen. Die Expression beider Oberflachenproteine
nahm nach der konventionellen Aktivierung kontinuierlich zu. Genauso verhielt sie sich nach
Inkubation in PMN-Uberstand und Arginase-Inhibition. Ohne Arginase-Inhibition zeigte sich
jedoch keine Steigerung der Expression beider Oberflachenproteine. LAG-3 und TIM-3 werden
vor allem auf aktivierten, Interferon-y sezernierenden T-Lymphozyten exprimiert, um eine
ibermaBige Aktivierung zu unterbinden. LAG-3 fordert die Differenzierung der T-Lymphozyten
zu T g-Zellen, die ebenso eine iibermaBige T-Lymphozyten-Aktivierung verhindern sollen.
Das Protein wird vor allem auf CD4*"-T-Lymphozyten exprimiert. Diese Subpopulation
wurde durch die PMN starker aktiviert (vergleiche Abbildung , Seite . Dies erklart
die beobachtete starke Zunahme der Expression. Allerdings gelten LAG-3 und TIM-3 auch
als Anzeichen von dysfunktionalen und erschopften Zellen [29]. Die verminderte Expression
der beiden Oberflachenproteine nach Inkubation in PMN-Uberstand ohne Arginase-Inhibitor
konnte also einerseits ein Hinweis auf eine supprimierte Aktivierung der T-Lymphozyten
sein. Alternativ konnte die geringe Zahl an vitalen und proliferierenden T-Lymphozyten
nach Inkubation in PMN-Uberstand die im Vergleich zu den anderen Bedingungen geringe

Expression erklaren.

CD57 ist ein Oberflachenprotein, dass die Seneszenz der T-Lymphozyten anzeigt. Auch
hier zeigte sich keine Induktion der Seneszenz durch den PMN-Uberstand mit oder ohne

Arginase-Inhibitor.

Zusammengefasst aktiviert der PMN-Uberstand, wenn die Arginase 1 inhibiert wurde, die
T-Lymphozyten iiber das MaB der konventionellen Aktivierung hinaus, ohne Zeichen einer

ubermaBigen Erschopfung oder Seneszenz hervorzurufen.

5.3.3. Zytokin-Sekretion

In Kokulturen mit TAN aus frithen Stadien von Tumoren konnte bereits eine gesteigerte
Interferon-y-Sekretion der T-Lymphozyten nachgewiesen werden [53, [126]. Auch in Abbildung
25a| auf Seite ist klar eine gesteigerte Interferon-y-Konzentration in den Uberstanden
der stirker proliferierenden und aktivierten T-Lymphozyten, die in PMN-Uberstand mit
Arginase-Inhibitor inkubiert wurden, erkennbar. Der PMN-Uberstand ohne Arginase-Inhibition
supprimierte die Interferon-y-Sekretion auf ein Minimum. Somit bestatigte sich, dass die
PMN einen groBen Einfluss auf die Sekretion der T-Lymphozyten ausiiben kénnen [89].
PMN-Uberstand alleine supprimiert die Sekretion, wihrend durch die Zugabe von nor-NOHA
als Arginase 1-Inhibitor die Steigerung der Interferon-y-Sekretion bestatigt werden konnte
[115].
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Nicht nur die Sekretion von Interferon-y wird durch die Kokultur mit TAN stimuliert, sondern
die Sekretion von vielen typischen T-Lymphozyten-Zytokinen und sogar der zytotoxischen
Granula. Eine Ausnahme dieser Steigerung ist die des anti-inflammatorischen Interleukin-10,
dessen Sekretion durch die TAN nicht gesteigert wird [53].

Unter dem Einfluss des PMN-Uberstandes konnten neben Interferon-y auch andere Zytokine
als Arginin-abhangig detektiert werden. Die Sekretion von IL-4, IL-5. IL-9, IL-13 und IL-17
stieg durch die Inkubation der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand mit Arginase-Inhibitor
[157]. Die Kombination der Zytokine spricht fiir eine vermehrte Differenzierung der CD4%-
T-Lymphozyten zu Ty2- und Ty17-Zellen.

5.3.4. Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitat der T-Lymphozyten wird durch die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors ge-
steuert. Nach Bindung an ein Peptid, das durch die Tumorzellen auf MHC-I prasentiert wird,
werden die zytotoxischen Granula der CD81-T-Lymphozyten freigesetzt. Bei Aktivierung der
T-Lymphozyten wird zum einen der Fas-Ligand vermehrt exprimiert. Dies ist transkriptionell
gesteuert. Er bindet an den Fas-Rezeptor der Tumorzelle. Dadurch wird im Zellinneren die
Apoptose-Kaskade iiber die Caspase 3 ausgelost. Zum anderen sind in den zytotoxischen
Granula Perforin und Granzym B gespeichert. Durch Perforin werden Kanale in der Zell-
membran der Tumorzellen gebildet. Durch diese Kanale gelangt Granzym B ins Zellinnere
und aktiviert zusatzlich die Caspase 3. Somit induzieren die T-Lymphozyten liber zwei
verschiedene Wege die Apoptose der Tumorzelle. Weniger haufig fiihren die T-Lymphozyten
nicht durch Apoptose, sondern durch alternative Wege zum Zelltod der Tumorzellen [158] [159].

Auf Seite in Abbildung ist die Zytotoxizitdit von T-Lymphozyten gezeigt. Dafiir
wurden sie mit einem p53-Peptidogs o72-spezifischen T-Zell-Rezeptor transduziert. Es wurden
Tumorzellen verwendet, die nach exogener Peptidzugabe das p53-Peptideso72 auf MHC-| pra-
sentieren. Die antigenspezifische Bindung und Aktivierung der zytotoxischen T-Lymphozyten
vermittelt die gezielte Abtotung der Tumorzelle. Dabei reduziert p53 in der Tumorzelle
zusatzlich die Expression von PDL-1. PDL-1 wiirde an PD-1 der T-Lymphozyten binden und
deren Aktivitat inhibieren [I59]. Abbildung [30| zeigt deutlich, dass die T-Lymphozyten durch
die Inkubation mit dem PMN-Uberstand in ihrer Fahigkeit der zytotoxischen Tumorabwehr
stimuliert wurden. Dabei zeigten die T-Lymphozyten, die Antigen-spezifisch aktiviert wurden
unter den gewahlten kurzzeitigen Assay-Bedingungen nur eine sehr maBige Zytotoxizitat
gegeniiber den Tumorzellen. Die in dem PMN-Uberstand inkubierten T-Lymphozyten wurden
in ihrer Zytotoxizitat verstarkt stimuliert, sodass in der hochsten PMN-Konzentration und

zusatzlicher Gabe des Arginase-Inhibitors nach drei Stunden circa 80% der Tumorzellen
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eliminiert wurden (im Mikroskop zeigte sich optisch eine vollstandige Elimination der Tumor-
zellen). Bekannt ist, dass in den ersten zwei Stunden der Inkubation die zytotoxische Aktivitat
der T-Lymphozyten am hochsten ist [160]. Auch die schlecht proliferierenden T-Lymphozyten
zeigten nach Inkubation in PMN-Uberstand ohne Arginase-Inhibitor eine deutlich gesteigerte
Zytotoxizitdt ab einem PMN:T-Verhaltnis von 10:1. Die Unterschiede der Zytotoxizitat
nach Inkubation mit und ohne Arginase-Inhibitor lassen sich moglicherweise durch die
zahlenmaBige Differenz der T-Lymphozyten erklaren. Stark proliferierende T-Lymphozyten
sind schlecht proliferierenden T-Lymphozyten zahlenmaBig und damit auch in ihrer Gesamt-
Zytotoxizitat Uberlegen. Umso erstaunlicher ist die starke Zytotoxizitat der T-Lymphozyten
in PMN-Uberstand ohne Inhibitor im Vergleich zur alleinigen Antigen-spezifischen Ak-
tivierung. Somit hat die Arginase 1 nur einen untergeordneten negativen Einfluss auf die

Zytotoxizitat. Die aktivierenden Faktoren der PMN haben dafiir eine umso groBere Bedeutung.

Durch das hier gewahlte geringe Verhaltnis der T-Lymphozyten zu den Tumorzellen von
3:1 und die kurze Inkubationszeit von drei Stunden konnte die groBtmogliche Differenzie-
rung zwischen den Antigen-spezifisch aktivierten und den in PMN-Uberstand inkubierten
T-Lymphozyten detektiert werden. Antigen-spezifisch aktivierte T-Lymphozyten zeigten schon
in einer anderen Studie in einem hoheren Verhaltnis von 5:1 nach vier Stunden Inkubation
lediglich eine geringe Zytotoxizitdt. Sie toéteten ungefdhr 15% der Tumorzellen [160].
Dementsprechend handelt es sich in der hier verwendeten T-Lymphozyten-Population um
aktive zytotoxische T-Lymphozyten. Dies unterstreicht die Bedeutung der auBergewdhnlich
hohen Zytotoxizitat nach der Inkubation in PMN-Uberstand.
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5.4. Mechanismus der Hyperaktivierung

In Studien konnte bereits mehrfach eine Aktivierung von T-Lymphozyten durch Granulo-
zyten beobachtet werden. In Kokultur von TAN oder PMN mit T-Lymphozyten konnte
bereits eine gesteigerte Proliferation von CD8"-T-Lymphozyten beobachtet werden, wenn
die T-Lymphozyten nicht optimal mit anti-CD3/anti-CD28-gekoppelten Beads stimuliert
wurden. Obwohl LDN groBe Ahnlichkeiten mit den MDSC aufweisen [101], konnte eine
T-Lymphozyten-Aktivierung durch LDN in autoimmunen Erkrankungen nachgewiesen werden
(zum Beispiel bei systemischem Lupus erythematodes) [161]. Auch TAN aus frithen Stadien
von Lungen-Karzinomen zeigten aktivierende Effekte auf T-Lymphozyten. Sie stimulierten
die Proliferation, die Aktivierung (CD25-Expression), die Zytokin-Sekretion (Interferon-y)
und die Zytotoxizitat. Dabei wurden jedoch im Gegensatz zu den Beobachtungen auf Seite
in Abbildung CD4*- und CD8"-T-Lymphozyten gleichermaBen beeinflusst. Auch die
PMN von Patienten mit Lungen-Karzinom fiihrten zu einer T-Lymphozyten-Aktivierung.
Allerdings stimulierten sie nur deren Proliferation und nicht ihre Aktivitat, Zytokin-Sekretion
und Zytotoxizitat [53,93]. Diese Aktivierung basierte auf direkten Zell-Zell-Kontakten und
konnte deshalb in einer Transwell-Platte nicht beobachtet werden. Durch die Blockade von
CD54 /ICAM-1 lieB sich die Stimulation reduzieren, sodass eine Beteiligung dieser Strukturen
nahe liegt. Zudem konnte eine erhdhte Expression von CD54/ICAM-1 durch die PMN
nachgewiesen werden. Die PMN zeigten auBerdem eine erhohte Viabilitat. In einer anderen
Studie konnte in der Kokultur mit den PMN und TAN sowohl eine gesteigerte Aktivitat und
Zytokin-Sekretion als auch eine vermehrte Differenzierung der CD8% T-Lymphozyten zu

memory-Zellen festgestellt werden [126].

In PMN kann durch Aktivierung temporar die Expression von Antigenen auf MHC-II
sowie die Expression von CD80/CD86 ausgelost werden. So konnen sie T-Lymphozyten
aktivieren, genau wie APZ [63, [162]. Vor allem zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten werden
dadurch aktiviert und auBerdem deren Reifung und Zytokin-Produktion stimuliert [162, [163].

PMN koénnen nicht nur wie APZ agieren, sondern diese zusatzlich auch aktivieren
[5, 164, [165]. Aktivierte PMN zeigen eine vermehrte Sekretion der Chemotaxine CCLS3,
CCL4, CCL5 und CCL20, wodurch APZ vermehrt zu den Lymphknoten geleitet werden.
Neben der Rekrutierung von APZ fordern die PMN die Zytokin-Sekretion und die Ex-
pression wichtiger Oberflachenproteine der APZ zur T-Lymphozyten-Aktivierung (zum
Beispiel CD86) [5, [166], [167| [168]. Dies geschieht iiber direkten Zell-Zell-Kontakt der APZ
mittels CD11b/CD18 der PMN [169] oder durch Enzyme, wie zum Beispiel Lactoferrin
[7]. Die Reifung der APZ wird durch die Sekretion von TNF-a durch die PMN geférdert
[165, 169, 170, 171]. Dies resultiert in einer vermehrten Effektivitit der APZ in der
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Aktivierung sowie in einer gesteigerten Proliferation der T-Lymphozyten (vor allem von
Tr1l-Helferzellen der CD4*-T-Lymphozyten [169, [172]). Unter anderen Umstanden konnen
die PMN jedoch auch die Aktivierung der APZ verhindern [165]. Hier wird erneut die Duali-

tat der PMN im Bezug auf ihre Rolle in der Immun- und vor allem in der Tumorabwehr deutlich.

Durch die NETose der PMN differenzieren naive T-Lymphozyten vermehrt aus und kénnen
dann schneller und besser auf die Stimulation des T-Zell-Rezeptors reagieren [5]. Ihre
Aktivitat wird gesteigert, was an der erhéhten Expression von CD25 und CD69 sichtbar wird.
AuBerdem wird durch die NETose die Reifung der APZ stimuliert und die Expression von
kostimulierdenden Oberflachenproteinen wie CD80/CD86 und MHC-II gesteigert [7].

Im Gegensatz zu vielen Studien ([84] 85, 186, 187, 88]), in denen die Konzentration von
PMN ein schlechter prognostischer Faktor ist, zeigte sich in kolorektalen Karzinomen die
Kombination einer erhohten Konzentration von PMN sowie T-Lymphozyten als giins-
tiger prognostischer Faktor. Allerdings konnte hier eine Verzerrung der Ergebnisse durch

Angiogenese-Mechanismen (VEGF-Konzentration) nicht ausgeschlossen werden [126].

Anti-tumorale Eigenschaften der PMN konnten unter anderem in Patienten mit kolorektalen,
sowie pulmonalen Tumoren beobachtet werden. In Patienten mit hohen PMN-Konzentrationen
stieg in positiver Korrelation zur Konzentration auch das Gesamtiiberleben der Patienten. Dies
war jedoch nicht auf eine direkte anti-tumorale Effektivitat der PMN zuriickzufiihren, sondern
auf eine gesteigerte Aktivitat, Proliferation und Zytokin-Sekretion von CD8"-T-Lymphozyten.
Patienten mit einer kombinierten Infiltration von PMN und T-Lymphozyten in den Tumor
hatten eine deutlich bessere Prognose als Patienten mit Infiltration lediglich einer der beiden
Immunzell-Populationen. Somit zeigte sich hier eine Steigerung der anti-tumoralen Effektivitat
der T-Lymphozyten durch Interaktion mit den PMN in der unmittelbaren Tumor-Umgebung
[126, [127].

Diese Beobachtungen stehen im volligen Gegensatz zu den inhibitorischen Mechanismen
der PMN und TAN, die in Kapitel beschrieben wurden. In Abbildung (37| sind die hier
erlauterten, aktivierenden Mechanismen der PMN den inhibitorischen (vergleiche Abbildung
auf Seite gegeniibergestellt. Als Erkliarung dieses Gegensatzes wird aktuell eine
Entwicklung der Eigenschaften der TAN von anti-tumoral und immun-stimulierend in friithen
Tumorstadien zu pro-tumoral und immun-suppressiv in spateren Tumorstadien als am
wahrscheinlichsten angenommen [89, 173]. Auch in PMN wurde dieser Wandel des Einflusses
auf Tumorzellen und Immunzellen bereits beobachtet. In den ersten 24 Stunden zeigten PMN
eine Zytotoxizitat gegen Tumorzellen und reduzierten so deren Progress. Danach jedoch

proliferierten die lberlebenden Tumorzellen unter dem Einfluss der PMN noch schneller
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[97, 93]. Moglich ist auch, dass der Phanotyp und die Oberflachenproteine der Tumorzellen
entscheidend fiir den Wandel der Eigenschaften der PMN sind.
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Abb. 37: Mechanismen des Einflusses der PMN auf die T-Lymphozyten: Neben den
supprimierenden Eigenschaften der PMN (vergleiche Abbildung auf Seite konnen
auch aktivierende Mechanismen beobachtet werden. Zytokine und Chemokine rekrutieren und
aktivieren die APZ, die wiederum T-Lymphozyten aktivieren. Dies geschieht durch die Antigen-
Prasentation der APZ. Auch PMN konnen Antigene prasentieren und so die aktivierende Rolle
der APZ lbernehmen. AuBerdem fordern die PMN mit Hilfe der NETose die Reifung von
naiven T-Lymphozyten zu ausdifferenzierten, reifen T-Lymphozyten. Ferner fiihrt die NETose
zu einer erhohten und schnelleren T-Zell-Rezeptor-Antwort.

Ein weiterer Unterscheidungspunkt der immun-suppressiven oder immun-stimulierenden
PMN ist deren Differenzierungsgrad, also die Reife der einzelnen Zelle. Hierfiir ist CD10
ein geeigneter Marker. Er wird nur von reifen PMN exprimiert. Diese CD10"-PMN zeigten
immun-suppressive Eigenschaften, wahrend die unreifen CD107-PMN immun-stimulierend
agierten. Sie bewirkten eine vermehrte Proliferation und Zytokin-Sekretion der T-Lymphozyten
[138]. Diese Beobachtung passt zu dem oben beschriebenen Progress der PMN-Eigenschaften
im zeitlichen Verlauf.

Unter optimaler Stimulation der PMN konnte im Kontext dieser Arbeit zum ersten Mal ei-
ne Hyperaktivierung von T-Lymphozyten durch nicht aktivierten PMN-Uberstand beobachtet
werden, der nicht durch ein Tumor-Mikromilieu gepragt, sondern aus gesunden Blutspendern

generiert wurden.

144



5.4. Mechanismus der Hyperaktivierung

Der Unterschied zwischen dieser Arbeit und den bereits publizierten Studien mit PMN und
T-Lymphozyten von gesunden Spendern liegt im experimentellen Aufbau. Hier wurde der
zellfreie Uberstand der PMN zur Inkubation der T-Lymphozyten verwendet, wihrend in den
anderen Studien Kokulturen der beiden Zellpopulationen untersucht wurden beziehungsweise
die Interaktionen von PMN-Sonikat und T-Lymphozyten. In der Kokultur erméglichen direkte
Zell-Zell-Kontakte zwischen den PMN und T-Lymphozyten deren inhibitorische Interaktion
[67, 6 [174] Gber die Oberflachenproteine CD11b/CD18 [7]. Dies erklart, warum in den
Uberstands-Experimenten (vergleiche Abbildungen , in der Transwell-Kultur (vergleiche
Abbildung [24] auf Seite im Gegensatz zur direkten Kokultur (vergleiche Abbildung [23| auf
Seite eine Hyperaktivierung der Proliferation der T-Lymphozyten erkennbar ist [174]. Im
Transwell-System sind keine direkten Zell-Zell-Kontakte moglich. Auch MDSC supprimieren
T-Lymphozyten nur in der direkten Kokultur, wiahrend im Transwell-System keine Suppression
detektierbar ist [175].

In den friiheren Untersuchungen mit PMN-Uberstand wurden keine Arginase-Inhibitoren
eingesetzt. Lediglich in einer Arbeit wurde, dhnlich dem zellfreien Uberstand, zellfreier Eiter
mit nachweislicher Arginase 1-Aktivitat zur Inkubation der T-Lymphozyten verwendet und
auch die Auswirkungen der Arginase-Inhibition analysiert. In den Ergebnissen lasst sich
tatsachlich eine Tendenz der Hyperaktivierung der T-Lymphozyten erkennen. Die Proliferation
ist nach Zugabe des Arginase-Inhibitors hoher als nach der konventionellen Aktivierung. Diese
Tendenz war im dortigen Versuchsaufbau jedoch nicht statistisch signifikant. Fiir den zellfreien
3:1 verdiinnten Eiter wurde, lasst sich naturgemaB kein vergleichbares PMN:T-Verhaltnis
rechnerisch ermitteln beziehungsweise abschatzen [25]. In geringen PMN:T-Verhiltnissen
konnte auch in dieser Arbeit keine Hyperaktivierung nachgewiesen werden (vergleiche
Abbildung auf Seite . Dies konnte eine Erklarung fiir die geringe statistische Signifikanz
der Experimente mit dem zellfreien Eiter sein. Sogar in Patienten (mit Sepsis) konnte durch

Arginase-Inhibition eine Erholung der T-Lymphozyten erreicht werden [115].

T-Lymphozyten gelten als einer der entscheidenden neuen therapeutischen Ansatze in der mo-
dernen Tumor-Therapie. Die Aktivierung der T-Lymphozyten und deren spezifische Pragung
auf den jeweiligen Tumor des individuellen Patienten ist ein vielversprechendes Forschungsge-
biet. Daher wurde auch in dieser Arbeit ein Fokus auf die Aufklarung des Mechanismus der
Hyperaktivierung der T-Lymphozyten durch den PMN-Uberstand gelegt. Die Hoffnung der ak-
tuellen Forschung liegt in der Ubertragung der Erkenntnisse in die praktische Tumortherapie.
Durch die Verwendung lediglich des zellfreien Uberstandes der PMN konnten direkte Zell-Zell-
Kontakte der beiden Zellpopulationen verhindert werden. Somit entfallt diese Moglichkeit als
Erklarung der beobachteten Hyperaktivierung. Im Folgenden sind weitere aktivierende Mecha-

nismen und ihre Plausibilitat fir die beobachtete Hyperaktivierung erortert.
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5.4.1. Arginin-Stoffwechsel

Eine simple Erklarung der Hyperaktivierung ware eine erhohte Sensitivitat der T-Lymphozyten
nach Inkubation im PMN-Uberstand gegeniiber dem vorhandenen Arginin. Diese Theorie
konnte jedoch durch den Einsatz supra-physiologischer Konzentrationen in Abbildung
auf Seite ausgeschlossen werden. Durch supra-physiologische Arginin-Konzentrationen
(500 uM und 1000 uM) zeigte sich keine verstarkte Hyperaktivierung der T-Lymphozyten.
Es konnte lediglich der Suppression durch den PMN-Uberstand ohne Arginase-Inhibitor
vorgebeugt werden. Die Hyperaktivierung selbst blieb jedoch von dem Arginin-Uberschuss im

Medium unbeeinflusst.

Zwischen den beiden strukturell verschiedenen Inhibitoren konnte kein signifikanter Unter-
schied in der Hyperaktivierung festgestellt werden. Dadurch konnten Inhibitor-spezifische
unbekannte aktivierende Nebeneffekte weitgehend ausgeschlossen werden. Zudem konnten bei
den verwendeten Konzentrationen keine toxischen Effekte der beiden Inhibitoren beobachtet
werden. Im Konflikt dazu stehen die Beobachtungen in der direkten Kokultur sowie in der
Transwell-Kultur. In beiden Experimenten zeigte sich eine deutliche Inhibition der Proliferation
der T-Lymphozyten in konventioneller Aktivierung bei Zugabe von nor-NOHA (vergleiche
Abbildung [23] Seite [97] und Abbildung[24} Seite[98)). Diese Suppression kénnte méglicherweise
doch auf eine gewisse Toxizitat des Inhibitors nor-NOHA hinweisen. Die T-Lymphozyten sind
in diesen Experimenten direkt nach der Isolierung eingesetzt worden. Im Gegensatz dazu
gab es bei den Uberstand-Experimenten immer eine 72-stiindige Ruhephase. Es ist durchaus

moglich, dass die T-Lymphozyten direkt nach der Isolierung vulnerabler sind.

In verschiedenen Maus-Experimenten konnte allerdings keine Toxizitat des Inhibitors
nachgewiesen werden [70, [118|, [147| [176]. Lediglich in Tumorzellen konnte ein negativer
Einfluss von nor-NOHA beobachtet werden. Im hepatozelluldaren Karzinom zeigte sich eine
gesteigerte Apoptose sowie eine verminderte Invasion und Migration. Dies ist vermutlich
auf eine gesteigerte Aktivitat der iNOS und der damit gesteigerten Konzentration von
NO zuriickzufithren [I77]. Auch in Tumorzellen von Patienten mit chronischer myeloischer
Leukamie lieBen sich inhibitorische off-target Effekte von nor-NOHA erkennen, die nicht
auf die Inhibition der Arginase 2 zuriickzufiihren waren (Arginase 2 ist in der chronischen
myeloischen Leukdmie deutlich aktiver als die Arginase 1) [I78]. In den T-Lymphozyten
konnten allerdings bisher keine dieser off-target Effekte von nor-NOHA beobachtet werden.
Die Ursache der Abnahme der Proliferation der T-Lymphozyten verbleibt also bisher ungeklart.

Ein off-target-Effekt des Enzyms selbst konnte durch den Einsatz einer rekombinanten Argi-

nase 1 ebenfalls ausgeschlossen werden, da durch das rekombinante Enzym bei gleichzeitiger

Arginase-Hemmung keine Hyperaktivierung ausgelost werden konnte.
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5.4.2. Granula der PMN

Wahrend die vollstandige Suppression durch die Arginase 1 erst nach 48 Stunden der Inkuba-
tion der PMN zur Uberstandgenerierung beobachtet werden konnte (vergleiche Abbildung
auf Seite , war die Hyperaktivierung der Proliferation im PMN-Uberstand mit nor-NOHA
schon deutlich frither erkennbar. Schon nach fiinf Minuten der Inkubation der PMN im
Medium und anschlieBender Inkubation der T-Lymphozyten fiir 48 Stunden lieB sich ein
deutlicher Anstieg der Proliferation im Vergleich zur konventionellen Aktivierung nachweisen
(vergleiche Abbildung [21] auf Seite [92)). Diese Beobachtung bestitigt die Hypothese, dass
Faktoren, die durch die PMN sezerniert werden, fiir die Hyperaktivierung der T-Lymphozyten

verantwortlich sein kdnnten.

Nachweislich setzen PMN durch Aktivierung, Inflammation und Apoptose ihre Granula und
andere zytoplasmatische Zytokine frei [25, (55, [74]. Diese Stoffe sind in dem generierten
Uberstand vorhanden und kénnen mit den T-Lymphozyten wihrend der 48-stiindigen Inkuba-
tionszeit interagieren. Dabei konnten sie die T-Lymphozyten direkt aktivieren oder indirekt die
Sekretion von auto-aktivierenden Zytokinen wie zum Beispiel IL-2 stimulieren. Die Migration
der T-Lymphozyten wird beispielsweise durch die o-Defensine der PMN gesteigert [153, [179].
Die Inhalte der PMN-Granula spielen in der frilhesten Phase der humanen Immunabwehr
eine entscheidende Rolle. Dabei werden zuerst die Inhalte der sekretorischen Vesikel und der
Gelatinase-haltigen Granula sezerniert [55, 56, 57, [58]. Diese enthalten unter anderem CD16,
Mac-1, VAMP2, SNAP-23, Gelatinase, den Komplementfaktor 1, GPI-180 und Lysozym
(vergleiche Kapitel . Alle membranstandigen Proteine scheiden als hyperaktivierende
Faktoren aus, denn sie sind im Uberstand der PMN nicht enthalten. Méglicherweise kénnten
l6sliche Faktoren dieser beiden Speicher-Vesikel fiir die Hyperaktivierung verantwortlich sein.
Die PMN wurden in den fiinf Minuten der Inkubation nicht aktiviert und somit nicht zur
Freisetzung ihrer Granula stimuliert. Am ehesten handelt es sich somit um einen kontinuierlich
sezernierten Faktor. Wobei hier angefiigt werden muss, dass wahrend der Isolation (beschrie-
ben in Kapitel eine unspezifische Aktivierung der PMN nicht ausgeschlossen werden
konnte. Da die Hyperaktivierung durch PMN-Sonikat nicht erreicht werden konnte, lasst sich
aktuell lediglich spekulieren, ob die hyperstimulierenden Faktoren der PMN instabil sind und

deshalb durch die Sonifikation zerstort wurden.

Eine sehr schnelle Interaktion durch humorale Faktoren konnte auch zwischen T-Lymphozyten
und MDSC beschrieben werden. Mit Hilfe von zytosolischen Bestandteilen und direkten
Zell-Zell-Kontakten verursachen die MDSC eine Paralyse des Metabolismus der zytotoxischen

CD8"-T-Lymphozyten innerhalb von nur 30 Minuten. Dies umfasst den Glukose-Metabolismus,
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die oxidative Phosphorylierung sowie die Sekretion von Zytokinen wie TNF-«, Interferon-y,
und Granzym B. Als entscheidendes Molekil konnte Methylglyoxal identifiziert werden,
welches schon nach kurzer Zeit durch die MDSC sezerniert wird und bereits nach 10 Minuten
in den T-Lymphozyten detektierbar ist. Interessanterweise interagiert Methylglyoxal mit
intrazellularem Arginin in den T-Lymphozyten und fiihrt zu dessen Metabolisierung. Neben
Arginin wird durch Methylglyoxal auch Glutamin intrazellular depletiert, was synergistisch zur
weiteren Suppression der T-Lymphozyten fithrt [I75]. Somit konnte hier ein sehr schneller

Transfer von Substanzen zwischen unterschiedlichen Zellen nachgewiesen werden.

5.4.3. Zytokine

Eine weitere Moglichkeit der Hyperaktivierung liegt in den sezernierten Zytokinen der PMN.
Diese konnten die T-Lymphozyten direkt aktivieren, wie es zum Beispiel von IL-12 bereits
bekannt ist. IL-12 wird auch von APZ sezerniert [5]. Alternativ wére es moglich, dass die
PMN eine auto-aktivierende Kaskade in den T-Lymphozyten initiieren. Ein Beispiel fiir diesen
Mechanismus ist das dritte stimulatorische Signal, die Sekretion von IL-2. Die Zytokine
konnen konstitutiv gebildet und im Zytosol gespeichert werden. Dadurch kénnen sie im Falle
der Apoptose der PMN sehr schnell freigesetzt werden [75, [74] 58]. Dies ist zum Beispiel der
Fall bei MIF und IL-16. Alternativ dazu werden die Zytokine nach der Aktivierung de novo
gebildet. Sezerniert werden sie entweder passiv durch die Zellmembran, aktiv iber Transporter
oder sie werden wie IL-1ra aktiv iber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat

exozytiert [73].

Mit Hilfe des cytokine arrays konnten die auf Seite in Abbildung aufgezahlten
Zytokine im PMN- und T-Lymphozyten-Uberstand detektiert werden. Am ehesten sind
durch die PMN-sezernierte und weniger durch die T-Lymphozyten sezernierte Zytokine fiir
die Hyperaktivierung verantwortlich (vergleiche Kapitel . Dabei konnten folgende vier
Zytokine ausfindig gemacht werden: MIF, IL-1ra, IL-8 und IL-16.

MIF wurde urspriinglich als ein Migrations-hemmender Faktor entdeckt, der durch
T-Lymphozyten sezerniert wird. Aktivierte T-Lymphozyten sezernieren verstarkt MIF
und verhindern dadurch die unkoordinierte Migration von Makrophagen. Inzwischen ist jedoch
bekannt, dass auch Makrophagen und Granulozyten MIF sezernieren. Es konnte nachgewiesen
werden, dass durch die Sekretion von MIF auch die Aktivitat von T-Lymphozyten reguliert
wird. Durch hohe Konzentrationen von MIF wird die Proliferation und die Zytokin-Sekretion
von IL-2 und Interferon-y stimuliert. Zudem soll MIF eine Rolle in der Kommunikation
zwischen CD4%- und CD8"-T-Lymphozyten spielen [15] [180].
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IL-16 wurde zunachst als Chemotaxin der T-Lymphozyten entdeckt und wird deshalb auch
als der lymphocyte chemoattractant factor bezeichnet. Das Zytokin wird zunachst in der
Vorstufe pro-IL-16 sezerniert. Beide Formen, das pro-IL-16 und das IL-16, sind bioaktive
Molekiile. Das pro-IL-16 wirkt als Transkriptions-Repressor und induziert den Gg-Arrest der
T-Lymphozyten. Nach Aktivierung wird pro-IL-16 zu IL-16 aktiviert und die Immunzelle geht
in die aktive Phase des Zellzyklus iiber [181]. IL-16 interagiert direkt mit CD4 und CD9 der
T-Lymphozyten und wirkt sich dort positiv auf die Zellmotilitat und das Zellwachstum aus.
AuBerdem stimuliert IL-16 die Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten und deren Migration
zum Ort der Entziindung [182]. IL-16 induziert eine gesteigerte Expression des IL-2-Rezeptors.
In Kombination mit IL-2 und IL-15 konnte eine vermehrte Proliferation der T-Lymphozyten
beobachtet werden [183].

Es sind jedoch auch inhibitorische Wirkungen von IL-16 bekannt. Kommt es zur Bindung
von IL-16 an CD4 ohne die Aktivierung des T-Lymphozyten durch die APZ werden T-Zell-
vermittelte Aktivierungs-Signale inhibiert [184]. Zudem konnte beobachtet werden, dass
erhohte IL-16-Konzentrationen im Serum mit einer Tumor-Progression in verschiedenen
Tumor-Erkrankungen wie zum Beispiel dem multiplen Myelom korrelieren. AuBerdem konnte
ein vermehrtes Tumorwachstum durch erhohte IL-16-Konzentrationen beobachtet werden.
Die Vermutung liegt nahe, dass IL-16 als Wachstumsfaktor fir maligne CD9"-Plasmazellen

und CD4"-Tumor-assoziierte Makrophagen fungiert [181].

IL-8 interagiert als friiher Aktivierungs- und Differenzierungs-Faktor mit den T-Lymphozyten
[180]. Es wird von ruhenden und sogar verstarkt von aktivierten T-Lymphozyten sezerniert. In
ruhenden T-Lymphozyten hat IL-8 jedoch keine Auswirkung auf den Aktivierungsstatus der
T-Lymphozyten. IL-8 induziert eine gesteigerte IL-2-Produktion in aktivierten T-Lymphozyten.
Dagegen wird die IL-10-Sekretion der aktivierten Immunzellen inhibiert. Somit zeigen sich
pro-inflammatorische Effekte von IL-8. Die Interferon-y-Sekretion wird durch IL-8 nicht
beeinflusst. Durch sehr hohe Konzentrationen von IL-8 koénnen aktivierte T-Lymphozyten
allerdings auch in ihrer Aktivitdt gehemmt werden [185]. In PMN induziert IL-8 die Sekretion
des cationic antimicrobial protein 37 /Azurocidin und von a-Defensinen. Diese Proteine wirken
vor allem auf immunkompetente T-Lymphozyten chemotaktisch [I53]. Allerdings induziert
IL-8 auch die Sekretion von Arginase 1 [103]. Dies ist eine anti-inflammatorische Eigenschaft

des Zytokins, weshalb es nicht eindeutig als rein pro-inflammatorisch bezeichnet werden kann.

Im Gegensatz zu den drei oben beschriebenen Zytokinen ist IL-1ra ein anti-inflammatorisches
Zytokin. Durch die Bindung an den IL-1-Rezeptor fungiert es als Gegenspieler von IL-1x
und IL-13 [186]. Induziert wird die Expression von IL-1ra durch IL-1 selbst oder andere

Zytokine wie IL-4 und IL-10, die ebenfalls anti-inflammatorisch wirken [73]. Das Fehlen von
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IL-1ra resultiert in Autoimmunerkrankungen, beispielsweise der rheumatoiden Arthritis [187].
AuBerdem wird es bei fieberhaften Infektionen vermehrt ausgeschieden. Eine Blockade der
Proliferation der T-Lymphozyten konnte nicht nachgewiesen werden [188]. Im Gegenteil wirkt
IL-1ra der zelluldren Seneszenz entgegen [89]. Da IL-1ra als Gegenspieler von IL-1 bekannt
ist, sind die immunologischen Wirkungen von IL-1 zum besseren Verstandnis der Wirkung von
IL-1ra entscheidend. IL-1 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das Fieberreaktionen auslost,
die Kortison-Produktion steigert und in der Leber die Produktion von akute Phase Proteinen
sowie Komplement-Faktoren induziert. Somit ist IL-1 ein potenter Aktivator der angeborenen
Immunitat. Zudem wird die adaptive Immunreaktion in Form der T-Lymphozyten stimuliert.
IL-1 steigert die Proliferation und Aktivitat der T-Lymphozyten vor allem von Ty2- und Ty17-
Zellen. Zudem wird die Differenzierung der T-Lymphozyten in Tyy17-Zellen priorisiert [73][189].

Als pro-inflammatorisch und moglicherweise T-Lymphozyten-aktivierende Zytokine bleiben
somit IL-16, MIF und IL-8 iibrig. Da der/die hyperaktivierende(n) Faktor(en) bereits nach
5 Minuten Inkubation im Uberstand der PMN enthalten sind und eine Hyperaktivierung der
Proliferation der T-Lymphozyten auslosen, wird eine Beteiligung der im Zytosol gespeicherten
Zytokine MIF und IL-16 wahrscheinlich. Zudem ist eine bendtigte Modifikation der Faktoren
abzuwagen, da keine Hyperaktivierung durch das PMN-Sonikat detektierbar war [25]. Da
IL-16 als Vorstufe des pro-IL-16 gespeichert wird und erst durch die PMN umgewandelt
werden muss, zeigt sich hier eine schlissige Erklarung.

In der experimentellen Validierung konnten die erlauterten vier Zytokine, die in Abbildung
auf Seite dargestellt sind, jedoch keine Hyperaktivierung in den T-Lymphozyten
auslosen. Weder alleine, noch in jeder moglichen Kombination untereinander induzierten die
Zytokine in den T-Lymphozyten eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zur konventionellen
Aktivierung. Moglicherweise agieren sie lediglich in der Kombination mit anderen durch die
PMN oder auch die T-Lymphozyten selbst sezernierten Zytokinen. Oder aber es findet eine
bisher unbekannte Modifikation der Zytokine im Uberstand statt. Eine andere, wahrscheinliche
Erklarung ware, dass die hyperaktivierenden Faktoren in dem verwendeten cytokine array

nicht inkludiert und somit nicht detektierbar waren.
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5.5. Therapeutische Moglichkeiten

Die Arginin-Depletion durch Arginase 1, welche durch immun-suppressive PMN, MDSC
oder die Tumorzellen selbst sezerniert wird, inhibiert die Immunantwort der T-Lymphozyten.
Aktivitat, Proliferation und Zytotoxizitdt werden in hohem MaBe supprimiert, sodass eine
effektive Immunabwehr durch die T-Lymphozyten nicht mehr moglich ist. Die Arginase-
Inhibition er6ffnet daher eine Perspektive zur therapeutischen Nutzung, zur Reaktivierung des

Immunsystems und zur aktiven Bekampfung von Tumoren.

Im Maus-Modell zeigte sich wie auch beim Menschen eine vermehrte Arginase 1-Konzentration
durch gesteigerte Sekretion des Enzyms durch MDSC. Durch Gabe der Arginase-Inhibitoren
CB-1158 und nor-NOHA zeigte sich in Mausen eine Reduktion des Tumorwachstums im
Vergleich zur Kontrollgruppe. AuBerdem konnte eine vermehrte Aktivitat und Konzentration
von Immunzellen in der unmittelbaren Tumor-Umgebung nachgewiesen werden. Dies galt
vor allem fir aktivierte (CD25%-)CD8*-zytotoxische T-Lymphozyten und NK-Zellen. Des
weiteren zeigte sich eine verminderte Aktivitat und Konzentration von MDSC. Dadurch ist das
Immunsystem aktiv und in der Lage den Tumor zu bekampfen, wodurch sich die Reduktion

der Tumor-Progression erklaren lasst [70, [190].

Auch in Ratten konnte durch die Gabe von nor-NOHA die Haufigkeit von Tumoren und die
Tumor-Progression gesenkt werden. Die Gesamtsterblichkeit der mit dem Inhibitor behandelten
Ratten sank signifikant. Die Inhibition der Arginase 1 resultierte neben dem Ausbleiben der
Arginin-Depletion auch in einer Senkung der HyOy-Konzentration beziehungsweise geringerer
NO- und Polyamin-Konzentrationen im Blut. Dies inhibiert die Tumor-Progression [191), [192].
In der Langzeit-Behandlung von Ratten konnte nor-NOHA zusatzlich zu dem anti-tumoralen
Effekt auch das kardio-vaskulare Risiko senken. Dazu gehoéren eine Reduktion des Blutdrucks,
eine Verbesserung der vaskuldren Funktion sowie die Senkung von kardialer Fibrose [147].
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass eine vermehrte Expression oder Aktivitat der Arginase 1
durch Verringerung der endothelialen Argininkonzentration und in der Folge der Senkung der
NO-Verfiigbarkeit mit einer vaskularen Dysfunktion assoziiert ist. Daraus entwickelten sich im
Maus-Modell Hypertension (auch pulmonale Hypertension), Arteriosklerose, Diabetes, erektile
Dysfunktionen, Myokardischamie und Fettleibigkeit. AuBerdem schritt der Alterungsprozess
beschleunigt voran [122].

Eine Tumor-Reduktion durch Arginase-Inhibitoren war somit im Maus- und im Ratten-Modell
bereits erfolgreich. Neben den Effekten gegeniiber den Tumorzellen miissen natirlich auch
die Nebenwirkungen eines Medikaments auf den Organismus identifiziert und abgewogen

werden. Nebenwirkungen durch die Arginase-Inhibition waren am ehesten in der Leber zu
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erwarten gewesen. Hier ist die Arginase 1 eines der Schliisselenzyme im Harnstoffzyklus.
Jedoch konnte eine Hepatotoxizitit in den Maus-Modellen nicht beobachtet werden [122].
Wahrscheinlich ist dies auf die Eigenschaft der Arginase-Inhibitoren zuriickzufiihren, schlecht
iber Zellmembranen zu transferieren und daher nur extrazellulare Arginase wirksam zu
inhibieren. Die hepatische Arginase 1 ist somit fiir die Inhibitoren nicht gut erreichbar. Daher
wurde die Gabe der Arginase-Inhibitoren von den Mausen gut toleriert [70) [118| [147]. So
konnte eine Moglichkeit geschaffen werden, die Arginin-Konzentration im Tumor-Mikromilieu
fur die T-Lymphozyten zu erhohen, ohne gastrointestinale Nebenwirkungen und Oszillationen

durch die supraphysiologische orale Substitution von Arginin hervorzurufen.

Eine weitere Steigerung der Effektivitit der Reduktion der Tumor-Progression bis hin zur
Tumor-Reduktion und verminderten Metastasen-Bildung konnte durch die Kombination des
Arginase-Inhibitors CB-1158 mit Checkpoint-Inhibitoren (anti-PD-1 oder anti-CTLA-4), mit
zellularer Immuntherapie und mit Chemotherapie erreicht werden. Maoglicherweise konnte
so bei Immuntherapie-resistenten Patienten durch die Reduktion der Immunsuppression und

Aktivierung der Immunabwehr eine Reaktion auf die Immuntherapie bewirkt werden [70].

Bereits im August 2019 startete die erste klinische Phase 1/2 Studie, in der im multiplen Mye-
lom die Kombination von CB-1158 und der subcutanen Daratumumab-Gabe (bindet an CD38
und induziert den Zelltod der Tumorzellen) mit der alleinigen subcutanen Daratumumab-
Gabe verglichen wird (EudraCT 2018-004076-35). AuBerdem wird CB-1158 alleine oder in
Kombination mit Pembrolizumab (PD-1-Inhibitor) in fortgeschrittenen und metastasierten
Karzinomen in einer klinischen Phase 1/2 Studie getestet (NCT02903914). Somit sind
therapeutische Ansatze der Arginase-Inhibition in Tumor-Patienten ein vielversprechender

Ansatz in der modernen Immunmodulation.
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Die Tumor-induzierte Immunsuppression ist eine der wesentlichen Hiirden einer effektiven
Tumorelimination. Hierbei wandern unter anderem myeloische Suppressorzellen (MDSC) ins
Tumor-Mikromilieu ein, supprimieren potentiell antitumoral wirksame T-Lymphozyten und
verhindern so die Elimination der malignen Zellen durch die Immunabwehr. Interessanterweise
kénnen auch physiologische neutrophile Granulozyten (PMN) MDSC-Eigenschaften aufweisen
und immunsuppressiv wirken: bei Kokulturen von PMN und T-Lymphozyten zeigte sich eine

deutliche Inhibition der Proliferation und Aktivitat der T-Lymphozyten.

Als ein zentraler Mechanismus der T-Lymphozyten-Suppression durch myeloische Zellen
konnte das Enzym Arginase 1 nachgewiesen werden. Sie wird konstitutiv in MDSC und
PMN exprimiert, kann aber auch — je nach Tumormodell — einer Expressions-Regulation
unterliegen. Arginase 1 metabolisiert Arginin in der Umgebung des Tumors beziehungsweise
potentiell auch systemisch. PMN koénnen Arginase 1 nach Aktivierung oder im Rahmen der
zellularen Apoptose freisetzen. Im Arginin-Mangel sind Proliferation und Effektorfunktionen

der T-Lymphozyten stark beeintrachtigt.

Durch eine Arginase-Inhibition konnte in verschiedenen Tumor-Modellen die Suppression der
T-Lymphozyten verhindert und deren Aktivitdt erneut auf das normale Niveau angehoben

werden.

In dieser Arbeit konnte in einem Modell unter Verwendung des zellfreien PMN-Uberstandes
erstmalig durch Arginase-Inhibition eine sehr starke Hyperaktivierung der T-Lymphozyten
gezeigt werden. Dazu wurden die T-Lymphozyten und PMN nicht als Kokultur inkubiert,
sondern die T-Lymphozyten wurden in zellfreiem Uberstand der PMN aktiviert.

Die Aktivierung der T-Lymphozyten in PMN-Uberstand wird durch die Arginase-vermittelte
Arginin-Depletion vollstandig inhibiert. Im Gegensatz dazu konnte durch die Verwendung
eines Arginase-Inhibitors in diesem an die physiologische Realitat adaptierten Modell eine
starke Aktivierung der Proliferation, der Sekretion bestimmter Zytokine (unter anderem
Interferon-y), der Expression eines dezidiert aktivierten Phanotyps sowie der antigenspe-

zifischen Zytotoxizitat der T-Lymphozyten ermoglicht werden. Die Hyperaktivierung war
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sowohl in CD4*- als auch in CD8"-T-Lymphozyten nachweisbar und korrelierte positiv mit
der Konzentration der fiir den Uberstand eingesetzten PMN. Durch den Einsatz strukturell
verschiedener Inhibitoren und methodisch anderer Assays konnten systematische Fehler und
off-target-Effekte ausgeschlossen und die Hyperaktivierung klar auf einen Faktor bzw. auf

mehrere Faktoren im Uberstand der PMN zuriickgefiihrt werden.

Die T-Lymphozyten-hyperaktivierende Potenz war bereits nach sehr kurzen PMN-
Inkubationszeiten im Uberstand zumindest partiell nachweisbar, was auf einen schnellen
Sekretionsprozess (aus schnell mobilisierbaren Granula und /oder dem Zytosol) schlieBen
lasst. Konventionelle Sekretagoga konnten allerdings keine weitere Verstarkung induzieren.
Mittels cytokine array konnten vier vor allem durch die PMN sezernierte Zytokine identifiziert
werden: MIF, IL-1ra, IL-8 und IL-16. Keines dieser vier Zytokine konnte jedoch alleine oder in
Kombination eine Hyperaktivierung der T-Lymphozyten auslésen. Als nachstes gilt es daher
nun den Mechanismus der Hyperaktivierung weiter zu erforschen und die T-Lymphozyten-

hyperstimulierende Aktivitat humaner PMN molekular zu identifizieren.

Die hier erstmals beschriebene Hyperaktivierung der T-Lymphozyten unter Arginin-Suffizienz
mittels Arginase-Inhibition ist ein moglicher vielversprechender Ansatz in der modernen

Immuntherapie von Tumoren.
Die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit sind teilweise publiziert in: Vonwirth V et al. Inhibiti-

on of Arginase 1 Liberates Potent T Cell Immunostimulatory Activity of Human Neutrophil
Granulocytes. Frontiers in Immunology. 2021;11(3823) [157]
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A. Anhang

A.1. Reinheitskontrollen

Alle verwendeten Zellpopulationen wurde mittels Durchflusszytometrie auf ihre Reinheit (iber-
prift. Dazu wurde jede Zellpopulation auf die Expression ihrer charakteristischen Oberflachen-
proteine kontrolliert. Der prozentuale Anteil an Zellen, welche die charakteristischen Ober-
flachenproteine exprimierten, entsprach der Reinheit der Population. Die charakteristischen

Oberflachenproteine sind:

PMN CD66b
T-Lymphozyten CD3
CD4*-T-Lymphozyten CD4
CD8*-T-Lymphozyten CD8
p53264.272-transduzierte T-Lymphozyten CD3 und vf33

Die Reinheit der PMN und CD3*-T-Lymphozyten betrug stets mehr als 94 %. Die Subpo-
pulationen der T-Lymphozyten wiesen eine mehr als 83 %ige Reinheit auf. Die Reinheit der
transduzierten T-Lymphozyten stieg tiber die Wochen der Stimulation durch die K562-Zellen
(mit p53-Peptid beladen und bestrahlt) bis auf iiber 79 % an. In Abbildung [38]ist ein reprisen-
tatives Ergebnis der Durchflusszytomertrie der PMN und in Abbildung [39] jeweils ein Ergebnis

der verschiedenen T-Lymphozyten-Populationen dargestellt.

250k = CDB6b pos. 250K + CDB6b pos. 260K - CDB6b pos.
428

250K = Granulocytes
957 0,052 998

200K = 200K = 200K = 200K =

150K = 150K = 150K = 150K =

SSC-A

SSC-A
SSC-A
SSC-A

100K = 100K = 100K = 100K =

50K = 50K = 50K =f 50K =

0 0 0
T T T Ty T T

FSC-A FITC-4 FITC-4 FITC-A

ungefarbt CD66b-AK gefarbt Isotyp-Kontrolle

Abb. 38: PMN: Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis der Expression der charakte-
ristischen Oberflachenproteine der PMN von 29 voneinander unabhangigen Messungen. Die
Reinheit der PMN betrug immer > 94 %.
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Abb. 39: T-Lymphozyten: Zu sehen ist ein reprasentatives Ergebnis der jeweiligen Expres-
sion der charakteristischen Oberflachenproteine der T-Lymphozyten. Die gesamte Populati-
on lag in 29 voneinander unabhangigen Messungen bei einer Reinheit der CD3-Expression
von >95%. Die Reinheit der CD4"-T-Lymphozyten betrug immer >98%, wahrend die
CD8*-T-Lymphozyten > 83 % rein sind. Die Expression von CD3 und vp33 der transduzierten
T-Lymphozyten lag in allen 6 voneinander unabhangigen Messungen bei >79 %.
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A.2. CFSE-Assay

400 400
1FITC-A- FITC-A+ {FITC-A- FITC-A+
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€ 1 - |
a3 200 - 2 200 =
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FITC-A& FITC-A
T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A
ungefarbt 9734 3 nicht aktiviert in +Arg-Medium 8703 114
H gefarbt Tag O 9906 2269 aktiviert in +Arg-Medium 10000 61,1
aktiviert in +Arg-Medium mit nor-NOHA 6393 104
aktiviert in -Arg-Medium 8148 137

(a) Kontrolle an Tag 0

(b) Medium-Bedingungen

Abb. 40: Kontrollbedingungen des CFSE-Assay: An Tag 0, also am Tag des Versuchs-
ansatzes wurde die CFSE-Fluoreszenzintensitat ungefarbter sowie gefarbter T-Lymphozyten
gemessen. Diese beiden Messungen dienten als Minimum und Maximum der moglichen Fluo-
reszenzintensititen der inkubierten T-Lymphozyten. Nach vier Tagen Inkubation wurden auch
in den Medium-Bedingungen die CFSE-Fluoreszenzen gemessen. Aktivierte T-Lymphozyten in
+Arg-Medium mit und ohne Zugabe von nor-NOHA proliferierten sichtbar. Nicht aktivierte
T-Lymphozyten, oder in —Arg-Medium aktivierte T-Lymphozyten zeigten keinerlei Prolifera-

tion.

Fir den CFSE-Assay, dessen Ergebnisse in Kapitel dargestellt sind, wurden folgende
Kontrollbedingungen mittels Durchflusszytometrie gemessen:

» T-Lymphozyten ungefarbt an Tag 0

= T-Lymphozyten mit CFSE gefarbt an Tag 0

= nicht aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium

= aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium

= aktivierte T-Lymphozyten in +Arg-Medium mit Zugabe von nor-NOHA

aktivierte T-Lymphozyten in —Arg-Medium

In Abbildung [404] sind die Kontroll-Bedingungen an Tag O dargestellt, wihrend in Abbildung
[40b| die vier, in Kapitel beschriebenen, Medium-Bedingungen nach vier Tagen Inkubation
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zu sehen sind. Die gemessene CFSE-Intensitat an Tag 0 diente zur gate-Einstellung des FITC-
A-Kanals. Die Medium-Bedingungen offenbarten die Anfangsintensitat der T-Lymphozyten
zum Vergleich fiir die PMN-Bedingungen.

In Abbildung sind die Ergebnisse des CFSE-Assays dargestellt. Ubereinander sind die
verschiedenen PMN:T-Verhiltnisse aufgetragen (von oben nach unten mit aufsteigendem
Verhiltnis). Die Abbildung zeigt die PMN-Bedingungen ohne Arginase 1-Inhibitor und
die Abbildung die Bedingung mit Zugabe von nor-NOHA. In Kapitel sind die
unterschiedlichen Verhaltnisse nebeneinander zu sehen. In der hier gewahlten Darstellungsart
ist die Reduktion der CFSE-Intensitat mit zunehmendem PMN:T-Verhaltnis in der Bedingung
mit nor-NOHA sehr gut erkennbar.

A o
9
IO| 10 103 104 It]| 10 103 104
FITC-A FITC-A

T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A T-Lymphozyten Count | Median-FITC-A
aktiviertin +Arg-Medium 10000 61,1 aktiviert in +Arg-Medium 10000 61,1
aktiviertin PMN-Uberstand 1:1 6969 99,9 aktiviertin PMN-Uberstand 1:1 mit nor-NOHA 7205 48,7
aktiviertin PMN-Uberstand 5:1 7555 120 aktiviertin PMN-Uberstand 5:1 mit nor-NOHA 7288 48,1
aktiviertin PMN-Uberstand 10:1 7781 126 aktiviertin PMN-Uberstand 10:1 mit nor-NOHA | 7319 40,6
aktiviertin PMN-Uberstand 20:1 7840 133 aktiviertin PMN-Uberstand 20:1 mit nor-NOHA | 7393 41,4
nicht aktiviertin +Arg-Medium 8703 114 nicht aktiviertin +Arg-Medium 8703 114
(a) PMN-Uberstand ohne nor-NOHA (b) PMN-Uberstand mit nor-NOHA

Abb. 41: alle PMN:T-Verhdltnisse zusammengefasst: Untereinander sind die CFSE-
Fluoreszenzintensitaten der T-Lymphozyten nach Inkubation in PMN-Uberstand mit (rot) und
ohne (blau) nor-NOHA dargestellt. Dabei nimmt das PMN:T-Verhaltnis von oben nach un-
ten kontinuierlich zu. In dem PMN-Uberstand ohne nor-NOHA sinkt die CFSE-Fluoreszenz
nicht ab. Nach Inkubation in PMN-Uberstand mit nor-NOHA dagegen nimmt die CFSE-
Konzentration mit steigendem PMN:T-Verhaltnis immer weiter ab.
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A.3. Human cytokine array

Human Cytokine Array Coordinates

— AN NTINO RNROONO mamMmst LNONO OO
- = 0O

—p—p— — —

(a) Vorlage zu den Koordinaten der detektierbaren spots der Membranen

Coordinate
A1, A2
A3, A4
AS, A6
A7, A8
A9, A10
A11,A12
A13,A14
A15,A16
A17,A18
A19,A20
B3, B4
BS, Bo
B7, B8
B9, B10
B11, B12
B13, B14
B15, B16
B17, B18
GG
(5,0
(7,08
(9,10
(11,12
(13,14
(15,C16
(17,18

Target/Control
Reference Spots
(CL1/1-309
(CL2/MCP-1
MIP-Ta/MIP-1B
CCLS/RANTES
(D40 Ligand/TNFSF5
Complement Component (5/(5a
(XCL1/GROa
CXCL10/1P-10
Reference Spots
CXCLN/I-TAC
(XCL12/SDF-1
G-CSF

GM-CSF
ICAM-1/(D54
[FN-y
IL-Ta/IL-TF1
IL-1B/IL-1F2
IL-Tra/IL-1F3
IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12 p70

Entrez Gene ID Alternate Nomendature
N/A _

6346 P500, SCYA1, SCYA2, TCA-3
6347 MCAF

6348/6351 CCL3/cCL4

6352 —

959 (D154, (D40LG, gp39, TRAP
727 (5/C5a

2919 CINC-1, KC

3627 (RG-2

N/A —

6373 B-R1, H174

6387 PBSF

1440 (S, CSF-3

1437 (SFa, CSF-2

3383 —

3458 Type Il IFN

3552

3553 E—

3557 —_—

3558 TCGF

3585 BCDF, BSF1

3567 —

3569 BSF-2

3576 (XCL8, GCP1, NAPT
3586 CSIF

3592/3593 CLMF p35
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D3, D4
D5, D6
D7, D8
D9, D10
D11,D12
D13,D14
D15, D16
D17,D18
E1,E2
E3, E4
E5, k6
E7,E8
E9, E10
E19, E20

IL-13

IL-16

IL-17A

IL-17E
IL-18/1L-1F4
IL-21

IL-27

IL-32a
Reference Spots
MIF

Serpin E1/PAI-1
TNF-a

TREM-1
Negative Control

3596
3603
3605
64806
3606
59067
2467738
9235
N/A
4282
5054
7124
54210
N/A

LCF
(TLA-8
IL-25
GIF

IL-27 A

GIF, DER6
Nexin, PLANH1
TNFSF1A
(D354

(b) Zuordnung der Zytokine zu ihren jeweiligen Koordinatenpunkten [125]

Abb. 42: Zuordnung der detektierten Doubletten: Die schematische Abbildung der Ko-
ordinaten lasst die Zuordnung der Doubletten zu den, in der Tabelle aufgelisteten, Zytokinen
zu. Es war moglich, diese 36 verschiedenen Zytokine zu detektieren.

Die, in Abbildung[32]auf Seite[I22]dargestellten, Membranen lassen sich durch die schematische
Darstellung der Koordinaten in Abbildung[42a] auswerten. Jede Doublette konnte einem, in Ab-
bildung aufgelistetem, Zytokin zugeordnet werden. Welche Zytokine der T-Lymphoyzten

und der PMN im human proteome profiler™ array detektiert werden konnten, ist in Abbildung
B3] auf Seite [123] zu sehen.
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