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Next to cardiovascular diseases, cancer is the most important cause of death in industrialized countries. Immunotherapy is a promising therapeutic avenue, but the efficiency of immune-based treatments is severely hampered by the induction of immunosuppressive mechanisms by the tumor. A major cause of immunosuppression is the fact that growing tumors are able to affect myelopoiesis through different tumor-derived factors, resulting in the accumulation of CD11b+ Gr-1+ myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in primary and secondary lymphoid organs as well as at the tumor site. MDSCs consist of two main subpopulations, known as monocytic MO-MDSCs and granulocytic PMN-MDSCs. 

The ability of MDSCs to suppress CD8+ T cell proliferation has been documented. However, whether these distinct MDSC subsets hamper all aspects of early CD8+ T-cell activation - including cytokine production, surface marker expression, survival and cytotoxicity - is currently unclear. In addition, the effect of MDSCs on dendritic cell (DC) function remains unexplored, despite the known importance of DCs for initiating and maintaining effective anti-tumor T-cell responses.

First, we analyzed how MO- and PMN-MDSCs exactly influence the various features of CD8+ T-cell activation. Our data demonstrate that splenic MO- and PMN-MDSCs suppress antigen-driven CD8+ T-cell proliferation, but use distinct signaling pathways and effector molecules to do so. MO-MDSC-mediated T-cell suppression depends entirely on IFN-gamma, for which nitric oxide (NO) was one of the major mediators, while PMN-MDSCs display a suppressive mechanism that was mainly IFN-gamma- and NO-independent. In concordance with their ability to suppress CD8+ T-cell proliferation, MO- and PMN-MDSCs diminish interleukin (IL)-2 levels. Unexpectedly however, both MDSC populations stimulate IFN‑gamma production by CD8+ T cells on a per-cell basis, illustrating that some T-cell activation characteristics are actually stimulated by MDSCs. In addition, our data demonstrate that MO- and PMN-MDSCs differentially modulate the expression of (i) several adhesion molecules, (ii) Fas, which has a central role in the regulation of programmed cell death, and (iii) granzyme B. Together, these effects result in an altered CD8+ T-cell adhesiveness to the extracellular matrix and selectins, sensitivity to FasL-mediated apoptosis and cytotoxicity. Hence, our data clearly show that MDSCs intricately influence different CD8+ T-cell activation events in vitro, whereby some parameters are suppressed while others are stimulated.

As defective CD8+ T-cell proliferation might result from altered T-cell priming by DCs, we next explored the capacity of MDSCs to alter the DC phenotype, both in vitro and in vivo. We show that resident as well as migratory DCs from draining lymph nodes – but not from spleen - of tumor-bearing mice, display a clear up-regulation of programmed cell death 1 ligand (PD-L1), which plays a major role in suppressing the immune system. We provide evidence that these alterations are induced locally by MO-MDSCs, but not by PMN-MDSCs. Accordingly, MO-MDSCs are the dominant MDSC population within tumor-draining lymph nodes. This preferential homing of MO-MDSCs is driven by the tumor via chemoattraction through chemokine receptor CCR2. 

In conclusion, this work brings new insights to the mechanisms of MDSC-mediated immune regulation in cancer, highlighting the existence of suppressive as well as stimulatory effects on various features of CD8+ T-cell activation while uncovering an influence of MO-MDSCs on the DC phenotype, which can be seen as a novel mode of MDSC-mediated immunoregulation 

Samenvatting

Naast cardiovasculaire ziekten is ook kanker één van de belangrijkste doodsoorzaken in geïndustrialiseerde landen. Het ontwikkelen van nieuwe behandelingsmethoden is daarom van cruciaal belang. Dankzij de ontdekking van tumorantigenen is immuuntherapie een plausibele benadering geworden. Tumorantigenen worden specifiek uitgedrukt door kankercellen en kunnen door het immuunsysteem herkend worden. Dendritische cellen (DCs) spelen hierbij een belangrijke rol aangezien deze cellen tumorantigenen oppikken, deze vervolgens naar de tumordrainerende lymfeklieren migreren en daar onrijpe CD8+ T-cellen activeren. Deze geactiveerde T-cellen keren tenslotte terug naar de tumor om daar hun anti-tumorale rol te vervullen.

Hoewel duidelijk aangetoond werd dat immuniteit tegen tumorantigenen opgewekt kan worden, zijn betekenisvolle klinische resultaten van immuuntherapie tot nu toe zeldzaam. Eén van de problemen bij het induceren van een efficiënte anti-tumor immuunrespons is de aanwezigheid van immuun-onderdrukkende mechanismen, waarbij myeloïde-afgeleide suppressor cellen ("Myeloid-derived suppressor cells" of MDSCs) een belangrijke functie vervullen. 

Recente bevindingen van ons labo tonen aan dat de MDSC populatie uit twee verschillende subfracties bestaat: de monocytaire MO-MDSCs en de granulocytaire PMN-MDSCs. Zowel MO- als PMN-MDSCs kunnen antigen-specifieke CD8+ T-cel proliferatie onderdrukken. De uitwerking van deze MDSCs op andere aspecten van CD8+ T-cell activatie – met inbegrip van cytokine productie, expressie van oppervlakte merkers, viabiliteit en cytotoxiciteit - is tot op heden echter onduidelijk. Bovendien is er nagenoeg niets gekend over een mogelijke interactie tussen MDSCs en DCs, ondanks het belang van DCs bij het opwekken en onderhouden van een efficiënte anti-tumor T-cel-respons.

In het eerste luik van deze studie werd het effect van MO- en PMN-MDSCs op de verschillende facetten van CD8+ T-cel activatie onderzocht. Onze data toont aan dat het suppressieve fenotype van MO-MDSCs volledig opgewekt wordt door IFN-( en dat deze cellen CD8+ T-cel proliferatie voornamelijk onderdrukken via de productie van stikstofmonoxide (NO). PMN-MDSCs, daarentegen, onderdrukken T-cel-proliferatie voornamelijk via IFN‑(‑ en NO‑-onafhankelijke mechanismen. Voorts tonen wij ook aan dat beide MDSC populaties de secretie van interleukine (IL)-2 door CD8+ T-cellen kunnen onderdrukken. Ondanks hun suppressief effect op de IL-2 productie, stimuleren beide MDSC populaties de IFN-(-productie van CD8+ T-cellen. Deze resultaten tonen aan dat MDSCs sommige T-cel-activatie kenmerken niet onderdrukken maar verassend genoeg stimuleren. Voorts tonen we ook aan dat MO-MDSCs de expressie van verschillende adhesie receptoren, alsmede granzyme B, onderdrukken terwijl deze cellen de expressie van Fas, een receptor die een centrale rol heeft in de regulatie van geprogrammeerde celdood, net bevorderen. Hierdoor kunnen CD8+ T-cellen minder goed binden op selectines en op de extracellulaire matrix, vertonen ze een verminderde cytotoxische capaciteit, en zijn ze daarenboven gevoeliger voor Fas ligand-gemedieerde apoptose. Samenvattend kunnen we stellen dat MDSCs de activatie van CD8+ T-cellen op een complexe manier beïnvloeden waarbij sommige parameters worden onderdrukt terwijl anderen net gestimuleerd worden. 

Aangezien een verminderde CD8+ T-cel proliferatie ook het gevolg kan zijn van slecht functionerende DCs, werd in het tweede luik van deze studie onderzocht of MDSCs een effect hebben op de correcte werking van DCs. Onze bevindingen tonen aan dat DCs, die aanwezig zijn in de tumordrainerende lymfeklieren, een verhoogde expressie vertonen van programmed cell death 1 ligand (PD-L1), een molecule die een belangrijke rol speelt bij de onderdrukking van het immuunysteem. Daarenboven tonen wij aan dat deze lokale PD-L1-opregulatie geïnduceerd wordt door MO-MDSCs maar niet door PMN-MDSCs. Tevens vormen MO-MDSCs de dominante MDSC populatie in de tumordrainerende lymfeknopen. Wij tonen bovendien aan dat hun dominante accumulatie wordt gedreven door de tumor via een chemoattractie aan de hand van chemokinereceptor CCR2.

Samengevat brengt dit werk nieuwe inzichten in de mechanismes die gehanteerd worden door MDSCs om de antitumor T-cel-activiteiten te onderdrukken. Dit doen we enerzijds door aan te tonen dat MDSCs zowel onderdrukkende als stimulerende effecten hebben op de verschillende facetten van CD8+ T-cel activatie, en anderzijds door het beschrijven van een nieuw mechanisme waarbij MDSCs de antitumor T-cel-activiteiten onderdrukken door interferentie met antigenpresenterende DCs. 
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