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Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten stellen die grof3te Population der Leukozyten im peripheren Blut des
Menschen dar. Sie entwickeln sich im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen und werden
nach abgeschlossener, myeloider Differenzierung als reife Neutrophile ins Blut ausgeschiittet. Bei
Entziindung adhéarieren Neutrophile ans Endothel und nach Diapedese migrieren sie als erste
Zellen ins Gewebe. Am Entziindungsort weisen Neutrophile bakterizide und fungizide Funktionen
auf, bei denen Phagozytose und Produktion von reaktiven Sauerstoff-Intermediaten (ROI) eine
zentrale Rolle spielen. Uber diese Effektorfunktionen hinaus wurde in Neutrophilen auch die
Kapazitdt zur Regulation von Immunantworten entdeckt. Beide Funktionen der Neutrophilen
spielen bei der Entzindung von Tumoren eine wichtige Rolle. Neueste Erkenntnisse geben
jedoch Hinweise darauf, dass Neutrophile neben ihrer protektiven Wirkung auch eine das
Wachstum von Tumoren unterstiitzende Funktion besitzen kénnen. So wurde in Neutrophilen aus
Tumorpatienten die Produktion von tumoralen Wachstumsfaktoren und angiogenetischen
Faktoren, als auch die Freisetzung von genotoxischen ROI nachgewiesen. Weiterhin wurden in
Tiermodellen Tumor-assoziierte, unreife myeloide Zellen, die auch potentielle Vorlaufer von
Neutrophilen darstellen, als immunsuppressive Zellen identifiziert.

Ziel dieser Arbeit war es, Tumor-assoziierte neutrophile Granulozyten im peripheren Blut von
Malignom-Patienten zu identifizieren und zu charakterisieren. Der Arbeit lag eine Beobachtung zu
Grunde, nach der gegeniber gesunden Spendern im Blut von Tumorpatienten Granulozyten mit
verringerter physikalischer Dichte (low density polymorphonuclear granulocytes, LD-PMN)
nachweisbar sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden LD-PMN von 93 unbehandelten, infektionsfreien
Tumorpatienten erstmals ph&notypisch sowie funktionell charakterisiert und Neutrophilen
regularer Dichte (high density PMN, HD-PMN) gegenibergestellt. Notwendig daflr war die
erfolgreiche  Entwicklung einer Kombination von Dichtegradientenzentrifugation und
Magnetseparation ilber CD66b nach Depletion residueller Monozyten zur Isolierung viabler LD-
PMN mit einer Reinheit von Uber 99 %. Die Zellen dieser Fraktion erwiesen sich in Farbungen
nach Pappenheim als Neutrophile, die zum groRen Teil stabkernig und damit unreif vorlagen,
wahrend sich die restlichen LD-PMN wie HD-PMN als segmentkernige Neutrophile prasentierten.
In den umfangreichen durchflusszytometrischen Analysen stellten sich LD-PMN anhand der
Expression von CD16 ebenfalls als heterogen dar (CD16™", CD16""), wobei der Anteil der
CD16" LD-PMN mit dem Anteil stabkerniger LD-PMN korrelierte (*). Aufgrund der homogen
starkeren Expression von CD66b (***) und CD15 (***) und wegen der homogen schwécheren
Expression von CD11b (*) und CD14 (*) auf LD-PMN gegeniuber den reifen HD-PMN war die
Gesamtheit der LD-PMN als unreif einzustufen. Belegt wurde dies ebenfalls durch das homogen
gesteigerte Zellvolumen (***) der LD-PMN, sowie der schwécheren Expression von CD16 (**) auf
den CD16™" LD-PMN im Vergleich zu HD-PMN. Demnach reprasentieren LD-PMN unreife
Neutrophile, die sich teils im Differenzierungsstadium der Stabkernigen und teils im Stadium von

frihen Segmentkernigen befinden.
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Als Ursache fur das Vorkommen von unreifen Neutrophilen im Blut von Tumorpatienten konnten
bakterielle Infektionen und chronische Entziindung ausgeschlossen werden, denn LD- und HD-
PMN exprimierten weder CD83 noch CD80, CD86 oder MHC Klasse Il. Gegen den Einfluss von
Zytokinen wie IFNy, GM-CSF, TNFa, IL-6 und IL-8 sprachen die nicht gesteigerte Expression von
CD11b und CD14 auf HD-PMN, sowie jeweils schwéchere Expression auf LD-PMN. Aufgrund der
Abwesenheit von LD-PMN im peripheren Blut gesunder Spender wird eine Beeintréchtigung der
neutrophilen Granulopoese durch Tumore vermutet.

In den funktionellen Analysen wiesen LD-PMN verstarkte Adhasion (*) an Endothelzellen
gegeniuber HD-PMN auf, was in der gesteigerten Expression von Adh&sionsmolekilen,
resultierend aus dem Differenzierungsgrad, begriindet scheint. Die reduzierte Chemotaxis (*) der
LD-PMN gegenlber HD-PMN und die stark eingeschréankte Produktion von ROI (*) in LD-PMN
entsprechen ihrem unreifen Differenzierungsstadium. Des Weiteren produzierten LD-PMN nach
Stimulation weniger IL-8 als HD-PMN. Ein grundlegend wichtiges Ergebnis zur funktionellen
Analyse der LD-PMN war, dass weder die Adhasion an Endothelzellen, noch die Chemotaxis,
sowie die Produktion von ROI durch die entwickelte Isolierumgsprozedur signifikant beeinflusst
werden.

Das interessanteste Ergebnis dieser Arbeit stellt die erstmals beobachtete, von autologen LD-
PMN vermittelte Suppression der in vitro induzierten Proliferation von T-Zellen dar, wahrend HD-
PMN keinen vergleichbaren Einfluss zeigten. Zusammengefasst wurden im Rahmen dieser Arbeit
erstmals unreife immunsuppressive Neutrophile im peripheren Blut von Patienten mit
urologischen Tumoren, Non-Hodgkin-Lymphom, Pleurakarzinom, Mammakarzinom und
Lungenkarzinom identifiziert. Die demonstrierte Suppression von T-Zellen durch LD-PMN spricht
fur die Berucksichtigung unreifer immunsuppressiver Neutrophiler im Blut von Tumorpatienten bei

immuntherapeutischer Behandlung von Tumoren.

Schlagworte: unreife Neutrophile, myeloide Suppressorzelle, Tumor

Dominik.Schmaltz@web.de
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Abstract

Neutrophil granulocytes constitute the largest population of leukocytes in human peripheral blood.
Evolving from pluripotent stem cells by passing through myeloid differentiation, they are released
from the bone marrow into the blood as mature neutrophils. During inflammation they adhere to
endothelium and after diapedesis neutrophils are the first cells migrating into the tissue. At the site
of inflammation they exhibit bactericidal and fungicidal functions, while phagocytosis and
production of reactive oxygen intermediates (ROI) play a pivotal role. Beyond these effector
functions also the capacity of neutrophils to regulate immuneresponses was discovered. Both
properties of neutrophils play an important role in the inflammation of tumors. However, recent
reports provide also indications of neutrophils supporting the progression of tumors besides their
protective effects. They were demonstrated to produce tumoral growth factors and angiogenic
factors as well as releasing genotoxic ROI in cancer patients. Furthermore tumor-associated
immature myeloid cells, which also represent potential progenitors of neutrophils, were identified
as immunosuppressive cells.

The goal of this dissertation was to identify and to characterise tumor-associated neutrophil
granulocytes in the peripheral blood of malignoma patients. Recent reports on granulocytes with
low physical density (LD-PMN) that are present in the blood of cancer patients but not in the blood
of healthy individuals, formed the basis of this dissertation.

LD-PMN from 93 non-infected, untreated cancer patients were characterized for the first time
phenotypically as well as functionally and compared with granulocytes of regular physical density
(High Density-PMN, HD-PMN). We succeeded to isolate viable LD-PMN with more than 99 %
purity by the combination of density gradient centrifugation and subsequent magnetic cell
separation according to CD66b expression following the depletion of residual monocytes. These
cells represented neutrophils as determined by Pappenheim staining. A fraction of LD-PMN
exhibited a band nucleus morphology attributing them to immature neutrophils, while segmented
nuclei were displayed in the remaining LD-PMN as well as in HD-PMN. Heterogenity of LD-PMN
was also confirmed by flow cytometric analysis of CD16 expression, as LD-PMN were divided into
CD16"" and CD16"" neutrophils, whereby the percentage of the CD16" LD-PMN correlated (*)
with the percentage of band LD-PMN. However, because of homogeneously elevated expression
of CD66b (***) and CD15 (***) as well as homogeneously decreased expression of CD11b (*) and
CD14 (*) on LD-PMN compared to mature HD-PMN, the entire LD-PMN population has to be
classified as immature. This was also approved by homogeneously increased cellular volumen
(***) of LD-PMN and diminished expression of CD16 (**) on CD16"®" LD-PMN compared to HD-
PMN. Accordingly, LD-PMN represent immature neutrophils, partly in the differentiation stage of
band neutrophils and the rest in the stage of early segmented neutrophils.

Bacterial infections and chronic inflammation were excluded as explanations for the existence of
immature neutrophils in the blood of cancer patients, since LD- and HD-PMN expressed neither
CD83 nor CD80, CD86 or MHC class Il. The non-elevated expression of CD11b und CD14 on

HD-PMN and the weaker expression of these molecules on LD-PMN militated against effects of
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cytokines like IFNy, GM-CSF, TNFa, IL-6 or IL-8. Concerning the absence of LD-PMN in
peripheral blood of healthy individuals, interference of neutrophil granulopoiesis by tumors is
assumed.

Functional analyses revealed that in comparison to HD-PMN, LD-PMN displayed increased (*)
adhesion on endothelial cells, which may be due to their elevated expression of adhesion
molecules, resulting from their differentiation level. According to their differentiation stage LD-
PMN exhibited reduced chemotaxis (*) and highly restricted production of ROI (*) compared to
HD-PMN. Furthermore LD-PMN produced smaller amounts of IL-8 following stimulation than HD-
PMN. Neither adhesion to endothelial cells nor chemotaxis nor production of ROI were
significantly impaired by the developed isolation procedure, which was of fundamental importance
for the functional analysis of LD-PMN.

The most interesting result of this dissertation is the suppressive effect of LD-PMN on in vitro
induced proliferation of autologous T-cells, which was observed for the first time, while HD-PMN
had no comparable effect. Taken together, in this dissertation immature immunosuppressive
neutrophils were identified for the first time in peripheral blood of patients with urological tumors,
non-Hodgkin lymphoma, pleural, mamma and lung carcinoma. The demonstrated suppression of
T-cells by LD-PMN argues for the consideration of immature immunosuppressive neutrophils in
the blood of cancer patients while immunotherapeutical treatment of tumors.

Keywords: immature neutrophils, myeloid suppressor, tumor

Dominik.Schmaltz@web.de
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1  Einleitung

Neutrophile Granulozyten stellen die grof3te Population der Leukozyten im peripheren Blut des
Menschen dar. Sie erflllen entscheidende Funktionen bei der Abwehr von Infektionen durch
Bakterien und Pilze. Darlber hinaus werden neutrophilen Granulozyten (Neutrophilen)
zunehmend auch Funktionen bei der Immunantwort gegen Tumore zugeschriebenl. Gegenstand
der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung von Tumor-assoziierten Neutrophilen aus dem
peripheren Blut von Malignom-Patienten. Zum besseren Verstdndnis ihrer Rolle beim
inflammatorischen Wachstum von Tumoren wird im Folgenden zunéchst die Entwicklung von

Neutrophilen im Knochenmark gesunder Individuen genauer beschrieben.

1.1  Granulopoese

Die Entwicklung neutrophiler Granulozyten (Granulopoese) unterscheidet sich deutlich von
anderen Leukozyten. Den gemeinsamen Ursprung aller Leukozyten bilden pluripotente
hamatopoetische Stammzellen. Aus diesen differenzieren im Knochenmark lymphoide und
myeloide Stammzellen unter Kontrolle von Wachstumsfaktoren (Abb. 1.1). Lymphoide
Stammzellen entwickeln sich weiter zu T- und B-Zellen. Myeloide Stammzellen differenzieren
unter anderem zu Monozyten sowie neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten.
Neutrophile und Monozyten teilen dabei zunachst noch eine gemeinsame, weiterdifferenzierte,
intermediare  Vorlauferzelle, die  Granulozyten/Monozyten-Kolonie  bildende  Einheit
(granulocyte/monocyte-colony forming unit, GM-CFU) genannt wird. Wachstumsfaktoren wie
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) bzw.
Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor (M-CSF) induzieren die differentielle Weiterentwicklung
zu Myeloblasten bzw. Monoblasten. Aus Monoblasten bilden sich Promonozyten, die sich zu
Monozyten entwickeln.

Myeloblasten differenzieren zu Promyelozyten, diese weiter zu Myelozyten und Uber die darauf
folgenden Metamyelozyten entstehen stabkernige Neutrophile (Abb. 1.1). Diese stellen die letzte
unreife Form der Neutrophilen dar und kénnen im peripheren Blut gesunder Spender bis zu 5 %
aller Neutrophilen ausmachen. Alle Differenzierungsstadien der Neutrophilen lassen sich sowohl
morphologisch als auch anhand der Expression spezifischer Molekile auf der Zelloberflache
unterscheiden’. Wahrend der beschriebenen Reifung der Neutrophilen findet spezifisch fir jedes
Entwicklungsstadium die Biogenese der verschiedenen Granula statt®. Sukzessiv entwickeln sich
so auch die funktionellen Eigenschaften der Neutrophilen.

Nach ihrer Differenzierung im Knochenmark sind Neutrophile vollstandig ausgereift und werden
ins periphere Blut ausgeschittet. Im Gegensatz dazu kénnen beispielsweise Monozyten nach
Einwanderung in Gewebe weiter zu Makrophagen reifen.

Im folgenden Abschnitt werden die immunologischen Funktionen der Neutrophilen dargestellit.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hamatopoese (verkirzt) mit Schwerpunkt auf der neutrophilen

Granulopoese.

1.2 Immunologische Funktionen der Neutrophilen

Neutrophile werden aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften dem angeborenen Immunsystem
zugeordnet. Angeborene Immunitat beruht auf der Erkennung konservierter Strukturen von
Pathogenen durch keimbahnkodierte Mustererkennungs-Rezeptoren.

Zur Bekampfung von bakteriellen Pathogenen und Pilzen werden Neutrophile als erste Zellen aus
dem peripheren Blut ins infizierte Gewebe rekrutiert. Bevor Neutrophile ins Gewebe migrieren,
adharieren sie aus dem Blutstrom ans Endothel. Dazu l6sen Entziindungsmediatoren aus dem
Gewebe die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen aus, die an den
Entziindungsort grenzen. Zu diesen endothelialen Adhasionsmolekilen gehtéren Kohlenhydrate
genauso wie kohlenhydratbindende Proteine (Selektine). Aus schwacher Bindung der Selektine
und Kohlenhydrate auf der Zelloberflache der Neutrophilen ans Endothel resultiert das Rollen der

Neutrophilen entlang des Endothels®. Auf das Rollen folgt feste Adhasion, die hauptséchlich auf
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Interaktion mit dem interzellularen Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1) der Endothelzellen beruht’.
Endothelzellen produzieren ebenfalls viele Chemokine wie beispielsweise Interleukin-8 (IL-8),
welches das bedeutendste Chemokin fur Neutrophile ist®’. Richtungsspezifische Migration von
Neutrophilen kénnen neben Chemokinen auch bakterielle Peptide wie z.B. N-Formyl-Methionin-
Leucin-Phenylalanin (fMLP) induzieren®.

Entlang der Gradienten aus gelosten Chemotaxinen (Chemotaxis) oder immobilisierten
Gradienten (Haptotaxis) migrieren Neutrophile durch die extrazellulare Matrix und das Gewebe
zum Infektionsort, wo sie Pathogene direkt an Membranstrukturen wie Lipopolysaccharid (LPS)
oder formylierten Peptiden erkennen. Des Weiteren exprimieren Neutrophile auf ihrer
Zelloberflache Komplementrezeptoren und Rezeptoren, die die konstante Region von Antikdrpern
binden (Fc-Rezeptoren, FcR). Mit diesen beiden Rezeptorklassen kénnen Neutrophile opsonierte
(mit Komplement oder Antikdrpern beladene) Pathogene erkennen. Das Repertoire der
Neutrophilen zur Bekdmpfung von Bakterien und Pilzen umfasst unter anderem die Freisetzung
eines breiten Spektrums antimikrobieller Peptide9 und reaktiver Sauerstoff-Intermediate (ROI)*.
Bis zu einer gewissen Grof3e nehmen Neutrophile Pathogene auch durch Phagozytose auf, um
sie nach Verschmelzen des Phagosoms mit lysosomalen Granula intrazellular durch ROl und
antimikrobielle Peptide zu téten.

Neben diesen Effektorfunktionen weisen Neutrophile auch wichtige immunregulatorische
Funktionen auf. Von Neutrophilen freigesetzte Chemokine wie z.B. MIP-1a (Makrophagen
inflammatorisches ~ Protein-1a, CCL3)"?, MIP-1B  (CCL4)"® und MCP-1 (Monozyten
chemotaktisches Protein-1, CCL2)" sind an der Rekrutierung von mononukleéren Zellen beteiligt.
Von Neutrophilen sezernierte Defensine sind antimikrobielle Peptide und parallel Chemotaxine fur

>17 Die Freisetzung von IL-12 aus Neutrophilen®® kann

unreife dendritische Zellen und T-Zellen
zur Differenzierung von naiven T-Zellen z.B. zu zytotoxischen T-Zellen und zur Stimulation von
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) beitragenlg, wahrend das aus aktivierten Neutrophilen

freigesetzte 1L-8%%%

die Rekrutierung weiterer Neutrophiler induziert und ihre Apoptose verzégert.
Auf diese Weise akkumulieren Neutrophile zu einem frilhen Zeitpunkt an Entziindungsorten, wo
sie durch direkte bakterizide und fungizide Funktionen Pathogene abtéten und sekundére
Immunmechanismen aufgrund ihrer frithen Rekrutierung einleiten konnen™.

Bevor nun die Rolle von Neutrophilen bei der Tumor-assoziierten Inflammation dargestellt wird,
fasst der folgende Abschnitt kurz die Progression von Tumoren als entziindlichen Prozess mit

Augenmerk auf T-Zellen zusammen.

1.3 Tumorwachstum als entziundlicher Prozess

1863 entdeckte Rudolf Virchow Leukozyten in neoplastischem Gewebe und stellte damit eine
Verbindung zwischen Entziindung und Tumoren her. Klinische Experimente von William Coley
am Ende des 19. Jahrhunderts und die Arbeiten von Prehn und Main®* demonstrierten die
Existenz von Immunantworten gegen Tumorantigene, die mdoglicherweise zur Behandlung von
Tumorerkrankungen genutzt werden kodnnen. Jedoch zeigte sich, dass Tumorzellen einer
Immunantwort ausweichen kénnen, was ihnen weitere Proliferation und Metastasierung erlaubt®.

Mechanismen, mit denen sich Tumorzellen dem Immunsystem entziehen sind Gegenstand der
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aktuellen Forschung. Mdgliche Erklarungen reichen von der Unfahigkeit des Immunsystems,
Tumorantigene zu erkennen (Tumorignoranz), bis zur graduellen Reduktion der Immunantwort
durch progressives Wachstum von Tumoren.

North und Kollegen fanden in Tiermodellen wéhrend der ersten Tage nach Tumorimplantation
eine initiale, protektive T-Zell-Antwort, die aber nach weiteren Tagen schnell abnahm, was auf

227 Diesen

Immunsuppression in Assoziation mit progressivem Wachstum von Tumoren hinwies
Verdacht bestatigend weisen frisch isolierte Tumor-infiltrierende Lymphozyten in vitro deutlich
reduzierte Proliferation nach Stimulation mit Mitogenen auf®*. Diese Fehlfunktion wurde ebenso
bei T-Zellen des peripheren Blutes von Tumor-tragenden Mausen beobachtet®. Eine Ursache fiir
die beschriebene Fehlfunktion von T-Zellen wurde der Induktion von Apoptose in Tumor-

infiltrierenden und zirkulierenden T-Zellen zugewiesen3°331.

Mizoguchi et al. demonstrierten
reduzierte Expression der CD3{-Kette und essentieller Tyrosinkinasen als Erklarung fur die
Fehlfunktion von T-Zellen in Tumor-tragenden Mausen®”. Verminderte Expression der CD3(-Kette
und eingeschrankte Proliferation wurde ebenfalls bei T-Zellen von Patienten mit verschiedensten

33-39

Tumoren nachgewiesen™ . Als Ursache werden z.B. ROI aus Makrophagen erwogen, die eine

Reduktion der Expression der CD3Z-Kette “**! induzieren.
Welche Rolle Neutrophile und die von ihnen freigesetzten ROl in der Tumor-assoziierten

Inflammation spielen, wird in den nachsten beiden Abschnitten dargestellit.

1.4 Dichotome Rolle von Neutrophilen bei inflammato  rischem

Tumorwachstum

Tumore bestehen aus Tumor-, Endothel- und Stromazellen, sowie infiltrierenden Leukozyten, die
zum grolRen Teil dem angeborenen Immunsystem zugeordnet werden®. Neutrophile kommen als
grofte Population des angeborenen Immunsystems sowohl in humanen als auch in tierischen
Tumoren vor. Sie weisen ihre aus Infektionen bekannten Effektorfunktionen und
immunregulatorischen Funktionen auch bei Entziindungen von Tumoren auf. Doch die Rolle der
Neutrophilen innerhalb der Immunologie von Tumoren stellt sich als dichotom dar. Neutrophilen
wurde einerseits die Produktion von Faktoren zur Unterstitzung der Progression von Tumoren

43-45

nachgewiesen™ . Andererseits werden Tumor-infiltrierende Neutrophile in einigen Fallen mit

Tumorregression assoziiert*®’.
In Mausen mit IL-8 gentransfiziertem, subkutanen Tumor werden hauptséchlich Neutrophile in

den Tumor rekrutiert, was mit erniedrigter Tumorgenitat verbunden ist*®.

Assoziation von
Neutrophilen mit Tumorregression wurde ebenfalls in Mausen mit G-CSF gentransfiziertem
Tumor beobachtet*’. Intratumorale Rekrutierung von Neutrophilen fiihrte dabei zu verstarkter
Einwanderung von T-Zellen. Der antitumorale Charakter der Effektor- und immunregulatorischen
Funktionen von Neutrophilen spiegelt sich auch in ihrer Produktion von Defensinen wider.
Neutrophile Defensine weisen sowohl chemotaktische Wirkung auf T-Zellen und unreife

1517 als auch direkte Toxizitat fur Tumorzellen®. Zytotoxizitat von

dendritische Zellen auf
Neutrophilen gegeniiber Tumoren wird nach Bindung an Tumorzellen tber Integrine auch durch

Freisetzen von hypochloriger Saure (HOCI) vermittelt’. Des Weiteren sezernieren und
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exprimieren Neutrophile auf der Zelloberflache Tumornekrosefaktor verwandten Apoptose
induzierenden Liganden (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL)SO. TRAIL
induziert Apoptose in vielen Arten von Tumorzellen, wéhrend die meisten gesunden Zellen
resistent dagegen sind>"*2.

Im Gegensatz zu diesen antitumoralen Eigenschaften fordern Neutrophile auch Tumorwachstum

53,54

und Progression™~". Abhangig vom Zytokinmilieu produzieren Tumor-assoziierte Neutrophile

tumorale Wachstumsfaktoren***

und angiogenetische Faktoren®. ROI aus Neutrophilen weisen
direkt genotoxisches Potential auf®® und konnen Immunsuppression verursachen®.

Immunsuppression in Verbindung mit Neutrophilen wird kurz im folgenden Abschnitt beschrieben.

1.5 Immunsuppressive Zellen myeloiden Ursprungs

Fehlfunktionen der T-Zellen von Tumorpatienten wurden bereits in 1.3 beschrieben. Als Ursache
fur supprimierte T-Zellen werden von Immunologen unter anderem immunsuppressive Zellen
myeloiden Ursprungs beschrieben. In Tumorpatienten und Tumor-tragenden Mausen ist die
Progression von Tumoren oft mit verdnderter Hamatopoese assoziiert, was zur Akkumulation von
myeloiden Zellen fuhrt®®.

Potentielle Vorlauferzellen der Neutrophilen wurden in verschiedenen Modellen mit Tumor-

960 " Sie wurden im

tragenden Mausen als unreife myeloide Suppressorzellen identifiziert
peripheren Blut, in der Milz und in den Tumoren nachgewiesen und inhibieren die Aktivierung von
T-Zellen.

Auch in Tumorpatienten wurden unreife myeloide Suppressorzellen im peripheren Blut®:®?

und in
Tumoren® nachgewiesen. |hr genauer Phanotyp ist in Tumorpatienten jedoch unklar®. Die

6162 Monozyten63,

Beschreibungen reichen von unreifen MakrophagenGl, dendritischen Zellen
Promonozyten®® bis zu unreifen Neutrophilen®’. Ebenso ungeklart ist der Mechanismus der

Suppression von T-Zellen durch unreife myeloide Zellen.

1.6  Fragestellung und Ziele der vorliegenden Arbeit

Neutrophile besitzen Funktionen zum Abt6ten von Bakterien und Pilzen, werden bei Infektion als
Erste ins Gewebe rekrutiert und stellen deshalb wichtige Effektorzellen des angeborenen
Immunsystems dar (1.2). Daruber hinaus unterstitzen sie den weiteren Verlauf von
Immunantworten durch Rekrutierung und Aktivierung anderer Leukozyten.

Die Rolle von Neutrophilen bei dem inflammatorischen Wachstum von Tumoren stellt sich jedoch
als zwiespdltig da (1.4). So wurden Neutrophilen sowohl antitumorale als auch Tumor-

43-47

unterstitzende Funktionen zugewiesen™ "'. Des Weiteren wurden potentielle Vorlauferzellen von

Neutrophilen eindeutig als immunsuppressive Zellen identifiziert™°%°,

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Tumor-assoziierte Neutrophile im peripheren Blut von
Malignom-Patienten zu identifizieren und zu charakterisieren. Schmielau und Finn®® beschrieben
2001 in ihrer Arbeit Granulozyten mit verringerter physikalischer Dichte, die im Blut von
Tumorpatienten und nicht im Blut gesunder Spender vorkommen. Um die Frage nach dem
Phanotyp und der Funktion dieser Granulozyten mit verringerter Dichte zu beantworten, sollten

sie in der vorliegenden Arbeit immunphanotypisch charakterisiert werden. Des Weiteren sollte ein
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Protokoll zu ihrer hochreinen Isolierung entwickelt werden, um sie danach in wichtigen
immunologischen Funktionen analysieren zu kénnen. Als Vergleich dienten die Granulozyten der

Tumorpatienten mit regulérer Dichte.



Material und Methoden 19

2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenkollektiv

In Kooperation mit der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Libeck wurden Blutproben von Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen des
Urogenital- und Gastrointestinaltrakts erhalten. Fur die entsprechenden Untersuchungen liegt
unter dem Zeichen #02-137 ein positives Votum der zustdndigen Ethikkommission der
Medizinischen Universitat zu Lubeck vor.

Aus der Klinik des Forschungszentrums Borstel wurden Blutproben von Patienten mit
Tumorerkrankungen der Lunge und des Brustraums erhalten. Fir die entsprechenden
Untersuchungen liegt unter dem Zeichen #06-002 ein positives Votum der zustandigen
Ethikkommission der Medizinischen Universitat zu Lubeck vor.

Kurative oder palliative Bestrahlungen, Chemotherapien oder operative Interventionen waren zum
Zeitpunkt der Blutentnahme noch nicht durchgefihrt worden. Des Weiteren konnten zum
Entnahmezeitpunkt begleitende systemische Infektionserkrankungen aufgrund Klinischer

Parameter ausgeschlossen werden.
2.2  Material

2.2.1 Chemikalien und Lésungen

Bezeichnung Bezugsquelle

Aqua dest. Braun (Melsungen)

BSA PAA (Pasching, Osterreich)

CFSE Molecular Probes (invitrogen, Karlsruhe)
EDTA Serva (Heidelberg)

DMSO Sigma-Aldrich (Minchen)

FCS, inaktiviert bei 56C, sterilfiltriert Linar is (Bettlingen)

Gemcitabine Lilly (GieRen)

Giemsa-LOsung Fluka (Buchs, Schweiz)

HBSS Gibco (Eggenstein)

Luminol Boehringer (Mannheim)
Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll) PAA (Pasching, Osterreich)
May/Grinwald-Losung Merck (Darmstadt)

Na,[>*Cr]O, Hartmann-Analytik (Braunschweig)
para-Formaldehyd Fluka (Buchs, Schweiz)
Penicillin/Streptomycin-Lsg. PAA (Pasching, Osterreich)

Percoll Pharmacia Amersham Biotech (Freiburg)
PVA Merck (Darmstadt)

RPMI 1640 PAA (Pasching, Osterreich)
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Salze u.a. Bestandteile fur Losungen Merck, Fluka oder Serva
Tris Fluka (Buchs, Schweiz)
Triton -X- 100 Fluka (Buchs, Schweiz)

2.2.2  Puffer und Kulturmedien

Kulturmedium Rxx10: RPMI 1640, 1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg. (v/v), 10 % FCS
(viv)

Chemilumineszenz-Medium:  RPMI 1640 ohne Phenolrot, 50 mM Hepes, pH 7.4

(Biochrom, Berlin)

10x PBS: 9 mM CacCl,; 5 mM MgCl,; 27 mM KCI; 1,4 M NacCl;
15 mM KH,PO,; 81 mM NaH,PO, l6sen in aqua dest.
1x MACS-Puffer: 1x PBS, 0,5% (w/v) BSA, 2 mM EDTA; pH 7,2
1x Azid-PBS: 3 mM NaNj3, 121,5 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na,HPO, x
2H,0, 1,5 mM KH,PO, lI8sen in aqua dest.; pH 7,4
Humanserum: Humanserum wurde aus Vollblut gesunder Spender der Blut-

gruppe AB gewonnen und vor Verwendung fur 30 min bei 56C
inaktiviert, danach sterilfiltriert und bei -20C g elagert. Zur
Verfugung gestellt vom Institut fur Immunologie und

Transfusionsmedizin UKSH, Universitat zu Libeck

10x PBS, 1x Azid-PBS und das Zellkulturmedium Rxx10 wurde Uberwiegend von den
Technischen Angestellten Gabriele Steller und Kirsten Bruderek der Laborgruppe Immuntherapie

bereitgestellt.

2.2.3 Antikérper fur die Durchflusszytometrie
In der folgenden Tabelle 2.1.4 sind die verwendeten monoklonalen Antikoérper zur
durchflusszytometrischen Charakterisierung von Oberflichenmolekilen auf PMN und deren

Hersteller aufgelistet.

Tab. 2.2.3: Antikorper fiir die durchflusszytometrische Charakterisierung von Oberflachenmolekilen auf PMN

Spezifitat Klon Isotyp Iélonjuglertes Hersteller
uorochrom

CD11b 2LPM19c mlgG1 PE Dako
CD14 18D11 migG1 PE Dianova
CD15 80H5 IgM PE Immunotech
CD16 DJ130c migG1 PE Dako
CD66b 80H3 migG1l FITC Immunotech
CD80 MAB104 migG1 PE Immunotech
CD83 HB15e migG1l PE Pharmingen
CD86 FUN-1 migG1 PE Pharmingen
MHC | W6/32 mlgG2a PE DAKO
MHC I 13-RD1 mlgG2a PE BeckmanCoulter
Isotyp DAK-GO2 migG1 FITC DAKO
Isotyp DAK-GO3 migG1 PE DAKO
Isotyp DAK-GO5 migG2a PE DAKO
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2.2.4  Antikérper zur Stimulation von T-Zellen

In der folgenden Tabelle 2.2.4 sind die verwendeten Antikdrper zur Stimulation von T-Zellen und

deren Hersteller aufgelistet.

Tab. 2.2.4: Antikorper zur Stimulation von T-Zellen

Spezifitat Klon Isotyp Iéﬁjrgt'c?éirrf; Hersteller
CD3 X35 migG2a - Immunotech
CD28 CD28.2 migG1 - Immunotech

Ziege anti Maus-Ig F(ab’) » - DAKO

2.2.5 Substanzen zur Isolierung von PMN mittels MAC S

anti CD14-Beads

anti CD15-Beads
Antikdrper gegen CD66b
Ziege anti Maus-lgG-Beads
humanes IgG Fc-Fragment

2.2.6  Stimuli

Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Immunotech (Hamburg)

Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Acris (Hiddenhausen)

Die verwendeten Substanzen zur Stimulation von PMN sind nachfolgend aufgelistet.

fMLP
natives hPF-4 (Endotoxinfrei)

logBCG

Latexpartikel
(1,12 pm Durchmesser)
LPS (Salmonella minnesota)

Zymosan

2.2.7 Instrumente und Geréate
FACS Calibur

y-Counter LB 2111
Luminometer

MiniMACS™ Separator
Phasenkontrast-Mikroskop
Photometer Ultrospec 1000

Sigma-Aldrich (Minchen)
Natives humanes PF-4 wurde von PD Dr. F. Petersen
(Forschungszentrum Borstel) nach der durch Petersen

et al.®

beschriebenen Methode aus Thrombozyten-
konzentraten isoliert

Mycobacterium bovis BCG (Stamm Connaught, WTC)
wurde in der logarithmischen Wachstumsphase
verwendet. Die Bakterienzahl (CFU/ml) wurde unmittelbar
vor Verwendung anhand der optischen Dichte bei 600 nm
errechnet.

Sigma-Aldrich (Minchen)

Prof. Dr. K. Brandenburg (Forschungszentrum Borstel)
Sigma-Aldrich (Munchen)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Berthold Detection Systems (Wildbad)
Berthold Detection Systems (Wildbad)
Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Zeiss (Jena)

Pharmacia Amersham Biotech (Freiburg)
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QuadroMACS™ Separator Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Zellcounter CASY TT Scharfe (Reutlingen)
Zentrifugen Hettich (Tuttlingen)

2.2.8 Sonstiges

Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit | Pharmingen (Heidelberg)

IL-8 ELISA Set Pharmingen (Heidelberg)
Kulturplatten NUNC (Wiesbaden)
Kulturrdhrchen Sarstedt (Nimbrecht)
MACS-Saulen Miltenyi Biotec (Berg.-Gladbach)
Polystyrolrohrchen fir Luminometer Abimed (Dusseldorf)
Transwells+Platten Corning (New York, USA)

2.3  Zellbiologische Methoden

Die Isolierung und funktionelle Untersuchung von Leukozyten erfordert Sterilitdt bei jedem
Arbeitsschritt, was im Rahmen dieser Arbeit volle Berlcksichtigung fand. Dies ist hier

exemplarisch fur alle folgenden Methoden erwéahnt.

2.3.1 Dichtegradientenzentrifugation von peripherem Blut

Die Separation von peripherem Blut erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum et
al.®’.

Dazu wurde humanes Vollblut im Verhéltnis 5:1 mit 3,8 %iger (w/v) Natrium-Citrat-Lésung
versetzt und 2:1 mit 37C warmem PBS verdiinnt. Ansc hlieBend wurden jeweils 35 ml des
verdunnten Blutes auf 15 ml Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll; 37<C) in 50 ml Sarstedt-
Roéhrchen geschichtet. Die Zentrifugation erfolgte fur 35 min bei 400 x g und Raumtemperatur mit
2 min Anlaufzeit und ohne Bremse.

Drei Dichtegradientenzentrifugationen wurden von den Technischen Angestellten Gabriele Steller

und Kirsten Bruderek der Laborgruppe Immuntherapie durchgefihrt.

2.3.2 Isolierung von MNC aus peripherem Blut nach D  ichtegradientenzentrifugation

Nach Dichtegradientenzentrifugation peripheren Blutes (2.2.1) stellte sich die Trennung der
Leukozyten wie in Abb.3.1 dar.

Der leukozytenfreie Plasmaiberstand wurde abgesaugt und die auf dem Separationsmedium
sedimentierten MNC mit einer Pasteurpipette entnommen. Darauf folgte das Waschen der MNC
mit 40 ml PBS (10 min, 400 x g, 4). Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellsediment,
ausgehend von 50 ml Blut, in 10 ml eiskaltem PBS resuspendiert und die Zellzahl der MNC
bestimmt, indem 5 pl der Zellsuspension in 5 ml Zahlflussigkeit (Schéarfe, Reutlingen) gegeben,
dann gemischt und mit einen Zellcounter (CASY TT; Schérfe, Reutlingen) analysiert wurden.
Dieses Gerat nutzt Widerstandsmessung zur elektronischen Pulsflachenanalyse, wodurch die
GrolRe einzelner Zellen bestimmt und anhand eines definierten GréRenintervalls die Zahl gewisser

Zellen ermittelt werden kann. Diese Quantifizierungsmethode wurde in Rahmen dieser Arbeit fir
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alle Leukozyten verwendet. Vor dem zweiten Waschen mit 40 ml eiskaltem PBS (10 min, 400 x g,
4<) wurden Aliquots von je 10° MNC zur durchflusszytometrischen Analyse in jeweils 1 ml
eiskaltes Azid-PBS gegeben. Nach dem zweiten Waschen der MNC wurde der Uberstand
abgesaugt und das Zellsediment zur Separation mittels MACS in 80 pl eiskaltem MACS-Puffer
pro 10" MNC resuspendiert. Zur weiteren Separation mittels diskontinuierlichem Dichtegradienten

wurden die MNC stattdessen in 2 ml Rxx10 resuspendiert.

2.3.3 Isolierung von PMN durch Lyse der Erythrozyte n

Wahrend der gesamten Isolierung von neutrophilen Granulozyten (polymorphonuclear leukocytes,
PMN) durch Lyse der Erythrozyten (HD-PMN ely) nach Dichtegradientenzentrifugation (2.3.1)
wurden Ubermafig starkes Resuspendieren und Temperaturen unterhalb der Raumtemperatur
vermieden, um die Zellphysiologie der HD-PMN ely nicht unnétig zu beeinflussen®®.

Nach der Dichtegradientenzentrifugation und dem Entfernen des Plasmaulberstands sowie der
MNC (2.3.2) wurde weiter ca. die Halfte des Separationsmediums abgesaugt. Die Granulozyten-
reiche obere Schicht des “Erythrozyten-Sediments® wurde dann mit einer Pasteurpipette
abgesaugt, mit dem doppelten Volumen PVA-Losung (RT) versetzt und durch Invertieren des
Rohrchens homogenisiert. Nach 30 min Sedimentation des Erythrozyten/PMN Gemischs (1 x g,
RT) wurde der Erythrozyten-depletierte Uberstand mit einer Pipette abgesaugt und mit demselben
Volumen PBS (RT) vermischt. Nach 10 min Zentrifugation (275 x g, 3 min Anlaufzeit bzw.
Bremszeit, RT) wurde der Uberstand abgesaugt und das Sediment fiir 10 Sekunden mit 1 ml
agua dest. (RT) resuspendiert, um restliche Erythrozyten zu lysieren. Danach wurden sofort 1 ml
2xPBS (doppelt-osmolare PBS) und 40 ml PBS zugesetzt und erneut 10 min (275 x g, 3 min
Anlaufzeit bzw. Bremszeit, RT) zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die
sedimentierten Granulozyten je nach Verwendungszweck im erforderlichen Puffer resuspendiert.
Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe eines Zellcounters, wie in 2.3.2 beschrieben, bestimmt.
Zweimal wurden HD-PMN (ely) von Gabriele Steller isoliert und haufig mit Hilfe von Yvonne

Eckstein (Technische Assistentin bzw. Auszubildende der Laborgruppe Immuntherapie).

2.3.4 Separation von MNC mittels diskontinuierliche ~ m Dichtegradienten

MNC wurden in Anlehnung an die Arbeit von Fluks et al.®® durch diskontinuierliche
Dichtegradienten weiter separiert.

Dazu wurden 9 ml Percoll mit 1 ml 10xPBS versetzt und homogenisiert. Aliquots dieser Percoll-
Lésung wurden nach folgendem Schema mit Rxx10 verdinnt:

1,875 ml Percoll-Lsg. + 0,625 ml Rxx10 = 75 % Percoll-Lsg.
1,750 ml Percoll-Lsg. + 0,750 ml Rxx10 =70 %
1,625 ml Percoll-Lsg. + 0,875 ml Rxx10 = 65 %
1,500 ml Percoll-Lsg. + 1,000 ml Rxx10 = 60 %
1,375 ml Percoll-Lsg. + 1,125 ml Rxx10 =55 %
1,250 ml Percoll-Lsg. + 1,250 ml Rxx10 =50 %
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Jeweils 2 ml der Verdiinnungen von Percoll-Lsg. wurden, wie in Abb.3.4.1 dargestellt, mit einer 5
ml Pipette in einem 15 ml Sarstedt-Réhrchen langsam Ubereinander geschichtet. Auf diesen
Gradienten wurden maximal 100(10° MNC in 2 ml Rxx10 gegeben. Nach 25 min Zentrifugation
(275 x g, RT, 5 min Anlaufzeit, ohne Bremse) wurden von allen Interphasen, mit Orientierung an

der Skalierung des Rohrchens, Zellen mit Pasteurpipetten abgesaugt.

2.3.5 Positive Selektion von LD-PMN mittels MACS mi  t anti CD15-Beads

Zur Isolierung von LD-PMN aus MNC von Tumorpatienten wurde unter anderem MACS mit anti
CD15-Beads genutzt, was bereits erfolgreich von Zahler et al.”’ verwendet wurde, um PMN aus
peripherem Blut gesunder Spender zu isolieren.

MNC lagen nach Isolierung aus Dichtegradienten (2.3.2) mit einer Konzentration von 12,5010"/ml|
in MACS-Puffer vor. Zuerst wurden 0,1 pug humanes IgG Fc-Fragment pro 10" MNC zur
Blockierung der unspezifischen Bindung des nachfolgenden Antikérpers in die Zellsuspension
gegeben. Nach dem Mischen wurden 20 pl anti CD15-Beads pro 10° MNC dazugegeben. Im
Anschluss wurde erneut gemischt und 15 min inkubiert (6>12%C). Danach wurde der Ansatz zum
Waschen mit dem 20fachen Volumen eiskaltem MACS-Puffer aufgefillt und 10 min (400 x g, 4C)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment in 500 pl eiskaltem MACS-
Puffer resuspendiert (bis zu 10® MNC in 500 pl, groRBere Zellmengen in entsprechend gré3erem
Volumen).

Die komplette Zellsuspension wurde anschlieRend auf eine equilibrierte LS-Saule (Miltenyi,
Bergisch-Gladbach) gegeben, die sich im Magnetfeld eines MACS-Separators (Miltenyi, Bergisch-
Gladbach) befand. Nach Einlaufen der Zellsuspension in die Matrix der Saule wurde dreimal mit
jeweils hochstens 4 ml MACS-Puffer gewaschen. Dann wurde die Saule mit den
zurtckgehaltenen Zellen aus dem Magnetfeld entfernt und 5 ml MACS-Puffer auf die Saule
gegeben. Mit Hilfe eines Stempels (Miltenyi, Bergisch-Gladbach) wurden die Zellen dann auf eine
nachste equilibrierte, sich im Magnetfeld befindende MS-Saule (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)
eluiert. Nach Einlaufen der Zellsuspension in die Matrix der Séule wurde dreimal mit jeweils
hochstens 2 ml MACS-Puffer gewaschen. Die in dieser Séule zurlickgehaltenen Zellen wurden

danach auf3erhalb des Magnetfeldes mit 1 ml MACS-Puffer und Stempel eluiert.

2.3.6  Positive Selektion von LD-PMN mittels MACS mi  t Antikérper gegen CD66b

Zur Isolierung von LD-PMN aus MNC von Tumorpatienten wurde unter anderem aus der Maus
stammender Antikérper gegen CD66b genutzt. Um diesen Antikdrper zur Isolierung mittels MACS
verwenden zu koénnen, wurden Ziege anti Maus-lgG-Beads eingesetzt. Die aus der Ziege
stammenden Antikdrper dieser Beads binden an Antikdrper der Immunglobulin-Klasse G aus
Mausen, so dass mit Antikérper gegen CD66b opsonierte Zellen im Rahmen dieser Arbeit
sekundar magnetisch markiert werden konnten.

MNC lagen nach Isolierung aus Dichtegradienten (2.3.2) mit einer Konzentration von 12,500 /ml
in MACS-Puffer vor. Zuerst wurde die Zellkonzentration mit eiskaltem MACS-Puffer auf 30010%/m
eingestellt und 1 pg humanes 1gG Fc-Fragment pro 30010° MNC zur Blockierung der

unspezifischen Bindung des nachfolgenden Antikorpers in die Zellsuspension gegeben. Nach



Material und Methoden 25

Mischen wurde 1 pg Antikérper gegen CD66b pro 30010° MNC dazugegeben. Im Anschluss
wurde erneut gemischt und 15 min inkubiert (6%12< ). Danach wurde der Ansatz zum Waschen
mit dem 20-fachen Volumen eiskaltem MACS-Puffer aufgefillt und 10 min (400 x g, 4C)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment in 80 pl eiskaltem MACS-
Puffer pro 10’ MNC resuspendiert.

20 pl Ziege anti Maus-lgG-Beads pro 10" MNC wurden in die Zellsuspension gegeben, dann
gemischt und 15 min inkubiert (6=12<C). Danach wur de der Ansatz zum Waschen mit dem 20-
fachen Volumen eiskaltem MACS-Puffer aufgefillt und 10 min (400 x g, 4C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment in 500 pul eiskaltem MACS-Puffer
resuspendiert (bis zu 10®° MNC in 500 pl, grolRere Zellmengen in entsprechend grol3erem
Volumen). Im Anschluss erfolgte die Separation der MNC zur Isolierung von LD-PMN wie unter
2.3.5 beschrieben.

2.3.7 Isolierung von hochreinen LD-PMN und gleich b ehandelter HD-PMN

Zur Isolierung hochreiner LD-PMN aus MNC von Tumorpatienten war die Depletion der
Monozyten vor positiver Selektion der LD-PMN notwendig (3.4.2, 3.4.3). Mit Hilfe von anti CD14-
Beads konnen Monozyten selektiv magnetisch markiert und depletiert werden™.

MNC lagen nach Isolierung aus Dichtegradienten (2.3.2) mit einer Konzentration von 12,5010"/ml|
in MACS-Puffer vor. Zuerst wurden 0,1 pg humanes IgG Fc-Fragment pro 10’ MNC zur
Blockierung der unspezifischen Bindung des nachfolgenden Antikérpers in die Zellsuspension
gegeben. Nach dem Mischen wurden 20 pl anti CD14-Beads pro 10° MNC dazugegeben. Im
Anschluss wurde erneut gemischt und 15 min inkubiert (6=12%C). Danach wurde der Ansatz zum
Waschen mit dem 20-fachen Volumen eiskalten MACS-Puffer aufgefillt und 10 min (400 x g, 4C)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment in 500 pl eiskaltem MACS-
Puffer resuspendiert (bis zu 10® MNC in 500 pl, groRBere Zellmengen in entsprechend gré3erem
Volumen).

Die komplette Zellsuspension wurde anschlieBend auf eine equilibrierte MS-Saule gegeben, die
sich im Magnetfeld eines MACS-Separators befand. Nach Einlaufen der Zellsuspension in die
Matrix der Séule wurde dreimal mit jeweils 0,75 ml MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss und
die Waschfraktionen, welche Lymphozyten und LD-PMN enthielten, wurden aufgefangen, die
Zahl der Zellen bestimmt (2.3.2) und danach die Zellkonzentration durch Zentrifugation (10 min,
400 x g, 4C) und Resuspendieren in eiskaltem MACS- Puffer auf 30010%/ml eingestellt.

Zur Isolierung gleich behandelter HD-PMN (HD-PMN MACS) wurde nach dem Verdunnen des
Uberstandes mit PBS, im Anschluss an die Sedimentation der Erythrozyten (2.3.3) die
Zellkonzentration bestimmt. Die Zellkonzentration eines Aliquots wurde nach Zentrifugation (10
min, 400 x g, 4C) mit eiskaltem MACS-Puffer auf 30 10%/ml eingestellt. Danach wurde dieses
Aliquot zur Isolierung von HD-PMN MACS genauso behandelt, wie im Weiteren die Isolierung von
hochreinen LD-PMN beschrieben ist. Aufgrund der Reinheit der HD-PMN (ca. 98 %) vor positiver
Selektion mit Antikdrper gegen CD66b war eine Depletion von Monozyten nicht nétig.

In die Zellsuspensionen der LD- und HD-PMN wurde jeweils 1 pg humanes IgG Fc-Fragment pro

30010° Zellen gegeben und nach Mischen 1 pg Antikérper gegen CD66b pro 30010° Zellen
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zugesetzt. Im Anschluss wurde erneut gemischt und 15 min inkubiert (6%12<C). Danach wurde
jeder Ansatz zum Waschen mit dem 20fachen Volumen eiskaltem MACS-Puffer aufgefillt und 10
min (400 x g, 4C) zentrifugiert. Der Uberstand wur de jeweils abgesaugt und das Zellsediment in
80 pl eiskaltem MACS-Puffer pro 10" Zellen resuspendiert.

20 pl Ziege anti Maus-IgG-Beads pro 10" MNC wurden in jede Zellsuspension gegeben, dann
gemischt und 15 min inkubiert (6212<C). Danach wur de jeder Ansatz zum Waschen mit dem
20fachen Volumen eiskaltem MACS-Puffer aufgefillt und 10 min (400 x g, 4C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde jeweils abgesaugt und das Zellsediment in 500 pl eiskaltem MACS-Puffer
resuspendiert (bis zu 10® Zellen in 500 pl, groBere Zellmengen in entsprechend gréRerem
Volumen).

Die komplette Zellsuspension der Lymphozyten und LD-PMN bzw. HD-PMN wurde anschliel3end
auf eine equilibrierte MS-Saule gegeben, die sich im Magnetfeld eines MACS-Separators befand.
Nach Einlaufen der Zellsuspension in die Matrix der Saule wurde dreimal mit jeweils 2 ml MACS-
Puffer gewaschen. Dann wurde die Saule mit den zurlickgehaltenen Zellen aus dem Magnetfeld
entfernt und 1 ml MACS-Puffer auf die Saule gegeben. Mit Hilfe eines Stempels wurden die
Zellen dann auf eine zweite, equilibrierte, sich im Magnetfeld befindende MS-S&ule eluiert. Nach
Einlaufen der Zellsuspension in die Matrix der Séule wurde wieder dreimal mit jeweils 2 ml
MACS-Puffer gewaschen. Die in dieser Saule zurlickgehaltenen Zellen wurden danach auf3erhalb
des Magnetfeldes mit 1 ml MACS-Puffer und Stempel eluiert.

Zur lsolierung von HD-PMN MACS war die Verwendung einer MS-Saule ausreichend, da ihre
Reinheit bereits vor der positiven Selektion mit Antikdrper gegen CD66b ca. 98 % betrug.
LD-PMN und HD-PMN (MACS) von ca. 20 Tumorpatienten wurden mit Hilfe von Yvonne Eckstein
(Auszubildende der Laborgruppe Immuntherapie) isoliert.

2.4  Biochemische Methoden

2.4.1 Immunfluoreszenzfarbung fur die Durchflusszyt ~ ometrie

Um PMN aus Tumorpatienten immunphanotypisch zu charakterisieren, wurde die Expression von
10 verschiedenen Molekulen auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch analysiert.

Dazu lagen nach Isolierung Aliquots von 10° MNC bzw. 0,310° HD-PMN in jeweils 1 ml Azid-PBS
in Kunststoffrohrchen (Falcon Tubes; Becton Dickinson, Heidelberg) vor. Nach Zentrifugation (10
min, 400 x g, 4C) wurde das Zellsediment in 100 pl Azid-PBS mit 3 % Humanserum (v/v)
resuspendiert, FITC- oder PE-konjugierte monoklonale Antikdrper hinzugegeben und nach dem
Mischen fiur 15 min bei 4C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut mit 1 ml Azid-PBS
gewaschen und nach Zentrifugation (10 min, 400 x g, 4C) das Zellsediment in 150 ul Azid-PBS
resuspendiert. Zur abschlieenden Fixierung der markierten Zellen wurde das gleiche Volumen 3
%iges para-Formaldehyd (v/v) unter Schiitteln hinzugegeben und der Ansatz innerhalb von flnf
Tagen in einem Durchflusszytometer (FACS Calibur; Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert.
Die Spezifitdt der Bindung der monoklonalen Antikdrper wurde im Vergleich zu unspezifischen

Isotypen-Kontrollantikérpern als Negativkontrolle tberprift. Die Analyse und Quantifizierung der
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Expression von Molekulen auf der Zelloberflache erfolgte mit Hilfe der WinMDI 2.8 Software (J.
Trotter; Scripps Institute, USA).
Zahlreiche Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit Hilfe von Yvonne Eckstein und Christyn

Wildgrube, Auszubildenden der Laborgruppe Immuntherapie, durchgefihrt.

2.4.2 Bestimmung der Viabilitdt duch Farbung mit An nexin V-PE und 7-AAD

Zu einem frihen Zeitpunkt wahrend der Apoptose von Zellen wird das Membranphospholipid
Phosphatidylserin (PS) von der Innenseite der Plasmamembran an die Aul3enseite transloziert, so
dass PS extrazellular exprimiert wird. Annexin V stellt ein Phospholipid-bindendes Protein mit
hoher Affinitat fir PS dar’®. Auf diese Weise geht fortschreitende Apoptose mit gesteigerter
Bindung von Annexin V einher. Zellen mit weit fortgeschrittener Apoptose, sowie tote Zellen
weisen neben dem Verlust der Integritat ihrer Plasmamembran auch eine Fragmentierung ihrer
DNA auf. Dadurch kénnen Vitalfarbstoffe wie 7-AAD in die DNA interkalieren und bei Anregung
fluoreszieren, so dass Zellen mit weit fortgeschrittener Apoptose und tote Zellen nachweisbar
sind.

Zum Nachweis von apoptotischen bzw. toten Zellen wurde das ,Annexin V-PE Apoptosis
Detection Kit 1 von BD Pharmingen (Heidelberg) nach Herstellerangaben verwendet. Als
Referenz fiir tote PMN dienten Gemcitabine (0,1 uM in Rxx10) behandelte (2 h, 37C, 5 % CO,)
HD-PMN (2010° pro ml).

Zwei Viabilitdtsbestimmungen wurden mit Hilfe der Technischen Assistentin Gabriele Steller aus

der Laborgruppe Immuntherapie durchgefihrt.

2.4.3 Panoptische Farbung von Zytospinpraparaten na  ch Pappenheim

Zur mikroskopischen Unterscheidung eosinophiler, basophiler und neutrophiler Granulozyten,
sowie der Stadien ihrer Vorlauferzellen wurden Zytospinpraparate von LD- und HD-PMN
hergestellt und nach Pappenheim gefarbt. Diese Farbung basiert auf der Affinitéat verschiedener
basischer und saurer Farbstoffe fur Makromolekule der Zelle. Durch Besonderheiten in der
Morphologie bezuglich der Form des Zellkerns, des Volumenverhéltnisses zwischen Kern und
Zytoplasma, sowie der Granularitat konnen Subpopulationen der Granulozyten und ihre
Vorlauferzellen identifiziert werden.

Zur Herstellung von Zytospinpraparaten wurden jeweils 0,1010° PMN in 200 pl eiskaltem PBS mit
20 % FCS (v/v) bei 110 x g fur 7 min (RT) auf Objekttrager zentrifugiert. Uber Nacht wurden die
Préaparate bei RT getrocknet. Anschlielend wurden die Praparate fir 3 min mit May/Grinwald-
Lsg. bedeckt, danach mit Aqua dest. gespilt und fir 3 min mit Aqua dest. bedeckt. Nach
wiederholtem Spilen mit Aqua dest. wurde fur 15 min mit Giemsa-Gebrauchslésung gefarbt. Zum
Abschluss wurden die Praparate mit Aqua dest. gespuilt und an der Luft getrocknet.

Zur Analyse der HD- bzw. LD-PMN wurden jeweils pro Patient dreimal 100 Granuloyzten gezahit
und jeweils aus allen drei Zéhlergebnissen die Mittelwerte der Subpopulationen gebildet.

Die Farbungen nach Pappenheim wurden freundlicherweise in der Gruppe Immunzell-Analytik der

Abteilung Immunologie und Zellbiologie des FZ Borstel durchgefihrt.
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2.4.4 Bestimmung der Konzentration von IL-8 mittels ELISA
Zur quantitativen Bestimmung der Konzentration von IL-8 in Kulturiiberstanden von HD- und LD-
PMN wurde ein konventioneller ELISA (BD Pharmingen) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte
nach Herstellerprotokoll, die Absorptionsmessung entwickelter ELISA wurde in einem ELX 800
Photometer (Biotek-Instruments; Winooski, USA) bei einer Wellenlange von 450 nm mit Hilfe der
Analysesoftware Mikrotek 2000 (Mikrotek; Overath) durchgefihrt.

2.5 Experimente zur Funktion von PMN

2.5.1 Analyse der Adhasion von PMN an Endothelzelle n
Zur Analyse der Adhasion von LD- und HD-PMN an Endothelzellen wurden HUVECs verwendet.

3 und Modifikationen

Die Praparation und Kultivierung von HUVECs erfolgten nach Jaffe et al.
nach Schonbeck et al.”*. Dabei wurden Endothelzellen aus der Vene humaner Nabelschniire
mittels Verdau durch Kollagenase mobilisiert und anschlief3end isoliert. Sowohl Préaparation als
auch Kultivierung der HUVECs wurden freundlicherweise in der LG Biochemische Immunologie
des FZ Borstel durchgefuihrt. Die Nabelschnire wurden von der Entbindungsstation des
Kreiskrankenhauses Bad Segeberg zur Verfigung gestellt und in HBSS, supplementiert mit 50
pg/ml Heparin, bei 4C bis zur Préparation (maximal 18 h) aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Adhésion von PMN an Endothelzellen wurden HUVECs 4 - 6 Tage in
Flachboden-Mikrotiterplatten (Greiner, Frickenhausen) bis zur Konfluenz bei 37°C und 5 % CO,
kultiviert. Unmittelbar vor dem Experiment wurde in jeder Vertiefung der Mikrotiterplatten die
Zellschicht auf Konfluenz kontrolliert und dreimal mit warmem PBS (0.1 % BSA), supplementiert
mit 0,9 mM CacCl, und 0,5 mM MgCl,, gewaschen. In einer anderen, mit PBS (0,1 % BSA)
vorbehandelten Rundboden-Mikrotiterplatte (1 h, 37°C) wurden pro Vertiefung 80 pl PBS (0,1 %
BSA) vorgelegt, darin enthalten 8 uM PF4 (Endkonzentration 4 pM) zur Stimulation von HD-PMN
in gewissen Ansétzen. Duplikate von jeweils 0,2010° PMN in 80 pl PBS (0,1 % BSA) mit 0,9 mM
CaCl, und 0,5 mM MgCI, wurden dazugeben. Direkt im Anschluss wurden aus jeder Vertiefung
150 pl PMN entnommen, auf die vorbereiteten HUVECs gegeben und 25 min bei 37<C inkubiert.
Danach wurden nicht adharente PMN durch Zentrifugation (200 x g, RT, 1 min) im Winkel von 45°
an eine Seite der Vertiefungen der Mikrotiterplatte sedimentiert und vorsichtig abgesaugt. Auf die
adharenten PMN wurden 100 pl PBS (0,1 % BSA) gegeben und die Mikrotiterplatte 15 min auf
Eis inkubiert. Aus jeder Vertiefung wurden nach dem Resuspendieren der Zellsuspension
zweimal 40 pl zur Bestimmung der Zellzahl mit einem Zellcounter (2.2.2) entnommen. Aus den
Mittelwerten dieser Doppelbestimmungen wurden die Mittelwerte innerhalb aller Duplikate

gebildet und der Anteil adharenter PMN [%)] in Relation zur Zahl der eingesetzten Zellen ermittelt.

2.5.2 Untersuchung der Chemotaxis von PMN

Zur Untersuchung der Chemotaxis von HD- und LD-PMN wurde ihre Migration durch eine
Membran anhand radioaktiver Markierung der PMN gemessen.

Dazu wurden bis zu 10° PMN in 200 ul Rxx10 mit 200 pCi Na,[*'Cr]O, (2 h, 37T, 5 % CO,)

inkubiert. Danach wurden die PMN zweimal mit jeweils 10 ml RPMI gewaschen (275 x g, 3 min
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Anlaufzeit bzw. Bremszeit, RT), in 350 pl Rxx10 resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (2.2.2).
100 pl der markierten LD-PMN wurden in 400 pl Rxx10, vorgelegt in eine Vertiefung einer 24er
Transwell-Platte (Corning, New York), gegeben. Dieser Ansatz reprasentierte die maximal
mdogliche Zahl migrierter Zellen (maximale Migration). In eine weitere Vertiefung wurden 500 pl
Rxx10 vorgelegt, ein Membraneinsatz mit Poren von 5 pm Durchmesser eingesetzt und 100 pl
markierte LD-PMN in den Membraneinsatz gegeben. Dieser Ansatz diente der Quantifizierung
spontan migrierter Zellen (spontane Migration). In eine dritte Vertiefung wurden 500 pl
Monozyten-konditioniertes Medium bzw. Rxx10 mit 10 nM fMLP vorgelegt, ebenso ein
Membraneinsatz mit Poren von 5 pum Durchmesser eingesetzt und 100 pl markierte LD-PMN in
den Membraneinsatz gegeben. Dieser Ansatz diente der Quantifizierung migrierter Zellen bei
Verwendung von Chemotaxinen (induzierte Migration). Es wurden, je nach vorliegender Zahl von
LD-PMN, zwischen 20010° und 500010° PMN pro Ansatz eingesetzt, wobei die Zahl der
eingesetzten HD-PMN der Zahl eingesetzter LD-PMN angepasst wurde.

Nach 1 h Inkubation (37, 5 % CO ,) wurden alle Membraneinséatze vorsichtig entfernt, wobei der
Boden der Einsatze am Rand der Vertiefungen abgestrichen wurde, um das Medium in den
Vertiefungen nicht unnétig zu reduzieren. Danach wurden 500 pl 0,1 % Triton X-100-Lsg. in die
Vertiefungen gegeben und resuspendiert, um migrierte PMN zu lysieren, und danach Aliquots von
500 pl zur Analyse im y-Counter (Berthold Detection Systems, Wildbad) entnommen.

Die so ermittelten Strahlungswerte der maximalen Migration wurden 100 % gleichgesetzt. In
Relation dazu wurden anhand der jeweiligen Strahlungswerte die spontane und induzierte
Migration [%] bestimmt. Die Stéarke der durch Chemotaxine induzierten Migration wurde durch den
Chemotaktischen Index dargestellt, welcher dem Faktor der Vervielfachung von spontaner

Migration durch Chemotaxine entspricht und nach folgender Formel berechnet wurde.

Induzierte Migration [%]

Chemotaktischer Index =
Spontane Migration [%]

Monozyten-konditioniertes Medium wurde hergestellt, indem 10° Monozyten pro ml mit 10 ng/ml
LPS in Rxx10 stimuliert wurden (24h, 37C, 5 % CO,). Danach wurde der Kulturiiberstand
entnommen und zentrifugiert (400 x g, 4C). Der zel Ifreie Uberstand nach Zentrifugation wurde
steril filtriert und anschliel3end bei -20T gelager t.

Sowohl die Herstellung des Monozyten-konditionierten Mediums, als auch eine Untersuchung der
Chemotaxis wurden von der Technischen Assistentin Gabriele Steller aus der Laborgruppe

Immuntherapie durchgefuhrt.

2.5.3 Analyse der Produktion von reaktiven Sauersto  ff-Intermediaten (ROI)

Produktion von ROl wurde durch Quantifizierung von Chemilumineszenz analysiert.
Chemilumineszenz beschreibt die Freisetzung von Licht bei chemischen Reaktionen, wie z.B. bei
Oxidation von hier eingesetztem Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion) durch
sezernierte ROl aus PMN. Die Zahl der entstehenden Photonen ist dabei proportional zur Menge

der sezernierten ROI.
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Chemilumineszenz wurde mit einem Luminometer (Biolumat LB 9505, Berthold, Wildbad) im
Spektralbereich von 475 — 620 nm detektiert. Vor Messbeginn wurden die Ansatze mit 0,2010°
PMN in 300 pl Chemilumineszenz-Medium zur Adaptation an das Medium 1 h (37C, 5 % CO,)
inkubiert. Dann wurde jeder Ansatz mit 10 pl Luminol-Lsg. (Stammlsg. 2 mg/ml) versetzt und
weitere 10 min inkubiert. Danach begann die Bestimmung der konstitutiven Chemilumineszenz
(15 min). Darauf folgte die Zugabe von fMLP (Endkonzentration 100 nM) und Messung der
Chemilumineszenz Uber 15 min. Im Anschluss wurde erneut die konstitutive Chemilumineszenz
derselben Ansatze gemessen (15 min). Als zweiter Stimulus wurden dann in dieselben Ansétze
10 pul Zymosan (Stammlsg. 50 mg/ml) oder 2,5 pl Latexpartikel (Latexp. : PMN =10 : 1) gegeben.
Die auf diese Weise bestimmte Chemilumineszenz wurde in relativen Lichteinheiten (RLU)
angegeben.

Die Messungen mittels Luminometer wurden von Dr. Martin Ernst, Leiter der Gruppe Immunzell-

Analytik aus der Abteilung Immunologie und Zellbiologie am FZ Borstel, durchgeflhrt.

2.5.4  Kultur und Stimulation von PMN

Zur Untersuchung der konstitutiven sowie stimulierten Produktion von IL-8 wurden LD- und HD-
PMN (MACS) nach hochreiner Isolierung (2.3.7) mit einer Konzentration von 10%ml in Rxx10
kultiviert. In parallelen Anséatzen erfolgte die Kultivierung tber 24 h ohne Stimulus bzw. mit 100
ng/ml LPS oder 10° Kolonie bildenden Einheiten BCG pro ml (Multiplizitat der Infektion = 1).

2.5.5 Analyse des Einflusses von PMN auf die Prolif  eration von T-Zellen

Die Proliferation von T-Zellen wurde nach Fleischer et al.”® durch guervernetzte Antikbrper gegen
CD3 und CD28 in An- und Abwesenheit von LD-PMN bzw. HD-PMN (MACS) induziert, um den
Einfluss der PMN zu untersuchen. Ermittelt wurde die Proliferation durchflusszytometrisch anhand
der abnehmenden Fluoreszenz des intrazellularen Farbstoffes CFSE, mit dem die T-Zellen zu
Beginn markiert wurden. CFSE diffundiert passiv in Zellen und liegt nicht fluoreszierend vor, bis
die Acetat-Gruppen durch intrazellulare Esterasen entfernt worden sind (Abb 2.5.5). Der so
entstandene, stark fluoreszierende Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester stellt sich Amin-reaktiv
dar und bildet fluoreszierende Konjugate mit Proteinen. Diese verbleiben intrazellular, werden
nicht an angrenzende Zellen weitergegeben, aber bei Zellteilung unter Tochterzellen genau
aufgeteilt, so dass jede Tochtergeneration halb soviel Fluoreszenz wie die Elterngeneration

aufweist’®"",

Abb. 2.5.5: Struktur von Carboxyfluorescein-Diaceta  t-Succinimidyl-Ester (CFSE)
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Zur intrazellularen Markierung mit CFSE wurden nach Depletion der Monozyten aus MNC von
Tumorpatienten (2.3.7) die Lymphozyten und LD-PMN 5 min bei 37C (Wasserbad) in RPMI
inkubiert (20010° Zellen pro ml). Parallel wurde RPMI mit 10 uM CFSE ebenfalls 5 min bei 37C
(Wasserbad) inkubiert. Dann wurde die CFSE-L6sung im Verhaltnis 1:1 (v/v) zur Zellsuspension
gegeben, griundlich gemischt und nochmals 5 min bei 37C (Wasserbad) inkubiert, wahrend
parallel FCS auf 37C erwarmt wurde. Danach wurde die mit CFSE versetzte Zellsuspension im
Verhaltnis 1:1 (v/v) grindlich mit FCS gemischt und mit Rxx10 auf das siebenfache Volumen
aufgefillt. Nach Zentrifugation (400 x g, 10 min, RT) wurde der Uberstand abgesaugt und das
Zellsediment in Rxx10 resuspendiert. Ein Aliquot der mit CFSE markierten Lymphozyten und LD-
PMN wurde entnommen und nach erneutem Waschen mit Rxx10 zur Induktion von Proliferation
in Gegenwart von LD-PMN verwendet. Die restlichen mit CFSE markierten Lymphozyten und LD-
PMN wurden nach zweitem Waschen mit Rxx10 im entsprechenden Volumen MACS-Puffer
resuspendiert, um die LD-PMN zu depletieren (2.3.7).

Ein Aliquot der so isolierten, mit CFSE markierten Lymphozyten ohne LD-PMN wurde mit HD-
PMN (MACS) versetzt (Anteil der HD-PMN MACS = 5 — 50 %).

Auf diese Weise lagen folgende drei Anséatze vor: a) Lymphozyten
b) Lymphozyten + LD-PMN
¢) Lymphozyten + HD-PMN (MACS)

Zur Induktion von Proliferation wurden 30 pl einer Losung mit Antikérper gegen CD3 (1 pg/ml in
PBS) in die Vertiefungen einer Flachboden-Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden) gegeben und fur 1
h bei 37 inkubiert. Nach Waschen der Mikrotiterpl atte mit PBS wurden jeweils Triplikate von
jedem der drei oben genannten Ansatze mit jeweils 0,2010° Lymphozyten und Antikdrper gegen
CD28 (Endkonzentration = 1 pg/ml) in 200 pl Rxx10 auf die Vertiefungen verteilt. Lymphozyten
und LD-PMN lassen sich mit der unter 2.3.2 genannten Methoden (Zellcounter) selektiv
guantifizieren. Nach 30 min Inkubation bei 37<C wur den in jede Vertiefung 10 pl Ziege anti Maus-
Ig Antikdrper (Endkonzentration = 1 pg/ml) zur Quervernetzung der Antikérper gegen CD3 und
CD28 gegeben. AnschlieBend wurden die Ansétze lber 7 Tage bei 37T (5 % CO ) kultiviert,
dann Zellen nach Resuspendieren entnommen und durchflusszytometrisch analysiert.
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3  Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Granulozyten (polymorphonuclear leukocytes, PMN) aus dem
peripheren Blut unbehandelter Tumorpatienten untersucht. Es konnten dabei PMN mit
verringerter physikalischer Dichte (Low Density PMN, LD-PMN) nachgewiesen werden. Diese
wurden immunphéanotypisch charakterisiert und ein Protokoll zu ihrer hochreinen Isolierung

entwickelt. Dadurch waren LD-PMN auch funktionellen Analysen zugéngig.

3.1 Identifizierung von LD-PMN im peripheren Blutv ~ on Tumorpatienten

PMN mit geringerer physikalischer Dichte kénnen in typischen Dichtegradienten genauso wie
mononukledre Zellen (MNC) oberhalb des Separationsmediums sedimentieren, obwohl
Dichtegradienten traditionell zur Trennung von MNC und PMN genutzt werden. So sedimentieren
PMN von gesunden Spendern aufgrund ihrer hdheren physikalischen Dichte unterhalb des
Separationsmediums, wahrend MNC oberhalb verbleiben (Abb. 3.1A). Doch eine Subpopulation
der PMN kosedimentiert mit den MNC, wenn peripheres Blut von unbehandelten Patienten mit
Karzinom des Magens, des Darms oder der Brust separiert wird®. Diese PMN besitzen also eine
verringerte physikalische Dichte und werden in der vorliegenden Arbeit LD-PMN genannt (Abb.
3.1B). Die unterhalb des Separationsmediums sedimentierenden PMN der Tumorpatienten
werden als HD-PMN (High Density PMN) bezeichnet.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der Nachweis von LD-PMN im ausgewahlten

Tumorpatientenkollektiv (2.1.1). Im Weiteren wird ein Grund fir die geringere Dichte dargestellt.

A B

Abb. 3.1: Separation von
peripherem Blut durch
Blutplasma—— Dichtegradientenzentrifugation.

Bei Auftrennung peripheren Blutes

gesunder Spender (A) sedi-

mentieren nur MNC oberhalb des
MNC + LD-PMN Separationsmediums, wahrend bei
. peripherem Blut von
Separations-___| Tumorpatienten (B) LD-PMN mit

medium den MNC kosedimentieren.

Erythrozyten

3.1.1 Nachweis von LD-PMN im peripheren Blut von Tu  morpatienten

MNC

Fur den Nachweis von LD-PMN wurden nach Dichtegradientenzentrifugation (2.2.1) die oberhalb
des Separationsmediums sedimentierten Zellen isoliert. Wie bereits erwahnt, stellen sich diese
Zellen Ublicherweise als MNC dar, wenn peripheres Blut von gesunden Spendern separiert wird.
Auch wenn im Gegensatz dazu bei peripherem Blut von Tumorpatienten polymorphkernige Zellen
mit den MNC kosedimentieren, werden diese Zellen aus konventionellen Grinden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls als MNC bezeichnet. Der Anteil der LD-PMN in den MNC wurde
durch Immunfluoreszenzfarbung von CD66b und anschlieRende Analyse im Durchflusszytometer
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bestimmt. CD66b ist ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Membranprotein, das von
PMN exprimiert wird und auf keiner anderen Leukozytenpopulation prasent ist’.

LD-PMN wurden im peripheren Blut von allen ausgewéhlten 53 Patienten mit Lungenkarzinom, 37
Patienten mit urologischen Tumoren, einer Patientin mit Mammakarzinom, einer Patientin mit
Non-Hodgkin-Lymphom und einem Patienten mit Pleurakarzinom nachgewiesen, wahrend im Blut
von gesunden Spendern keine LD-PMN identifiziert wurden (Abb. 3.1.1.1).
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Abb. 3.1.1.1: Nachweis von LD-PMN in MNC von Tumorp atienten durch Immunfluoreszenzfarbung von

CD66b. MNC von Tumorpatienten und von gesunden Spendern wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert
(2.2.2), mit Fluorochrom-konjugiertem Antikérper gegen CD66b gefarbt (2.3.1) und im Durchflusszytometer analysiert. (A)
Ergebnis eines reprasentativen Tumorpatienten mit 5 % CD66b-positiven Zellen (LD-PMN Region) in den MNC. (B)
Ergebnis der MNC eines reprasentativen gesunden Spenders nach Immunfluoreszenzfarbung von CD66b.
(Haufigkeitsdarstellung der im Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse)

Der Anteil der LD-PMN in den untersuchten MNC von Tumorpatienten reichte von 0,03 bis 50,7%,
wahrend der Median 1 % betrug (Abb. 3.1.1.2).
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Zur Validierung der verringerten physikalischen Dichte von LD-PMN wird im folgenden Abschnitt
ein Grund firr die unterschiedliche Dichte der LD- und HD-PMN gesucht.

3.1.2 Gesteigertes Zellvolumen stellt einen Grund f  r geringere Dichte der LD-PMN dar
Wenn Zellen eine geringere physikalische Dichte aufweisen, muss entweder ihr Gewicht
vermindert oder ihr Volumen gréRer sein bzw. beide Parameter zusammen verandert.

Da im Durchflusszytometer die Vorwarts-Streuung (forward scatter, FSC) von fokussierten
Lichtstrahlen durch Einzelzellen entlang der Achse des einfallenden Lichtes gemessen wird, ist
der FSC-Wert proportional zur ZellgréRe (Abb. 3.1.2.1).

FACS

Abb. 3.1.2.1: Schematische Dar-
stellung der Vorwartsstreuung

= (FSC) von fokussierten Licht-
Fokussierter strahlen durch Einzelzellen im
Lichtstrahl S Durchflusszytometer.
C

Demnach kann der FSC-Wert zweier Zellen verglichen werden, um Unterschiede in ihrer GréR3e
Zu bestimmen.

Der Vergleich von HD- und LD-PMN aus 58 Tumorpatienten zeigt, dass LD-PMN einen signifikant
(***) hoéheren FSC-Wert als HD-PMN aufwiesen (Abb. 3.1.2.2) und damit ein groReres
Zellvolumen besalRen. Dieses Ergebnis stellt einen Grund fir die geringere physikalische Dichte
der LD-PMN dar. Die Masse von HD- und LD-PMN wurde nicht verglichen.
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Abb. 3.1.2.2: Vergleich der Vorwaérts-Streuung (FSC) von HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von 58

Tumorpatienten wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugiertem Antikdrper gegen
CD66b gefarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieBend jeweils der Median des FSC der CD66b-positiven
Zellen bestimmt. (A) Reprasentatives Histogramm mit Darstellung des FSC der HD-PMN (gepunktete Linie) und der LD-
PMN (fett gedruckte Linie) desselben Tumorpatienten. (B) Verteilung der Medianwerte des FSC von HD- und LD-PMN
aus 58 Tumorpatienten mit signifikant (***) héherem FSC der LD-PMN gegeniuiber den HD-PMN (P<0,0001 ; Wilcoxon
matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm mit dem Median (fett gedruckter Balken)
jeweils aller FSC-Werte.



Ergebnisse 35

Zur genaueren Charakterisierung der LD-PMN folgt zuné&chst ihre phénotypische Analyse.

3.2 Immunphanotypische Charakterisierung der LD-PMN

Den Schwerpunkt der immunphé&notypischen Untersuchungen bildeten extrazellulare, Funktions-
assoziierte Moleklle auf der Zelloberflache der LD-PMN. Zu Beginn wurde die mit Aktivierung
korrelierende’***°
Expressionen von CD11b, CD14, CD15, CD16, CD80, CD83, CD86, MHC Klasse | und IlI.
Wahrend CD15, auch Lewis X Antigen genannt, Bindung an das endotheliale Adhasionsmolekiil

E-Selektin vermittelt™, ist CD11b durch Bindung an ICAM-1 ebenfalls an der Adhasion beteiligt®.

Expression von CD66b analysiert. Darauf folgte die Untersuchung der

CD14 ist Teil des Rezeptorkomplexes zur Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS)83 und CD16
(auch FcyRIll) tragt als Rezeptor fur die konstante Region von Antikérpern (Fc-Fragment) der
Immunglobulin-Klasse G* zur Erkennung von Pathogenen bei. Dagegen spielen CD80, CD86
und MHC Klasse Il eine essentielle Rolle im Antigen-Préasentationskomplex. CD83 stellt ein
weiteres, wichtiges Glycoprotein auf Antigen-prasentierenden Zellen dar®®, wahrend MHC Klasse

I von allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird.

3.2.1 LD-PMN unterscheiden sich von HD-PMN in der E  xpression Funktions-assoziierter
Molekule

Mittels  Immunfluoreszenzfarbung und Analyse im Durchflusszytometer wurde die
Expressionsdichte von CD66b bestimmt. Der Vergleich der AMedianwerte (Differenz der
Medianwerte der Fluoreszenzintensitdt von CD66b-markierten Zellen und mit dem Isotyp-
Kontrollantikdrper markierten Zellen) von HD- und LD-PMN aus 75 Tumorpatienten zeigt, dass
CD66b signifikant (***) starker von LD-PMN als von HD-PMN exprimiert wurde (Abb. 3.2.1.1).

A B
200
A
A:A
— [ ALiaa
c A
S 150 u ALaat
o S
=r [ AA‘
= A,
51, A A
_ g 100 AAA AA‘AA
< © A
IS a m__= A, AA
g 6 sl
AA AA
N 50 4 [ AAA:A
A
A
AA
o . L ) 0 T T
u] 1 2 2 4
107 107 10® 107 10 HD-PMN LD-PMN
CD66b
Abb. 3.2.1.1: Vergleich der Expression von CD66b au f HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von

Tumorpatienten wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugiertem Antikdrper gegen
CD66b bzw. Antikdrper desselben Isotyps geférbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieend jeweils der
AMedian der Expressionsdichte von CD66b bestimmt. (A) Reprasentatives Histogramm mit Darstellung der
Expressionsdichte von CD66b auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN (fett gedruckte Linie) desselben
Tumorpatienten (Isotypfarbung als grau gefilltes Histogramm). (B) Verteilung der AMedianwerte der Expressionsdichte
von CD66b auf HD- und LD-PMN von 75 Tumorpatienten mit signifikant (***) stérkerer Expression auf LD-PMN
(P<0,0001; Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm mit dem Median (fett
gedruckter Balken) jeweils aller Werte.
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Zur Bestimmung der Expressionsdichte von CD66b durch Immunfluoreszenzfarbung mussten
HD-PMN und MNC lediglich aus dem in Abb. 3.1 beschriebenen Dichtegradienten isoliert werden
(2.3.3; 2.3.2). Die Farbung der LD-PMN mit Fluorochrom-konjugiertem Antikdrper gegen CD66b
konnte ohne ihre weitere Isolierung aus den MNC durchgefuhrt werden, da der gegen CD66b
gerichtete Antikdrper nicht an andere Leukozytenpopulationen bindet’®. Aufgrund der héheren
Seitwartsstreuung (SSC) und Expression von CD66b konnten LD-PMN im Durchflusszytometer
separat von Monozyten und Lymphozyten innerhalb der MNC analysiert werden (Abb. 3.1.1 A).
Um die spezifische Bindung des Antikdrpers von der Unspezifischen unterscheiden zu kdnnen,
wurde jeweils parallel eine Farbung mit unspezifischem Antikbrper desselben Isotyps
durchgefiihrt (Isotypkontrolle). Die Farbungen mit unspezifischen Antikdrpern aller verwendeten
Immunglobulin-Klassen belegen, dass sich HD- und LD-PMN nicht signifikant in der Summe der
Fluoreszenz aus unspezifischer Bindung von Antikdrper und Autofluoreszenz unterschieden.
Deshalb ist in den Histogrammen dieser Arbeit jeweils nur die Isotypkontrolle der HD-PMN
abgebildet, die in groRerer Zahl zur Verfligung standen.

Zur Untersuchung aller weiteren Oberflachenmolekille waren Doppelimmunfluoreszenz-
Farbungen mit Antikorper gegen CD66b nétig, um LD-PMN sicher von Monozyten und
Lymphozyten separieren zu kdnnen. Auf diese Weise wurde die Expression von CD15 analysiert.
Der Vergleich der AMedianwerte von HD- und LD-PMN aus 48 Tumorpatienten zeigt, dass CD15
signifikant (***) starker von LD-PMN als von HD-PMN exprimiert wurde (Abb. 3.2.1.2).
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Abb. 3.2.1.2: Vergleich der Expression von CD15 auf ~ HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von Tumorpatienten

wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern gegen CD66b und CD15
bzw. Antikérper desselben Isotyps geféarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieBend jeweils der AMedian der
Expressionsdichte von CD15 auf CD66b-positiven Zellen bestimmt. (A) Reprasentatives Histogramm mit Darstellung der
Expressionsdichte von CD15 auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN (fett gedruckte Linie) desselben
Tumorpatienten (Isotypfarbung als grau gefllltes Histogramm). (B) Verteilung der AMedianwerte der Expressionsdichte
von CD15 auf HD- und LD-PMN von 48 Tumorpatienten mit signifikant (***) stérkerer Expression auf LD-PMN (P<0,0001;
Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm mit dem Median (fett gedruckter
Balken) jeweils aller Werte.

Als nachstes wurde die Expression von CD80, CD83, CD86 und MHC Klasse Il untersucht.
Weder HD- noch LD-PMN von 4 Tumorpatienten exprimierten diese Molekile (Abb. 3.2.1.3). Die
Isotyp-Farbungen von HD- und LD-PMN in Abb. 3.2.1.3 bestétigen, dass sich beide Populationen
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nicht signifikant in der Summe der Fluoreszenz aus unspezifischer Bindung von Antikérper und

Autofluoreszenz unterschieden.
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Abb. 3.2.1.3: Untersuchung der Expression von CD80, CD83, CD86 und MHC Klasse Il auf HD- und LD-PMN.

MNC und HD-PMN von 4 Tumorpatienten wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-
konjugierten Antikérpern gegen CD66b und CD80 bzw. CD83, CD86, MHC Klasse Il gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert. Zur Kontrolle der unspezifischen Bindung von Antikorper ist jeweils eine Farbung mit Antikorper desselben
Isotyps abgebildet. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse der HD- und LD-PMN eines Tumorpatienten.

Abgebildet sind Haufigkeitsdarstellungen der im Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse.
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Die folgende vergleichende Analyse der Expression von CD11b auf HD- und LD-PMN aus 15
Tumorpatienten zeigt, dass CD11b minimal, aber signifikant (*) schwacher von LD-PMN
exprimiert wurde (Abb. 3.2.1.4).
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Abb. 3.2.1.4: Vergleich der Expression von CD1lb au f HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von

Tumorpatienten wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gegen
CD66b und CD11b bzw. Antikdrper desselben Isotyps geféarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieend
jeweils der AMedian der Expressionsdichte von CD11b auf CD66b-positiven Zellen bestimmt. (A) Représentatives
Histogramm mit Darstellung der Expressionsdichte von CD11lb auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN
(fettgedruckte Linie) desselben Tumorpatienten (Isotypfarbung als grau gefiilltes Histogramm). (B) Verteilung der
AMedianwerte der Expressionsdichte von CD11b auf HD- und LD-PMN von 15 Tumorpatienten mit signifikant (*)
schwacherer Expression auf LD-PMN (P<0,0245; Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales
Streudiagramm mit dem Median (fett gedruckter Balken) jeweils aller Werte.

Anschlieend wurde die Expression von CD14 untersucht. Der Vergleich der AMedianwerte von
HD- und LD-PMN aus 12 Tumorpatienten fiihrt zu dem Ergebnis, dass CD14 ebenfalls minimal,
aber signifikant (*) schwécher von LD-PMN exprimiert wurde (Abb. 3.2.1.5).
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Abb. 3.2.1.5: Vergleich der Expression von CD14 auf =~ HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von Tumorpatienten

wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern gegen CD66b und CD14
bzw. Antikdrper desselben Isotyps geféarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieBend jeweils der AMedian der
Expressionsdichte von CD14 auf CD66b-positiven Zellen bestimmt. (A) Reprasentatives Histogramm mit Darstellung der
Expressionsdichte von CD14 auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN (fettgedruckte Linie) desselben
Tumorpatienten (Isotypférbung als grau gefllltes Histogramm). (B) Verteilung der AMedianwerte der Expressionsdichte
von CD14 auf HD- und LD-PMN von 12 Tumorpatienten mit signifikant (*) schwécherer Expression auf LD-PMN
(P<0,0137; Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm mit dem Median (fett
gedruckter Balken) jeweils aller Werte.
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Ebenso zeigt der Vergleich der AMedianwerte zur Expression von MHC Klasse | auf HD- und LD-
PMN aus 11 Tumorpatienten, dass dieser Komplex minimal, aber signifikant (*) schwacher von
LD-PMN exprimiert wurde (Abb. 3.2.1.6).
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Abb. 3.2.1.6: Vergleich der Expression von MHC Klas se | auf HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von

Tumorpatienten wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gegen
CD66b und MHC Klasse | bzw. Antikdrper desselben Isotyps gefarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieBend
jeweils der AMedian der Expressionsdichte von MHC Klasse | auf CD66b-positiven Zellen bestimmt. (A) Reprasentatives
Histogramm mit Darstellung der Expressionsdichte von MHC Klasse | auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN
(fettgedruckte Linie) desselben Tumorpatienten (Isotypfarbung als grau gefilltes Histogramm). (B) Verteilung der
AMedianwerte der Expressionsdichte von MHC Klasse | auf HD- und LD-PMN von 11 Tumorpatienten mit signifikant (*)
schwéacherer Expression auf LD-PMN (P<0,0420; Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales
Streudiagramm mit dem Median (fett gedruckter Balken) jeweils aller Werte.

Am Ende der immunphé&notypischen Charakterisierung der LD-PMN stand die Analyse der
Expression von CD16. LD-PMN stellten sich anhand der Expression dieses Rezeptors als
heterogen dar, denn sie bestanden aus einer CD16 stark exprimierenden (CD16"%"

CD16 schwach exprimierenden (CD16"") Subpopulation (Abb. 3.2.1.7A).

) und einer
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Abb. 3.2.1.7: Vergleich der Expression von CD16 auf ~ HD- und LD-PMN. MNC und HD-PMN von Tumorpatienten

wurden nach Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gegen CD66b und CD16
bzw. Antikdrper desselben Isotyps geféarbt, im Durchflusszytometer analysiert und anschlieBend jeweils der AMedian der
Expressionsdichte von CD16 auf CD66b-positiven Zellen bestimmt. (A) Reprasentatives Histogramm mit Darstellung der
Expressionsdichte von CD16 auf HD-PMN (gepunktete Linie) und LD-PMN (fettgedruckte Linie) desselben
Tumorpatienten (Isotypfarbung als grau gefilltes Histogramm). (B) Verteilung der AMedianwerte der Expressionsdichte
von CD16 auf HD- und LD-PMN von 51 Tumorpatienten mit signifikant (**) schwacherer Expression auf CD16™" LD-PMN
gegeniber HD-PMN (P<0,0023 ; Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm
mit dem Median (fett gedruckter Balken) jeweils aller Werte.

Der Vergleich der AMedianwerte von HD- und LD-PMN aus 51 Tumorpatienten zeigt, dass CD16
auf CD16™" LD-PMN geringfugig, aber signifikant (**) schwacher exprimiert wurde als auf HD-
PMN (Abb. 3.2.1.7B).

Der Median des Anteils der CD16 schwach exprimierenden Subpopulation innerhalb der LD-PMN
von 54 Tumorpatienten betragt 57,8 % (Abb. 3.2.1.8).
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Abb. 3.2.1.8: Anteil der CD16 " LD-PMN innerhalb der LD-PMN. MNC von 54 Tumorpatienten wurden nach
Dichtegradientenzentrifugation isoliert, mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gegen CD66b und CD16 gefarbt, im
Durchflusszytometer analysiert und anschlie3end der Anteil der CD16-schwach exprimierenden Zellen innerhalb der LD-
PMN bestimmt. Abgebildet ist ein vertikales Streudiagramm mit dem Median (fett gedruckter Balken) aller Werte.

Zusammengefasst haben die phanotypischen Untersuchungen mittels Doppelimmunfluoreszenz-
Farbung gezeigt, dass CD14, MHC Klasse | und CD11b von LD-PMN schwé&cher exprimiert
wurden als von HD-PMN, wahrend CD80, CD83, CD86 und MHC Klasse Il weder auf LD- noch
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auf HD-PMN préasent waren. CD66b und CD15 wurden stéarker von LD-PMN exprimiert. Anhand
der Expression von CD16 zeigte sich, dass LD-PMN aus zwei Subpopulationen bestanden, einer
stark und einer schwach CD16 exprimierenden Subpopulation.

Nach den immunphéanotypischen Analysen war das nachste Ziel, wichtige immunologische
Funktionen der LD-PMN zu untersuchen. Dazu war es jedoch nétig, LD-PMN hochrein aus MNC
zu isolieren, denn sowohl Monozyten als auch Lymphozyten kdnnen Ergebnisse funktioneller
Untersuchungen von PMN stark verfélschen. Monozyten produzieren z.B. um ein Vielfaches mehr
IL-8 als PMN®. Vor den funktionellen Analysen wurde deshalb ein Protokoll zur Isolierung

hochreiner LD-PMN entwickelt, was im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

3.3 Isolierung hochreiner LD-PMN aus dem peripheren Blut von
Tumorpatienten

PMN von gesunden Spendern und HD-PMN von Tumorpatienten lassen sich durch
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll (2.3.1) und anschlieRender Lyse der Erythrozyten (2.2.3)
mit einer Reinheit von ca 98 % isolieren, da sich ihre Dichte ausreichend von der Dichte der MNC
unterscheidet. Subpopulationen von MNC wie z.B. Monozyten kdénnen unter anderem durch
weitere diskontinuierliche Dichtegradienten isoliert werden®. Da LD-PMN eine Subpopulation der
MNC von Tumorpatienten reprasentierten, schien es moglich, diese Methode zur Isolierung von
LD-PMN verwenden zu kénnen.

Eine andere Methode zur Isolierung von Zellpopulationen stellt die magnetisch aktivierte
Zellsortierung (MACS) dar. Man bedient sich dabei der spezifischen Expression von
extrazellularen Molekilen auf der Membran der jeweiligen Zellen. Antikorper, die spezifisch an
diese Membranmolekiile binden und mit magnetischen Mikropartikeln konjugiert sind,
ermdoglichen die selektive, magnetische Markierung von Zellen. Durch ein Magnetfeld kénnen die
markierten Zellen dann auf einer Saule zuriickgehalten werden, um sie auf diese Weise entweder
zu isolieren (positive Selektion) oder aus einer Zellsuspension zu entfernen (Depletion). Zur
Isolierung von PMN sind gegen CD15 gerichtete Antikdrper mit konjugierten Mikropartikeln (anti
CD15-Beads) erhaltlich™.

Beide genannten Methoden wurden wahrend der Entwicklung des Protokolls zur Isolierung
hochreiner LD-PMN benutzt.

3.3.1 Unzureichende Isolierung von LD-PMN durch dis  kontinuierliche Dichtegradienten

Diskontinuierliche  Dichtegradienten  wurden aus Verdinnungen des Leukozyten-
Separationsmediums Percoll hergestellt, um MNC von Tumorpatienten darauf zu schichten und
durch Zentrifugation zu separieren (2.3.4). Nach Zentrifugation wurden von allen Interphasen
Zellen isoliert und im Durchflusszytometer analysiert. Dabei lieRen sich Lymphozyten, LD-PMN
und Monozyten ausreichend gut anhand ihrer SSC und FSC Eigenschaften identifizieren. Der
Gradient mit der starksten Anreicherung von LD-PMN ist in Abb. 3.3.1 dargestellt. Monozyten als
die groldten Leukozyten sedimentierten in diesem Gradienten fast ausschlielich auf den 3
Verdiinnungen mit den kleinsten Dichten. Lymphozyten und LD-PMN wurden dagegen kaum von

einander getrennt. Die Fraktion mit dem grof3ten Anteil von LD-PMN befand sich auf der
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Verdinnung mit 65 % Percoll. LD-PMN reprasentierten 58 % der Zellen dieser Interphase,
wahrend Lymphozyten die restlichen Zellen darstellten. Neben dieser unzureichenden Reinheit
war ebenfalls ein betrachtlicher Verlust der LD-PMN zu beobachten, da sie deutlich auch auf

anderen Interphasen sedimentierten.
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Abb. 3.3.1: Anreicherung von LD-PMN mittels diskont inuierlichem Dichtegradienten. MNC eines

Tumorpatienten (A) wurden auf einen Gradienten aus 6 Verdinnungen von Percoll (B) geschichtet. Nach Zentrifugation
wurden Zellen aller Interphasen isoliert und per Durchflusszytometer analysiert (C). Die Regionen fiir LD-PMN, Monozyten
(Mo) und Lymphozyten (Ly) wurden anhand der Streulichteigenschaften der MNC vor Separation (A) festgelegt.
Abgebildet sind Haufigkeitsdarstellungen der im Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass mittels Zentrifugation diskontinuierlicher Dichtegradienten keine
ausreichende Isolierung von LD-PMN erreicht werden konnte. Als Alternative wurde daher MACS

zur Isolierung von LD-PMN verwendet.

3.3.2 Verunreinigende Monozyten in LD-PMN nach posi  tiver Selektion durch MACS

Zur lIsolierung von LD-PMN durch MACS wurden anti CD15-Beads genutzt (2.2.5). MNC von
Tumorpatienten wurden nach Inkubation mit anti CD15-Beads uber zwei aufeinander folgende
Saulen im magnetischen Feld separiert (Abb. 3.3.2). Von der ersten Saule wurden hauptsachlich
Lymphozyten und Monozyten im Durchfluss und den Waschfraktionen gespult. Im Eluat waren
kaum noch Lymphozyten, aber deutlich Monozyten enthalten. Von diesen restlichen,
verunreinigenden Monozyten konnten LD-PMN durch die zweite S&ule weiter separiert werden.
Die Verwendung einer zweiten Saule steigerte klar die Reinheit der LD-PMN. Jedoch verblieben
auch nach weiteren Versuchen mit gréferen Waschvolumina stets ca. 10 % Monozyten in den
LD-PMN.

Die Markierung von LD-PMN in MNC von Tumorpatienten mit aus der Maus stammendem
Antikdrper gegen humanes CD66b und Ziege anti Maus-Immunglobulin G-Beads fuhrte nach
Verwendung von zwei aufeinander folgenden Saulen ebenfalls zu einer Verunreinigung von etwa
10 % Monozyten.
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Abb. 3.3.2: Isolierung von LD-PMN durch MACS mita nti CD15-Beads. (A) MNC von Tumorpatienten wurden

mit anti CD15-Beads inkubiert, dann tber 2 aufeinander folgende Saulen im Magnetfeld LD-PMN positiv selektiert. Dabei
wurden jeweils im Durchfluss (DF) und in den Waschfraktionen (WF) hauptséchlich Lymphozyten (Ly) und Monozyten
(Mo) von den Séaulen gespiilt (B, D). Die zuriickgehaltenen Zellen wurden auf3erhalb des Magnetfeldes eluiert (C, E). Die
von der zweiten S&ule eluierten Zellen bestanden zu 90 % aus LD-PMN (F) mit verunreinigenden Monozyten, wahrend vor
Separation 7,6 % LD-PMN in den MNC nachgewiesen wurden (G). Abgebildet sind Haufigkeitsdarstellungen der im
Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse.

Durch diese Ergebnisse stellte sich heraus, dass die Depletion der Monozyten unabhangig von
den Lymphozyten zu beriicksichtigten war.
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3.3.3 Isolierung hochreiner LD-PMN nach Depletiond  er Monozyten und positiver
Selektion durch MACS
Basierend auf den in 3.3.1 und 3.3.2 gezeigten Ergebnissen wurde folgendes Protokoll zur
Isolierung hochreiner LD-PMN erstellt:
1.) Dichtegradientenzentrifugation und Isolierung
der MNC mit LD-PMN,

2.) Depletion der Monozyten durch MACS mit
anti CD14-Beads,

3.) positive Selektion der LD-PMN mit Antikdrper
gegen CD66b und Ziege anti Maus-lgG-Beads
Uber zwei MACS Séaulen

(Abb. 3.3.3).

Mit diesem Protokoll wurden Monozyten durch Verwendung von anti CD14-Beads entfernt. Im
Vergleich zum Anteil der LD-PMN in den MNC (Abb. 3.3.3 I) wurden dabei nur wenige LD-PMN
verloren (Abb. 3.3.3 H). Die verbliebenen Lymphozyten in Durchfluss und Waschfraktionen nach
Depletion der Monozyten (Abb. 3.3.3 B) wurden wéhrend der positiven Selektion der LD-PMN fast
vollstandig entfernt. Auch in diesem Schritt wurden kaum LD-PMN verloren (Abb. 3.3.3 G). Die
isolierten LD-PMN im zweiten Eluat der positiven Selektion waren zu Uber 99 % rein und
enthielten nur noch Spuren von Lymphozyten. Diese Effizienz war hoch reproduzierbar, wenn
mindestens 2 % LD-PMN in den MNC enthalten waren.

Es sei hier erwahnt, dass die entwickelte Isolierung von Granulozyten durch MACS mit Antikérper
gegen CD66b im Rahmen dieser Doktorarbeit ebenfalls erfolgreich zur Isolierung hochreiner
Granulozyten aus dem Urin von Patienten mit BCG-Immuntherapie des Harnblasenkarzinoms

verwendet wurde®’.
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Abb. 3.3.3: Isolierung hochreiner LD-PMN  (2.2.7). 1.) Nach Dichtegradientenzentrifugation wurden MNC (A)

von Tumorpatienten isoliert und mit anti CD14-Beads inkubiert. 2.) Wahrend der Separation im Magnetfeld wurden im
Durchfluss (DF) und in den Waschfraktionen (WF) Lymphozyten und LD-PMN von der S&ule gespllt (B). Zuruckgehalten
wurden hauptséchlich Monozyten und auf3erhalb des Magnetfeldes eluiert (C). Lymphozyten und LD-PMN wurden mit
Antikdrper gegen CD66b und Ziege anti Maus-Immunglobulin-Beads inkubiert. 3.) Durch 2 aufeinander folgende S&aulen
im Magnetfeld wurden LD-PMN positiv selektiert und Lymphozyten in den Durchflissen und Waschfraktionen von den
Saulen gespllt (D). LD-PMN wurden auf3erhalb des Magnetfeldes eluiert (E). Die auf diese Weise isolierten LD-PMN
waren zu Uber 99 % rein (F), wahrend sowohl bei der positiven Selektion (G) als auch bei der Depletion der Monozyten
(H) kaum LD-PMN verloren wurden. Ausgegangen wurde in diesem Fall von MNC mit 5 % LD-PMN (l). Abgebildet sind
Haufigkeitsdarstellungen der im Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse.
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Ruckblickend wurden durch direkte positive Selektion mittels MACS 90 % reine LD-PMN mit
verunreinigenden Monozyten isoliert (3.3.2). Durch Depletion der Monozyten mit anti CD14-Beads
vor positiver Selektion der LD-PMN mit Antikbrper gegen CD66b wurden tber 99 % reine LD-
PMN isoliert (3.3.3). Die Verwendung von diskontinuierlichen Dichtegradienten fiihrte vorher nur
zu 58 % reinen LD-PMN bei grof3em Verlust von LD-PMN und unzureichender Separation von
Lymphozyten und LD-PMN (3.3.1).

Zur Uberpriifung des Zustands der LD-PMN nach Isolierung wird im folgenden Abschnitt ihre
Viabilitat und Heterogenitat (Abb. 3.2.1.7A) analysiert.

3.4  Viabilitdt und Kernmorphologie isolierter LD-PM N

Durch die erfolgreiche Entwicklung eines Protokolls zur Isolierung hochreiner LD-PMN waren
diese funktionellen Untersuchungen zugangig. Doch bevor diese Analysen durchgefiihrt werden
konnten, war es nétig, die Viabilitdt der LD-PMN nach Isolierung (2.2.7) zu Uberprifen und ihre
Heterogenitat (Abb. 3.2.1.7A) aufzuklaren.

3.4.1 LD-PMN sind nach Isolierung viabel

Die Viabilitat der LD-PMN wurde durch Doppelfluoreszenzfarbungen mit 7-Amino Actinomycin D
(7-AAD) und Annexin V-PE untersucht (2.4.2). HD- und LD-PMN von vier Tumorpatienten wurden
nach Isolation (2.2.7) mit 7-AAD und Annexin V-PE gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert
(Abb. 3.4.1 A,C). Als Referenz fur tote PMN dienten Gemcitabine (0,1 pM) behandelte HD-PMN

(Abb. 3.4.1 B). Gemcitabine ist ein fluoriertes Cytidin-Analogon, das Myelotoxizitat aufweist™.
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Abb. 3.4.1: Viabilitdat von HD- und LD-PMN nach Isol ierung. Aus dem peripheren Blut von 4 Tumorpatienten
wurden nach Dichtegradientenzentrifugation HD- und LD-PMN durch MACS isoliert (2.2.7), mit Annexin V-PE und 7-AAD
gefarbt (2.3.2) und im Durchflusszytometer analysiert. Abgebildet ist das représentative Ergebnis der HD-PMN (A),
Gemcitabine (0,1 uM) behandelten HD-PMN (B) und LD-PMN (C) eines Tumorpatienten. Weder in den isolierten,
unbehandelten HD-PMN noch in den LD-PMN wurden signifikante Mengen apoptotischer Zellen identifiziert. Abgebildet

sind Haufigkeitsdarstellungen der im Durchflusszytometer gemessenen Ereignisse.

Gemcitabine behandelte HD-PMN zeigten sowohl eine starke Fluoreszenz fir 7-AAD als auch fir
Annexin V-PE. Sie konnten eindeutig als tote PMN identifiziert werden. Direkt nach der Isolierung
untersuchte HD- und LD-PMN wiesen keine signifikanten Mengen toter oder apoptotischer Zellen
auf. Demnach fihrte die Isolierung durch MACS (2.2.7) zu viablen Zellen.
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Im folgenden Abschnitt wird nun die anhand der Expression von CD16 (Abb. 3.2.1.7A)
festgestellte Heterogenitat der LD-PMN analysiert.

3.4.2 Unreife Neutrophile stellen Subpopulation der LD-PMN dar

PMN bestehen aus den Subpopulationen der Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen. Um
zwischen diesen Granulozytenpopulationen unterscheiden zu kénnen, wurden HD- und LD-PMN
von 10 Tumorpatienten nach Isolierung auf Objekttrager zentrifugiert und nach Pappenheim
gefarbt (Abb. 3.4.2).
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Abb. 3.4.2: Farbung von isolierten HD- und LD-PMN n ach Pappenheim. Aus dem peripheren Blut von 10
Tumorpatienten wurden HD- und LD-PMN isoliert (2.2.3; 2.2.7), auf Objekttrager zentrifugiert, nach Pappenheim gefarbt
(2.3.3) und im Lichtmikroskop analysiert. Abgebildet sind reprasentative Farbungen der HD-PMN (A) und LD-PMN (B)
eines Tumorpatienten (jeweils 400x vergrofRert).

Weder in LD- noch in HD-PMN wurden Basophile identifiziert. Basophile Granulozyten weisen
durch Farbung nach Pappenheim schwarze Granula auf. Eosinophile fallen in Farbungen nach
Pappenheim durch ihr rétliches Zytoplasma auf. Wahrend LD-PMN im Median 1 % Eosinophile
enthielten, wurden in HD-PMN im Median 2 % Eosinophile nachgewiesen. Neutrophile weisen in
Farbungen nach Pappenheim ein schwach violettes Zytoplasma auf. Sie stellten nahezu 100 %
der LD-PMN dar, so dass LD-PMN Neutrophile mit geringerer Dichte reprasentierten.

Eosinophile sind daher anhand ihrer erhéhten Autofluoreszenz und fehlenden Expression von
CD16% durch selektive Analyse der durchflusszytometrischen Daten aus allen in 3.1.2 und 3.2.1
gezeigten Untersuchungen von HD-PMN ausgeschlossen worden.

Uberraschender Weise bestand ein wesentlicher Unterschied zwischen LD- und HD-PMN in der
Kernmorphologie. Die Kerne der HD-PMN lagen segmentiert vor (Abb. 3.4.2 A), wie es fir reife
Neutrophile charakteristisch ist. Dahingegen wiesen 61 % (Median) der LD-PMN einen nicht-
segmentierten Kern auf (Abb. 3.4.2 B). So genannte stabkernige Neutrophile stellen eine Vorstufe
der reifen Neutrophilen dar. LD-PMN bestanden also aus Neutrophilen, die zum groRen Teil unreif

waren.
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In welcher Beziehung die Subpopulation der unreifen Neutrophilen zu der Subpopulation der
CD16"" LD-PMN steht, wird im nachsten Abschnitt untersucht.

3.4.3 Anteil der CD16 " LD-PMN Korreliert signifikant mit dem Anteil unrei fer LD-PMN
LD-PMN erwiesen sich sowohl in Bezug auf Expression von CD16 (3.2.1.7A) als auch anhand der
Kernmorphologie als heterogen. Da der Anteil der CD16°" LD-PMN (ca. 58 %, Abb. 3.2.1.8) fast
identisch mit dem Anteil der stabkernigen LD-PMN (61 %, 3.4.2) war, wurde ihre Korrelation
Uberpruft (Abb. 3.4.3).

100+ Abb. 3.4.3: Korrelation der Anteile von

CD16" LD-PMN und stabkernigen LD-

PMN. Aufgetragen ist der Anteil der CD16""
LD-PMN gegen den jeweiligen Anteil
stabkerniger LD-PMN von 10 Tumorpatienten.
Beide phanotypischen Eigenschaften
korrelieren signifikant (*, P = 0,0268 |,
Spearman r = 0,7091). Eingezeichnet ist die
lineare Regressionsgerade und die Grenzen
des 95 % Vertrauensbereiches (gestrichelt).
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Die Werte der LD-PMN von 10 Tumorpatienten zeigen, dass der Anteil der CD16"" LD-PMN
signifikant (*) mit dem Anteil der stabkernigen LD-PMN Kkorreliert. Die schwache Expression von
CD16 auf LD-PMN schien demnach zum Teil in ihrem unreifen Zustand begrundet zu sein.
LD-PMN von Tumorpatienten konnten also viabel (3.4.1) und hochrein (3.3.3) isoliert werden. Sie
reprasentierten Neutrophile mit geringerer Dichte, die zum groRen Teil in einem unreifen
Differenzierungsstadium vorlagen (3.4.2) und CD16 schwach zu exprimieren schienen (3.4.3).
Dieser unreife Zustand wurde in den folgenden funktionellen Untersuchungen der LD-PMN

bericksichtigt.

3.5 Funktionelle Eigenschaften der LD-PMN von Tumor  patienten

Zu den wichtigsten funktionellen Eigenschaften von Neutrophilen gehdren die Fahigkeit zur
Adhéasion an Endothelzellen und Chemotaxis, sowie die Produktion von ROI und IL-8. Neben
diesen grundlegenden Funktionen wurde unter Beriicksichtigung des unreifen Zustandes eines
Teils der LD-PMN ebenfalls der Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen untersucht.

Die erfolgreiche Entwicklung eines Protokolls zur Isolierung hochreiner, viabler LD-PMN
ermdoglichte zwar die Analyse der genannten Funktionen. Jedoch mussten Verdnderungen der
funktionellen Eigenschaften durch die Isolierung tUber drei MACS-Saulen bertcksichtigt werden.
Dazu wurden HD-PMN, die nach dem Protokoll zur Isolierung von LD-PMN (3.3.3) behandelt
wurden, (HD-PMN (MACS)) mit HD-PMN verglichen, die nach Dichtegradientenzentrifugation
durch Lyse der Erythrozyten (2.3.3) isoliert wurden (HD-PMN (ely)).



Ergebnisse 50

3.5.1 LD-PMN adhérieren verstarkt an Endothelzellen

Zur Analyse der Adhasion von LD-PMN wurden humane Nabelschnur-Endothelzellen (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECSs) verwendet. Nach Inkubation der PMN mit konfluenten
HUVECSs wurden nicht-adharente PMN entfernt und die adharenten PMN quantifiziert (2.4.1).
Zuerst wurde die Adhasion von HD-PMN (ely) und HD-PMN (MACS) aus drei Tumorpatienten
verglichen (Abb. 3.5.1.1), um den Einfluss der Isolierung durch MACS zu Uberprifen. Als
Referenz fur gesteigerte Adhéasion an HUVECs wurden HD-PMN mit Plattchenfaktor 4 (PF4)

stimuliert™.
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Abb. 3.5.1.1: Vergleich der Adhasion von HD-PMN (MA CS) und HD-PMN (ely) an HUVECs. Aus dem

peripheren Blut von drei Tumorpatienten wurden jeweils HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) isoliert. In unabhangigen
Versuchen wurden anschlieBend HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) jeweils als Duplikate mit konfluenten HUVECs in
einer Flachboden-Mikrotiterplatte inkubiert (gekennzeichnete Ansatze mit 4 pM PF4). Nach 25 min Inkubation wurden
nicht-adharente PMN durch Zentrifugation der Platte im Winkel von 45°und anschlieBendem Absaugen des Zellsediments
am Rand entfernt. Adharente PMN wurden nach weiteren 15 min Inkubation der Platte auf Eis und Resuspendieren der
Zellen gezéhlt. HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) unterschieden sich nicht signifikant in der basalen und durch PF4
gesteigerten Adhasion an HUVECs (Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist die Zusammenfassung der
Mittelwerte der jeweiligen Duplikate aus drei unabhéngigen Versuchen in Form eines vertikalen Box-Whisker-Diagramms
mit jeweils dem Median und der Streuung der Werte.

Der Vergleich der Adhasion an HUVECs (Abb. 3.5.1.1) zeigt, dass sich HD-PMN (ely) und HD-
PMN (MACS) aus 3 Tumorpatienten nicht signifikant in der basalen und durch PF4 gesteigerten
Adhasion unterschieden. Die Isolierung durch MACS (2.3.7) beeinflusste im Vergleich zur
Isolierung durch Lyse der Erythrozyten (2.3.3) weder die basale noch die mittels PF4 gesteigerte
Adhasion von HD-PMN an HUVECSs signifikant.

Daher konnten die Werte zur Adhasion von HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) der drei
Tumorpatienten aus Abb. 3.5.1.1 zusammengefasst und mit den LD-PMN dieser Tumorpatienten
verglichen werden (Abb. 3.5.1.2). Aus dem peripheren Blut eines weiteren Tumorpatienten
wurden HD-PMN (ely) und LD-PMN isoliert und ebenfalls in der Adhé&sion an HUVECSs verglichen.
Die Analyse der vier unabhangigen Versuche zeigt, dass LD-PMN basal in signifikant (*) hdherem
Anteil an HUVECs adharierten als unstimulierte HD-PMN. Im Median adhérierten mehr als
doppelt so viele LD-PMN wie unstimulierte HD-PMN. Der Anteil der adharenten LD-PMN lag im
Bereich der HD-PMN nach Stimulation mit PF4.
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Nachdem LD-PMN verstarkte Adhasion an Endothelzellen aufwiesen, wurde als nachste wichtige
Funktion von PMN die Chemotaxis untersucht.

3.5.2 LD-PMN weisen reduzierte Chemotaxis auf

Die Chemotaxis von LD-PMN wurde analysiert, indem Migration durch einen permeablen
Membraneinsatz gemessen wurde (2.5.2). Unterhalb der Membran befand sich unbehandeltes
Zellkulturmedium, um die spontane Migration zu bestimmen. Induzierte Migration wurde bei
Verwendung von Monozyten-konditioniertem Medium oder fMLP-haltigem Medium untersucht.
Der Quotient aus induzierter und spontaner Migration wurde gebildet, um den Chemotaktischen
Index zu ermitteln, der die Vervielfachung der spontanen Migration durch Chemotaxine
wiedergibt.

Zu Beginn wurde der Chemotaktische Index von HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) aus dem
peripheren Blut von zwei Tumorpatienten bestimmt, um den Einfluss der Isolierung durch MACS
zu Uberprufen (Abb. 3.5.2A). Der Mittelwert (5,2) des Chemotaktischen Index der HD-PMN
(MACS) aus beiden Experimenten unterscheidet sich kaum vom Mittelwert (5,3) der HD-PMN
(ely). Die Isolierung durch MACS (2.3.7) schien im Vergleich zur Isolierung durch Lyse der
Erythrozyten (2.2.3) die Chemotaxis der HD-PMN nicht deutlich zu beeinflussen.

Aus diesem Grund wurden die Werte zum Chemotaktischen Index der beiden Experimente aus
Abb. 3.5.2A mit den Werten der HD-PMN von zwei weiteren Tumorpatienten zusammengefasst
und mit den LD-PMN der vier Tumorpatienten verglichen (Abb. 3.5.2 B). In den vier Versuchen
wiesen LD-PMN signifikant (*) reduzierte Chemotaxis im Vergleich zu HD-PMN auf, unabhéngig

von den benutzten Chemotaxinen (Monozyten-konditioniertes Medium, 10 nM fMLP).
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Abb. 3.5.2: Vergleich der Chemotaxis von HD-PMN (MA CS), HD-PMN (ely) und LD-PMN. (A) Aus dem

peripheren Blut von 2 Tumorpatienten wurden in unabhéngigen Versuchen jeweils HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely)
isoliert und mit Nay[>'Cr]O, radioaktiv markiert. Nach vollstandiger Lyse eines definierten Aliquots der markierten PMN
wurde die y-Strahlung in cpm (counts per minute) ermittelt. Der so erhaltene Wert diente als Maximalwert (100 %) fur die
jeweils zur Migration eingesetzten PMN. In Relation dazu wurden die Strahlungswerte der spontan durch einen
permeablen Membraneinsatz migrierten PMN (spontane Migration) bzw. mittels Monozyten-konditioniertem Medium zur
Migration stimulierten PMN gesetzt (induzierte Migration). Der Chemotaktische Index stellt den Quotienten aus induzierter
und spontaner Migration dar. Der Mittelwert (5,2) des Chemotaktischen Index der HD-PMN (MACS) aus beiden
Versuchen unterscheidet sich kaum vom Mittelwert (5,3) der HD-PMN (ely). Abgebildet ist jeweils der Mittelwert des
Chemotaktischen Index aus beiden Versuchen, sowie die einzelnen Werte. (B) HD-PMN (ely) eines dritten
Tumorpatienten und HD-PMN (MACS) eines vierten Tumorpatienten wurden in unabhangigen Versuchen isoliert und wie
unter (A) beschrieben verwendet. Zur induzierten Migration der HD-PMN (ely) wurde Monzyten-konditioniertes Medium
eingesetzt bzw. 10 nM fMLP fur die HD-PMN (MACS). LD-PMN aller 4 Tumorpatienten wurden isoliert und in
unabhéngigen Versuchen mit dengleichen Chemotaxinen wie die jeweiligen HD-PMN stimuliert. Die Werte zum
Chemotaktischen Index der HD-PMN (ely) und HD-PMN (MACS) aller 4 Tumorpatienten sind zusammengefasst
dargestellt. In den 4 unabhangigen Versuchen wiesen LD-PMN eine signifikant (*) verminderte Chemotaxis im Vergleich
zu HD-PMN auf (Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Abgebildet ist ein vertikales Box-Whisker-Diagramm mit
jeweils dem Median, den Quartilen und den Extremwerten

Nachdem LD-PMN zwar verstarkt an Endothelzellen adharierten, aber nur verminderte
Chemotaxis aufwiesen, wurde im Folgenden die Produktion von ROI als eine Effektorfunktion

untersucht.

3.5.3 LD-PMN sind in der Produktion von ROI stark e  ingeschrankt

Produktion von ROI kann im Luminometer nachgewiesen und quantifiziert werden (2.5.3). Dabei
reagiert Luminol mit den sezernierten Radikalen unter Freisetzung von Licht, das in relativen
Lichteinheiten (Relative Light Units, RLU) gemessen wird und proportional zur Menge der
ausgeschiitteten ROI ist.

Zuerst wurden HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) von drei Tumorpatienten in der Produktion
von ROI verglichen (Abb. 3.5.3.1). Weder in der konstitutiven Ausschittung noch in der ersten
und zweiten stimulierten Freisetzung von ROI unterschieden sich HD-PMN (MACS) und HD-PMN
(ely) signifikant. Die Isolierung von HD-PMN durch MACS (2.3.7) hatte im Vergleich zur Isolierung
durch Lyse der Erythrozyten (2.3.3) keinen signifikanten Einfluss auf die konstitutive und durch

fMLP bzw. Zymosan induzierte Produktion von ROI.
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Abb. 3.5.3.1: Vergleich von HD-PMN (MACS) und HD-PM N (ely) in der Produktion von ROIl.  Aus dem

peripheren Blut von drei Tumorpatienten wurden jeweils HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) isoliert. (A) In unabhangigen
Versuchen wurde die konstitutive Freisetzung von ROI (weiBe S&ulen) vor Stimulation mit 100 nM fMLP (graue S&ulen)
gemessen. HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) unterschieden sich weder in der konstitutiven noch in der durch fMLP
stimulierten Freisetzung von ROI signifikant (Wilcoxon matched- pairs signed rank test). (B) 15 min nach Zugabe des
fMLP wurde die konstitutive Freisetzung (weil3e Saulen) derselben HD-PMN wie in (A) gemessen und danach mit
Zymosan die zweite stimulierte Freisetzung von ROl induziert (schraffierte Saulen). Sowohl in der konstitutiven Produktion
nach erster stimulierter Freisetzung von ROI als auch in der durch Zymosan induzierten, zweiten Freisetzung von ROI
unterschieden sich HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) nicht signifikant (Wilcoxon matched- pairs signed rank test). In
(A) und (B) sind die Werte der drei unabhangigen Versuche in Form eines vertikalen S&ulendiagramms mit jeweils
Mittelwert und Standardabweichung abgebildet.

Die Werte der HD-PMN (MACS) und HD-PMN (ely) aus Abb. 3.5.3.1 konnten zusammengefasst
und mit den LD-PMN der Tumorpatienten verglichen werden. HD- und LD-PMN von zwei
Tumorpatienten aus Abb. 3.5.3.1 wurden in parallelen Ansatzen nach fMLP ebenfalls mit

Latexpartikeln stimuliert. Von zwei weiteren Tumorpatienten wurden LD- und HD-PMN isoliert und
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die Produktion von ROI vor und nach Stimulation mit fMLP, sowie vor und nach zweiter
Stimulation mit Latexpartikeln gemessen. Zusammengefasst ist der Vergleich der HD- und LD-
PMN aus den finf Tumorpatienten in Abb. 3.5.3.2 dargestellt.
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Abb. 3.5.3.2: Vergleich von LD- und HD-PMN in der P roduktion von ROIl. Aus dem peripheren Blut von funf

Tumorpatienten wurden HD-PMN (MACS), HD-PMN (ely) und LD-PMN isoliert. (A) Die konstitutive Freisetzung von ROI
(weif3e Saulen) vor Stimulation mit 100 nM fMLP (graue Saulen) wurde jeweils von HD-PMN und LD-PMN gemessen. LD-
PMN setzten sowohl konstitutiv (*) als auch nach Stimulation mit fMLP (**) signifikant weniger ROI frei als HD-PMN
(Wilcoxon matched- pairs signed rank test). (B) 15 min nach Zugabe des fMLP wurde die konstitutive Freisetzung (wei3e
Séaulen) derselben PMN wie in (A) gemessen, danach bei den PMN von 3 Tumorpatienten mit Zymosan die zweite
Freisetzung von ROI induziert (schraffierte Saulen) bzw. bei den PMN von 4 Tumorpatienten mit Latexpartikeln die zweite
Freisetzung von ROI induziert (schwarze Saulen). LD-PMN setzten sowohl in der konstitutiven Produktion (*) nach erster
Stimulation als auch in der durch Zymosan (*) bzw. Latexpartikel (*) induzierten, zweiten Produktion signifikant weniger
ROI frei als HD-PMN (Wilcoxon matched- pairs signed rank test). In (A) und (B) sind die Werte der unabhéngigen
Versuche in Form eines vertikalen Saulendiagramms mit jeweils Mittelwert und Standardabweichung abgebildet.

LD-PMN setzten in den unabhangigen Versuchen von funf Tumorpatienten sowohl konstitutiv (*)
als auch nach erster Stimulation mit fMLP (**) und zweiter Stimulation mit Zymosan (*) bzw.
Latexpartikeln (*) signifikant weniger ROI frei als HD-PMN.
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Damit wiesen LD-PMN neben verminderter Chemotaxis ebenfalls stark reduzierte Freisetzung
von ROI auf. Im Folgenden wurde als eine immunregulatorische Funktion die Produktion von IL-8

untersucht.

3.5.4 LD-PMN sezernieren vermindert IL-8

IL-8 wird von PMN in vitro sowohl nach Stimulation als auch konstitutiv sezerniert®. Zur Analyse
der Freisetzung von IL-8 wurden LD-PMN und HD-PMN (MACS) mit einer Reinheit von Uber 99 %
aus dem peripheren Blut von drei Tumorpatienten isoliert und fir 24 h kultiviert (2.5.4).
Anschlielend wurde die Konzentration von IL-8 im Kulturiberstand mittels ELISA bestimmt
(2.4.4). Der Vergleich von LD- und HD-PMN (MACS) zeigt (Abb. 3.5.4), dass sich LD-PMN nach
Isolierung in ihrer konstitutiven Produktion von IL-8 nicht signifikant von HD-PMN (MACS)
unterschieden. Nach Stimulation mit LPS setzten LD-PMN deutlich weniger IL-8 frei als HD-PMN
(MACS). Die Sezernierung von IL-8 war bei den LD-PMN eines Tumorpatienten ebenfalls nach
Stimulation mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) geringer als bei HD-PMN (MACS). HD-PMN (ely)
wurden nicht in den Vergleich der Produktion von IL-8 einbezogen, da sie ohne Isolierung durch
MACS nicht vollstandig frei von Monozyten isoliert wurden. AuRerdem gewahrleisteten HD-PMN
(MACS) den Vergleich von gleich behandelten PMN.
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Abb. 3.5.4: Vergleich von LD- und HD-PMN (MACS) in  der Produktion von IL-8. Aus dem peripheren Blut von

drei Tumorpatienten wurden jeweils LD-PMN und HD-PMN (MACS) mit einer Reinheit von Uber 99 % isoliert und in
unabhangigen Versuchen jeweils 10° PMN pro ml firr 24 h unstimuliert kultiviert. Von 2 Tumorpatienten wurden LD- und
HD-PMN (MACS) parallel mit 100 ng/ml LPS kultiviert. Vom dritten Tumorpatienten wurden LD- und HD-PMN (MACS)
parallel mit BCG (Multiplizitéat der Infektion = 1) kultiviert. Die Konzentration von IL-8 im Kulturiiberstand wurde durch
ELISA ermittelt. LD-PMN unterschieden sich in der konstitutiven Produktion von IL-8 nicht signifikant von HD-PMN
(MACS) (Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Nach Stimulation mit LPS produzierten LD-PMN deutlich weniger IL-8
als HD-PMN (MACS). Nach Stimulation mit BCG setzten LD-PMN ebenfalls weniger IL-8 frei als HD-PMN (MACS).
Abgebildet sind die Werte zur Konzentration von IL-8 aus drei unabhéngigen Versuchen in Form eines vertikalen Box-
Whisker-Diagramms mit jeweils dem Median und der Streuung der Werte.

Nachdem mit Adhasion an Endothelzellen, Chemotaxis, Produktion von ROI und IL-8 wichtige,
grundlegende Funktionen von LD-PMN untersucht wurden, wird im folgenden Abschnitt, aufgrund

der unreifen Subpopulation von LD-PMN, der Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen analysiert.
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3.5.5 LD-PMN inhibieren die Proliferation von T-Zel len

Die Proliferation von T-Zellen kann in vitro durch Quervernetzung von Antikérpern gegen CD28
und CD3 ohne Monozyten induziert werden”.

Aus den MNC von sechs Tumorpatienten wurden Monozyten mit anti CD14-Beads depletiert. Ein
Aliquot der jeweils daraus resultierenden Lymphozyten mit LD-PMN wurde zur Proliferation mit
Antikérpern gegen CD28 und CD3 eingesetzt (2.5.5), um den Einfluss der LD-PMN zu
untersuchen (Abb. 3.5.5C). Aus dem Rest der Lymphozyten mit LD-PMN wurden durch MACS mit
Antikdrper gegen CD66b LD-PMN depletiert, um die Proliferation der T-Zellen ohne Einfluss von
LD-PMN zu bestimmen (Abb. 3.5.5A). Parallel wurden zu Lymphozyten ohne LD-PMN definierte
Mengen von HD-PMN (MACS) des jeweiligen Tumorpatienten gegeben und bei direkter Kokultur
die Proliferation von T-Zellen induziert (Abb. 3.5.5B).
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Abb. 3.5.5: Analyse des Einflusses von LD-PMN auf d ie Proliferation von T-Zellen. Aus MNC von 6

Tumorpatienten wurden jeweils Monozyten durch MACS mit anti CD14-Beads depletiert. Die daraus resultierenden
Lymphozyten mit LD-PMN wurden mit Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFSE) markiert (2.5.5). Aus einem
Aliquot der mit CFSE markierten Lymphozyten mit LD-PMN wurden jeweils durch MACS mit Antikérper gegen CD66b LD-
PMN depletiert. Die so isolierten Lymphozyten ohne LD-PMN wurden mit quervernetzten Antikdrpern gegen CD28 und
CDa3 fur 7 Tage kultiviert und danach im Durchflusszytometer analysiert (A).

Weiter wurden zu CFSE-markierten Lymphozyten ohne LD-PMN jeweils definierte Mengen von HD-PMN (MACS)
gegeben (5 % in B) und wie unter (A) beschrieben verfahren (B, fett gedrucktes Histogramm, auf grauem Histogramm aus
A). Weiter wurden jeweils CFSE-markierte Lymphozyten mit LD-PMN (0,4 % in C) genauso fiir 7 Tage mit quervernetzten
Antikbrpern gegen CD28 und CD3 kultiviert und danach im Durchflusszytometer analysiert (C, fett gedrucktes
Histogramm, auf grauem Histogramm aus A).

Abgebildet sind die reprasentativen Ergebnisse der Zellen eines Tumorpatienten. Bei der Auswertung der Daten wurden
selektiv Lymphozyten analysiert und hier abgebildet. In Abwesenheit von LD-PMN kam es zu 2-3 Zellteilungen und 58 %
Tochterzellen (A). Nach Zugabe von HD-PMN (MACS) war die Qualitat der Zellteilungen nicht deutlich geandert und 57 %
Tochterzellen entstanden (B). In Gegenwart von LD-PMN fanden qualitativ weniger Zellteilungen statt und es entstanden
nur 40 % Tochterzellen.

Die Proliferation der T-Zellen aller untersuchten Tumorpatienten wurde weder qualitativ noch
quantitativ deutlich durch HD-PMN (MACS) beeinflusst, wenn die Menge der zugegebenen HD-
PMN unter 25 % blieb.

Uberraschender Weise wurde die Proliferation von T-Zellen durch LD-PMN aus fiinf der sechs
ausgewdhlten Tumorpatienten inhibiert, so dass weniger Tochterzellen und weniger
Tochtergenerationen der T-Zellen entstanden.

In den funktionellen Untersuchungen stellten sich LD-PMN als Neutrophile dar, die verstarkt an
Endothelzellen adharierten (3.5.1), aber reduzierte Chemotaxis aufwiesen (3.5.2). Neben der
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stark eingeschrankten Produktion von ROI (3.5.3) sezernierten LD-PMN ebenfalls verminderte
Mengen von IL-8 (3.5.4). Durch die Inhibition der Proliferation von autologen T-Zellen wurde die
immunsuppressive Wirkung der LD-PMN demonstriert (3.5.5).

Zusammengefasst erwiesen sich LD-PMN als neutrophile Granulozyten in zum Teil unreifem
Differenzierungsstadium. Besonders aufféllig zeigten sie sich durch ihren immunsuppressiven
Einfluss hinsichtlich der Inhibition von Proliferation autologer T-Zellen.

Der unreife Zustand aller LD-PMN und die potenzielle Unterstiitzung von Tumorprogression
werden unter anderem im folgenden Kapitel diskutiert.
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4  Diskussion

Neutrophile Granulozyten differenzieren im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen und
werden nach abgeschlossener Reifung ins periphere Blut ausgeschittet. Bei Entziindung werden
Neutrophile als erste Zellen aus dem peripheren Blut ins Gewebe rekrutiert. Dort kénnen sie
Pathogene direkt durch Phagozytose und Produktion von ROI beseitigen, sowie als immun-
regulatorische Zellen fungieren”. Mit Hilfe dieser Effektorfunktionen und immunregulatorischen
Funktionen kénnen Neutrophile auch an antitumoralen Immunantworten beteiligt sein. Jedoch
kénnen sie ebenso die Progression von neoplastischem Gewebe unterstiitzen. So wird zwar in
verschiedenen Tiermodellen intratumorale Rekrutierung von Neutrophilen mit erniedrigter

46;47

Tumorgenitat assoziiert™ ", doch wurde andererseits auch eine Férderung der Tumorprogression

44;54

durch Neutrophile beobachtet™". Tumor-assoziierte, unreife myeloide Zellen und damit auch

potentielle Vorlaufer von Granulozyten wurden in Tiermodellen als immunsuppressive Zellen

identifiziert, die die Aktivierung von T-Zellen hemmen konnen>*®°

. Jedoch ist der prazise
Phéanotyp solcher myeloiden Suppressorzellen in Tumorpatienten noch aufzuklaren®. In der
vorliegenden Arbeit wurden Neutrophile im peripheren Blut von Tumorpatienten als unreife

myeloide Suppressorzellen identifiziert und ihr Phanotyp charakterisiert.

4.1 Eindeutige Identifizierung von LD-PMN im periphe  ren Blut von
Tumorpatienten

Granulozyten stellen mit ca. 60 % die gro3te Population der Leukozyten im peripheren Blut des
Menschen dar. Sie werden in Neutrophile, Eosinophile und Basophile unterteilt, wobei Neutrophile
mit einem Anteil von lber 95 % die grof3te Subpopulation der Granulozyten im peripheren Blut
bilden. Anhand der Expression von CD66b kdnnen Granulozyten eindeutig im Blut identifiziert
werden, da keine andere Leukozytenpopulation dieses Molekiil exprimiert78. Des Weiteren
unterscheiden sie sich von MNC durch ihre hdhere physikalische Dichte. MNC verbleiben in
typischen Dichtegradienten oberhalb des Separationsmediums, wahrend Granulozyten unterhalb
sedimentieren, wenn peripheres Blut von gesunden Spendern separiert wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden im peripheren Blut von Tumorpatienten Granulozyten
nachgewiesen, die eine den MNC vergleichbare Dichte aufwiesen (3.1.1). Solche Granulozyten
mit verringerter physikalischer Dichte wurden vorher nur von Schmielau und Finn im peripheren
Blut von Patienten mit Karzinom des Pankreas, des Dickdarms und der Brust beschrieben®. In
dieser Arbeit wurden LD-PMN zum ersten Mal im peripheren Blut von Patienten mit urologischen
Tumoren, Non-Hodgkin-Lymphom, Pleurakarzinom, Mammakarzinom und Lungenkarzinom
identifiziert. Wahrend hier LD-PMN durch Immunfluoreszenzfarbung von CD66b eindeutig
nachgewiesen wurden, verwendeten Schmielau und Finn neben den Streulichteigenschaften im
Durchflusszytometer die Expression von CD15. CD15 wird jedoch ebenfalls von einer
Subpopulation der Monozyten exprimiert, die erhéhte Streulichtwerte aufweist®. Ohne
Doppelimmunfluoreszenz-Farbung mit Antikérper gegen CD14 kénnten daher CD15
exprimierende Monozyten mit LD-PMN verwechselt werden. Peripheres Blut von gesunden
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Spendern enthélt nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keine LD-PMN. Die Arbeit von
Schmielau und Finn bestatigt dieses Ergebnis und widerspricht damit der Verwechslung von
CD15 exprimierenden Monozyten mit LD-PMN.

Der Unterschied zwischen Tumorpatienten und gesunden Spendern im Vorkommen von LD-PMN
deutet auf Assoziation der LD-PMN mit Tumoren hin. Der Nachweis von LD-PMN im peripheren
Blut von Patienten mit sieben verschiedenen Tumorentitaten spricht gegen einen fur bestimmte

Tumore spezifischen Effekt.

4.2  Erste erfolgreiche Isolierung hochreiner LD-PMN

Granulozyten gesunder Spender kodnnen aufgrund ihrer hoéheren Dichte effektiv von MNC
separiert werden. Durch diskontinuierliche Dichtegradienten lassen sich auch Monozyten und
Lymphozyten voneinander trennen®, da sie sich ausreichend in ihrer Dichte unterscheiden.

Zur Isolierung von LD-PMN aus MNC von Tumorpatienten wurden in dieser Arbeit ebenfalls
diskontinuierliche Dichtegradienten verwendet (3.3.1). Wahrend Monozyten dadurch separiert
werden konnten, was die Ergebnisse von Fluks® bestatigt, wurden LD-PMN und Lymphozyten
nicht voneinander getrennt. Zellaggregate von LD-PMN und Lymphozyten haben den Analysen
im Durchflusszytometer zufolge nicht vorgelegen. Die mangelnde Separation von LD-PMN und
Lymphozyten legt einen zu geringen Unterschied in ihrer Dichte als einen Grund nahe, so dass
diskontinuierliche Dichtegradienten, wie sie in dieser Arbeit hergestellt wurden, nicht zur
Separation von Lymphozyten und LD-PMN ausreichen. Gradienten mit geringerer Differenz in der
Dichte der einzelnen Phasen kdnnten mdglicherweise Lymphozyten und LD-PMN effektiver
separieren, jedoch ist durch das Sedimentieren der LD-PMN auf mehreren Interphasen mit
deutlichem Verlust zu rechnen.

Eine andere oft genutzte Methode zur lierung von Leukozyten stellt die magnetisch aktivierte
Zellsortierung (MACS) dar. So kénnen Granulozyten durch MACS mit anti CD15-Beads hochrein
und viabel isoliert werden™. Positive Selektion mittels anti CD15-Beads wurde in dieser Arbeit
verwendet, um LD-PMN aus MNC zu isolieren (3.3.2). Dies fuhrte zu einer Reinheit der LD-PMN
von etwa 90 %, wobei Monozyten die kontaminierenden Zellen bildeten. Da, wie bereits erwahnt,
eine Subpopulation der Monozyten CD15 exprimiertgz, wurden daraufhin Antikdrper gegen CD66b
zur magnetischen Markierung der LD-PMN genutzt, was jedoch nicht zu einer verbesserten
Reinheit der LD-PMN fuhrte. Eine Optimierung der Isolierung von LD-PMN konnte erst nach
vorhergehender Depletion der Monozyten erreicht werden (3.3.3).

Zur Depletion wurden anti CD14-Beads verwendet. Da LD-PMN CD14 (3.2.1) im Vergleich zu
Monozyten sehr schwach exprimieren%, werden nur in geringem Umfang LD-PMN verloren. Die
darauf folgende positive Selektion der LD-PMN durch Antikérper gegen CD66b fiihrt zu Gber 99 %
reinen LD-PMN. Durch dieses Aufreinigungsprotokoll werden viable Zellen isoliert, Apoptose wird
nicht induziert (3.4.1). Unter gleichen Bedingungen isolierte HD-PMN zeigen ebenfalls keine
signifikanten Mengen apoptotischer Zellen und bestétigen damit das Ergebnis von Zahler et al.”

zur Isolierung von Granulozyten durch MACS.
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4.3 LD-PMN stellen unreife Neutrophile dar

Neutrophile Granulozyten differenzieren wéahrend der Hamatopoese durch den Wachstumsfaktor
G-CSF aus Granulozyten/Monozyten-Kolonie bildenden Einheiten. Myeloblasten entwickeln sich
dabei Uber mehrere, differenzierbare Zwischenstufen zu reifen segmentkernigen Neutrophilen, die
ins periphere Blut ausgeschiittet werden. Unreifen Neutrophilen wurde bisher in der Immunologie
nur wenig Beachtung geschenkt, so dass die Literatur zu ihrem Phanotyp sehr beschrankt ist. Im
Gegensatz dazu sind reife Neutrophile und Veranderungen ihres Phanotyps durch Infektionen,
Zytokine und zahlreiche bakterielle Stimuli vielseitig untersucht.

Unreife Neutrophile kdnnen im peripheren Blut in Form von Stabkernigen verstarkt bei Patienten
mit Infektionen vorliegen®. Des Weiteren werden durch Injektion von G-CSF oder GM-CSF
vermehrt stabkernige Neutrophile ins periphere Blut freigesetzt™. Beim Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit lag aber sowohl nach Analyse der Konzentration des C-reaktiven Proteins als
auch nach Zahl der stabkernigen Neutrophilen im peripheren Blut in keinem Fall eine Infektion
vor. Ebenso wurde kein Tumorpatient des ausgewahlten Kollektivs vor Blutenthahme mit G-CSF
oder GM-CSF behandelt.

Dennoch lagen die LD-PMN zum grof3en Teil stabkernig vor und erwiesen sich in Farbungen
nach Pappenheim als Neutrophile (3.4.2). LD-PMN stellen also Neutrophile dar, die nach ihrer
Kernmorphologie zum grof3en Teil als unreif einzustufen sind. Im Median Uber alle untersuchten
Patienten betrug der Anteil der LD-PMN 1 % der MNC (3.1.1). Da MNC etwa 40 % aller
Leukozyten im peripheren Blut repréasentieren, sind LD-PMN in ihrer geringen Zahl im Vergleich
zu Neutrophilen (HD-PMN) bzw. Leukozyten in den klinischen Blutanalysen nicht als Population
aufgefallen.

Der ausfuhrlich untersuchte Phanotyp der LD- und HD-PMN bestatigt den Ausschluss von
Infektionen oder Zytokinen als Ursache fur das Vorkommen von unreifen Neutrophilen im
peripheren Blut der hier analysierten Tumorpatienten. Expression von CD83% und deutlich
gesteigerte Expression von CD14% wurden fiir Neutrophile im peripheren Blut von Patienten mit
bakterieller Infektion beschrieben. LD- und HD-PMN der untersuchten Tumorpatienten
exprimierten kein CD83 und keine erhéhten Mengen an CD14 (3.2.1), was die klinischen Befunde
zur Abwesenheit von Infektionen belegt. Weiterhin wurde die Expression von CD80, CD86 und
MHC Klasse Il auf Neutrophilen aus dem peripheren Blut von Patienten mit chronischer

Entziindung nachgewiesen® %

. LD- und HD-PMN exprimierten jedoch keines dieser Molekile, so
dass eine chronische Entziindung in Form von primérer Vaskulitis bei den hier untersuchten
Tumorpatienten ebenfalls ausgeschlossen werden kann. LD-PMN aus Tumorpatienten sind ohne
Expression von CD80, CD86 und MHC Klasse Il auch nicht mit Antigenprasentation assoziiert wie
beispielsweise Neutrophile aus Patienten mit Wegener-Granulomatose®®,

Neben diesen pathologischen Fallen wurde gesteigerte Expression von CD14% und CD11b'®
nach Injektion von GM-CSF beobachtet. Nach Injektion von IFNy*** oder GM-CSF'* wurde auch
die Expression von MHC Klasse Il auf Neutrophilen nachgewiesen. Die fehlende Expression von
MHC Klasse Il und nicht gesteigerte Expression von CD14 und CD11b (3.2.1) scheinen demnach

Einfluss von GM-CSF und IFNy auf LD- und HD-PMN auszuschlieRen. Zytokine wie TNFa, IL-6
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und IL-8 regulieren in vitro die Expression von CD11b auf Neutrophilen hoch'®

. Die unaufféllige
Expression von CD11b auf HD-PMN und die schwéachere auf LD-PMN sprechen jedoch gegen
eine Aktivierung dieser Zellen durch diese Zytokine.

Die Expression von CD66b wird sowohl in vitro durch TNFa'®, GM-CSF'®, LPS® und fMLP", als
auch in vivo durch GM-CSF'® verstarkt. Dagegen scheint die erhdhte Expression von CD66b auf
LD-PMN nach Ausschluss von Zytokineffekten und Infektionen mehr im Differenzierungsgrad
begriindet zu sein. So ist bekannt, dass wahrend der Reifung von Neutrophilen aus dem
Knochenmark gesunder Spender CD66b transient hochreguliert wird. Lund-Johansen und
Terstappen beschrieben Promyelozyten und Myelozyten mit starkerer Expression von CD66b als
Metamyelozyten und Stabkernige, sowie weiterer Abnahme von CD66b auf reifen,
segmentkernigen Neutrophilen'®. lhre Ergebnisse bestatigen ebenfalls fir die Zellen des
Knochenmarks, dass CD66b nur von Granulozyten und ihren Vorlaufern exprimiert wird. Weiter
zeigten sie, dass CD66b nicht von CD34"-Vorlauferzellen und Myeloblasten exprimiert wird.
Wenn der Vergleich von LD-PMN als unreife Neutrophile im peripheren Blut von Tumorpatienten
mit Vorlauferzellen von Neutrophilen im Knochenmark gesunder Spender zulassig ist, sind LD-
PMN weiter differenziert als Myeloblasten. Da CD66b homogen von LD-PMN starker exprimiert
wird als von HD-PMN, scheint nicht nur die stabkernige Subpopulation, sondern die Gesamtheit
der LD-PMN unreif zu sein.

Dafur spricht ebenfalls ihre Expression von CD16 (3.2.1). Erst im Stadium der Metamyelozyten
und Stabkernigen beginnt die Expression von CD16 und nimmt bis zum reifen Segmentkernigen

2;105;106

kontinuierlich zu . Diese Beobachtungen werden durch die Korrelation des Anteils der

CD16"" LD-PMN mit dem Anteil der stabkernigen LD-PMN (3.4.3) bestatigt. Auf der anderen

low

Seite bedeutet diese Kinetik der Expression von CD16, dass neben den CD16"" auch die
CD16"" LD-PMN unreif sein konnten, da sie eine signifikant schwéchere Expression von CD16
als HD-PMN aufwiesen. Apoptose'® ist als Grund fir schwachere Expression von CD16 durch
die Viabilitat isolierter LD-PMN ausgeschlossen. Da Neutrophile bei Apoptose CD15 herunter-
regulieren'®, spricht auch die homogen erhohte Expression von CD15 gegen apoptotische LD-
PMN. Die Abspaltung von CD16 auf der Oberflache'® von LD-PMN kénnte prinzipiell eine
Erklarung sein und kann hier nicht ausgeschlossen werden.

CD15 wird von den unreifen Neutrophilenstadien der Promyelozyten, Myelozyten, Meta-
myelozyten und Stabkernigen starker exprimiert als von reifen Neutrophilen?’. Die homogen
erhohte Expression von CD15 auf LD-PMN im Vergleich zu HD-PMN unterstreicht damit das
unreife Differenzierungsstadium aller LD-PMN und belegt auRerdem die Abwesenheit von
Eosinophilen, die CD15 nicht exprimierensl. Expression von CD14 beginnt im Stadium der
Stabkernigen'® und erreicht erst auf reifen Neutrophilen die maximal konstitutive
Expressionsstarke. Folglich bestétigt die signifikant schwéachere Expression von CD14 auf LD-
PMN ihr unreifes Differenzierungsstadium. Uber die Expression von MHC Klasse | auf Vorlaufern
von Neutrophilen ist bisher nichts bekannt. Unter Bericksichtigung des unreifen
Differenzierungsstadiums der LD-PMN und der schwécheren Expression von MHC Klasse | im
Vergleich zu reifen HD-PMN (3.2.1) scheint dieser Rezeptor wahrend der Reifung von

Neutrophilen zuzunehmen. Allerdings handelt es sich bei den unreifen Neutrophilen dieser Arbeit
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um LD-PMN aus dem peripheren Blut von Tumorpatienten, so dass die Ubereinstimmung mit
Vorlaufern von Neutrophilen aus gesunden Spendern noch gepruft werden muss. Die Expression
von CD11b beginnt nach Terstappen et al. im Stadium der Promyelozyten und wird auf
Myelozyten weiter hochreguliert bis nach den Stadien der Metamyelozyten und Stabkernigen eine
maximale konstitutive Expression auf reifen Neutrophilen erreicht ist’. Die signifikant schwachere
Expression von CD11b auf LD-PMN im Vergleich zu HD-PMN bestatigt daher den unreifen Status
aller LD-PMN.

Unreife Neutrophile gesunder Spender weisen in durchflusszytometrischen Analysen eine erhdhte

Vorwarts-Streuung (FSC) von fokussierten Lichtstrahlen auf''°

. So wurden fiir Myeloblasten,
Promyelozyten und Myelozyten gesteigerte FSC-Werte beobachtet”. Den Stadien der
Metamyelozyten und Stabkernigen wurden ebenfalls hohere FSC-Werte zugeordnet als
segmentkernigen, reifen Neutrophilenz. Der unreife Zustand aller LD-PMN spiegelt sich demnach
auch in ihrem homogen erhthten FSC-Wert wider (3.1.2). Erhohte FSC-Werte werden durch
gesteigertes Zellvolumen bedingt. Ob das gesteigerte Zellvolumen der einzige Grund fir die
verminderte Dichte der LD-PMN ist, kann anhand der erhobenen Daten nicht bestimmt werden.
Zusammengefasst weist die anhand der Expression von CD16 identifizierte Heterogenitat der LD-
PMN auf zwei verschiedene Reifungsstadien hin. Aufgrund der segmentierten Kernmorphologie,
nur minimal schwacheren Expression von CD11b, CD14 und CD16, aber starkeren Expression
von CD66b und CD15 reprasentieren frihe segmentkernige Neutrophile eine unreife
Subpopulation der LD-PMN. Stabkernige Neutrophile stellen der Kernmorphologie nach die
zweite unreife Subpopulation dar, die der beginnenden Expression von CD16 zufolge auch
Metamyelozyten einschliel3en kann. Dieses Ergebnis entkréftet klar die Hypothese von Schmielau
und Finn®, nach der LD-PMN aktivierte reife Neutrophile sind. Die schwéachere Expression von
CD11b, CD14 und CD16 widerspricht der Anwesenheit aktivierter Neutrophiler in der LD-PMN-
Fraktion, da aktivierte reife Neutrophile fur gewdhnlich gesteigerte Expression von CD11b'%*%,
CD14%"* und CD16' aufweisen.

Eine Ursache fir die Prasenz unreifer Neutrophiler im peripheren Blut von Tumorpatienten und
nicht im Blut gesunder Spender kdnnte die massive Infiltration von Tumoren durch Neutrophile
sein. Die damit verbundene, verstarkte Ausschittung von Neutrophilen aus dem Knochenmark
kdnnte eine erhéhte Freisetzung von Stabkernigen hervorrufen. Eine andere Méglichkeit ist, dass
in Tumorpatienten die neutrophile Granulopoese beeintrachtigt ist und nicht alle Neutrophilen
vollstandig ausreifen, bevor sie ins periphere Blut ausgeschuittet werden. Tumore produzieren
z.B. G-CSF""**? ynd GM-CSF'*?, was zur vermehrten Ausschiittung von unreifen Neutrophilen
filhren kann®. Dariiber hinaus kénnte auch ein anderer, von Tumoren freigesetzter Faktor direkt
oder indirekt die Anzahl der LD-PMN im peripheren Blut beeinflussen.

Die Expressionsverhéltnisse von CD16, CD14 und CD11b auf LD- und HD-PMN missen nicht
zwangslaufig gegen tumoral gebildetes G-CSF als Grund fur unreife Neutrophile im peripheren

100 ynd carulli®® zur

Blut von Tumorpatienten sprechen. In den zitierten Arbeiten von de Haas et al.
gesteigerten Expression von CD11b, CD16 und CD14 auf Neutrophilen (S. 48-50) nach Injektion
von G-CSF wurden Dosen injiziert, die nicht der Menge von tumoral freigesetztem G-CSF

entsprechen mussen. Unabhangig davon koénnte die Wirkung von tumoralem G-CSF auf das
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Knochenmark einem anderen Mechanismus folgen als subkutan injiziertes G-CSF. Im folgenden
Abschnitt werden die Ergebnisse zu den funktionellen Eigenschaften von LD-PMN analysiert und

dabei die Diskussion zu aktivierten Neutrophilen in der LD-PMN-Fraktion fortgesetzt.

4.4  Funktionelle Eigenschaften von LD-PMN

Aktivierte reife Neutrophile weisen neben Verdnderungen im Phénotyp auch modifizierte
Funktionen auf. So zeigen beispielsweise durch IL-8 voraktivierte Neutrophile eine gesteigerte

103113 " \weitere Funktionen wie

Produktion von ROI nach Stimulation mit bakteriellen Faktoren
Adhéasion und Produktion von Zytokinen koénnen ebenfalls durch Voraktivierung verstarkt
werden™.

Interessanterweise wiesen LD-PMN eine verstéarkte Adhasion an Endothelzellen auf (3.5.1).
Ursache daflir konnte Aktivierung durch Entzindungsmediatoren sein, wie HD-PMN nach
Stimulation mit PF4 zeigen. Unter Bericksichtigung der LD-PMN als unreife Neutrophile scheint
ihre erhéhte Adhéasion jedoch in der gesteigerten Expression von Adhasionsmolekilen infolge

194 30 vermittelt das Selektin CD15 Adharenz an

115

ihres Differenzierungsgrades begriindet zu sein
Endothelzellen"™* und auch CD66b ist als Adhasionsmolekiil beschrieben™. Hetherington und
Quie berichteten Uber stabkernige Neutrophile, dass sie in gréRerer Zahl als segmentkernige
Neutrophile an Nylon-Wollfasern adharieren™®. Dies ist zwar nicht mit der Adharenz an
Endothelzellen vergleichbar, spricht aber fir eine konstitutiv verstarkte Adhasivitat von spéaten,
unreifen Neutrophilen. Ob die gesteigerte Adharenz von LD-PMN nur aus dem
Differenzierungsgrad und der spezifischen Expression resultiert oder durch Stimulation in vivo
induziert wird, kann hier nicht geklart werden. Dessen ungeachtet konnten LD-PMN aufgrund
ihrer verstarkten Adhasivitat an Endothelzellen in viel gréRerer Zahl im peripheren Blut vorliegen,
als in dieser Arbeit anhand der frei zirkulierenden LD-PMN bestimmt wurde.

Wichtig fur die Analyse der Adhasion von LD-PMN war, den Einfluss der Isolierung durch MACS
zu Uberprifen. Jedoch hatten sowohl der Einsatz von MACS-Saulen, als auch der in dieser Arbeit
genutzte Antikdrper gegen CD66b keinen Einfluss auf die Adhésion. Im Gegensatz dazu

17 verstarkte Adhasion von

beschrieben Skubitz et al.”® und Ruchaud-Saragano et al.
Granulozyten an Endothelzellen durch Antikbrper gegen CD66b. Sie verwendeten zwar
denselben Antikorperklon wie in der vorliegenden Arbeit, aber in zehnfach héherer Konzentration
und direkt in den Adh&sionsansétzen mit Endothelzellen und Granulozyten.

Die lIsolierung von Granulozyten durch MACS mit Antikbrper gegen CD66b verandert der
vorliegenden Arbeit zufolge ebenfalls nicht die Chemotaxis (3.5.2). LD-PMN wiesen gegeniiber
HD-PMN eine deutlich verminderte Chemotaxis auf. Dies bestatigte sich sowohl bei Verwendung
von fMLP als auch bei Monozyten-konditioniertem Medium, welches IL-8 enthielt. Dabei sollte
Uber zwei verschiedene Rezeptoren Chemotaxis induziert werden, doch LD-PMN migrierten
kaum, was auf allgemein reduzierte Chemotaxis hinweist. Nach Glasser et al. erwerben
Neutrophile die Fahigkeit zur Chemotaxis erst im Stadium der Stabkernigen. Darliber hinaus
beobachteten sie fiir Stabkernige nur 50 % der chemotaktischen Aktivitdt von
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Segmentkernigen~". Dies wird von Carulli bestétigt, der Uber reduzierte Migration von unreifen

Neutrophilen in entziindetes Gewebe berichtete®™. Da es sich bei den untersuchten LD-PMN
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jedoch um unreife Neutrophile aus Tumorpatienten handelt, ist ein Vergleich mit unreifen
Neutrophilen aus Tumorfreien Spendern nicht ohne weiteres moglich. Doch scheinen sich LD-
PMN in ihrer Chemotaxis nicht wesentlich von unreifen Neutrophilen aus gesunden Spendern zu
unterscheiden. Die reduzierte Chemotaxis von LD-PMN konnte bedeuten, dass sie in vivo kaum
aus dem Blut rekrutiert werden. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass hier in vitro nur
proinflammatorische Chemotaxine als Stimuli verwendet wurden. In vivo kénnen andere
Chemotaxine freigesetzt werden, durch die LD-PMN rekrutiert werden.

Hinsichtlich der Kapazitat unreifer Neutrophiler zur Produktion von IL-8 ist bisher nichts bekannt.
LD-PMN unterschieden sich in der konstitutiven Freisetzung von IL-8 nicht signifikant von HD-
PMN, wahrend sie nach Stimulation mit LPS oder BCG weniger IL-8 produzierten (3.5.4). Dieses
Ergebnis scheint dem Bild der sukzessiven Entwicklung von Funktionen wahrend der neutrophilen
Granulopoese in dem Sinne zu entsprechen, dass die Fahigkeit zur Produktion von IL-8 erst in
reifen Neutrophilen vollstandig induzierbar ist. Die verminderte Freisetzung von IL-8 spricht
ebenfalls gegen die Hypothese von Schmielau und Finn, nach der es sich bei LD-PMN um

aktivierte reife Granulozyten handeln soll®

. Aktivierte Neutrophile weisen eine gesteigerte
Freisetzung von IL-8 auf’. Einem solchen aktivierten Status der LD-PMN widerspricht ebenfalls
ihre stark eingeschrankte Produktion von ROI (3.5.3).

Auch diese funktionelle Eigenschaft wurde nicht durch die Isolierung mittels Antikérper gegen
CD66b beeinflusst. Im Gegensatz dazu berichteten Lund-Johansen'® und Ruchaud-
Sparagano''’ Uber gesteigerte Freisetzung von ROI durch Antikdrper gegen CD66b nach
Stimulation mit fMLP. Sie verwendeten zwar denselben Antikérperklon wie in der vorliegenden
Arbeit, aber die doppelte bis 50fache Konzentration. Bestatigt wird das Ergebnis zur Isolierung
durch MACS von Zahler et al.”, die nach Verwendung von anti CD15-Beads ebenfalls keinen
Einfluss auf die Produktion von ROI fanden.

Unter Berilcksichtigung der LD-PMN als unreife Neutrophile aus Tumorpatienten bestétigt ihre
drastisch reduzierte Produktion von ROI die Beobachtungen von Glasser et al."*® und Zakhireh et
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al.

. Sie stellten fest, dass sich die Fahigkeit zur Produktion von ROI erst ab dem Stadium der
Metamyelozyten entwickelt, die sich minimal zur Freisetzung von ROI stimulieren lassen. Zwar
beschrieben sie im Vergleich zu Metamyelozyten gesteigerte Freisetzung von ROl bei
Stabkernigen und frihen Segmentkernigen des Knochenmarks, doch betrug der Umfang der
Produktion von ROl weniger als 50 % der Freisetzung durch reife Neutrophile aus dem
peripheren Blut. Damit entsprechen LD-PMN auch in dieser Funktion unreifen Neutrophilen aus
dem Knochenmark gesunder Spender.

Die stark eingeschrankte Produktion von ROI widerlegt eine weitere Darstellung von Schmielau
und Finn®. In ihren Ansatzen wurde peripheres Blut gesunder Spender mit fMLP stimuliert und es
konnten nach Dichtegradientenzentrifugation Granulozyten in der MNC-Fraktion nachgewiesen
werden. Aus diesem Modellversuch schlossen sie, dass Granulozyten geringerer Dichte in den
MNC von Tumorpatienten aktiviert seien. Weiter stimulierten sie T-Zellen gesunder Spender mit
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) und lonomycin in Kokultur mit Granulozyten. Diese Stimulation
fuhrte zur Produktion von IFNy bei T-Zellen und zur Freisetzung von ROI bei Granulozyten. Durch

die freigesetzten ROI der Granulozyten beobachteten sie eine Verminderung der Zahl IFNy-
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produzierender T-Zellen. Sie schlossen daraus, dass aktivierte Granulozyten in Form von LD-
PMN ROI freisetzen und auf diese Weise T-Zellen im peripheren Blut von Tumorpatienten
supprimieren wirden. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zum Phénotyp (4.3) und
den funktionellen Eigenschaften (4.4) sind LD-PMN aus Tumorpatienten weder aktivierte
Granulozyten, noch produzieren sie ROI in vergleichbarem Umfang wie HD-PMN. LD-PMN
reprasentieren unreife Neutrophile, die eine stark eingeschrankte Kapazitat zur Generierung von
ROI aufweisen.

Physiologische Konsequenzen der LD-PMN werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

4.5 LD-PMN supprimieren die Proliferation von T-Zel len

T-Zellen aus Tumorgewebe sowie aus peripherem Blut von Tumorpatienten lassen sich in vitro

28,121

nur vermindert zu Proliferation stimulieren . Als mdgliche Ursachen wurden unter anderem

%0122 und reduzierte Expression der CD3Z-Kette®* bei Patienten

induzierte Apoptose in T-Zellen
mit verschiedensten Tumorentitdten beschrieben. Als Ausldser derartiger Suppression von T-
Zellen wurden unter anderem unreife myeloide Suppressorzellen in Tumor-tragenden Mausen®®
und Tumorpatienten® identifiziert.

Zur Evaluierung des suppressiven Charakters von LD-PMN wurden in der vorliegenden Arbeit
Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Tumorpatienten isoliert und die Proliferation der T-
Zellen durch Antikérper gegen CD3 und CD28 induziert (3.5.5). In allen untersuchten Fallen
wurde eine im Vergleich zu T-Zellen von gesunden Spendern reduzierte Proliferation beobachtet,
was die bereits erwahnten Beobachtungen von Miescher et al.?® und Whiteside et al.*** bestatigt.
Die Proliferation der T-Zellen von Tumorpatienten &nderte sich durch direkte Kokultur mit
autologen HD-PMN weder in der Zahl der Tochtergenerationen, noch im Anteil der Tochterzellen.
Im Gegensatz dazu bildeten sich bei direkter Kokultur mit LD-PMN weniger Tochtergenerationen
und insgesamt weniger Tochterzellen. Das heif3t, LD-PMN aus Tumorpatienten supprimieren die
in vitro induzierte Proliferation von T-Zellen und sie stellen unreife Neutrophile dar (4.3). Die
Beobachtungen von Gabrilovich et al.>®® und Melani et al®® zu unreifen myeloiden
Suppressorzellen in Tumor-tragenden Mausen wurden somit durch die vorliegende Arbeit auf
Tumorpatienten Ubertragen.

Kusmartsev und Gabrilovich beschrieben unreife myeloide Suppressorzellen aus Tumor-
tragenden Mausen als eine heterogene Population, bestehend aus dendritischen Zellen,
Makrophagen und Granulozyten'”®. Almand et al. wiesen ebenfalls Makrophagen und
dendritische Zellen als unreife myeloide Suppressorzellen in Patienten mit Karzinomen der
Lunge, der Brust, des Kopfes und des Halses nach®, wahrend Young et al. unreife myeloide
Suppressorzellen aus den letztgenannten Tumorpatienten zu Monozyten differenzieren konnten®,
Zea et al. wiesen myeloide Suppressorzellen in Patienten mit Nierenkarzinom nach und
spekulierten Uber unreife dendritische Zellen, Promonozyten, sowie Myelozyten und
Metamyelozyten®. In der vorliegenden Arbeit wurden eindeutig unreife Neutrophile als myeloide
Suppressorzellen aus Tumorpatienten identifiziert. Inwieweit andere myeloide Suppressorzellen,
wie dendritische Zellen oder Monozyten eine Rolle spielen, bleibt nach den Ergebnissen meiner
Arbeit offen.
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Weiter beobachteten Schmielau und Finn im Blut von Tumorpatienten T-Zellen mit reduzierter
Expression der CD3(-Kette und verminderter Produktion von Zytokinen nach Stimulation mit PMA
und lonomycin®. Die Ursache fiir diese Suppression von T-Zellen ordneten sie, wie schon
erwahnt, der Freisetzung von ROI aus LD-PMN zu. Diese Vermutung wurde jedoch bereits in 4.4
mit dem unreifen Differenzierungsstadium der LD-PMN (4.3) und ihrer stark eingeschrankten
Produktion von ROI (3.5.3) widerlegt. Young et al. bestimmten den Transformierenden
Wachstumsfaktor-B (TGF-P) als Mediator der Suppression von T-Zellen durch unreife myeloide
Suppressorzellen63, was fur LD-PMN im Rahmen dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden
kann, aber aufgrund des unreifen Differenzierungsstadiums unwahrscheinlich erscheint. Zea et al.
fanden neben reduzierter Expression der CD3(-Kette, sowie verminderter Proliferation und
Produktion von Zytokinen, ebenfalls erhohte Aktivitdt von Arginase in den MNC von
Tumorpatienten und wiesen Arginase | in unreifen myeloiden Suppressorzellen nach®®. Arginase |
wird konstitutiv von Granulozyten exprimiert und hydrolysiert Arginin zu Ornithin und Harnstoff'**.
Arginin ist eine essentielle Aminosaure fiir den Expressionszyklus der CD3Z-Kette'”®. Nach
Bindung von Antigen oder Antikérper gegen CD3 wird die CD3(-Kette internalisiert, degradiert,
neu synthetisiert und reexprimiert. Bei Arginin-Mangel nimmt die Expression der CD3(-Kette ab,
was zu verminderter Proliferation und reduzierter Produktion von Zytokinen fiihrt. Zea et al. legten
deshalb Depletion von Arginin durch unreife myeloide Suppressorzellen der Suppression von T-
Zellen in Tumorpatienten zugrunde. Dieser Mechanismus scheint ebenso fur die Suppression der
Proliferation von T-Zellen durch LD-PMN aus Tumorpatienten mdoglich. Die Beschreibung der
unreifen myeloiden Suppressorzellen von Zea et al.** als polymorphkernige Zellen in den MNC
von Tumorpatienten mit Expression von CD15 und Abwesenheit von CD14 trifft auf die in der
vorliegenden Arbeit charakterisierten LD-PMN zu.

Von Schmielau und Finn wurde des Weiteren gezeigt, dass ein erhdhter Anteil von LD-PMN mit
dem verminderten Anteil IFNy-produzierender T-Zellen korreliert®®. Diese Korrelation sowie die in
3.5.5 nachgewiesene immunsuppressive Funktion der LD-PMN unterstreichen die erforderliche
Berlcksichtigung unreifer immunsuppressiver Neutrophiler im peripheren Blut von
Tumorpatienten bei der immuntherapeutischen Behandlung, welche T-Zellen zur spezifischen
Bekadmpfung von Tumorzellen instrumentalisieren will.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit eindeutig unreife
Neutrophile im peripheren Blut von Tumorpatienten mit funf verschiedenen Tumorentitaten
nachgewiesen wurden und erstmals ein Protokoll zu ihrer hochreinen Isolierung erfolgreich
entwickelt wurde. lhr immunsuppressiver Charakter wurde anhand der Inhibition der Proliferation
von T-Zellen demonstriert und beruht nicht auf Freisetzung von ROI.

Ein zukinftiges Ziel besteht in der Aufklarung des suppressiven Mechanismus der in dieser Arbeit
charakterisierten unreifen Neutrophilen in From von LD-PMN aus dem Blut von Patienten mit
fortgeschrittenen Tumorerkrankungen. Die Gabe von Pharmaka zur spezifischen Induktion
weiterer Reifung der unreifen Neutrophilen kodnnte immuntherapeutische Behandlungen

unterstutzen. Denkbar ist die Anwendung von Retinolséure oder entsprechender Derivate, welche
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die Differenzierung von unreifen myeloiden Zellen zu reifen Neutrophilen induzieren'®® und bereits

klinisch genutzt werden™?’.
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