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1. Deutsche Zusammenfassung 

1.1 Einleitung 

1.1.1 Regulationsstörungen des Knochenstoffwechsels 

Dysbalancen der Knochenhomöostase und daraus resultierende Erkrankungen stellen 

eine große Belastung für Patient*innen dar und sind gesellschaftlich von zunehmender 

Relevanz. In dieser Hinsicht ist noch nicht vollständig erwiesen, wodurch das 

Ungleichgewicht in der Regulation von Osteoblasten (OB) und Osteoklasten (OC) 

zustande kommt, das die verminderte Knochenqualität bedingt. Zu den Erkrankungen, die 

auf diesem Pathomechanismus beruhen, gehören unter anderem die Osteoporose, 

aseptische Lockerungen von Gelenksendoprothesen, bestimmte maligne 

Skeletterkrankungen sowie ossäre Metastasierung anderer Krebserkrankungen. Ihnen 

allen gemein sind die derzeit verbesserungswürdigen diagnostischen und 

therapeutischen Möglichkeiten. 

Das Krankheitsbild der Osteoporose ist durch ein erhöhtes Frakturrisiko, insbesondere 

der Hüfte sowie der Wirbelsäule, charakterisiert. Oftmals erfolgt in einem solchen Fall 

jedoch nur die Frakturversorgung und die zugrundeliegende Reduktion der 

Knochendichte wird nicht korrekt und/oder nicht rechtzeitig diagnostiziert (Cai et al., 2020; 

De Martinis et al., 2020). Darüber hinaus sind auch die therapeutischen Möglichkeiten 

nicht genügend. Zur Frakturprophylaxe werden Calcium und Vitamin D substituiert, dies 

stellt jedoch keine kausale Therapie dar. Weiterhin werden antiresorptive Pharmaka 

eingesetzt, die gravierende Nebenwirkungen verursachen können: Bisphosphonate und 

der Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL) -Inhibitor Denosumab bedingen 

Kiefernekrosen, der Sklerostin-Inhibitor Romosozumab geht mit einem deutlich 

gesteigerten kardiovaskulären Risiko einher und selektive Östrogen-Rezeptor-

Modulatoren potenzieren das Vorkommen thrombembolischer Ereignisse. Osteoanabole 

Effekte werden sowohl über den Sklerostin-Inhibitor Romosozumab als auch über 

Parathormon-Analoga wie Teriparatid erreicht, letztere dürfen aufgrund des Auftretens 

von Osteosarkomen im Tierversuch jedoch maximal 24 Monate eingesetzt werden. 

Ebenso limitiert ist die Anwendung aller anderen Antiosteoporotika, mit maximal acht 

Jahren am längsten darf dabei noch der selektive Östrogen-Rezeptor-Modulator 

Raloxifen verwendet werden (Kim et al., 2021). Der Osteoporose liegt allerdings in etwa 
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90 % der Fälle ein postmenopausaler Östrogenmangel zugrunde, sodass diese 

Therapiezeiträume in Anbetracht der durchschnittlichen Lebenserwartung nach Eintritt 

der Menopause bei Weitem nicht ausreichend sind. Zuletzt ist zu bedenken, dass kaum 

Studien existieren, die die verschiedenen Pharmaka direkt gegenüberstellen und dadurch 

evidenzbasierte Empfehlungen kaum sinnvoll formuliert werden können (Apostu et al., 

2018; De Martinis et al., 2020). 

Ähnlich verhält es sich mit der Lockerung von Gelenksendoprothesen, bei der sich vor 

allem die diagnostische Differenzierung zwischen septischen und aseptischen Ursachen 

kompliziert gestaltet. Die septische Lockerung wird durch eine bakterielle Entzündung 

ausgelöst und kann antibiotisch sowie mithilfe einer Revisionsoperation behandelt 

werden. Der aseptischen Lockerung liegt hingegen eine Abriebpartikel-bedingte 

Knochenresorption zugrunde, die eine lokale Inflammation auslöst und in deren Folge 

Osteolysen um die Implantat-Knochen-Grenze auftreten. Therapeutisch wird ein 

operativer Prothesenwechsel vorgenommen, dieser stellt jedoch einerseits keinen 

kausalen Therapieansatz dar und ist andererseits auch mit allen erneuten peri- und 

postoperativen Risiken für die Patient*innen verbunden. Eine ursächliche Therapie der 

Dysbalance des Knochenstoffwechsels der aseptischen Endoprothesenlockerung 

existiert bisher noch nicht, könnte allerdings zukünftig durch eine Kombination aus 

spezifischer Entzündungshemmung und lokaler Inhibition der Knochenresorption erzielt 

werden (Cong et al., 2023; Korn et al., 2020). 

Maligne Erkrankungen des Knochens lassen sich in Osteosarkome, Ewing-Sarkome 

sowie Chondrosarkome einteilen. Frühe Erkrankungsstadien präsentieren häufig keine 

charakteristischen Symptome und auch in Spätstadien ist das Beschwerdebild 

uneindeutig, sodass Patient*innen erst mit B-Symptomatik, Schmerzen, 

Bewegungseinschränkungen und pathologischen Frakturen auffallen. Die 

Diagnosestellung wird zudem dadurch erschwert, dass die Inzidenz maligner 

Knochentumoren verhältnismäßig gering ist und zunächst andere Erkrankungen als 

Ursache der Beschwerden in Betracht gezogen werden (Ferguson und Turner, 2018). 

Ebenso ist das therapeutische Management knocheneigener maligner Tumore seit 

langem schwierig, erbringt unveränderte 5-Jahresüberlebensraten zwischen 30 % bei 

metastasiertem Tumorleiden und etwa 60 % bei bestmöglicher Ausgangslage sowie 
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konstant hohe Rezidivraten von circa 30 % (Brown et al., 2018; Thanindratarn et al., 2019; 

Thompson und Chintagumpala, 2012). Osteosarkome sind charakteristischerweise 

resistent gegenüber Radiotherapie und werden mit einem multimodalen Therapiekonzept 

behandelt, das die operative Entfernung des Tumors sowie neo- und adjuvante 

Chemotherapie beinhaltet. Dabei wird die Prognose maßgeblich durch das Ansprechen 

auf die Polychemotherapie bestimmt (Brown et al., 2018; Heymann et al., 2016; Riedel et 

al., 2009). Hochmaligne Ewing-Sarkome werden vergleichbar therapiert, jedoch kann 

zusätzlich zur Resektion, neo- und adjuvanten Chemotherapie auch eine Strahlentherapie 

vorgenommen werden (Brown et al., 2018). Bei Auftreten extrapulmonaler Metastasen 

verschlechtert sich das 5-Jahresüberleben drastisch auf ungefähr 20 %. Indes sind 

Chondrosarkome weder relevant strahlen- noch chemosensibel, sodass lediglich 

operative Resektionen vorgenommen werden können. Die 5-Jahresüberlebensrate ist 

ausgesprochen variabel in Abhängigkeit des Tumorgradings zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung sowie des Auftretens von Lokalrezidiven in ungefähr 20 % der Fälle 

(Brown et al., 2018; Leddy und Holmes, 2014; Whelan und Davis, 2018). 

Ossäre Metastasen sind aufgrund der steigenden Lebenserwartung durch optimierte 

Tumortherapien von steigender Relevanz. Sie treten besonders häufig im Rahmen 

primärer Mamma-, Prostata-, Lungen-, Schilddrüsen- und Nierenzellkarzinome auf und 

stellen derzeit einen unheilbaren Zustand dar (Ban et al., 2021; Huang et al., 2020). Die 

Therapie umfasst die Linderung der Symptomatik sowie die Verlängerung der 

verbleibenden Lebenszeit durch operative Resektion, Strahlentherapie sowie 

antiresorptive Pharmaka, kann aufgrund der Therapierisiken und aggressiver 

Nebenwirkungen jedoch nur bei klinisch stabilen Patient*innen angewandt werden (Del 

Conte et al., 2022; Terpos et al., 2015). Knochenmetastasen gehen mit einem erhöhten 

Risiko für pathologische Frakturen einher. Dies ist dadurch erklärlich, dass Tumorzellen 

unter anderem Interleukin (IL) -1, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF) -α, Macrophage 

Colony-stimulating Factor (M-CSF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

ausschütten, die eine massive Knochendestruktion begünstigen (Hong et al., 2020; Liu et 

al., 2021; Nguyễn et al., 2021). Überdies konnten in der direkten Umgebung von 

Metastasen des Knochens gesteigerte Aktivitätslevel von OC nachgewiesen werden – 

nicht nur um osteolytische, sondern auch um osteoplastische Metastasen herum (Ban et 

al., 2021; Liu et al., 2021; Weilbaecher et al., 2011). Der folgende Verlust von 
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Knochenmatrix bedingt wiederum die Ausschüttung von Transforming Growth Factor 

(TGF) -β, Insulin-like Growth Factor (IGF), Fibroblast Growth Factor (FGF) und Platelet-

derived Growth Factor (PDGF), die ein weiteres Tumorwachstum fördern und mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert sind (De Martinis et al., 2020; Liu et al., 2021). Dieses 

Sekretionsprofil und die verringerte Immunantwort auf maligne Prozesse sind 

Charakteristika des Teufelskreises eines sogenannten „kalten“ Tumormikromilieus, das 

die Metastasierung in Knochen aufrechterhält und fortschreiten lässt (Casimiro et al., 

2009; Gdowski et al., 2017; Liu et al., 2021; Xiang und Gilkes, 2019; Zhu et al., 2022). 

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass solche Fehlregulationen der 

Knochenhomöostase insbesondere auch auf osteoimmunologische Zusammenhänge 

zurückzuführen sind. Aktivierte T-Zellen sezernieren einerseits proinflammatorische 

Zytokine, darunter TNF-α, TGF-β, Interferon (IFN) -γ, IL-1 und IL-6, die das entzündliche 

Milieu aufrechterhalten (De Martinis et al., 2020; Moseley et al., 2018; Pietschmann et al., 

2016; Srivastava et al., 2018), andererseits wird durch Sekretion von RANKL auch die 

Osteoklastogenese gefördert (De Martinis et al., 2020; Filippini et al., 2021). Folglich gerät 

das konstante Remodeling des Knochens aus dem Gleichgewicht und Frakturen treten 

häufiger auf (De Martinis et al., 2020; Terashima und Takayanagi, 2018; Walsh et al., 

2018). In dieser Hinsicht ist insbesondere auch die therapeutische Regulation von 

Immuncheckpoints von Relevanz, da diese eine vergleichbare inflammatorische Reaktion 

auslösen und mit Knochenbrüchen einhergehen kann (Cai et al., 2020; Filippini et al., 

2021). Für Erkrankungen, die auf gestörtem Knochenstoffwechsel beruhen, spiegeln sich 

diese Zusammenhänge derzeit noch nicht im diagnostischen oder therapeutischen 

Management wider. 

 

1.1.2 Immuncheckpoint-Regulation 

Immuncheckpoint-Moleküle stellen bedeutende Regulatoren in zahlreichen Erkrankungen 

dar und die Modulation dieser Signalwege ist inzwischen in Therapiekonzepten 

verschiedenster maligner Erkrankungen unverzichtbar. Auf diversen Zelltypen exprimiert, 

funktionieren Immuncheckpoints als sekundäre Regulatoren der Immunantwort und 

beeinflussen die Kommunikation von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) und T-Zellen 

im Hinblick auf die Abwehr pathogener Einflüsse (Zhang und Zheng, 2020). Hierbei kann 
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die Modulation der Immunantwort sowohl co-inhibitorisch als auch co-stimulatorisch 

erfolgen und gänzlich verschiedene Auswirkungen hervorrufen (Sharma und Allison, 

2015; Wykes und Lewin, 2018). 

Vorwiegend in Krebserkrankungen zeigten sich hochregulierte inhibitorische Checkpoints, 

sodass maligne Zellen dem Immunsystem entgehen und ein weitgehend unkontrolliertes 

Wachstum erfolgen kann (Liu et al., 2021). Pharmakologisch wird sich die Immunevasion 

von Krebszellen zu Nutze gemacht, indem Therapieansätze gegen maligne Zellen nicht 

wie bisher die direkte Elimination der Tumorzellen und Krankheitserreger fokussieren (Lei 

et al., 2021; Sacdalan und Lucero, 2021; Schildberg et al., 2016; Vivarelli et al., 2021), 

sondern mittels inhibitorischen Immuncheckpoint-Antikörpern die endogene 

Immunantwort stimuliert und folglich maligne Zellen eliminiert werden (Hoves et al., 2018; 

Larionova et al., 2020; Pathria et al., 2019). Insgesamt ergibt sich ein komplexes 

immunmodulatorisches System aus der Regulation der „Gas- und Brems-Pedale“ der 

Immunantwort mittels Verstärkens der Stimulation, Bestärkens der Inhibition oder 

Aufhebens des Jeweiligen. Insofern ist nicht nur die Aktivierung der Immunreaktion durch 

Stimulation der Aktivierung oder Inhibition der Herunterregulation vorstellbar, sondern 

umgekehrt auch die Limitierung der Immunreaktion durch Verstärkung der Hemmung 

sowie der Inhibition der Stimulation. Immuncheckpoint-Inhibition (ICI) im engeren Sinne 

bezeichnet momentan jedoch das Blockieren sekundärer immunregulatorischer 

Prozesse, das in einer Stimulation der Immunantwort resultiert und zunehmend in der 

Therapie diverser Krebserkrankungen, beispielsweise des malignen Melanoms, des 

klarzelligen Nierenzellkarzinoms oder Bronchialkarzinomen, angewendet wird (Bagchi et 

al., 2021; Burugu et al., 2018; Buzzatti et al., 2020; Liu et al., 2021; Sasidharan Nair und 

Elkord, 2018). Darüber hinaus existieren vielversprechende Hinweise auf die Wirksamkeit 

der ICI in der Therapie inflammatorischer, autoimmuner sowie parasitärer Erkrankungen, 

so zum Beispiel das humane Immundefizienz-Virus (HIV), Hepatitiden, Tuberkulose, 

Multiple Sklerose, Malaria, Toxoplasmose und Helicobacter pylori (Anderson und 

Anderson, 2006; Das et al., 2006; Dyck und Mills, 2017; Mcberry et al., 2014; Wykes und 

Lewin, 2018). 

Da Immuncheckpoints in der therapeutischen Anwendung derzeit unselektiv blockiert 

werden und dadurch eine generelle Aktivierung des Immunsystems bedingen (Chiavenna 

et al., 2017), ist die Natur der damit einhergehenden Nebenwirkungen, sogenannter 
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Immune-related Adverse Events (IRAEs), leicht verständlich. Resultierende exzessive 

inflammatorische Reaktionen lösen aufgrund der systemischen Toxizität teils 

verheerende autoimmunologische Nebenwirkungen aus, so beispielsweise 

Entzündungen des gastrointestinalen und endokrinen Systems, der Leber, Lunge und 

Haut (Brom et al., 2022; Corsello et al., 2013; Palmieri und Carlino, 2018; Postow et al., 

2018; Sabbatino et al., 2022). Inzidenz und Schwere der IRAEs variieren stark in 

Abhängigkeit der Erkrankung, des inhibierten Checkpoint-Moleküls, der Konzentration 

des eingesetzten Antikörpers und der Konstitution der Patient*innen (Corsello et al., 2013; 

Khair et al., 2019; Khan und Gerber, 2020; Palmieri und Carlino, 2018), mitunter ist sogar 

der Therapieabbruch aufgrund der gravierenden Nebenwirkungen unumgänglich 

(Sabbatino et al., 2022). Gravierende IRAEs können als Zeichen einer stärkeren 

Immunaktivierung verstanden werden und gehen überwiegend mit einer Suppression der 

malignen Grunderkrankung einher (Conroy und Naidoo, 2022; Coschi und Juergens, 

2021), jedoch ist diesbezüglich nicht belegt, ob ein Zusammenhang zwischen IRAEs 

eines bestimmten Organsystems und dem Ausmaß des Therapieerfolgs besteht 

(Sabbatino et al., 2022). In etwa 1 % der Fälle haben die auftretenden IRAEs fatale 

Konsequenzen (Barrueto et al., 2020; Wang et al., 2018). 

Ferner zeigten sich in der klinischen Anwendung teilweise problematische 

Resistenzentwicklungen der Tumorzellen gegen die inhibitorischen Checkpoint-

Antikörper (Chiavenna et al., 2017). Über alle therapierten Krebserkrankungen beträgt die 

Erfolgsrate von ICI-Monotherapien derzeit nur etwa 20 % (Wang et al., 2022). Es wird 

diesbezüglich zwischen primärer ICI-Resistenz, bei der von Beginn an keine Sensibilität 

gegenüber der Inhibition des speziellen Checkpoints besteht, und sekundärer ICI-

Resistenz unterschieden, die sich durch Krankheitsremission aufgrund einer 

Resistenzentwicklung während der Therapie auszeichnet (Pitt et al., 2016; Restifo et al., 

2016; Sabbatino et al., 2022; Syn et al., 2017). Letztere erfahren die meisten 

Patient*innen im Verlauf einer Checkpoint-Therapie, nach Programmed Cell Death 

Protein 1 (PD-1)-/Programmed Cell Death 1 Ligand 1 (PD-L1)-Blockade tritt diese sogar 

in bis zu 50 % der Fälle auf (Bai et al., 2017; Barrueto et al., 2020). Erfolgreiche ICI-

Monotherapien sind dabei überwiegend auf immunologisch „heiße“ Tumoren beschränkt, 

die vorwiegend durch T-Zell-Infiltration charakterisiert sind, wohingegen „kalte“ Tumoren 

sich bisher wesentlich schlechter behandelbar zeigten (Barrueto et al., 2020; 
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Rameshbabu et al., 2021). Trotz der verbesserungswürdigen Erfolgsraten stellt die 

Regulation von Immuncheckpoint-Molekülen bereits jetzt eine hochpotente 

Therapieoption für eine steigende Zahl von malignen Erkrankungen mit umfassender 

klinischer Wirksamkeit dar. 

Diese Einschränkungen der therapeutischen ICI sind künftig auf zweierlei Weise 

optimierbar. Einerseits ist eine Verbesserung des therapeutischen Erfolgs durch 

Kombinationstherapien denkbar, zum Beispiel die gleichzeitige Inhibition von CTLA-4 und 

PD-1 bei metastasiertem malignem Melanom (Chiavenna et al., 2017), sowie andererseits 

durch eine Zelltyp-spezifische Checkpoint-Inhibition, die beide potentiell Nebenwirkungen 

minimieren und zugleich die Therapieeffizienz steigern könnten (Borggrewe et al., 2020; 

Cassetta und Kitamura, 2018; Gibellini et al., 2020). 

 

1.1.3 Regulation myeloider Zellen 

Zusätzlich zur Regulation der Interaktion von APZ und T-Zellen konnte bereits 

nachgewiesen werden, dass Immuncheckpoints auch Einfluss auf die Aktivität myeloider 

Zellen nehmen. Dadurch können konträre Makrophagen-Phänotypen polarisiert werden, 

die mit spezifischen pro- (M1) beziehungsweise anti-inflammatorischen (M2) 

Charakteristika einhergehen (Duan und Luo, 2021; Hou et al., 2020; Mantovani und 

Allavena, 2015; Winograd et al., 2015). Derzeit werden zwar weitere Einflussfaktoren auf 

die Makrophagen-Profile kontrovers diskutiert, nichtsdestotrotz stellt die 

pharmakologische Regulation des angeborenen sowie erworbenen Immunsystems durch 

die Polarisation von Makrophagen zu M1- oder M2-Typen vielversprechende 

Therapieansätze für diverse maligne, infektiöse und autoimmune Krankheitsbilder dar 

(Ahmed et al., 2019; Chen et al., 2019; Guerrero und Sicotte, 2020; Willingham et al., 

2012). Auch auf der Ebene myeloider Zellen fallen einige der Erkrankungen nicht durch 

überaktive Checkpoint-Expression auf, für die ICI eine denkbare Therapieoption 

darstellen würde, stattdessen wurden geringere Checkpoint-Spiegel festgestellt, sodass 

die therapeutische Stimulation der Immuncheckpoints denkbar wäre (Ardura et al., 2019; 

Butler et al., 2021; Saha et al., 2017; Zhao et al., 2021). 

Monozyten und Makrophagen als prominente Vertreter myeloider Zellen sind zudem von 

immenser Relevanz im Knochenstoffwechsel, da sie als Vorläufer der 
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knochenabbauenden OC fungieren. In dieser Hinsicht sind auch die pro- und anti-

inflammatorischen Charakteristika der M1- und M2-Phänotypen von Relevanz für die 

Therapie der Osteoporose, aseptischer Lockerung von Gelenksendoprothesen sowie 

maligner Skeletterkrankungen (Lampiasi et al., 2016; Pereira et al., 2018; Sun, Y et al., 

2021; Yao et al., 2021). Ebenso vorstellbar ist der Einsatz von Immuncheckpoint-

Regulation in der Behandlung sowohl osteoplastischer als auch osteolytischer ossärer 

Metastasen solider Tumore, beispielsweise des malignen Melanoms, des Mamma- oder 

Prostata-Karzinoms (Chiavenna et al., 2017; Dougall, 2012; Kingsley et al., 2007). 

Anhand vielversprechender publizierter Effekte auf Zellen des mononukleären Systems 

wurden die folgenden Checkpoint-Regulatoren und Small Molecule Inhibitoren (SMI) für 

diese Studie ausgewählt: PD-1, PD-L1, Programmed Cell Death 1 Ligand 2 (PD-L2), 

DPPA-1 und Nivolumab als Modulatoren, die bereits klinische Anwendung finden, sowie 

T-cell Immunoreceptor with Immunoglobulin and ITIM Domains (TIGIT), T-cell 

Immunoglobulin and Mucin-domain containing Protein-3 (Tim-3), Glucocorticoid-induced 

TNFR-related Protein  (GITR) und Cluster of Differentiation (CD) 47, für die zwar 

vielversprechende Hinweise für die Therapien diverser Erkrankungen existieren, jedoch 

noch nicht in der Praxis angewendet werden. 

 

1.1.4 Fragestellung 

Aus diesen Überlegungen ergaben sich folgende wesentliche Punkte für die Studie: 

Zunächst sollte in einem umfassenden Screening-Ansatz analysiert werden, ob und falls 

ja, welche Immuncheckpoint-Moleküle die Osteoklastogenese und OC-Funktion in 

welchem Ausmaß beeinflussen. 

Ferner sollte untersucht werden, ob und sofern ja, welche der Immuncheckpoints OC 

überaktivieren und dadurch die Knochenhomöostase negativ regulieren könnten. 

 

1.2 Material und Methoden 

1.2.1 Differenzierung von Osteoklasten 

Für die Analyse der Auswirkungen von Checkpoint-Molekülen auf die Osteoklastogenese 

wurde zunächst die Aufreinigung von mononukleären Zellen des peripheren Bluts (PBMC) 

mittels Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Hierfür wurde venöses Blut der 
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Spender in Lithium-Heparin-Monovetten (SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, 

Deutschland) entnommen, zu gleichen Teilen mit Phosphate-buffered Saline (PBS; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verdünnt und vorsichtig auf das gleiche 

Volumen des BioColl-Trennmediums (Bio & Sell, Feucht, Deutschland) in konische 

50 mL-Falcon Zentrifugenröhrchen geschichtet. Nach einem 25-minütigen 

Zentrifugationsschritt (800 g, 4 °C, Bremse aus) wurde die zellhaltige Interphase in ein 

neues Falcon überführt und mit 50 mL PBS verdünnt. Hiernach wurde erneut 15 Minuten 

lang zentrifugiert (800 g, 4 °C, Bremse an), der Überstand verworfen und das entstandene 

Zellpellet zur Entfernung des zytotoxischen Trennmediums zweimal in PBS gelöst und 

zentrifugiert (5 min, 230 g, 4 °C, Bremse an). 

Nach Verwerfen des Überstands wurde das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert, 

dieses bestand aus Minimum Essential Medium α (MEMα; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA), 20 % hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum (FBS; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), 2 g/L 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure  

(HEPES; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 % L-Glutamin (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). Die Zellzahl wurde in Neubauer-Zählkammern bestimmt und je 

500.000 PBMC pro Kulturwell der 12-Well-Ibidi-Slides (Glas-Objektträger mit ablösbaren 

Silikonrahmen; Ibidi, Gräfeling, Deutschland) ausplattiert. Nach erfolgter Zelladhäsion 

wurde am zweiten Tag die Osteoklastogenese initiiert, indem ein Austausch des Mediums 

durch das OC-Differenzierungsmedium erfolgte. Dieses enthielt zusätzlich zum zuvor 

genutzten Kulturmedium 50 ng/mL M-CSF (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland), 

50 ng/mL RANKL (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland) und 10 nM 1alpha,25-

Dihydroxyvitamin D3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sowie jeweils einen 

Checkpoint-Modulator oder SMI (Tab. 1) zur Analyse der Auswirkungen auf die 

Osteoklastogenese.  

Die Kultur wurde weitere 12 Tage aufrechterhalten und das OC-Differenzierungsmedium 

alle 48 bis 72 Stunden ausgetauscht. Weiterhin wurden die Effekte zusätzlicher 

Checkpoint-unbehandelter Kontroll-Induktionen analysiert. Hierfür erfolgte die Stimulation 

mit unspezifischen nicht-bindenden Proteinen und AK in gleicher Konzentration, die 

keinerlei signifikante Ergebnisse im Vergleich zur OC-Kontrollinduktion erbrachten, 
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sodass die Validität dieser fortwährend genutzten Kontrolle gewährleistet werden konnte 

(Abb. 1). Für die Studie existiert ein positives Ethikvotum (Aktenzeichen 283/21) der 

Ethikkommission der Medizinischen Fakultät Bonn. 

Tab. 1: Untersuchte Checkpoint-Moleküle (modifiziert nach Brom et al., 2023). In der 
Studie wurde die Differenzierung der OC unter dem Einfluss diverser Checkpoint-
Regulatoren in verschiedenen Konzentrationen untersucht. Hierfür wurden die folgenden 
Checkpoint-Moleküle von Biotechne (Minneapolis, MN, USA) verwendet. Lediglich 
Nivolumab wurde von Leinco Technologies, Inc. (St. Louis, MO, USA) erworben. 

Checkpoint-Molekül Konzentration 

Recombinant Human PD-1 Fc Chimera Protein, CF 5 µg/mL 

Human PD-1 Affinity Purified Polyclonal Ab 10 µg/mL 

(D)-PPA 1 1 mg/mL 

Recombinant Human PD-L1/B7-H1 Fc Chimera Protein 5 µg/mL 

Human PD-L1/B7-H1 Affinity Purified Polyclonal Ab  5 µg/mL 

Recombinant Human PD-L2/B7-DC His-tag Protein, CF  1 μg/mL 

Human PD-L2/B7-DC Antibody  2,5 µg/mL 

Recombinant Human PD-1 His Tagged Protein, CF 5 µg/mL 

Nivolumab, Recombinant Human Monoclonal Antibody, Anti-
Human CD279 (PD-1) 

10 µg/mL 

100 µg/mL 

Recombinant Human TIGIT (T103) Fc Chimera Protein, CF 1 µg/mL 

Human TIGIT Antibody  2,5 µg/mL 

Recombinant Human TIM-3 Fc Chimera Protein, CF  1 μg/mL 

Human TIM-3 Antibody  2,5 µg/mL 

Recombinant Human GITR/TNFRSF18 Fc Chimera Protein, CF 1 µg/mL 

Human GITR/TNFRSF18 Antibody  2,5 µg/mL 

Recombinant Human CD47 His-tag Protein, CF 1 μg/mL 

Human CD47 Antibody  2,5 μg/mL 

https://www.leinco.com/p/anti-human-cd279-pd-1-nivolumab/
https://www.leinco.com/p/anti-human-cd279-pd-1-nivolumab/
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Abb. 1: Unspezifische OC-Kontrollen (modifiziert nach Brom et al., 2023). Prozentuale 
Anteile der Gesamt-OC an Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP)+ Zellen nach 
Regulation mit unspezifischen irrelevanten Protein- (bovines Serum-Albumin; BSA) und 
Antikörper-Kontrollen (Ratte Immungolobulin (Ig) G1, Ziege IgG, Maus IgG1 und IgG2b) 
zur Gewährleistung der Validität der unbehandelten OC-Kontrollgruppe. Im Vergleich zu 
dieser OC-Kontrolle konnten keine statistisch signifikanten Effekte gemessen und somit 
die Zuverlässigkeit der Kontrollgruppe bestätigt werden. Die einzelnen Datenpunkte 
repräsentieren jeweils den Anteil aller OC an TRAP+ Zellen in einer Region of Interest 
(ROI), von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen das arithmetische 
Mittel inklusive der Standardabweichung der gemittelten Daten von zwei Spendern. KO, 
Kontrollgruppe, ns; statistisch nicht signifikant. 
 

1.2.2 Validierung der Osteoklastogenese 

An Differenzierungstag 14 wurde die Zellkultur beendet und zur Bestätigung der Methodik 

sowie Evaluierung der OC-Morphologie eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. 

Hierzu wurden die Zellen mittels 4 % Paraformaldehyd (PFA; Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) fixiert und anschließend mithilfe von 0,1 % Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) permeabilisiert. Unspezifische Bindungen wurden zudem durch 30-

minütige Inkubation mit 1 % BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) blockiert. 

Anschließend wurde zur Differenzierung der Zellen folgendermaßen vorgegangen: 

Zunächst wurde über Nacht in einer feuchten Kammer ein OC-spezifischer polyklonaler 

anti-human Calcitonin-Rezeptor-Antikörper (Biozol, Eching, Deutschland) aufgetragen, im 

Anschluss erfolgte nacheinander die Inkubation mit einem rekombinanten anti-TRAP-

Antikörper (Abcam, Cambridge, UK) für die Anfärbung von OC und OC-Vorläuferzellen 

sowie Phalloidin-iFluor 594 Reagenz (Abcam, Cambridge, UK) zur Markierung des 

Aktinskeletts. Zuletzt wurde die Kernfärbung mittels 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) vorgenommen. 
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Daraus ergab sich in der Immunfluoreszenzmikroskopie folgende Charakterisierung der 

Zellen: TRAP+ Zellen mit weniger als drei Zellkernen wurden als OC-Vorläufer klassifiziert, 

wohingegen Zellen, die sowohl positiv für TRAP als auch den Calcitonin-Rezeptor waren 

und über mehr als drei Zellkerne verfügten, als reife OC eingeordnet wurden. 

 

1.2.3 TRAP-Färbung 

Für die Identifizierung und Quantifizierung von OC-Vorläuferzellen sowie reifen OC wurde 

an Tag 14 der Differenzierung eine TRAP-Färbung durchgeführt. Hierfür wurden die 

fixierten Zellen zunächst zweimal mit PBS gewaschen und anschließend 10 Minuten lang 

mit einem TRAP-Puffer (destilliertes Wasser mit 6,56 g/L Natriumacetat (AppliChem, 

Darmstadt, Deutschland) und 23 g/L Natriumtartratdihydrat (Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland); pH 5) inkubiert. Nach erneutem Waschen folgte die zweistündige 

Inkubation mit der TRAP-Färbelösung, bestehend aus destilliertem Wasser mit 0,1 g/L 

Naphtol-Aminosäure-MX Phosphat (AppliChem, Darmstadt, Deutschland), 10 mL/L N,N-

Dimehtylformamid (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) und 0,6 g/L Fast Red Violet LB 

Salz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nach der lichtmikroskopischen Kontrolle der 

Anfärbung, einem letzten Waschschritt und der Entfernung der Silikonkammern wurden 

die Deckgläser mithilfe eines wasserlöslichen Eindeckmediums aufgebracht. 

 

1.2.4 Quantitative und qualitative Analyse der Osteoklastogenese 

Zur Auswertung der Effekte der unterschiedlichen Checkpoint-Moleküle auf die 

Osteoklastogenese wurden zunächst mithilfe des Olympus Mikroskops IX81 und der 

cellSens Dimension Software (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan) alle Zellkulturwells 

fotografiert. Für einen Überblick über gesamte Wells wurden Fotos in 4-facher, für 

detaillierte Analysen in 10-facher Vergrößerung aufgenommen. 

Zunächst wurde pro Well in jeweils sechs ROIs à 1 mm2 die durchschnittliche Größe der 

TRAP+ Zellen ermittelt, indem der automatisch quantifizierte Flächeninhalt durch die 

gezählte Anzahl der TRAP+ Zellen dividiert wurde. Dies diente der initialen Untersuchung 

der Osteoklastogenese, da reife OC grundsätzlich größer als ihre Vorläuferzellen sind. 

Weiterhin wurde manuell die Anzahl aller TRAP+ Zellen in denselben sechs ROIs gezählt 

sowie anhand der Zahl der Zellkerne gruppiert. So konnten die TRAP+ Zellen in OC-
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Vorläufer (< 3 Zellkerne), oligo- (3 – 10 Zellkerne) und multinukleäre OC (> 10 Zellkerne) 

eingeteilt werden. Zusätzlich wurde die Gesamtzahl der OC (> 3 Zellkerne) pro Kulturwell 

festgehalten. Für unkomplizierte Gegenüberstellungen der Induktionen wurden die 

prozentualen Änderungen sowohl der durchschnittlichen Größe als auch der Anzahl der 

TRAP+ Zellen im Vergleich zur Kontrollinduktion berechnet. 

Ferner wurde der Anteil der multinukleären OC an den Gesamt-OC berechnet, um zu 

evaluieren, ob und falls ja, inwiefern eine bestimmte OC-Population die Veränderungen 

der OC-Gesamtzahl hauptsächlich bedingt hat. 

 

1.2.5 Resorptionsaktivität der Osteoklasten 

Zusätzlich zur quantitativen Analyse wurde die funktionelle Aktivität der OC mittels 

Messung der Resorptionsaktivität evaluiert. Hierfür wurden wie zuvor beschrieben PBMC 

isoliert, das entstandene Zellpellet in Kulturmedium zur Vordifferenzierung resuspendiert 

und in T-75 Zellkulturflaschen (350.000 PBMC/cm2) ausplattiert. Das Medium bestand 

aus MEMα mit 20 % hitzeinaktiviertem FBS, 2 g/L HEPES, 1 % L-Glutamin, 1% P/S sowie 

30 ng/mL M-CSF und wurde alle 48 bis 72 Stunden gewechselt. Am siebten Tag der 

Vordifferenzierung konnten OC-Vorläuferzellen trypsiniert und in spezielle 96-Well-

Zellkulturplatten ausgesät werden (je 30.000 Zellen pro Kulturwell). Analog zu einem 

bereits publizierten Protokoll sind diese Wells zuvor mit knochenähnlichem 

Calciumphosphat beschichtet worden (Tas und Bhaduri, 2004). Für die Differenzierung 

der OC-Vorläuferzellen zu reifen OC wurden dem Zellkulturmedium 60 ng/mL RANKL 

sowie jeweils ein zu analysierender Checkpoint-Mediator (Tab. 1) zugefügt. Das 

Differenzierungsmedium wurde alle 48 bis 72 Stunden gewechselt. 

Am neunten Tag der OC-Differenzierung wurde eine von Kossa-Färbung der 

knochenähnlichen Calciumphosphat-Oberfläche vorgenommen. Dafür wurden zunächst 

alle Zellen mit 1 M Natriumhypochlorit-Lösung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die 30-minütige Inkubation mit 

einer 5-prozentigen Silbernitratlösung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) im Dunkeln. 

Anschließend wurde erneut mit PBS gewaschen sowie zur Reduzierung der Silbersalze 

eine Natriumcarbonat-Formaldehyd-Lösung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

aufgetragen. Im Anschluss wurde eine 5-prozentige Natriumthiosulfat-Lösung (Carl Roth, 
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Karlsruhe, Deutschland) zur Neutralisation aufgebracht und ein letzter Waschschritt mit 

Leitungswasser durchgeführt. Zuletzt wurde 100-prozentiges Ethanol (Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) zur Entwässerung aufgetragen und die Zellkulturplatten etwa 

fünf Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die verbleibende Calciumphosphat-

Beschichtung erschien schwarz, wohingegen Areale mit resorbierter Beschichtung nicht 

angefärbt wurden. 

Mithilfe des Olympus Mikroskops IX81 und der cellSens Dimension Software wurden alle 

Wells in 10-facher Vergrößerung vollständig fotografiert. Die verbliebene 

Calciumphosphat-Beschichtung wurde in sieben ROIs à 1 mm2 automatisch quantifiziert 

und die von den entstandenen OCs lysierte Fläche berechnet. 

 

1.2.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mittels Microsoft Excel (Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, USA) und GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla, 

CA, USA). Mithilfe des D´Agostino-Pearson Tests wurde die Normalverteilung der 

Datensätze beurteilt und infolgedessen statistische Signifikanzen mittels einfaktorieller 

ANOVA-Testung berechnet. Dazu wurde das Signifikanzlevel auf P < 0,05 (* < 0,05, 

** < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001) festgelegt. 

Um zu berücksichtigen, dass OC in der Zellkultur erhebliche Variabilität, nicht nur 

zwischen verschiedenen Spendern und Experimenten, sondern insbesondere auch 

deutliche Heterogenität innerhalb einzelner Wells zeigen, wurden in jedem Well 

mindestens sechs ROIs ausgewertet und als unabhängige Ergebnisse gewertet. Indem 

diese Resultate als eigenständige Datenpunkte und nicht als technische Replikate 

analysiert wurden, konnte die charakteristische Streuung der Ergebnisse berücksichtigt 

und eine exakte statistische Auswertung gewährleistet werden. Dieses Vorgehen in der 

statistischen Analyse ist angelehnt an hochwertige Publikationen (Astarita et al., 2015; 

Lukacs-Kornek et al., 2011). 
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1.3 Ergebnisse 

1.3.1 Systematische Vorgehensweise der Osteoklasten-Quantifizierung und struktureller 

Analyse 

In dieser Studie wurden die Auswirkungen bestimmter Immuncheckpoint-Modulatoren auf 

die OC-Biologie untersucht. Es wurde eine erste Gruppe von Checkpoint-Regulatoren 

analysiert, die bereits zur Therapie maligner Erkrankungen eingesetzt werden und 

darunter den Knochenstoffwechsel betreffende Nebenwirkungen aufweisen. Zudem galt 

bereits publizierten kontrastierenden Effekten ein besonderes Augenmerk. Darüber 

hinaus wurde eine zweite Checkpoint-Gruppe betrachtet, die bisher keine klinische 

Anwendung findet, für die jedoch vielversprechende Ergebnisse publiziert wurden. Die 

Selektion dieser Moleküle erfolgte anhand ihrer zelltypspezifischen Effekte auf 

Makrophagen, die aufgrund der strukturellen sowie funktionellen Ähnlichkeit folglich OC-

spezifische Wirkungen vermuten ließen. 

Hierzu wurden zunächst PBMC isoliert und anschließend unter Einfluss der Checkpoint-

Proteine und antagonistischen Antikörper die Osteoklastogenese induziert. Nach der 

Fixierung der Zellen am 14. Tag konnte eine OC-/OC-Vorläufer-spezifische TRAP-

Färbung durchgeführt werden (Abb. 2A, Abb. 3, Abb. 4). Weiterhin wurde mittels 

Immunfluoreszenz-Mikroskopie die Morphologie der Zelltypen analysiert, die für TRAP+ 

Zellen durch große Heterogenität in Form, Größe und Anzahl der Zellkerne charakterisiert 

ist (Abb. 2B). 
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Abb. 2: Methodik der OC-Differenzierung (modifiziert nach Brom et al., 2023). (A) 
Visualisierung des Protokolls der Checkpoint-regulierten Differenzierung von OC. 
Zunächst wurden PBMC isoliert und die Osteoklastogenese durch Hinzufügen von 
RANKL, M-CSF, Vitamin D sowie jeweils eines Checkpoint-Moleküls induziert. An Tag 14 
der Kultur wurden die Zellen fixiert, die Differenzierung von OC bestätigt und die 
spezifische TRAP-Färbung durchgeführt. Vitamin D, 1α,25-Dihydroxyvitamin D3; 
Checkpoint, Checkpoint-Regulator (Agonistisches Protein, inhibitorischer Antikörper, 
Small Molecule Inhibitor). (B) Fotos der Immunfluoreszenz-Färbung zur Validierung der 
OC-Morphologie. Hierfür wurden die folgenden Strukturen wie folgt angefärbt: Zellkerne 
(blau), Aktinfilamente (rot), TRAP (grün) und Calcitonin-Rezeptor (gelb). OC sind als 
TRAP+ und CalcR+ Zellen mit drei oder mehr Zellkernen definiert, wohingegen OC-
Vorläuferzellen lediglich TRAP+ sind und weniger als drei Zellkerne aufweisen. Die 
repräsentative Aufnahme der TRAP-Färbungen zeigt ein halbes Kulturwell mit 6 ROIs 
(Quadrate à je 1 mm2), die zur Auswertung verwendet wurden. Zudem wird durch den 
Vergleich zweier Aufnahmen von OC in der gleichen Vergrößerungsstufe die gravierende 
Heterogenität in der Morphologie, Größe und Intensität der TRAP-Färbung von OC 
deutlich. 
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Abb. 3: Exemplarische Fotos der Checkpoint-regulierten OC (modifiziert nach Brom et 
al., 2023). Repräsentative Aufnahmen (10-fache Vergrößerung) der OC-Differenzierung 
an Tag 14 der Induktion mit diversen Checkpoint-Regulatoren. (A) Gruppe der PD-1-
assoziierten Modulatoren. (B) Gruppe der analysierten Checkpoint-Moleküle, die bisher 
nicht diagnostisch oder therapeutisch genutzt werden. Prot, agonistisches Protein; Ak, 
inhibitorischer Antikörper. 
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Abb. 4: Exemplarische Fotos der Checkpoint-regulierten OC (modifiziert nach Brom et 
al., 2023). Repräsentative Aufnahmen (10-fache Vergrößerung) der OC-Differenzierung 
an Tag 14 der Induktion mit diversen Checkpoint-Regulatoren. Nivo, Nivolumab; 10, 10 
µg/mL; 100, 100 µg/mL. 
 

Um dennoch repräsentative und reproduzierbare Daten zu generieren, wurde eine 

Vielzahl einzelner Kulturwells mit Zellen verschiedener Spender in zahlreichen Replikaten 

analysiert. Zunächst wurden Übersichtsaufnahmen der Wells in geringerer Vergrößerung 

sowie Detailfotos in einer höheren Vergrößerungsstufe für die Analysen der OC 

aufgenommen. Die quantitative Auswertung der Osteoklastogenese erfolgte manuell und 

ging dementsprechend mit einem erhöhten Zeit- und Arbeitsaufwand einher als andere 

Untersuchungsmethoden, gewährleistete jedoch mit der Untersuchung einer Vielzahl von 

Einzelwerten exakte Ergebnisse für die einzelnen Checkpoint-Induktionen. Ferner wurden 

die zur Analyse genutzten ROIs aufgrund der statistisch relevanten Streuung der 

Datensätze zwischen Spendern, unterschiedlichen Experimenten und besonders auch 

innerhalb der Kulturwells selbst, nicht als technische Replikate, sondern als unabhängige 

Ergebnisse gewertet, sodass eine Verzerrung der statistischen Signifikanz soweit möglich 

vermieden wurde. 

 

1.3.2 Durchschnittliche Größe von TRAP+ Zellen 

Zu Beginn der Analysen wurden die durchschnittlichen Größen von TRAP+ Zellen nach 

Induktion mit den jeweiligen Checkpoint-Regulatoren bestimmt. Hierfür wurde in 

mehreren ROIs pro Well der Flächeninhalt aller TRAP+ Zellen gemessen und durch die 

entsprechende Zellzahl dividiert. TRAP+ Zellen sind allerdings sowohl OC als auch OC-

Vorläufer. Dieser Auswertung lag daher die Annahme zugrunde, dass die Zellgröße mit 

dem Grad der Osteoklastogenese korreliert und eine höhere Durchschnittsgröße 

Ausdruck einer gesteigerten OC-Differenzierung ist. Demnach konnten Änderungen der 

durchschnittlichen Zellgröße im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer primären 
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Bewertung des Grades der Osteoklastogenese nach Applikation der Checkpoint-Moleküle 

herangezogen werden. 

Für die Kontrollgruppe wurde eine durchschnittliche Größe der TRAP+ Zellen von 

2669 µm2 gemessen. Sämtliche Regulationen durch die PD-1-assoziierten Checkpoint-

Mediatoren waren statistisch signifikant (Abb. 5A).  

 

Abb. 5: Durchschnittliche TRAP+ Zellgröße (modifiziert nach Brom et al., 2023). 
Berechnete durchschnittliche Größe der TRAP+ Zellen in je sechs ROIs (Quadrate à 1 
mm2 Größe) pro Well. (A) Gruppe der PD-1-assoziierten Modulatoren. (B) Gruppe der 
analysierten Checkpoint-Moleküle, die bisher nicht diagnostisch oder therapeutisch 
genutzt werden. Die einzelnen Datenpunkte repräsentieren jeweils die durchschnittliche 
Größe der TRAP+ Zellen in einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die 
Säulen zeigen das arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das 
Signifikanzniveau im Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen 
angegeben und ist festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). 
Sämtliche Datenpunkte wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je 
mindestens zwei Spendern erhoben. 
 

Die maximale Zellgröße konnte nach Applikation des PD-L1-Proteins mit 4064 µm2 pro 

Zelle registriert werden. Für das PD-1-Protein sowie den antagonistischen PD-L2-

Antikörper konnten vergleichbare Zunahmen der TRAP+ Zellgröße beobachtet werden 

(3532 und 3573 µm2). Verringerte Zellgrößen resultierten aus der Induktion mit den 

inhibitorischen PD-1- und PD-L1-Antikörpern, dem PD-L2-Protein und DPPA-1. Eine 

minimale Zellgröße von lediglich 981 µm2 resultierte nach der Behandlung mit DPPA-1. 

Diese initialen Ergebnisse konnten mittels Nivolumab bestätigt werden, da die Induktion 

mit dem Inhibitor der PD-1-PD-L1-Interaktion eine statistisch signifikante 

konzentrationsabhängige Reduktion der Zellgröße ergab: Bei 10 µg/mL konnten 



 26 

durchschnittlich 1603 µm2, bei 100 µg/mL nur noch 1446 µm2 als durchschnittliche Größe 

der TRAP+ Zellen gemessen werden (Abb. 6A). 

 

Abb. 6: Durchschnittliche TRAP+ Zellgröße und prozentuale Änderung (modifiziert nach 
Brom et al., 2023). (A) Änderung der durchschnittlichen Größe TRAP+ Zellen im Vergleich 
zur Kontrollgruppe. (B) Änderung des Anteils der Gesamt-OC an TRAP+ Zellen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die einzelnen Datenpunkte repräsentieren, verglichen mit 
der OC-Kontrolle, jeweils (A) die durchschnittliche Änderung der TRAP+ Zellgröße und (B) 
die durchschnittliche Änderung des prozentualen Anteils der OC-Gesamtzahl an TRAP+ 
Zellen in einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen 
das arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
Datenpunkte wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
drei Spendern erhoben. 
 

In der Gruppe der Checkpoint-Moleküle, die bisher noch nicht in klinischem Gebrauch 

sind (Abb. 5B), zeigte sich eine statistisch signifikante maximale Zellgröße von 4516 µm2 

nach Induktion mittels des inhibitorischen TIGIT-Antikörpers, dicht gefolgt von den ebenso 

signifikanten Ergebnissen der Stimulation mit dem GITR-Protein (4106 µm2) und dem 

Tim-3-Antikörper (3894 µm2). Im Gegensatz dazu konnte eine signifikante Reduktion der 

TRAP+ Zellgröße nach Behandlung mit dem TIGIT- (1369 µm2) sowie Tim-3-Protein 

(1057 µm2) festgestellt werden. Keine relevanten Änderungen wurden durch Applikation 

der GITR- und CD47-Antikörper sowie des CD47-Proteins ausgelöst, die Zellgrößen 

verblieben mit 2947 µm2, 2357 µm2 sowie 3278 µm2 auf einem mit der Kontrolle 

vergleichbaren Niveau. 
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1.3.3 Prozentuelle Änderungen der durchschnittlichen Größe von TRAP+ Zellen 

Zur Fortführung der Analyse der durchschnittlichen Größe der TRAP+ Zellen nach 

Applikation der Checkpoint-Mediatoren wurden die prozentualen Änderungen im 

Vergleich zur OC-Kontrollgruppe berechnet. Um eine verbesserte Übersicht und 

einfachere Vergleichbarkeit der verschiedenen Induktionen zu gewährleisten, wurden 

diese relativen Veränderungen explizit aufgeführt. Aufgrund der Tatsache, dass OC 

grundsätzlich größer als ihre Vorläuferzellen sind, kann angenommen werden, dass die 

Zunahme der Zellgröße mit einem größeren OC-Anteil im Vergleich der Checkpoint-

Induktionen einhergeht. 

Die Stimulation der Osteoklastogenese ist im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,46 %) durch 

höhere prozentuelle Werte gekennzeichnet. Innerhalb der Gruppe von PD-1-assoziierten 

Checkpoint-Regulatoren (Abb. 7A) konnten die stärksten Zunahmen der Größe TRAP+ 

Zellen für die PD-L1- (+95,36 %) und PD-1-Proteine (+68,2 %) beobachtet werden. 

Reduktionen der Zellgröße registrierten wir nach Applikation von DPPA-1 (-50,83 %) und 

dem PD-L2-Protein (-31,85 %). Statistisch nicht-signifikante Änderungen waren für die 

inhibitorischen PD-1-, PD-L1- sowie PD-L2-Antikörper (-17,72 %, -2,83 %, 14,05 %) 

erkennbar. Ferner wurde eine deutliche Minimierung der Zellgröße TRAP+ Zellen nach 

Induktion mittels Nivolumab erkennbar, bei einer Konzentration von 10 µg/mL reduzierte 

sich diese um 34,95 %, bei 100 µg/mL sogar um 38,9 % (Abb. 6B). 

Innerhalb der zweiten Checkpoint-Gruppe (Abb. 7B) zeigte sich die höchste prozentuale 

Zunahme nach Applikation des GITR-Proteins, wodurch die Zellgröße nahezu verdoppelt 

wurde (+95,63 %). Ebenso konnten Zunahmen sowohl durch das CD47-Protein 

(+62,35 %) als auch durch den inhibitorischen TIGIT-Antikörper (+41,61 %) registriert 

werden. Im Gegensatz dazu war die maximale Reduktion durch die Applikation des Tim-3-

Proteins (-44,33 %) bedingt. Statistisch nicht-signifikante Effekte zeigten sich nach TIGIT-

Protein- sowie Tim-3-, GITR- und CD47-Antikörper-Induktion (-29,86 %, 

+24,41 %, -8,65 %, -24,42 %). 
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Abb. 7: Prozentuale Änderung der durchschnittlichen TRAP+ Zellgröße (modifiziert nach 
Brom et al., 2023). Änderung der durchschnittlichen Größe TRAP+ Zellen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. (A) Gruppe der PD-1-assoziierten Modulatoren. (B) Gruppe der 
analysierten Checkpoint-Moleküle, die bisher nicht diagnostisch oder therapeutisch 
genutzt werden. Die einzelnen Datenpunkte repräsentieren, verglichen mit der OC-
Kontrolle, jeweils die durchschnittliche Änderung der TRAP+ Zellgröße in einem ROI, von 
denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen das arithmetische Mittel 
inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im Vergleich zur 
Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist festgelegt als P < 
0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche Datenpunkte wurden in 
mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je mindestens zwei Spendern erhoben. 
 

1.3.4 Quantifizierung der Gesamtzahl von Osteoklasten 

Entsprechend des Goldstandards der OC-Forschung wurden zusätzlich zu den 

vorangegangenen Analysen manuell die Gesamtzahlen der OC gezählt, um die 

Auswirkungen sämtlicher Checkpoint-Behandlungen exakt zu quantifizieren. Die Anteile 

der OC wurden als relative Prozentwerte der TRAP+ Zellen angegeben, um die sehr große 

Variabilität der Anzahl aller Zellen in den jeweiligen Wells zu berücksichtigen und keinen 

statistischen Bias zu generieren. In der Gruppe der PD-1-Checkpoint-Moleküle (Abb. 8A) 

waren im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 23,71 % OC alle Effekte statistisch signifikant, 

teils sogar hoch-signifikant (P < 0,0001). 
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Abb. 8: Anteil der OC an TRAP+ Zellen (modifiziert nach Brom et al., 2023). (A, B) 
Prozentualer Anteil der Gesamt-OC an TRAP+ Zellen, gezählt in je 6 ROIs (Quadrate à 1 
mm2 Größe) pro Well. Die Säulen präsentieren sowohl das Verhältnis der oligo- (TRAP+, 
3 – 10 Zellkerne) zu multinukleären OC (TRAP+, > 10 Zellkerne) als auch die jeweiligen 
Prozentwerte. Angaben zum Signifikanzniveau sowie der Standardabweichung sind für 
die Gesamtzahl aller OC aufgeführt. (C, E) Kleine sowie (D, F) große OC wurden in den 
ROIs gesondert gezählt. Die Daten zur statistischen Signifikanz und der 
Standardabweichung beziehen sich auf jeweils ausschließlich die kleinen 
beziehungsweise großen OC. Die einzelnen Datenpunkte repräsentieren jeweils den 
Anteil (A, B) aller, (C, E) der kleinen und (D, F) der großen OC an den TRAP+ Zellen in 
einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen das 
arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
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Datenpunkte wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
zwei Spendern erhoben. 
Die höchsten OC-Anteile wurden hierbei für die Behandlung mit dem inhibitorischen 

PD-L2-Antikörper (36,61 %), sowie den PD-L1- (32,96 %) und PD-1-Proteinen (30,97 %) 

beobachtet. Die Limitierung der Osteoklastogenese zeigte sich für die PD-1- (12,66 %) 

und PD-L1-Antikörper (16,28 %) sowie die Applikation des PD-L2-Proteins (13,83 %). Die 

Behandlung mit DPPA-1 resultierte dabei in minimalen OC-Anteilen von lediglich 1,53 %. 

Weiterhin zeigte auch Nivolumab als Inhibitor der PD-1-PD-L1-Interaktion im Vergleich 

zur Kontrollgruppe statistisch hoch-signifikante konzentrationsabhängige Reduktionen mit 

9,9 % OC bei einer Konzentration von 10 µg/mL und 5,7 % OC bei 100 µg/mL (Abb. 9A). 

Innerhalb der zweiten Gruppe von Checkpoint-Modulatoren zeigten sich ähnlich stark 

signifikante Effekte auf die Gesamtzahlen von OC (Abb. 8B), ebenso meist mit einem 

Signifikanzniveau von P < 0,0001. Die Stimulation der Osteoklastogenese konnte für die 

antagonistischen TIGIT- und Tim-3-Antikörper sowie die GITR- und CD47-Proteine 

festgestellt werden. Dabei wurde der maximale Effekt auf die OC-Zahl durch die 

Stimulation mittels des GITR-Proteins ausgelöst (43,51 %), dicht gefolgt sowohl von den 

TIGIT- (43,83 %) und Tim-3-Antikörpern (43,41 %) als auch dem CD47-Protein mit 42,73 

% OC. Reduktionen der OC-Gesamtzahlen resultierten aus der Behandlung mit den 

inhibitorischen Tim-3- (10,35 %) und TIGIT-Proteinen (12,2 %). Statistisch nicht-

signifikant waren die geringen Auswirkungen auf das Niveau der Gesamt-OC nach GITR- 

und CD-47-Antikörper-Induktionen mit 24,63 % und 22,75 % OC. 

Insgesamt konnten durch die manuelle Zählung der Gesamt-OC die zuvor erkennbaren 

Trends der OC-Regulation durch die Checkpoint-Modulatoren bestätigt werden. Obwohl 

weder die Induktion mit dem antagonistischen GITR- noch dem CD47-Antikörper 

signifikante Effekte auf den Anteil der OC an TRAP+ Zellen zeigte, konnte zumindest eine 

deutliche Reduktion der Gesamt-OC im Vergleich zu den Regulationen mit den jeweils 

agonistischen Proteinen beobachtet werden. 
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Abb. 9: Anteile der OC an TRAP+ Zellen und prozentuale Änderung (modifiziert nach 
Brom et al., 2023). (A) Prozentualer Anteil der OC an TRAP+ Zellen, gezählt in je 6 ROIs 
(Quadrate à 1 mm2 Größe) pro Well. Die Säulen präsentieren sowohl das Verhältnis der 
oligo- (TRAP+, 3 – 10 Zellkerne) zu multinukleären OC (TRAP+, > 10 Zellkerne) als auch 
die jeweiligen Prozentwerte. Angaben zum Signifikanzniveau sowie der 
Standardabweichung sind für die Gesamtzahl aller OC aufgeführt. (B) Änderung des 
Anteils der Gesamt-OC an TRAP+ Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. (C) Kleine 
sowie (D) große OC wurden in den ROIs gesondert gezählt. Die Daten zur statistischen 
Signifikanz und der Standardabweichung beziehen sich auf jeweils ausschließlich die 
kleinen beziehungsweise großen OC. Die einzelnen Datenpunkte repräsentieren jeweils 
den Anteil (A) aller OC an TRAP+ Zellen, (B) ihre prozentuale Änderung verglichen mit 
der OC-Kontrollgruppe und den Anteil der (C) kleinen sowie (D) großen OC an den TRAP+ 
Zellen in einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen 
das arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
Datenpunkte wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
drei Spendern erhoben. 
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1.3.5 Prozentuelle Änderungen der Anzahl der Gesamt-Osteoklasten 

Zur verbesserten Vergleichbarkeit der erhobenen Ergebnisse für die Gesamtzahl der OC 

wurden die prozentualen Änderungen der einzelnen Checkpoint-Induktionen in Relation 

zur Kontrollgruppe (0,15 %) erhoben. Dabei wird eine Zunahme der OC-Zahl gegenüber 

der Kontrollgruppe durch positive Prozentwerte ausgedrückt, negative Prozentwerte 

symbolisieren eine Reduktion der OC-Zahl. Für die Checkpoint-Regulatoren der PD-1-

Gruppe (Abb. 10A) zeigte sich die höchste Zunahme der Gesamt-OC nach Applikation 

von PD-L1 (+53,43 %). Die Applikation von PD-L2 sowie von den PD-1- und PD-L1-

Antikörpern resultierte jeweils in einer relativen Reduktion der OC 

(-40,28 %, -39,51 %, -25,03 %). Von den analysierten Regulatoren löste DPPA-1 als SMI 

der PD-1-PD-L1-Interaktion den maximal negativen Effekt mit -91,7 % auf die Gesamt-

OC aus. Sowohl die Induktion mit dem PD-1-Antikörper als auch mit dem PD-L2-Protein 

haben die Zahl der OC moderat reduziert (-39,51 % und -40,28 %). Ferner konnten nach 

Applikation von 10 und 100 µg/mL Nivolumab als klinisch genutztem PD-1-Inhibitor 

ebenso deutlich signifikant verringerte OC quantifiziert werden (-49,59 % und -69,81 %, 

Abb. 9B). 

 

Abb. 10: Prozentuale Änderung der OC-Gesamtzahl (modifiziert nach Brom et al., 2023). 
Änderung des Anteils der Gesamt-OC an TRAP+ Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
(A) Gruppe der PD-1-assoziierten Modulatoren. (B) Gruppe der analysierten Checkpoint-
Moleküle, die bisher nicht diagnostisch oder therapeutisch genutzt werden. Die einzelnen 
Datenpunkte repräsentieren, verglichen mit der OC-Kontrolle, jeweils die 
durchschnittliche Änderung des prozentualen Anteils der OC-Gesamtzahl an TRAP+ 
Zellen in einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen 
das arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
Datenpunkte wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
zwei Spendern erhoben. 
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Für die zweite Gruppe der Checkpoint-Modulatoren (Abb. 10B) konnte die Zunahme um 

mindestens 50 % jeweils für die TIGIT- und Tim-3-Antikörper sowie die GITR- und CD47-

Proteine registriert werden. Der größte Zuwachs der OC-Gesamtzahl zeigte sich nach der 

Induktion mittels des GITR-Proteins (+67,99 %). Eine Reduktion der OC um 61,59 % 

beziehungsweise 51,98 % wurde hingegen für die Tim-3- und TIGIT-Proteine festgestellt. 

Lediglich für die Regulation durch die GITR- und CD47-Antikörper konnten statistisch 

nicht-signifikante Limitierungen der OC registriert werden (-13,52 %, -14,62 %). 

 

1.3.6 Resorption von knochenähnlicher Substanz 

Zur Bestätigung der quantitativen Ergebnisse wurden die Auswirkungen der Checkpoint-

Regulatoren auf die funktionelle OC-Aktivität untersucht. Hierzu wurde die Resorption 

einer knochenähnlichen Calciumphosphat-Oberfläche analysiert (Abb. 11A). Die 

Stimulation der osteoklastären Aktivität nach Checkpoint-Applikation zeigte sich durch 

erhöhte Resorptionsanteile und die Herunterregulierung durch geringere lysierte 

Oberflächenanteile, jeweils im Vergleich zur OC-Kontrollgruppe, in der durchschnittlich 

46,57 % lysierte Oberfläche beobachtet werden konnte. Für die PD-1-Checkpoint-Gruppe 

(Abb. 11B) konnte die maximale Resorption mit 90,23 % für das PD-L1-Protein gemessen 

werden, wohingegen eine signifikante niedrigere OC-Funktion durch den PD-1-Antikörper 

(20 %) erreicht wurde. Die am stärksten dezimierte Resorptionsaktivität resultierte aus der 

Applikation von DPPA-1 (0,04 % lysierte Beschichtung). Weitere statistisch nicht-

signifikante Effekte wurden nach Induktion mit den PD-1- und PD-L2-Proteinen, sowie 

den PD-L1- und PD-L2-Antikörpern gemessen. Für letzteren ist jedoch bei 70,81 % 

lysierter Oberfläche ein grundsätzlicher Trend zur OC-Stimulation erkennbar. 

In der zweiten Checkpoint-Gruppe (Abb. 11C) wurden signifikante Zunahmen der OC-

Resorptionsaktivität für die TIGIT- und Tim-3-Antikörper mit 76,85 % und 75,89 % 

Resorption der knochenähnlichen Beschichtung beobachtet. Eine signifikante 

Herunterregulation der OC-Funktion erfolgte durch Applikation des GITR-Antikörpers 

(18,41 %). Für den CD47-Antikörper sowie alle Induktionen mit Checkpoint-Proteinen 

dieser Gruppe konnten keine statistisch signifikanten Effekte nachgewiesen werden. 
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Abb. 11: Lyse knochenähnlicher Calciumphosphat-Beschichtung (modifiziert nach Brom 
et al., 2023). Zur Analyse der qualitativen OC-Funktion wurde die Lysierungsaktivität nach 
Induktion mit den Checkpoint-Molekülen während der Osteoklastogenese gemessen. (A) 
Vergleich exemplarischer Fotos der von Kossa-gefärbten knochenähnlichen 
Beschichtung in 10-facher Vergrößerung ohne Behandlung (∅) und nach 9-tägiger 
Inkubation mit dem OC-Differenzierungsmedium (KO). Nicht-resorbiertes 
knochenähnliches Material zeigt sich schwarz angefärbt, wohingegen lysierte Anteile in 
der Calciumphosphat-Beschichtung ungefärbt weiß bleiben. Prozentuale Anteile lysierter 
Beschichtung der (B) Gruppe der PD-1-assoziierten Modulatoren sowie der (C) Gruppe 
der analysierten Checkpoint-Moleküle, die bisher nicht diagnostisch oder therapeutisch 
genutzt werden, wurden in sieben ROIs pro Well untersucht. Die Säulen zeigen das 
arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Gezeigt sind die 
Daten eines von zwei repräsentativen Spendern. 
 

1.3.7 Quantifizierung kleiner und großer Osteoklasten 

Zur Bestätigung der zuvor erfolgten Analysen wurden zusätzlich jeweils die Gesamtzahlen 

der kleinen sowie großen OC bestimmt. Angelehnt an die im Feld der OC-Forschung 

vertretene Einteilung, sind dabei in unserer Studie kleine OC als TRAP+ Zellen mit drei 

bis zehn Zellkernen und große OC als TRAP+ Zellen mit zehn oder mehr Zellkernen 

definiert. Diese Unterteilung erlaubt anschließend eine objektive Aussage darüber, ob und 

wenn ja, durch welchen der beiden OC-Untertypen die Regulation der Osteoklastogenese 

maßgeblich getragen wird. 

In der Kontrollgruppe wurden von den TRAP+ Zellen 17,54 % kleine OC und 6,17 % große 

OC gezählt. Für die Checkpoint-Regulatoren des PD-1-Signalwegs (Abb. 8C, D) konnte 

die Tendenz der Gesamt-OC größtenteils auf die kleinen sowie großen OC übertragen 

werden. Hinsichtlich der kleinen OC (Abb. 8C) wurde das Maximum nach Applikation des 

inhibitorischen PD-L2-Antikörpers mit 25,49 % der TRAP+ Zellen erreicht. Für das PD-L1- 

und PD-1-Protein wurden ähnliche Werte detektiert (24,67 % und 21,98 %). Negative 



 35 

Auswirkungen auf den Anteil der kleinen OC an den TRAP+ Zellen wurden nach Induktion 

mittels der antagonistischen PD-1- und PD-L1-Antikörper, dem PD-L2-Protein (10,92 %, 

13,39 %, 10,91 %) sowie das Minimum nach DPPA-1-Applikation mit lediglich 1,51 % 

kleinen OC beobachtet. Hinsichtlich des Anteils der großen OC an der Gesamtzellzahl 

(Abb. 8D) konnten grundsätzlich ähnliche Effekte detektiert werden. Im Vergleich zur 

Kontrollgruppe wurden maximale Anteile der großen OC durch den blockierenden PD-L2-

Antikörper (11,12 %) und das PD-1-Protein (8,99 %) ausgelöst. Geringere Level der 

multinukleären OC wurden jeweils nach PD-1- und PD-L1-Antikörper- sowie PD-L2-

Protein-Induktion (2,27 %, 2,88 %, 2,92 %) festgestellt, jedoch insbesondere nach der 

Behandlung mit DPPA-1 mit nur 0,01 % großen OC der Gesamtzellzahl. Nivolumab als 

PD-1-Inhibitor zeigte ebenso eine konzentrationsabhängige statistisch signifikante 

Reduktion mit einem Anteil der kleinen OC von 8,21 % bei 10 µg/mL und 4,5 % bei 

100 µg/mL (Abb. 9C). Hochsignifikant war zudem die Reduktion der großen OC auf 

1,66 % bei 10 µg/mL und 1,22 % bei 100 µg/mL Nivolumab in der Kultur (Abb. 9D). 

In der zweiten Gruppe der Checkpoint-Mediatoren (Abb. 8E, F) bestätigte sich ebenso 

der zuvor beobachtete Trend der OC-Gesamtzahl. Positiv beeinflusst wurde der Anteil der 

kleinen OC an den TRAP+ Zellen (Abb. 8E) nach Induktion mittels der inhibitorischen 

TIGIT- und Tim-3-Antikörper sowie den GITR- und CD47-Proteinen (28,24 %, 29,12 %, 

27,43 %, 24 %). Mit 29,12 % wurde der maximale Anteil kleiner OC nach Applikation des 

Tim-3-Antikörpers, der minimale Anteil mit 7,24 % nach Stimulation mit dem 

korrespondierenden Protein beobachtet. Statistisch nicht-signifikante Änderungen 

zeigten sich nach Regulation der Osteoklastogenese durch die inhibitorischen GITR- und 

CD47-Antikörper, die entgegen der vorherigen Beobachtungen lediglich leichte 

Zunahmen der kleinen OC auf 18,29 % beziehungsweise 17,89 % bewirkt haben. 

Relevante Stimulationen des Anteils der großen OC (Abb. 8F) wurden hingegen durch 

die Regulation mittels der TIGIT- und Tim-3-Antikörper sowie der GITR- und CD47-

Proteine ausgelöst, mit einer maximalen Zunahme auf 18,73 % nach Applikation des 

CD47-Proteins. Im Gegensatz dazu wurde durch TIGIT-Protein-Regulation eine 

statistisch nicht-signifikante Reduktion der großen OC auf 2,48 % der Gesamtzellzahl 

bewirkt. 
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1.3.8 Anteil großer Osteoklasten an Gesamt-Osteoklasten 

Um die Analyse der Auswirkungen von Checkpoint-Regulatoren auf die 

Osteoklastogenese final abzuschließen, wurden die prozentualen Anteile der großen OC 

an der OC-Gesamtzahl berechnet. Diese ermöglichen einen einfachen Vergleich der 

Anteile großer OC und können zur Beurteilung herangezogen werden, ob oligo- oder 

multinukleäre OC besonders stark durch Checkpoint-Modulatoren beeinflusst werden. 

Verglichen mit der Kontrollgruppe, in der 18,69 % aller OC mehr als drei Zellkerne 

aufwiesen, konnte in der PD-1-Checkpoint-Gruppe (Abb. 12A) der statistisch signifikante 

höchste Anteil großer OC für die Induktion mit dem antagonistischen PD-L2-Antikörper 

(22,91 %) registriert werden. Im Gegensatz dazu wurde der niedrigste Prozentsatz großer 

OC an Gesamt-OC nach der Applikation von DPPA-1 (0,77 %) gezeigt. Für die 

inhibitorischen PD-L1- (13,76 %) sowie PD-1-Antikörper (13,24 %) wurden ebenso 

geringere Prozentsätze großer OC im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. 

Statistisch nicht-signifikante Änderungen wurden für die PD-1-, PD-L1- sowie PD-L2-

Proteine (20,9 %, 19,25 %, 15,52 %) gemessen. 

 

Abb. 12: Anteil der großen OC an der OC-Gesamtzahl (modifiziert nach Brom et al., 
2023). Multinukleäre OC stellen einen signifikanten Anteil der Gesamtzahl von OC dar. 
Jedoch belaufen sich die Proportionen aller Induktionen auf deutlich unter 50 %, sodass 
geschlussfolgert werden konnte, dass Änderungen der OC-Gesamtzahl im Wesentlichen 
durch Regulation der Anteile oligonukleärer OC getragen wurden. (A) Gruppe der PD-1-
assoziierten Modulatoren. (B) Gruppe der analysierten Checkpoint-Moleküle, die bisher 
nicht diagnostisch oder therapeutisch genutzt werden. Die einzelnen Datenpunkte 
repräsentieren jeweils den prozentualen Anteil der großen OC an der OC-Gesamtzahl in 
einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen zeigen das 
arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau im 
Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
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Datenpunkte wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
zwei Spendern erhoben. 
Nach Induktion der Osteoklastogenese mit dem PD-1-Inhibitor Nivolumab konnte ein 

Anteil von 12,33 % großer OC bei einer Konzentration von 10 µg/mL beziehungsweise 

15,47 % großer OC bei 100 µg/mL Nivolumab gemessen werden (Abb. 13). 

 

Abb. 13: Anteil der großen OC an der OC-Gesamtzahl (modifiziert nach Brom et al., 
2023). Multinukleäre OC stellen einen signifikanten Anteil der Gesamtzahl von OC dar. 
Jedoch belaufen sich die Proportionen aller Induktionen auf deutlich unter 50 %, sodass 
geschlussfolgert werden konnte, dass Änderungen der OC-Gesamtzahl im Wesentlichen 
durch Regulation der Anteile oligonukleärer OC getragen wurden. Die einzelnen 
Datenpunkte repräsentieren jeweils den prozentualen Anteil der großen OC an der OC-
Gesamtzahl in einem ROI, von denen sechs pro Well untersucht wurden. Die Säulen 
zeigen das arithmetische Mittel inklusive der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau 
im Vergleich zur Kontrollgruppe wird durch die Anzahl der Sternchen angegeben und ist 
festgelegt als P < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** 0,001; **** < 0,0001). Sämtliche 
Datenpunkte wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten mit je mindestens 
drei Spendern erhoben. 
 

Für die Regulatoren der zweiten Checkpoint-Gruppe (Abb. 12B) zeigten sich statistisch 

signifikante, maximale Anteile der großen OC an den Gesamt-OC nach Induktion mit dem 

CD47-Protein (26,74 %), dem TIGIT-Antikörper (25,77 %) sowie dem GITR-Protein 

(23,44 %). Nicht-signifikant waren hingegen die Ergebnisse der Anteile multinukleärer OC 

für die TIGIT- (15,35 %) und Tim-3-Proteine (16,79 %) sowie GITR- (19,41 %) und CD-

47-Antikörper (17,07 %). 

Grundsätzlich konnten, wie anhand der vorangegangenen Ergebnisse zu vermuten war, 

sowohl für die oligo- als auch multinukleären OC in vielen Checkpoint-Induktionen 
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vergleichbare Änderungen beobachtet werden. Für jede der analysierten Checkpoint-

Regulationen zeigte sich jedoch, dass OC mit mehr als drei Zellkernen die deutliche 

Minderheit ausmachten. Demnach lässt sich schließen, dass Abweichungen in der 

Gesamtzahl von OC maßgeblich durch Alterationen der kleinen OC getragen wurden. 

 

1.3.9 Charakterisierung der Checkpoint-Modulatoren 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Auswirkungen der jeweiligen Checkpoint-

Moleküle auf die Osteoklastogenese über alle Analysen hinweg übereinstimmend waren. 

Sowohl die Ergebnisse der durchschnittlichen Größe von TRAP+ Zellen als auch der 

qualitativen OC-Aktivität und der OC-Zählung konnten bestätigen, dass die 

Osteoklastogenese mittels Checkpoint-Proteinen, -Antikörpern und SMI beeinflusst 

werden kann. Darüber hinaus konnten die analysierten Moleküle sogar in zwei Gruppen 

mit kontrastierenden Auswirkungen auf die Osteoklastogenese eingeteilt werden (Abb. 

14). 

 

Abb. 14: Zusammenfassender Cartoon der Checkpoint-induzierten Effekte auf die 
Osteoklastogenese (modifiziert nach Brom et al., 2023). Überblick über die Effekte aller 
analysierten Immuncheckpoint-Regulatoren auf die Differenzierung von OC. In der 
Osteoklastogenese entwickeln sich PBMC über OC-Vorläuferzellen zu reifen OC. In 
unserer Studie können die Checkpoint-Modulatoren anhand ihrer spezifischen 
Auswirkungen auf OC in zwei Gruppen eingeteilt werden. Negative Effekte auf die 
Osteoklastogenese und damit einen größeren Anteil an Monozyten und OC-
Vorläuferzellen werden durch die TIGIT-, Tim-3-, PD-1- und PD-L1-Proteine sowie DPPA-
1 und den antagonistischen PD-L2-Antikörper ausgelöst. Im Gegensatz dazu wird die 
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Differenzierung von reifen OC sowohl durch inhibitorische PD-1-, PD-L1-, TIGIT- und Tim-
3-Antikörper als auch durch agonistische PD-L2-, GITR- und CD47-Proteine gefördert. 

1.4 Diskussion 

Die untersuchten Checkpoint-Moleküle konnten anhand der Ergebnisse der quantitativen 

und qualitativen Analysen in zwei Gruppen eingeteilt werden. OC-stimulatorische Effekte 

konnten für PD-1, PD-L1, GITR sowie CD47 nachgewiesen werden, wohingegen PD-L2, 

DPPA-1, TIGIT und Tim-3 inhibitorisch auf die Osteoklastogenese wirkten. Die jeweils 

korrespondierenden inhibitorischen Antikörper zeigten überwiegend gegensätzliche 

Regulationen auf die Entstehung und Funktion der OC (Abb. 14). Dies war jedoch nicht 

selbstverständlich zu erwarten und eine entsprechende Annahme wäre angesichts der 

zahlreichen Faktoren, die die Kommunikation zwischen Checkpoint-Molekülen und ihren 

Liganden beeinflussen, zu undifferenziert gewesen und würde der Komplexität der 

Regulation nicht gerecht werden. 

Zudem war für die Exaktheit der Ergebnisse der zahlreichen untersuchten Checkpoint-

Modulatoren die Protein-Antikörper-Interaktion entscheidend. Diverse Studien belegen 

diese essentielle Voraussetzung zelltypspezifischer Analysen durch den Nachweis, dass 

PBMC die Liganden der getesteten Checkpoint-Moleküle exprimieren, sodass eine 

Regulation durch Checkpoint-Moleküle angenommen werden konnte (Chauvin und 

Zarour, 2020; Harjunpää und Guillerey, 2020; Oomizu et al., 2012; Philips et al., 2020; 

Takahashi, 2018; Tian et al., 2020). 

 

1.4.1 PD-1 

Die Induktion mittels des PD-1-Proteins führte in unserer Studie zu einer Stimulation der 

Osteoklastogenese sowie zur Größenzunahme von OC und OC-Vorläuferzellen. Die 

Knochenresorption durch OC als professionelle Phagozyten wird im Forschungsfeld 

zumeist mit der Phagozytose durch Makrophagen in der pro-inflammatorischen M1-

Polarisation verglichen (Lampiasi et al., 2016; Pereira et al., 2018; Sun, Y et al., 2021; 

Yao et al., 2021). Diese Annahme wird dadurch unterstützt, dass PD-1 in PBMC von 

Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose signifikant erhöht ist. Dieser Zustand 

gestörter Aktivitätsregulation von OC und OB korreliert zudem mit erhöhten Spiegeln C-

reaktiven Proteins (CRP), die Ausdruck des pro-inflammatorischen Zustands sind (Cai et 

al., 2020). Folglich wird angenommen, dass PD-1 nicht nur die osteoblastäre 
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Knochensynthese inhibiert, sondern auch durch Freisetzung inflammatorischer 

Mediatoren die Osteoklastogenese fördert (Cai et al., 2020). In diesem Zusammenhang 

konnte bereits gezeigt werden, dass eine Hochregulation des PD-1-Signalwegs zu 

übermäßiger OC-Aktivität führte (Tai et al., 2018). Demnach ist anzunehmen, dass 

erhöhte PD-1-Expression Ausdruck pro-inflammatorischer Immunaktivität ist, die 

wiederum mit Abbau von Knochensubstanz und dem klinischen Bild der Osteoporose 

einhergeht (Greisen et al., 2022). Ebenso führte die PD-1-Herunterregulation in einem 

murinen Knochenkrebsmodell zu signifikant geringerer Zerstörung von Knochensubstanz 

(Wang et al., 2020). Folglich lässt sich vermuten, dass die Aktivierung von OC durch 

übermäßige Stimulation von PD-1 zur Ausbildung eines osteoporotischen Phänotyps 

führt. Übereinstimmend mit diesen Studien konnten wir durch die Induktion mit einem 

blockierenden PD-1-Antikörper ebenso eine signifikante Limitierung der OC-

Differenzierung in Anzahl und Größe nachweisen. Darüber hinaus wird der Nachweis der 

beeinträchtigten Osteoklastogenese nach PD-1-Inhibition durch Studien gestützt, die für 

Mäuse nach PD-1-ICI und genetischem Knockout abnormes Knochenwachstum zeigten 

(Cai et al., 2020; Nagahama et al., 2004). 

Im Gegensatz dazu existieren einige wenige Publikationen, die das Auftreten von 

Osteoporose nach PD-1-Defizienz beschreiben. So wurde bei Patient*innen nach PD-1-

ICI ein gestiegenes Frakturrisiko beobachtet (Moseley et al., 2018). Allerdings wurden in 

dieser Studie lediglich sechs Patient*innen eingeschlossen, sodass nicht zwingend ein 

kausaler Zusammenhang bestehen musste und diese Schlussfolgerung auch verfälscht 

sein könnte. Weiterhin wurden in einem PD-1-/PD-L1-Knockout-Mausmodell nach 

gesteigerter RANKL-Produktion verminderte trabekuläre Knochensubstanz sowie 

geschwächte Mikrostruktur der Knochen beschrieben (Greisen et al., 2022). Wenngleich 

bestimmte Details abweichend beurteilt werden, sind sich auch diese Autoren 

grundsätzlich einig hinsichtlich der Relevanz des PD-1-Signalwegs für den Erhalt der 

optimalen Knochenhomöostase sowie insbesondere für die Regulation der 

Osteoklastogenese. 

 

1.4.2 PD-L1 

PD-L1 ist als einer der Liganden von PD-1 Teil des regulatorischen PD-1-Checkpoint-

Signalwegs, dem große Bedeutung in der Regulation des Knochenstoffwechsels 
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zukommt. In unserer Studie konnten für die Induktion mit PD-L1 vergleichbare 

Stimulationen der Größe und Anzahl von OC wie nach der Applikation von PD-1 gezeigt 

werden, jedoch waren diese insgesamt etwas geringer ausgeprägt. Umgekehrt hat der 

inhibitorische PD-L1-Antikörper die Osteoklastogenese negativ beeinflusst, verglichen mit 

der antagonistischen PD-1-Antikörper-Induktion jedoch weniger stark herunterreguliert. 

Wenn die PD-1-mediierte Aktivierung der Osteoklastogenese und Förderung der OC-

Funktion mit der Stimulation von Immunzellen verglichen werden, stimmen die Ergebnisse 

kürzlich publizierter, ähnlicher Studien nicht mit den unseren überein. So fördern PD-L1+ 

T-Zellen die Polarisation des immunsuppressiven M2-Makrophagen-Phänotyps, 

vergleichbar mit den Effekten, die durch PD-1 auf Makrophagen resultieren (Diskin et al., 

2020). Damit einhergehend konnte nach Applikation eines inhibitorischen PD-L1-

Antikörpers ein Übergang zum pro-inflammatorischen M1-Makrophagen-Typ gezeigt 

werden (Cai et al., 2019; Xiong et al., 2019). Es ist jedoch zu berücksichtigen, dass diese 

Studien auf T-Zellen und Makrophagen fokussiert sind, die zwar eine gewisse Relation zu 

OC präsentieren, jedoch können diese Ergebnisse nur als Anhalt verstanden und 

keinesfalls vollständig auf OC projiziert werden. 

Wir konnten unsere Ergebnisse der PD-L1-Modulatoren sowohl für die 

Osteoklastogenese als auch für die OC-Funktion durch die Analyse des therapeutischen 

anti-PD-L1-Antikörpers Nivolumab reproduzieren. Es zeigte sich sogar eine 

dosisabhängige Reduktion der OC-Differenzierung, sodass von einer tatsächlichen 

Regulation im Sinne der Stimulation durch PD-L1 und Inhibition durch antagonistische 

PD-L1-Antikörper, beziehungsweise PD-L1-ICI, auszugehen ist. 

 

1.4.3 PD-L2 

Anders als durch die Regulation mittels PD-1 und PD-L1, präsentierte sich für PD-L2 eine 

Herunterregulation der Osteoklastogenese sowie durch den korrespondierenden 

inhibitorischen Antikörper ein positiver Einfluss auf die OC-Differenzierung. Verglichen mit 

der Interaktion von PD-1 und PD-L1, konnten durch die Stimulation mit PD-L2 

kontrastierende Effekte nachgewiesen werden, sodass der Nachweis einer zweiseitigen 

Regulation der Knochenhomöostase durch den PD-1-Signalweg gelang. Diese 

Ergebnisse korrelieren mit einer kürzlich veröffentlichten Studie, die durch PD-L2-

Induktion nicht nur eine negative Regulation der TRAP-Aktivität in RANKL- und M-CSF-
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stimulierter Zellkultur, sondern auch die verringerte Differenzierung sowie Aktivität Anti-

Citrulliniertes-Peptid-Antikörper-abhängiger OC auf synthetischen Calciumphosphat-

Platten determinieren konnten. Ein Einfluss auf OB konnte hingegen nicht nachgewiesen 

werden. Da ebenso PD-L2-defiziente Mäuse durch eine verringerte Knochendichte und 

mangelhafte Mikrostruktur der Knochen auffielen, stützt diese Studie unsere Ergebnisse 

der in vitro Analysen zum Einfluss von PD-L2 in der OC-Kultur (Greisen et al., 2020). 

 

1.4.4 PD-1-assoziierte Moleküle 

In dieser Studie fällt beim Vergleich der Mediatoren des PD-1-Signalwegs auf, dass die 

negative OC-Regulation durch den inhibitorischen PD-1-Antikörper stärker ausgeprägt 

war als durch den PD-L1-Antikörper. Die korrespondierenden agonistischen Proteine 

lösten hingegen eine Stimulation der Osteoklastogenese aus. Es hätte erwartet werden 

können, dass die Herunterregulation der OC-Differenzierung durch PD-L2 überwöge, 

wenn lediglich PD-L1 blockiert wurde, dies war jedoch nicht der Fall. Demnach lässt sich 

schlussfolgern, dass weitere Liganden oder Co-Faktoren Teil der PD-1-assoziierten OC-

Regulation sein müssen. Ferner sind reziproke Interaktionen von PD-1 mit den Liganden 

vorstellbar, sodass diese durch eine PD-L1-Blockade unterbrochen werden würden und 

demnach die Inhibition der Osteoklastogenese weniger stark als erwartet ausfällt. 

Solch wechselseitige Effekte der PD-1-Liganden sind verschieden erklärbar. Zum einen 

ist PD-L1 sowohl auf hämatopoetischen als auch auf nicht-hämatopoetischen Zellen 

weitgehend exprimiert, wohingegen die Expression von PD-L2 auf APZ, beispielsweise 

dendritische Zellen, Makrophagen, Monozyten und einige B-Zellen, beschränkt ist (Philips 

et al., 2020; Zak et al., 2017). Unklar ist, ob und falls ja, wie dies die Regulation der OC-

Differenzierung beeinflusst (Dyck und Mills, 2017). Eine frühe Regulation der 

Osteoklastogenese überwiegend durch PD-L1 und in späteren Stadien vor allem durch 

PD-L2 scheint aber plausibel. Ferner konkurrieren beide Liganden um die Bindung an 

PD-1, die auf molekularer Ebene jedoch grundlegend verschieden erfolgt (Ghiotto et al., 

2010). Aufgrund schneller biphasischer Dissoziation und einer fehlenden 

Konformationsänderung, die für eine effiziente Interaktion essentiell wäre, ist die Affinität 

von PD-L1 zu PD-1 gering ausgeprägt (Ghiotto et al., 2010). Im Gegensatz dazu ist die 

Bindung von PD-L2 zu PD-1 um den Faktor 3 stärker. Dies wird einer PD-L2-spezifischen 
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„Verriegelung“ (Philips et al., 2020) sowie einer Formänderung der Bindungsstelle nach 

PD-1-PD-L2-Interaktion (Zak et al., 2017) zugesprochen, welche die Bindungsqualität 

erheblich verbessern. Weiterhin ist bekannt, dass PD-L2 konstant von PD-1 dissoziiert, 

dadurch PD-L1-bedingten Effekten entgegenwirken und letztlich eine Herunterregulation 

der Osteoklastogenese auslösen kann (Dyck und Mills, 2017; Ghiotto et al., 2010). 

Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass sich beide PD-1-Liganden gegenseitig 

dosisabhängig inhibieren können (Ghiotto et al., 2010; Philips et al., 2020), sodass weitere 

Erkenntnisse zu dieser Thematik unbedingt vonnöten sind. 

In unserer Studie konnte die negative Regulation der OC durch PD-L1-Inhibition bestätigt 

werden, da Nivolumab als therapeutischer PD-1-Inhibitor eine vergleichbare Reduktion 

der Anzahl, Größe und Resorptionsaktivität der OC auslöste. Darüber hinaus ist auch 

nach Applikation von DPPA-1 als potentem Inhibitor der PD-1-PD-L1-Interaktion ein 

maximal negativer Effekt auf die Differenzierung und Aktivität der OC aufgefallen, die 

unsere zuvor erhobenen Ergebnisse validieren. 

 

1.4.5 TIGIT 

Die Induktion mit dem TIGIT-Protein führte zu einer Reduktion sowohl der Größe als auch 

der Anzahl von OC, übereinstimmend mit Ergebnissen aus Studien zum Einfluss von 

TIGIT auf Monozyten und Makrophagen als OC-Vorläufern. Diesbezüglich wurde 

beschrieben, dass TIGIT die Immunaktivität dieser mononukleären Zellen 

herunterregulieren (Das et al., 2017), die Funktion muriner peritonealer Makrophagen 

einschränken und diese durch Expression von IL-10 hin zum anti-inflammatorischen M2-

Phänotypen polarisieren kann (Chen et al., 2016). 

Im Gegensatz dazu resultierte die Applikation des inhibitorischen TIGIT-Antikörpers in 

unserer Studie in einer signifikanten Stimulation der Osteoklastogenese. Damit 

übereinstimmend ist publiziert, dass TIGIT-Knockout-Mäuse die inflammatorische M1-

Makrophagen-Polarisation präsentieren und folglich anfälliger für 

Autoimmunerkrankungen sind (Chen et al., 2016). 

Anders verhielt es sich mit der Lyse der knochenähnlichen Calciumphosphat-Oberfläche, 

da hierbei die Aktivität der OC durch die Induktion mit dem TIGIT-Protein lediglich in nicht-
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signifikantem Ausmaß gesteigert wurde. Nichtsdestotrotz blieb die Grundtendenz der 

Checkpoint-Regulation durch die TIGIT-Moleküle bestehen, dadurch, dass der Einsatz 

des antagonistischen Antikörpers deutlich gesteigerte Lyseaktivität zeigte – nicht nur im 

Vergleich zur Kontrollgruppe, sondern insbesondere auch im Vergleich zur 

Proteinapplikation. 

 

1.4.6 Tim-3 

Für die Induktion mit Tim-3 konnte eine Reduktion der Osteoklastogenese beobachtet 

werden, deren Ausmaß sich vergleichbar mit der Herunterregulation nach TIGIT-

Applikation zeigte. Dieses Ergebnis wird durch bereits publizierte Studien gestützt, die 

durch Tim-3 geringere Anteile M1-typisierter Makrophagen, beziehungsweise 

eingeschränkte Produktion pro-inflammatorischer Marker wie TNF-α, IFN-γ und IL-12, 

zeigen konnten (Das et al., 2017; Ocaña-Guzman et al., 2016). Ebenso sind für den 

Liganden Galectin-9 antagonistische Auswirkungen auf die Osteoklastogenese 

beschrieben und in einem murinen in vitro Modell konnte zudem ein inhibitorischer Effekt 

auf Knochenmarksmakrophagen durch die Limitierung pro-inflammatorischer Marker 

(IL-12, IL-17, IFN-γ) nachgewiesen werden (Moriyama et al., 2014; Tai et al., 2018). 

Für den blockierenden Tim-3-Antikörper konnten wir eine Stimulation der 

Osteoklastogenese beobachten, die durch den pro-inflammatorischen Effekt der 

gesteigerten Sekretion von IL-12, IL-6 und IL-10 gut nachvollziehbar ist. Von diesen ist 

insbesondere IL-12 ein stark inflammatorischer Mediator, der zur Stimulation der OC-

Differenzierung sowie -Aktivität und damit dem Abbau von Knochensubstanz beiträgt 

(Ocaña-Guzman et al., 2016). 

Jedoch sind auch gegensätzliche Auswirkungen für die Tim-3-Appplikation beschrieben, 

beispielsweise eine Korrelation der Tim-3-Expression mit der Anzahl TRAP+ Zellen als 

OC-Vorläufern (Moriyama et al., 2014). Ferner konnte für die Anwendung eines 

antagonistischen Tim-3-Antikörpers die Limitierung der PD-1-Expression auf THP-1-

Zellen, einer humanen OC-ähnlichen Zelllinie, beobachtet werden (Ocaña-Guzman et al., 

2016). Unseren Ergebnissen nach würde eine PD-1-Defizienz die Reduktion der OC-

Differenzierung bedeuten, wohingegen für die Tim-3-Inhibition vermehrte OC-Zahlen und 

-Aktivität resultierten. Andererseits ist kürzlich publiziert worden, dass die Stimulation 
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mittels PD-1 den Anteil von OC in der Kultur reduziert (Greisen et al., 2022), dies würde 

wiederum den in unserer Studie registrierten Trend der gesteigerten OC-Differenzierung 

für den inhibitorischen Tim-3-Antikörper bestätigen. Diesbezüglich kann angenommen 

werden, dass die Auswirkungen durch Tim-3 auf die Osteoklastogenese überwiegen, 

auch wenn geringere PD-1-Level vermutlich die OC-Stimulation durch einen 

antagonistischen Tim-3-Antikörper behindern würden. Nichtsdestotrotz gestaltet sich ein 

solcher Vergleich anhand der Auswirkungen auf eine THP-1-Zelllinie äußerst kompliziert 

und Ergebnisse können nicht uneingeschränkt auf humane OC aus PBMC übertragen 

werden. 

 

1.4.7 GITR 

Die Anwendung des GITR-Proteins bewirkte, übereinstimmend mit aktuellen 

Publikationen, eine Zunahme sowohl der Größe als auch der Anzahl von OC. Bereits 

bekannt ist, dass durch die Interaktion von GITR mit dem Liganden GITRL die 

Osteoklastogenese durch RANKL-Stimulation und Herunterregulierung von 

Osteoprotegerin gefördert und letztlich die Osteogenese negativ beeinflusst wird (Shin et 

al., 2006). Ferner ist publiziert, dass GITR proinflammatorisch auf 

Autoimmunerkrankungen und chronisch-inflammatorische Zustände einwirkt (Fu et al., 

2020; Tian et al., 2020). GITR steht außerdem auch im Zusammenhang mit dem pro-

inflammatorischen M1-Profil sowie der Stimulation pro-inflammatorischer Zytokine (Fu et 

al., 2020; Shin et al., 2006). Da diese Erkenntnisse mit unseren Ergebnissen für die 

Regulation durch GITR übereinstimmen, ist anzunehmen, dass eine GITR-Stimulation die 

Aktivierung der Immunantwort nach sich ziehen und die GITR-ICI eine sinnvolle 

Therapiemöglichkeit autoimmuner Erkrankungen präsentieren könnte. 

Umgekehrt wurde vermutet, dass der inhibierende GITR-Antikörper die Differenzierung 

von OC beeinträchtigen würde. Diese Annahme stellte sich jedoch als nicht korrekt 

heraus, da trotz der Induktion sowohl die Größe als auch die Anzahl der OC auf einem 

mit der Kontrollgruppe vergleichbaren Level verblieben. Möglicherweise ist dies bedingt 

durch eine lediglich minimale Expression des GITR-Proteins durch die kultivierten Zellen, 

die für eine erfolgreiche Protein-Antikörper-Interaktion höher sein müsste. Unsere primäre 

These wird jedoch durch eine aktuelle Arbeit gestützt, die für GITR-defiziente 
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Makrophagen deutlich beeinträchtigte Proliferation und Phagozytosefähigkeit beschreibt 

(Fu et al., 2020). 

 

1.4.8 CD47 

Die Regulation der Osteoklastogenese mittels des CD47-Proteins führte zu einer 

vergleichbaren Stimulation wie nach der Applikation des GITR-Proteins. Dabei bedeutet 

die Bindung von CD47 an den Liganden SIRPα ein Anti-Phagozytose-Signal, nicht nur für 

Makrophagen, sondern auch für OC (Chao et al., 2019; Hobolt-Pedersen et al., 2014; Liu 

et al., 2020; Lundberg et al., 2007). In unserer Studie resultierten nach der Applikation 

von CD47 die kleinsten TRAP+ Zellen, vergleichbar mit einer Publikation von Hobolt-

Pedersen et al. (2014), die ebenso zeigen konnten, dass CD47- Zellen signifikant größer 

als CD47+ OC und OC-Vorläuferzellen ausfielen. 

Eine deutlich reduzierte OC-Zahl nach Applikation eines antagonistischen CD47-

Antikörpers hätte angenommen werden können, jedoch verblieb die Zahl der Gesamt-OC 

in unserer Testung etwa auf dem Niveau der Kontrollgruppe, beziehungsweise dem des 

inhibitorischen GITR-Antikörpers. Dadurch, dass aus CD47-defizienten Makrophagen 

hingegen eine signifikant verringerte Anzahl von Gesamt-OC resultierte, liegt wiederum 

die Vermutung nahe, dass eine zu geringe Expression des CD47-Proteins vorlag, sodass 

die Protein-Antikörper-Induktion nicht ausreichend erfolgen konnte und folglich keine 

Reduktion der OC-Zahl stattfand. 

Ebenso konnten für die Regulation durch den blockierenden CD47-Antikörper kaum 

Änderungen der TRAP+ Zellgröße registriert werden, dies ist allerdings übereinstimmend 

mit bereits publizierten Studien. So sind für CD47-defiziente Mäuse sowohl eine 

reduzierte OC-Zellgröße (Lundberg et al., 2007) als auch ein erhöhtes Knochenvolumen 

(Uluçkan et al., 2009), beschrieben, letzteres ist vermutlich durch eine reduzierte OC-

Funktion erklärbar. 

 

1.4.9 Technische Herausforderungen in der quantitativen und qualitativen Analyse von 

Osteoklasten 

Das hier angewandte experimentelle Studiendesign weicht teils von bereits publizierten 

Arbeiten im komplexen Feld der OC-Biologie ab. Ziel unserer Studie war die exakte und 



 47 

objektive Untersuchung der Auswirkungen von Checkpoint-Mediatoren auf die 

Osteoklastogenese sowie der funktionellen OC-Aktivität. Aufgrund der immensen 

Variabilität der Morphologie von OC-Vorläufern und OC wurde hierfür die manuelle 

Analyse gegenüber einer automatisierten Auswertung bevorzugt, um der technisch-

bedingten Fehleranfälligkeit entgegenzuwirken und der Komplexität der OC-Kultivierung 

weitmöglichst gerecht zu werden. 

Zunächst erfolgte die Auswertung der durchschnittlichen Zellgröße TRAP+ Zellen zur 

primären Evaluation der Osteoklastogenese. Überwiegend präsentieren sich OC-

Vorläuferzellen flächenmäßig kleiner als reife OC, sodass diese Untersuchung eine recht 

akkurate Einschätzung des Differenzierungsgrades der OC lieferte. Genauere Analysen 

erfolgten mithilfe der wesentlich zeit- und arbeitsintensiveren manuellen Zählung und 

Differenzierung der Zellgruppen. Für die multinukleären OC konnte kein konstanter 

Prozentsatz beobachtet werden, stattdessen veränderte sich ihr Anteil überwiegend 

proportional zu dem der Gesamt-OC, sowohl nach der Induktion mit stimulierenden 

Checkpoint-Proteinen als auch nach der Applikation korrespondierender inhibitorischer 

Antikörper. Folglich ließ sich schlussfolgern, dass in diesem Screening insbesondere die 

kleinen OC für Abweichungen von der OC-Kontrollgruppe verantwortlich waren. Erklärbar 

ist dies dadurch, dass während der Osteoklastogenese mehrere kleine OC zu wenigen 

OC-Riesenzellen fusionieren, sodass ein Überwiegen der großen OC nicht realistisch 

scheint. Außerdem verbleiben OC zum einen länger in der oligonukleären Konfiguration, 

zum anderen steigt mit zunehmender Kernzahl die Suszeptibilität für Apoptose. Anhand 

dieses Ungleichgewichts der OC-Größe und der Anzahl von Zellkernen lässt sich 

schlussfolgern, dass das Überwiegen der kleinen OC eher nicht durch unterschiedliche 

Genese bedingt ist, sondern vielmehr durch den Maturationsprozess der OC selbst. 

Im Gegensatz zu diversen anderen Publikationen im Feld der OC-Biologie konnte in 

dieser Studie trotz der charakteristischen morphologischen sowie immensen funktionellen 

Heterogenität eine akkurate Analyse der OC-Vorläufer und OC gewährleistet werden, 

indem Aufnahmen in mindestens zwei verschiedenen Vergrößerungsstufen in gesamten 

Kulturwells erfolgten und genügend ROIs ausreichender Größe zur Analyse genutzt 

wurden. Dies ist bisher nur in wenigen anderen Studien vergleichbar umgesetzt worden, 

sofern das methodische Vorgehen überhaupt derart detailliert ausgeführt wurde. 

Gleichermaßen minimal wurde oftmals auch die Beschreibung der analytischen 
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Herangehensweise gestaltet, sodass selten erkennbar ist, ob und falls ja, welche Software 

zur Zellzählung verwendet wurde. In unserer Studie wurde die manuelle gegenüber einer 

automatisierten Auswertung der Zellzahlen bevorzugt, da erfahrungsgemäß jede 

Software bisher unterschiedlich intensive TRAP-Färbungen, Überlagerungen, 

verschieden große sowie bereits apoptotische Zellen nicht vollständig korrekt erfassen 

und demnach die morphologische Heterogenität nicht zufriedenstellend berücksichtigen 

konnte. Weiterhin wurde eine ausreichend große Fallzahl eingeschlossen sowie die 

Differenzierung oligo- und multinukleärer OC vorgenommen, um einer statistischen 

Verzerrung durch die Inhomogenität zwischen Spendern, Versuchen und sogar innerhalb 

einzelner Wells vorzubeugen und repräsentative Daten der Checkpoint-Regulation zu 

erfassen. Bedauerlicherweise wurden auch diese Aspekte in experimentellen OC-Studien 

bislang nicht genügend berücksichtigt. 

Neben der Quantität wurde auch die Qualität der OC untersucht, da aktuelle Studien eine 

Korrelation von Größe, Anzahl und Aktivität von OC belegen (Abdallah et al., 2018; Hiram-

Bab et al., 2015; Nakamura et al., 2013), sich jedoch die Frage nach einem 

zugrundeliegenden Kausalzusammenhang stellte. Folglich wurde die Lysierung der 

knochenähnlichen Calciumphosphat-Oberfläche analysiert, die den ersten Schritt der 

osteoklastären Knochenresorption darstellt (Bohatirchuk, 1966; Hienz et al., 2015; 

Väänänen, 2005) und eine Aussage über die Regulation der essentiellen präresorptiven 

Aktivität der OC unter Einfluss der Immuncheckpoint-Mediatoren erlaubt. Die erhobenen 

Ergebnisse dieser vielfach angewandten und weit akzeptierten Untersuchung ließen 

darauf schließen, dass Quantität und Qualität der OC durchaus kausal korrelieren und 

eine wechselseitige Beeinflussung vorliegt (Ciapetti et al., 2017; Jansen et al., 2022; 

Nakamura et al., 2013; Wang et al., 2021; Zhang et al., 2022). 

Diesbezüglich lässt sich einwenden, dass alternativ auch die Resorption von Knochen 

durch OC beurteilt und somit eine realitätsnähere Analyse geboten werden könnte 

(Badran et al., 2012; Bernhardt et al., 2017; Panagopoulos et al., 2017). Eine synthetische 

Calciumphosphat-Beschichtung kann die Komplexität echten Knochens nicht in ihrer 

Gesamtheit imitieren, allerdings führt ebendiese zu einer noch ausgeprägteren 

Heterogenität innerhalb der Kultur und reduziert infolgedessen die Reproduzierbarkeit 

sowie Vergleichbarkeit der Funktionsanalyse. Es wurden für die Studie mehrere Versuche 
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unternommen, eine OC-Kultur auf Dentin- oder Knochenscheiben zu etablieren, diese 

genügten jedoch letztlich nicht den Qualitätsansprüchen, da sich einige problematische 

Aspekte herausstellten: Zum einen konnten deutlich weniger vitale und insgesamt 

wesentlich kleinere OC kultiviert werden, zum anderen wurde bei minimalsten 

Unregelmäßigkeiten der Knochenscheiben ein Abrutschen der Vorläuferzellen 

festgestellt, sodass entstandene Resorptionslakunen nicht realistisch bewertet werden 

konnten. Verglichen mit der in vitro Kultur von OC auf Glas-Objektträgern, trat die 

Variabilität sowohl zwischen Spendern als auch zwischen Versuchen sowie innerhalb der 

Kulturwells deutlich prominenter hervor und stellt ein bekanntes Problem in der Bewertung 

der OC-Aktivität dar (Chen et al., 2018; Hadjidakis und Androulakis, 2006; Nakashima 

und Takayanagi, 2011). Angesichts einer solchen Heterogenität hätte eine Auswertung 

der Resorptionsaktivität in Teilen der Wells die Qualität der Analyse sogar minimiert, da 

keine repräsentative Platzierung der ROIs möglich gewesen war. Ferner konnten die 

TRAP- und Coomassie-Färbungen zur Auswertung nicht auf denselben Knochenchips 

durchgeführt werden und sowohl Dentin- als auch Knochenscheiben fielen durch eine 

beträchtliche Eigenanfärbbarkeit auf, sodass Auswertung und Analyse deutlich erschwert 

wurden. Insofern war die Untersuchung der osteoklastären Knochenresorption durch eine 

technisch schwierig umzusetzende Analyse gekennzeichnet, damit einhergehend eine 

geringe Reproduzierbarkeit und folglich eingeschränkte Vergleichbarkeit, sodass 

angesichts der vernachlässigbaren Relevanz von einer Publikation dieser Ergebnisse 

abgesehen wurde. Diese Faktoren stellten insbesondere angesichts der hier 

durchgeführten Übersichtsarbeit Ausschlusskriterien für solch eine Form der Auswertung 

dar, da zur Optimierung der Reliabilität sowie der statistischen Aussagekraft der 

Ergebnisse deutlich mehr Replikate hätten untersucht werden müssen. Automatische 

Analysen sind immens fehlerbehaftet, wohingegen eine manuelle Auswertung zwar 

deutlich präziser ist, aber mit einem umso größeren zeitlichen Aufwand einhergeht. 

Hinsichtlich der überwiegend händischen Auswertung der zahlreichen Konditionen einer 

Screening-Analyse ist solch ein Versuchsplan momentan sowohl aus finanzieller als auch 

aus zeitlicher Perspektive nicht realistisch umsetzbar. 

Folglich konnte ein direkter Einfluss der Checkpoint-Modulatoren auf die 

Knochenresorption der OC nicht bewiesen werden. Anhand der weniger heterogenen und 

insgesamt reliablen Ergebnisse der Calciumphosphat-Lyse konnte die grundsätzliche 
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Regulation der OC-Aktivität jedoch annäherungsweise beurteilt werden und stellte die 

bestmögliche Methode für die Untersuchung zahlreicher Modulatoren dar. Eine 

realitätsnähere Evaluation der OC-Aktivität bietet die Quantifizierung von 

Knochenresorption allerdings nur für den Vergleich weniger ausgewählter Konditionen, 

da nur dabei eine entsprechend hohe Fallzahl und akkurate Auswertung gewährleistet 

werden kann. 

Zuletzt ist zu berücksichtigen, dass die Literatur im Feld der experimentellen OC-

Forschung derzeit nicht nur schwierig vergleichbar, sondern auch lediglich eingeschränkt 

geeignet ist, begründete Schlussfolgerungen hinsichtlich der Regulation von OC zu 

ziehen. Dazu tragen diverse Faktoren bei, darunter fundamentale Unterschiede zwischen 

OC und OC-Vorläufern, humanen und murinen OC sowie stark abweichende 

Versuchsbedingungen und -analysen. Darüber hinaus sind die Auswirkungen von 

Immuncheckpoint-Modulatoren sehr stark Zelltyp-abhängig (Brom et al., 2022; Brom et 

al., 2023; Lei et al., 2021; Schildberg et al., 2016; Sharma und Allison, 2015), 

Immuncheckpoint-spezifische Arbeiten im Feld der (humanen) OC-Biologie allerdings 

selten, sodass sich Abweichungen unserer Ergebnisse von Publikationen mit ähnlichen 

Fragestellungen erklären lassen. 

 

1.4.10 Klinische Relevanz der Immuncheckpoint-Regulation von Osteoklasten 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unsere Studie einen entscheidenden Beitrag 

zur Optimierung der derzeitigen Methodik der OC-Forschung leisten konnte, hin zu 

zukünftig besser objektivierbaren und reproduzierbaren Ergebnissen. Zusätzlich zum 

bisherigen Goldstandard der OC-Analysen kann die besonders berücksichtigte 

Standardisierung der experimentellen Herangehensweise in der Analyse humaner OC 

zukünftig valide Vergleiche innerhalb einzelner Versuche und zwischen verschiedenen 

Studien vereinfachen. Darüber hinaus konnten außerdem hochsignifikante Effekte auf die 

OC-Biologie durch Checkpoint-Regulation beobachtet werden. Diese Erkenntnisse tragen 

zu einem besseren Verständnis potentieller ossärer Nebenwirkungen von ICI als 

Krebstherapie bei. Diesbezüglich fallen insbesondere Patient*innen, die hinsichtlich ihrer 

Checkpoint-basierten Krebstherapie eine Komplettremission zeigen, durch klinisch 

relevante IRAEs auf, beispielsweise durch dermatologische und gastrointestinale 
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Infektionen, reduzierte Knochendichte und sogar Frakturen (Filippini et al., 2021; Moseley 

et al., 2018; Sun, L et al., 2021; Terashima und Takayanagi, 2018). Solche IRAEs können 

aufgrund der Zytokinausschüttung der T-Zellen im Rahmen der Immunaktivierung als 

hoch- oder sogar zu effiziente therapeutische Immunaktivierung verstanden werden 

(Filippini et al., 2021; Moseley et al., 2018). Zukünftig wird die zentrale Herausforderung 

hinsichtlich ICI in der Krebstherapie sein, ein Gleichgewicht zwischen der notwendigen 

anti-malignen Potenz und möglichst minimaler inflammatorischer, darunter oft auch 

ossärer, Nebenwirkungen herzustellen. Diesbezüglich wird es unabdingbar sein, zu 

analysieren, welche Moleküle, beziehungsweise welche ICI, Frakturen begünstigen, 

sowie mögliche optimale Dosierungen der Therapien zu eruieren. Darüber hinaus besteht 

die Chance, die derzeit nicht-ausreichenden Diagnostik- sowie Therapiemöglichkeiten 

von Erkrankungen mit Dysbalancen der Knochenhomöostase sowie ossärer 

Nebenwirkungen von ICI zu optimieren, sofern sich die Ergebnisse in weiteren Studien 

bestätigen lassen. 

Für die ursächliche Therapie der Osteoporose ist es notwendig, übermäßig aktive OC zu 

regulieren beziehungsweise das Ungleichgewicht zwischen OC und OB zu korrigieren, 

sodass weniger Knochenabbau und stattdessen vermehrt Aufbau von Knochensubstanz 

erfolgt. Dafür scheint es plausibel, PD-1, PD-L1, GITR und CD47 einzeln oder kombiniert 

zu blockieren. Alternativ ist auch eine therapeutische Stimulation von PD-L2, TIGIT, Tim-3 

oder DPPA-1 denkbar. Voraussetzung für diese beiden Optionen ist jedoch, dass die 

Modulationen OC-spezifisch erfolgen können, um neue, sowohl immunaktivierende als 

auch immunsupprimierende IRAEs zu verhindern. Zuvor sollte jedoch ein diagnostisches 

Screening hinsichtlich der Checkpoint-Expressionen erfolgen, um eine optimale, 

individualisierte Behandlung zu gewährleisten. Ein vergleichbares Vorgehen ist für 

gelockerte Gelenksendoprothesen zu erwägen. Zwar liegt dabei eine septische oder 

aseptische Entzündung zugrunde, analog zur Regulation der Makrophagen-Polarisation 

könnte jedoch mittels Checkpoint-Modulation die Balance zwischen OC- und OB-Aktivität 

wiederhergestellt werden. Die synergistische Regulation der ursächlichen T-Zell-

mediierten Zytokinsekretion (Cong et al., 2023) sollte diesbezüglich ebenso in Betracht 

gezogen werden. 

Bei knocheneigenen Malignomen und Knochenmetastasen ist die Optimierung der 

Diagnostik und Behandlung jedoch komplizierter, da einerseits eine therapeutische ICI 
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zur Elimination des Tumors notwendig ist, andererseits das Frakturrisiko nicht nur durch 

die Therapie, sondern auch durch die Grunderkrankung signifikant erhöht ist. Demzufolge 

ist hierbei eine zellspezifische Checkpoint-Regulation umso relevanter. In Osteo-, 

Chondro- und Ewing-Sarkomen konnte bereits die Expression von Checkpoints, darunter 

PD-1 und PD-L1, nachgewiesen werden (Machado et al., 2018; Paydas et al., 2016; 

Torabi et al., 2017). Diese korrelierte mit dem Auftreten Tumor-infiltrierender 

Lymphozyten, die primär in Fällen von Metastasierung, Therapieresistenz, Rezidiven und 

vorwiegend schlechter Prognose präsent sind (Shen et al., 2014; Sundara et al., 2017). 

Bisher ist es nicht gelungen, PD-1 oder PD-L1 als Biomarker für das Therapieansprechen 

zu verwenden (Liao et al., 2017; Lizée et al., 2013), dennoch sollten zukünftig Versuche 

unternommen werden, diese und weitere Immuncheckpoints diagnostisch und 

therapeutisch zu nutzen, da die hohe Checkpoint-Infiltration einen „heißen“ Tumor 

repräsentiert und mehrheitlich gut auf immunologische Therapieansätze anspricht (Brown 

et al., 2018). Angesichts der besonderen Interaktion des Knochenmarks und des 

Immunsystems stellen Knochenmetastasen eine weitere schwierig behandelbare 

Pathologie dar, die durch den „Teufelskreis“ aus gesteigerter OC-Aktivität und 

Immunevasion der malignen Zellen charakterisiert ist (Del Conte et al., 2022; Liu et al., 

2021). Es ist denkbar, dass diese Endlosschleife mittels (Kombinations-) ICI 

durchbrochen werden könnte, da diese „kalte“ zu „heißen“ Tumorumgebungen 

transformieren können, also eine Infiltration mit Immunzellen begünstigen (Zhu et al., 

2022). In Vorbereitung auf oder in Kombination mit derzeit angewandten Therapien, 

darunter Chemo-, Anti-Angiogenese- oder RANKL-Inhibitions-Therapien, bestünde die 

Möglichkeit, eine effektivere Elimination der abgesiedelten Tumorzellen zu erzielen. Eine 

Kombination aus Inhibition von RANKL und CTLA-4-ICI zeigte bereits positive 

Auswirkungen auf die Immunogenität der Tumorumgebung solider Tumore und 

Metastasen (Van Dam et al., 2019), sodass ein gezielter therapeutischer Angriff 

vielversprechend scheint. 

Um individuell kalkulierte Therapiepläne zu erstellen, ist ein Screening auf exprimierte 

Immuncheckpoints in Metastasen und knocheneigenen Tumoren essentiell. Zudem 

scheint es sinnvoll, die Checkpoint-Expressionsmuster auch während einer Behandlung 

als Biomarker für das Therapieansprechen oder mögliche Nebenwirkungen und 

Resistenzentwicklungen zu nutzen. Die Messung der Expressionslevel könnte dabei 
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sowohl als Gewebebiopsie oder deutlich schneller und einfacher zu wiederholen als 

sogenannte „Liquid Biopsy“ in einer Blutprobe vorgenommen werden (Wang et al., 2022). 

Werden nach gründlicher Diagnostik zu Beginn oder während der Therapie einer 

Erkrankung mehrere Checkpoints als ursächlich erachtet, würden sich Kombinations-ICI 

oder -Stimulationstherapien anbieten. Einerseits ergibt sich dadurch schon jetzt ein 

effektiveres Krankheitsmanagement, andererseits sind auch die Überlebensraten 

verbessert (Barrueto et al., 2020; Rameshbabu et al., 2021; Wang et al., 2022). 

Bedauerlicherweise haben Kombinations-ICI bisher deutlich mehr und stärkere 

Nebenwirkungen zur Folge gehabt (Friedman et al., 2016; Zhang et al., 2018). Um diese 

zu umgehen, sollten sämtliche Checkpoint-Regulationen zelltypspezifisch erfolgen, weil 

diese nicht nur weniger toxisch auf den gesamten Organismus wirken, sondern vermutlich 

auch eine geringere oder spätere Resistenzentwicklung aufweisen würden. Es gilt, die 

Balance zwischen effektiver Therapie und Immuntoleranz zu wahren, folglich sollten 

personalisierte Checkpoint-Therapieschemata entwickelt und gegebenenfalls mit bereits 

erprobten Behandlungen kombiniert werden, um bestmögliche Erfolge zu erzielen 

(Sabbatino et al., 2022). Unbedingt berücksichtigt werden müssen dabei einerseits die 

systemischen Effekte solcher therapeutischen Vorhaben und andererseits, ob und wenn 

ja, wie sehr solch eine Checkpoint-Modulation andere Zellen, sowohl solche von Relevanz 

in der Knochenhomöostase als auch die systemische Immunreaktion betreffende, 

beeinflusst. 

Abschließend lassen sich die eingangs gestellten Forschungsfragen wie folgt 

beantworten: Immuncheckpoint-Moleküle haben einen wesentlichen Einfluss auf die 

Osteoklastogenese sowie die Funktion der reifen OC. Verluste der Knochensubstanz 

infolge einer Dysbalance des Knochenstoffwechsels konnten nach Applikation der 

Regulatoren PD-1, PD-L1, GITR und CD47 sowie infolge der Inhibition von PD-L2, TIGIT, 

Tim-3 und DPPA-1 registriert werden. Folglich kann die Messung der Expression dieser 

Checkpoints beziehungsweise SMI einen diagnostischen Nutzen für eine Vielzahl von 

Erkrankungen bieten, die durch einen übermäßigen Knochenabbau charakterisiert sind. 

Ebenso eröffnen sich vielversprechende neue therapeutische Möglichkeiten mit einer 

zelltypspezifischen ICI von PD-1, PD-L1, GITR oder CD47 sowie einer OC-spezifischen 

therapeutischen Stimulation von PD-L2, TIGIT, Tim-3 oder DPPA-1, gegebenenfalls auch 

in Kombinationsbehandlungen. 
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Insofern soll unsere Studie als Pilotprojekt verstanden werden, das vielversprechende 

Erkenntnisse erbracht hat und einen Grundstein für weitere Forschung legen kann. 

Zukünftig sollten vielversprechende Immuncheckpoint-Moleküle, die besonders in der 

quantitativen Analyse Auswirkungen auf die Osteoklastogenese zeigen, trotz der 

technischen Herausforderungen unbedingt in weiteren aufbauenden Studien analysiert 

werden, um langfristig die Versorgung der Patient*innen zu optimieren. Denkbar sind in 

dieser Hinsicht unter anderem Analysen weiterer Checkpoint-Mediatoren, die 

Untersuchung von Checkpoint-mediierten Effekten auf weitere Zellen der 

Knochenhomöostase oder in vivo Modellstudien. 

 

1.5 Zusammenfassung 

Bereits jetzt hat Immuncheckpoint-Inhibition die Therapie maligner Erkrankungen 

revolutioniert und wird auch zukünftig eine wertvolle Ergänzung der 

Behandlungsschemata inflammatorischer und autoimmuner Krankheiten darstellen. Mit 

der erheblichen anti-malignen Wirksamkeit gehen jedoch auch kritische Nebenwirkungen 

einher, die sich durch die Inhibition sekundärer immunregulatorischer Mechanismen auto-

inflammatorisch präsentieren. Teils sind diese so gravierend, dass ein Therapieabbruch 

unausweichlich wird. Das Auftreten dieser „Immune-related adverse events“ könnte 

potentiell durch eine zelltypspezifische Checkpoint-Blockade reduziert werden. Im 

Kontext der Nebenwirkungen, die den Knochenstoffwechsel betreffen, sind Makrophagen 

als Teil der angeborenen sowie erworbenen Immunreaktion und speziell als OC-

Vorläuferzellen sowie reife OC von besonderer Relevanz. 

Zur Analyse der Auswirkungen von therapeutischer Checkpoint-Regulation auf OC wurde 

ein in vitro Modell der OC-Differenzierung ausgehend von humanen PBMC entwickelt. 

Die Osteoklastogenese unter dem Einfluss agonistischer Checkpoint-Proteine und 

antagonistischer Antikörper wurde in einem umfassenden Screening-Ansatz sowohl 

quantitativ als auch qualitativ mittels Immunfluoreszenzfärbung, Messung der Zellgröße, 

manueller Zellzählung und Resorptionsaktivitätsbestimmung in großer Probenzahl 

ausgewertet. Trotz der OC-typischen Heterogenität konnten objektive, reproduzierbare 

und vergleichbare Ergebnisse erhoben werden. Infolgedessen konnte die Relevanz der 

Checkpoint-Regulation für die Knochenhomöostase bestätigt und die analysierten 
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Checkpoint-Mediatoren überdies in zwei Gruppen mit konträren OC-Effekten kategorisiert 

werden. 

Somit ermöglichte diese Übersichts-Studie Fortschritte in der Auswertung von in vitro OC-

Modellen hinsichtlich reproduzierbarer und weniger fehleranfälliger Analysen. Ebenso 

kann der Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Immuncheckpoint-Regulation des 

Knochenstoffwechsels auf Ebene der OC dazu beitragen, individualisierte diagnostische 

und therapeutische Optionen für Erkrankungen, die durch eine Fehlregulation der 

Knochenhomöostase charakterisiert sind, zu entwickeln. Zelltyp- und Checkpoint-

spezifisch sollte hierfür nicht nur Immuncheckpoint-Inhibition, sondern insbesondere auch 

die Stimulation von Checkpoint-Regulatoren in Betracht gezogen werden. 
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2. Veröffentlichungen

2.1 Veröffentlichung 1 

Agonistic and antagonistic
targeting of immune checkpoint
molecules differentially
regulate osteoclastogenesis

Victoria C. Brom1, Andreas C. Strauss1, Alexander Sieberath2,
Jochen Salber2,3, Christof Burger1, Dieter C. Wirtz1

and Frank A. Schildberg1*

1Clinic for Orthopedics and Trauma Surgery, University Hospital Bonn, Bonn, Germany,
2Department of Experimental Surgery, Centre for Clinical Research, Ruhr-Universität Bochum,
Bochum, Germany, 3Department of Surgery, Universitätsklinikum Knappschaftskrankenhaus Bochum
GmbH, Bochum, Germany

Introduction: Immune checkpoint inhibitors are used in the treatment of various

cancers and have been extensively researched with regard to inflammatory and

autoimmune diseases. However, this revolutionary therapeutic strategy often

provokes critical auto-inflammatory adverse events, such as inflammatory

reactions affecting the cardiovascular, gastrointestinal, nervous, and skeletal

systems. Because the function of these immunomodulatory co-receptors is

highly cell-type specific and the role of macrophages as osteoclast precursors is

widely published, we aimed to analyze the effect of immune checkpoint inhibitors

on these bone-resorbing cells.

Methods: We established an in vitro model of osteoclastogenesis using human

peripheral blood mononuclear cells, to which various immune checkpoints and

corresponding antagonistic antibodies were administered. Formation of

osteoclasts was quantified and cell morphology was analyzed via

immunofluorescence staining, cell size measurements, and calculation of cell

numbers in a multitude of samples.

Results: These methodical approaches for osteoclast research achieved objective,

comparable, and reproducible results despite the great heterogeneity in the form,

size, and number of osteoclasts. In addition to the standardization of experimental

analyses involving osteoclasts, our study has revealed the substantial effects of

agonistic and antagonistic checkpoint modulation on osteoclastogenesis,

confirming the importance of immune checkpoints in bone homeostasis.

Discussion:Our work will enable more robust and reproducible investigations into

the use of immune checkpoint inhibitors in conditions with diminished bone

density such as osteoporosis, aseptic loosening of endoprostheses, cancer, as

well as the side effects of cancer therapy, and might even pave the way for novel

individualized diagnostic and therapeutic strategies.
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whether and how immune checkpoint pathways could be exploited

to improve the diagnosis and treatment of conditions that lead to

bone loss.

Materials and methods

OC differentiation

In preparation for the differentiation of osteoclasts, purification of

human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was performed.

Whole blood samples were collected in lithium heparin tubes

(SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Germany), diluted with

equal amounts of phosphate buffered saline (PBS; Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA), and gently added to the same volume

of BioColl (Bio & Sell, Feucht, Germany) in a 50-mL Falcon tube. The

tubes were then centrifuged (800 g, 4°C, 25 min, brake off). The

interphase cell layer was transferred to a new 50-mL Falcon tube and

resuspended in enough PBS (4°C) to fill the tube, prior to being

centrifuged again (800 g, 4°C, 15 min, brake on). After discarding the

supernatant, the cell pellet was washed twice with PBS and

centrifuged (230 g, 4°C, 5 min, brake on). Subsequently, the

resulting cell pellet was resuspended in Minimum Essential

Medium a (MEMa; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

containing 20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), 2 g/L HEPES (Carl Roth, Karlsruhe,

Germany), 1% L-glutamine (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA), 1% penicillin-streptomycin (PS; Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA). The cell suspension was then plated into 12-

well Ibidi slides at 500,000 cells per well (0.56 cm2, removable silicon

chamber, Ibidi, Gräfelfing, Germany). Differentiation of mature OCs

was initiated on day 2 by adding 50 ng/mL M-CSF, 50 ng/mL RANK-

Ligand (RANKL; Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany), and 10 nM

1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to

the standard medium. Differentiation medium was changed every 48

– 72h. On day 2, the reagents indicated in Supplementary Table 1

were added to the differentiation medium for investigation of their

effects on osteoclastogenesis as well as with every further medium

change. Additional control experiments were performed using

application of non-binding unspecific antibodies and proteins to

ensure validity of the non-treated OC control (Supplementary

Figure 1). The ethics committee of the University of Bonn,

Germany, approved the study (approval code 283/21), which was

conducted according to the approved guidelines and the

Helsinki Declaration.

Validation of OC differentiation

On day 14 of OC culture, cells were fixed using paraformaldehyde

4% (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Immunofluorescence staining

was performed to evaluate the morphology of OCs and validate the

method used for OC differentiation. Therefore, the cells were

permeabilized using 0.1% Triton-X 100 (Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, USA) and 1% bovine serum albumin (BSA; Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, USA) was used as a blocking reagent. To categorize the

10.3389/fimmu.2023.988365Brom et al.

Introduction

Conditions characterized by an imbalance in bone homeostasis

cause a great deal of suffering for patients. Unfortunately, it is not fully

known what causes the dysregulation of osteoclasts (OCs) and

osteoblasts (OBs), which leads to impaired bone quality. The

current diagnostic and therapeutical management for diseases such

as osteoporosis, aseptic loosening of endoprostheses, and certain

cancers is insufficient. However, there is evidence about underlying

osteoimmunological mechanisms that are immensely relevant in

development of osteoporotic conditions and skeletal fractures (1–7).

Immune checkpoint molecules represent promising

immunological targets in a number of disease settings, and are

widely expressed on multiple cell types. They function as secondary

regulators for communication between antigen-presenting cells

(APCs) and T cells, that is crucial for sufficient immune responses

to pathogenic cells. Interestingly, immune checkpoints modulate this

interaction not only as co-stimulatory but also as co-inhibitory

receptors (8, 9). Administration of inhibitory antibodies targeting

such immune checkpoint molecules leads to improved immune

activation against various cancers and other diseases (10–12) rather

than direct elimination of pathogens (13–16). Stimulatory and

inhibitory checkpoint molecules can both be either strengthened or

suppressed, resulting in a complex immunoregulatory concept.

Consequently, broad spectrum immune checkpoint inhibitors

(ICI) are already successfully used in treatment of various cancers

(17, 18), however, patients present side effects arising from excessive

autoimmunity and the induction of inflammatory adverse events (19–

22). Incidence and severity of such side effects vary considerably

depending on the disease, the targeted checkpoint molecule, the

applied concentration, single or combined application and patient

constitution (20, 21, 23–26). Still, ICI represents a highly potent

approach particularly for cancer diseases, that offers immense value

for patients and could merely be optimized by amelioration of adverse

event occurrence. For this reason, increasing studies suggest the use of

cell-type specific checkpoint modulation, as such an approach not

only provides more effective immunity against the specific disease but

is also more likely to minimize immune-related side effects (27–29).

It has been shown that checkpoint molecules regulate myeloid

cells (30–33). Myeloid cells such as monocytes and macrophages are

promising targets for the treatment of cancer, as well as infectious and

autoimmune diseases. Some of these diseases are caused by low levels

of checkpoint protein expression, instead of checkpoint

overexpression, meaning that stimulation with agonistic antibodies

represents a promising therapeutical approach (19). Monocytes and

macrophages also play a critical role in bone homeostasis as they

function as precursor cells for OC maturation. We thus sought to

examine the influence of various immune checkpoint proteins and

their antagonistic antibodies on osteoclastogenesis to assess whether

and which checkpoint molecules alter OC differentiation and may be

responsible for OC overactivation that ultimately disrupts bone

homeostasis. In this regard, some results for few checkpoint

molecules are already published, however, mostly describe

controverse findings.

Our primary study goal was therefore to gain a deeper

understanding of bone homeostasis regulation and elucidate
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OC lysis activity

For generation of functional data, PBMCs were isolated as

described above and the cell pellet was resuspended in MEMa
containing 20% heat-inactivated FBS, 2 g/L HEPES, 1% L-

glutamine, 1% PS and 30 ng/mL M-CSF for pre-differentiation.

After 7 days, the OC precursors were trypsinized and seeded into

96-well plates at 30,000 cells per well. Based on a protocol by Tas and

Bhaduri (34), the wells were coated with bonelike apatitic calcium

phosphate. Differentiation of mature OCs was started by adding 30

ng/mL M-CSF and 60 ng/mL RANKL to the standard medium. The

reagents indicated in Supplementary Table 1 were added to the

differentiation medium for investigation of their effects on OC

activity. Differentiation medium was changed every 48 – 72 h.

After 9 days, von Kossa staining was performed to stain the

remaining bonelike coating for analysis of the OC lysis activity.

Therefore, the cells were treated with a 1M sodium hypochlorite

solution (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and washed twice with

PBS, followed by incubation with 5% AgNO3 (Carl Roth, Karlsruhe,

Germany). After washing, sodium carbonate formaldehyde solution

(Carl Roth, Karlsruhe, Germany) was applied, followed by washing

with water and neutralization with 5% sodium thiosulfate (Carl Roth,

Karlsruhe, Germany). After a final washing step, 100% ethanol (Carl

Roth, Karlsruhe, Germany) was utilized for dehydration.

Pictures of the wells were taken at 10x magnification using the

Olympus microscope IX81 and cellSens Dimension software. The

remaining bonelike coating was analyzed in seven squares (each

measuring 1mm2) by automatic area quantification and the actual

OC resorption then calculated.

Statistical analysis

All data were processed using Microsoft Excel (Microsoft

Corporation, Redmond, WA, USA), and GraphPad Prism 9

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) was utilized for statistical

analysis. The D´Agostino-Pearson test or graphical analysis was

performed to assess normality in all measured values. Statistical

significance of the differences among all groups was evaluated using

a one-way ANOVA. The level of significance was set at P < 0.05 (* <

0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001).

Multiple analysis squares were assessed per well and examined as

individual results due to substantial heterogeneity in OC culture, not

merely in between experiments and donors but also in single wells.

Considering these results as independent findings rather than

technical replicates respects the dispersion of data and ensures

exact statistical examinations, as published elsewhere (35, 36).

Results

Systematic approach to OC quantification
and structured analysis

In this study, we analyzed the effects of selected immune

checkpoint proteins and their corresponding antibodies on

10.3389/fimmu.2023.988365Brom et al.

cells into different stages of osteoclastogenesis, we used the following

reagents: an OC-specific polyclonal anti-human Calcitonin Receptor

(CT-R) antibody (Biozol, Eching, Germany) and a recombinant anti-

TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase) antibody (Abcam,

Cambridge, UK) to stain OC and OC precursors; the Phalloidin-

iFluor 594 Reagent (Abcam, Cambridge, UK) for detecting actin

filaments in the cytoskeleton; and DAPI (4’,6-Diamidino-2-

Phenylindole, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for

staining cell nuclei. TRAP+ cells with less than three nuclei were

considered as OC precursor cells, whereas cells that were TRAP+

CalcR+ with three or more nuclei were defined as mature OCs.

TRAP staining

After verifying OC morphology, TRAP staining was performed

on day 14 of OC differentiation to identify mature OCs and OC

precursor cells. Therefore, the fixed cells were washed twice with PBS

and incubated with TRAP buffer (pH 5; distilled water containing

6.56 g/L sodium acetate, AppliChem, Darmstadt, Germany; 23 g/L

sodium tartrate dihydrate, Carl Roth, Karlsruhe, Germany) for 10

minutes. After another wash step, the cells were incubated with the

TRAP staining solution (distilled water containing 0.1 g/L Naphtol

aminoacid-MX phosphate, AppliChem, Darmstadt, Germany; 10

mL/L N,N-Dimethylformamide, AppliChem, Darmstadt, Germany;

0.6 g/L Fast Red Violet LB salt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) for 2 hours. After a final washing step with PBS, cover slides

were applied.

Quantitative and qualitative analysis
of osteoclastogenesis

For the extensive evaluation of osteoclastogenesis on application

of various checkpoint modulators (proteins, antibodies, and small

molecule inhibitors), we utilized the Olympus microscope IX81 and

cellSens Dimension software (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan).

Pictures were taken at 4x magnification for whole-well analysis and

at 10x magnification for detailed assessments. Images taken at

different magnifications were used to assess the degree of OC

differentiation for each treatment condition and cell donor.

Using the cellSens Dimension software, the average size of TRAP+

cells was analyzed in six squares (each measuring 1 mm2) by

automatic quantification of the area taken up by TRAP+ cells

divided by the number of TRAP+ cells. This method was used for

the initial examination of OC differentiation as mature OCs are

typically larger than their precursor cells. Further, the number of all

TRAP+ cells was counted manually in the same six squares and

classified into precursor cells (< 3 nuclei), small (3 – 10 nuclei) or

giant (> 10 nuclei) OCs. In addition, the total number of OCs (> 3

nuclei) per square was assessed. Moreover, the percentage change in

the TRAP+ cell area as well as the OC cell number was evaluated

between different treatment conditions and compared to the control

group. Lastly, the percentage of giant OCs was calculated to examine

whether a specific OC population was predominantly responsible for

causing changes in the total OC number.

Frontiers in Immunology frontiersin.org03
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osteoclast biology. The exact methodical approach consisted of OC

induction from isolated PBMCs, followed by treatment with

checkpoint-targeting reagents. On day 14, cells were fixed and

analyzed for the expression of TRAP (Supplementary Figure 2A;

Figure 1; Supplementary Figure 5). Immunofluorescence staining was

subsequently performed to evaluate OC and OC precursor

morphology (Supplementary Figure 2B). Such verification was

essential as TRAP+ cells have a remarkable degree of heterogeneity

in form, size, and the number of nuclei.

To generate highly reliable and representative data, we analyzed

multiple complete wells, containing cells from different donors, in

various experiments. First, images of culture wells, captured at a lower

magnification, were used to provide a general overview. Next, detailed

examinations were performed manually using images taken at a

higher magnification. Although this manual approach was rather

time-consuming, it generated precise results as numerous single

values were surveyed and enabled an accurate analysis of various

different treatment conditions. This approach respects the statistically

relevant data distribution that can not only be detected in between

experiments and donors but especially in each well of OC culture,

hence, the analysis squares are examined as independent findings to

further avoid study bias.

Average size of TRAP+ cells

At first, the average surface taken up by a TRAP+ cell following

induction was analyzed. We therefore measured the area taken up by

all TRAP+ cells in multiple squares per culture well and divided this

value by the cell number. The underlying idea was that the size of such

cells—either OCs or OC precursors—correlates with the degree of OC

differentiation, because OCs tend to be bigger than OC precursors.

Also, OC size does not differ significantly and shows similar

variability between all applied treatments tested in this study.

Hence, surface area examination enables us to gain an overview of

variations in TRAP+ cell size caused by specific checkpoint

inductions, that could indicate how cells during OC differentiation

were affected in comparison to the control and also to the

corresponding protein or antibody.

The average size of a TRAP+ cell in the control group was 2669

µm2. All comparisons for the group of PD-1 related checkpoints

(Figure 2A) were significant. The PD-1 protein, PD-L1 protein, and

PD-L2 antibody all caused an increase in cell size, with the largest size

being attributed to OCs stimulated with the PD-L1 protein (4064 µm2

per cell). Treatment with the PD-1 protein and the PD-L2 antibody

resulted in almost equal average cell sizes of 3532 µm2 and 3573 µm2,

respectively. A decrease in the average cell size of TRAP+ cells could

be observed following treatment with the PD-1 antibody, PD-L1

antibody, PD-L2 protein, and DPPA-1, the latter of which was

associated with the greatest cell size reduction (981 µm2).

A

B

FIGURE 1

Imaging of OC differentiation under different treatment conditions.
Representative images (captured at 10x magnification) of OC
differentiation on day 14 after induction with different checkpoint
modulators. (A) Group of PD-1-related checkpoint molecules. (B)
Group of checkpoint molecules that are not yet approved for clinical
use. CO, control group; prot, protein; ab, antagonistic antibody; PD-1,
programmed cell death protein 1; SMI, small molecule inhibitor; PD-
L1, programmed cell death 1 ligand 1; PD-L2, programmed cell death 1
ligand 2; TIGIT, T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM
domains; Tim-3, T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3; GITR, glucocorticoid-induced TNFR-related protein; CD,
cluster of differentiation.

A B

FIGURE 2

Assessment of average TRAP+ cell size under different treatment conditions. Average size of TRAP+ cells calculated in the six squares (each measuring 1
mm2) per culture well. (A) Group of PD-1-related checkpoint molecules. (B) Group of checkpoint molecules that are not yet approved for clinical use.
Each data point represents the mean TRAP+ cell size, analyzed in a square of 1 mm2, of which 6 were assessed per culture well. Columns show mean
and standard deviation. Asterisks indicate level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05 (* < 0.05, *** < 0.001, **** < 0.0001; ns, non-
significant). All data is acquired from at least 3 independent experiments, each with a minimum of 2 donors.

10.3389/fimmu.2023.988365
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highly significant (reaching levels of P < 0.0001), compared to the

control (23.71% OCs). The highest number of OCs (36.61%) was seen

for the PD-L2 antibody, followed by the PD-L1 protein (32.96%), and

the PD-1 protein (30.97%). Checkpoint inductions causing very

similar reductions in OC number were the PD-1 antibody

(12.66%), the PD-L1 antibody (16.28%), and the PD-L2 protein

(13.83%). The absolute lowest OC number was measured for the

DPPA-1 condition (1.53%). Reduced OC numbers were also found in

the wells treated with nivolumab at 10 µg/mL (9.9%) and 100 µg/mL

(5.7%), both highly significant in comparison to the control group

(Supplementary Figure 7A).

Remarkably significant changes in OC number were also seen in

wells treated with the second checkpoint modulator group

(Figure 3B), most reaching very high levels of significances (P <

0.0001). Inductions causing an increase in absolute OC numbers were

the TIGIT and Tim-3 antibodies as well as the GITR and CD47

proteins. GITR protein induction had the most positive effect on OC

number (43.51% OCs), although treatment with the TIGIT antibody

(43.83%), the Tim-3 antibody (43.31%) and the CD47 protein

(42.73%), resulted in very similar values. Reduction in OC number

was noticed following stimulation with the Tim-3 protein (10.35%

OCs) or the TIGIT protein (12.2%). Very subtle, non-significant

effects were recognizable for the GITR and CD47 antibody inductions

(24.63% and 22.75% OCs, respectively).

Overal l , the effect of each checkpoint molecule on

osteoclastogenesis could be confirmed by changes in OC number.

Treatment of cells with the GITR and CD47 antibodies did not

significantly change OC number compared to the control, although,

they did lower OC numbers considerably in relation to their

corresponding proteins.

Percentage changes in total OC number

Continuing our analysis of total OC numbers, percentage changes

were determined for ease of comparison to the control group

(+0.15%) and assessment of checkpoint-specific effects on

osteoclastogenesis. Higher percentual changes represented an

increase in osteoclastogenesis. Among the PD-1-related inductions,

the strongest effect was recognized for PD-L1 (+53.43%;

Supplementary Figure 4A). A decrease in OC number was caused

by the PD-L2 protein, the PD-1 and PD-L1 antibodies. As an

inhibitor of the PD-1/PD-L1 interaction, DPPA-1 exhibited the

highest overall reduction in OCs (-91.7%). The PD-1 antibody and

the PD-L2 protein induced a rather moderate decrease in OC number

(-39.51% and -40.28%, respectively). Moreover, a negative percentual

change was caused by nivolumab at 10 and 100 µg/mL (-49.59% and

-69.81%, respectively; Supplementary Figure 7B).

In the second checkpoint group (Supplementary Figure 4B), an

increase in total OC numbers was caused by the TIGIT and Tim-3

antibodies, and the GITR and CD47 proteins (all resulted in an

increase of at least +50%). The GITR protein was responsible for the

most marked increase in total OC number (+67.99%). In contrast, the

Tim-3 and TIGIT proteins reduced OC numbers (-61.59% and

-51.98%, respectively). Non-significant reduction could be seen for

the GITR and CD47 antibodies.

10.3389/fimmu.2023.988365Brom et al.

For nivolumab, a significant decrease in the average TRAP+ cell size

was detected at concentrations of 10 µg/mL (1603 µm2) and 100 µg/

mL (1446 µm2) (Supplementary Figure 6A).

Concentrating on the remaining molecules (Figure 2B), the

greatest increase in the cell size of TRAP+ cells to 4516 µm2 was

registered for TIGIT antibody, followed by GITR protein (4106 µm2)

and Tim-3 antibody stimulation (3894 µm2). In contrast, a significant

decrease in average cell size was seen for the TIGIT protein (1369

µm2) and the Tim-3 protein (1057 µm2). Treatment with the GITR

and CD47 antibodies as well as the CD47 protein did not lead to any

significant changes in cell size (2947 µm2, 2357 µm2 and 3278

µm2, respectively).

These initial results highlighted the influence of various

checkpoint molecules on OC differentiation. Interestingly,

treatment with checkpoint proteins induced opposing outcomes to

that of their corresponding antibodies, which was also appliable for

the reagent DPPA-1, as an antagonist of both PD-1 and PD-L1.

Percentage changes in the average size of
TRAP+ cells

To further develop our analysis of the average surface area taken

up by a TRAP+ cell under tissue culture conditions, percentage

changes were calculated to determine the impact of various

checkpoint modulators on osteoclastogenesis. Such relative changes

are utilized for ease of comparability, as OCs are generally bigger than

their precursors, allowing the assumption that an increase in cell size

correlates with TRAP+ cell number.

With the size change for control inductions at 1.46%,

augmentation of osteoclastogenesis was represented by higher

percentual values. For the PD-1-associated group (Supplementary

Figure 3A), the strongest effect was measured for the PD-L1 protein

(+95.36%), followed by the PD-1 protein with an increase of +68.2%.

A negative effect on cell size was induced by DPPA-1 (-50.83%) as

well as the PD-L2 protein (-31.85%). PD-1, PD-L1 and PD-L2

antibodies led to non-significant findings (-17.72%, -2.83%, 14.05%,

respectively). A considerable decrease in cell size was also caused by

nivolumab when used at 10 µg/mL (-34.95%) and 100 µg/mL (-38.9%;

Supplementary Figure 6B).

For the second checkpoint modulator group (Supplementary

Figure 3B), the highest positive percentual change was seen for the

GITR protein, which almost doubled the TRAP+ cell size (+95.63%),

followed by the CD47 protein and the TIGIT antibody. In contrast,

the maximal negative effect was caused by Tim-3 protein stimulation

(-44.33%). Non-significant changes could be seen for treatment with

the TIGIT protein and the Tim-3, GITR and CD47 antibodies.

Quantifying total OCs

In an effort to validate our previous analyses, the total number of

OCs was counted manually for each treatment condition. Due to high

variability in total cell number per induction well, we chose to utilize

the percentage of osteoclasts within the total TRAP+ cell population.

In the PD-1-related induction conditions (Figure 3A), each effect was

Frontiers in Immunology frontiersin.org05



 77 

checkpoint proteins and the CD47 antibody induced non-

significant findings.

Quantifying small and giant OCs

To validate our previous results, we counted the number of small

and giant OCs in our cultures. In this study, small OCs were

considered as TRAP+ cells with 3 – 10 nuclei, whereas giant OCs

were TRAP+ and had 10 or more nuclei per cell. This separation

between small and giant OCs was intended to determine whether one

of these OC subtypes was responsible for the changes in total

OC number.

For the control group, the level of small OCs was at 17.54%,

whereas giant OCsmade up 6.17% of the TRAP+ cells. Focusing on PD-

1-related inductions (Figures 3C, D), the overall trend seen for total OC

numbers was very similar for the numbers of small and giant OCs.

Examining small OCs (Figure 3C), the PD-L2 antibody induced the

largest number of small OCs (25.49% of TRAP+ cells), closely followed

by the PD-L1 protein (24.67%) and the PD-1 protein. A negative effect

A B

D

E F

C

FIGURE 3

Analysis of the proportions of OCs of TRAP+ cells under various treatment condition. (A, B) OCs of TRAP+ cells as counted in the six squares (each
measuring 1 mm2) per culture well. Columns are made up of the proportions of small OCs (TRAP+, 3 – 10 nuclei) and giant OCs (TRAP+, >10 nuclei) and
labelled with the percentual values, respectively. Significance and standard deviation bars refer to the proportion of total OCs. (C, E) Small OCs and
(D, F) giant OCs were counted separately in each square. Significance and standard deviation bars refer to proportions of small and giant OCs, respectively.
Each data point represents the percentage of (A, B) all, (C, E) small, (D, F) giant OCs of TRAP+ cells, analyzed in a square of 1mm2, of which 6 were
assessed per culture well. Columns show mean and standard deviation. Asterisks indicate level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05
(** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001; ns, non-significant). All data is acquired from at least 3 independent experiments, each with a minimum of 2 donors.
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Lysis of bonelike coating

Further investigating these findings, the influence of both

checkpoint groups on the functional activity of OCs was examined

and lysis of a bonelike apatitic calcium phosphate coating

(Supplementary Figure 8A) was quantified. Compared to the

control group at 46.57%, higher percentual values symbolize

increased functional activity of OCs. In the PD-1-related

checkpoint group (Supplementary Figure 8B), the significantly

highest OC activity could be found for PD-L1 protein (90.23%),

whereas significantly reduced resorption was caused by the PD-1

antibody (20%) and the lowest lytic activity could be seen for DPPA-1

at only 0.04%. Non-significant effects were detected after application

of PD-1 and PD-L2 proteins, PD-L1 antibody as well as the PD-L2

antibody, the latter presenting a non-statistically significant trend at

70.81% lysed coating.

For the second checkpoint group (Supplementary Figure 8C),

TIGIT and Tim-3 antibodies increased the OC activity significantly

(76.85% and 75.89%, respectively). In contrast, GITR antibody

diminished the lysis activity significantly (18.41%). All applied
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on the number of small OCs was detected for the PD-1 and PD-L1

antibodies, the PD-L2 protein, and DPPA-1 (1.51% small OCs).

Regarding giant OCs (Figure 3D), the effects were equal for each

induction compared to the numbers of small OCs. The maximal

number of small OCs was induced by the PD-L2 antibody (11.12%),

followed by the PD-1 protein (8.99%), whereas the minimal number

was observed for DPPA-1 (0.01%). Further significant reduction

(compared to the control) could be seen for the PD-1 and PD-L1

antibodies (2.27% and 2.88%, respectively) as well as the PD-L2 protein

(2.92%). Small OCs were significantly reduced following treatment with

10 and 100 µg/mL nivolumab (8.21% and 4.5%, respectively;

Supplementary Figure 7C). In addition, a highly significant decrease

in giant OCs was detectable at 10 and 100 µg/mL nivolumab (1.66%

and 1.22%, respectively; Supplementary Figure 7D).

Concentrating on the second group of OC inductions (Figure 3E,

F), the previously recognized trend was also mostly followed. Positive

effects on the number of small OCs (Figure 3E) were seen for

stimulation with the TIGIT and Tim-3 antibodies, as well as the

GITR and CD47 proteins. Maximal small OC numbers were seen for

the Tim-3 antibody condition (29.12%) and minimal for the Tim-3

protein (7.24%). GITR and CD47 antibodies did not follow the overall

trend as only slight, non-significant increases in the number of small

OCs (18.29% and 17.89%, respectively) were registered. The TIGIT

and Tim-3 antibodies, and the GITR and CD47 proteins were better

at inducing giant OC numbers with the maximum number of giant

OCs observed for CD47 protein condition (18.73%; Figure 3F). In

contrast, TIGIT protein application showed a non-significant trend

for reducing the giant OC number to 2.48%.

Proportion of giant OCs within the
total OC number

Completing the analysis of the effects exerted by checkpoint

modulators on OC differentiation, the percentage of giant OCs

within the total OC number was calculated. In the control group,

giant OCs made up 18.69% of all OCs. Starting with the PD-1-related

checkpoint modulators (Figure 4A), the highest proportion of giant

OCs was seen in wells treated with the PD-L2 antibody (22.91%),

which represented a significant increase compared to the control. The

smallest composition of giant OCs was identified in the DPPA-1-

treated wells (0.77%). Other conditions that showed a relevant

reduction in the proportion of giant OCs were the PD-L1 antibody

(13.76%) and the PD-1 antibody (13.24%). Treatment with 10 µg/mL

nivolumab resulted in significantly lower percentages of giant OCs

(12.33%; Supplementary Figure 9). Insignificant changes were found

for the PD-1, PD-L1 and PD-L2 proteins (20.9%, 19.25% and

15.52%, respectively).

Focusing on the second checkpoint group (Figure 4B), maximal

giant OC percentages were elicited by the CD47 protein (26.74%),

followed closely by the TIGIT antibody (25.77%), the Tim-3 antibody

(24.1%), and the GITR protein (23.44%); all these changes were

statistically significant. The proportion of giant OCs did not result

in statistically relevant changes relative to the control when induced

with the TIGIT protein (15.35%), the Tim-3 protein (16.79%), or the

GITR (19.41%) and CD47 antibodies (17.07%).

Generally, both subgroups of OCs (small vs. giant) showed similar

perturbations in number under most conditions, as could have

already been assumed from prior analyses. It became further

apparent that for every induction condition tested, giant OCs made

up the unmistakable minority of all OCs. Therefore, changes in the

total number of OCs were primarily caused by alterations in the

quantity of small OCs.

In conclusion, all analyses that were performed to investigate the

effects of checkpoint proteins and their antagonistic antibodies on

osteoclast biology showed consistent results. The combination of data

obtained from the comparison of average TRAP+ cell sizes and

functional OC activity as well as the analysis of OC numbers,

demonstrated that osteoclastogenesis is sensitive to checkpoint

modulation. Furthermore, we are able to categorize our findings

into two overarching groups: 1) Checkpoint modulators that had a

positive effect on osteoclastogenesis, namely, PD-1 and PD-L1

proteins, the PD-L2 antibody, the TIGIT and Tim-3 antibodies, as

well as the GITR and CD47 proteins; and 2) Corresponding

antibodies or checkpoint proteins that caused negative effects on

osteoclastogenesis, namely, the PD-1 and PD-L1 antibodies, DPPA-1,

the PD-L2, TIGIT, and Tim-3 proteins, as well as the GITR and CD47

antibodies (Figure 5).

A B

FIGURE 4

Analysis of the percentage of giant OCs that make up total OC numbers. Giant OCs make up a significant proportion of total OC. As all inductions are
well below 50%, alterations in total OC number are mostly due to changes in the number of small OCs. (A) Group of PD-1-related checkpoint
molecules. (B) Group of checkpoint molecules that are not yet approved for clinical use. Each data point represents the percentage of giant OCs of the
total OC number, analyzed in a square of 1 mm2, of which 6 were assessed per culture well. Columns show mean and standard deviation. Asterisks
indicate level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, **** < 0.0001; ns, non-significant). All data is acquired from at
least 3 independent experiments, each with a minimum of 2 donors.
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Controversially, there is some evidence of PD-1 deficiency

causing osteoporosis. A higher risk of fracture was reported after

anti-PD-1 therapy (1). However, owing to only six patients being

included in this particular study, findings may have been coincidental.

A reduction in trabecular bone volume and evidence of a weakened

microstructure due to increased RANKL production were described

in a murine model (42). However, the study’s authors ultimately

agreed on the essentiality of the PD-1 signaling pathway for regulating

osteoclastogenesis and maintaining optimal bone structure

and density.

PD-L1

PD-L1, as a ligand of PD-1, participates in the PD-1 pathway,

which is immensely important for bone homeostasis. Similarly to PD-

1, we found that induction with PD-L1 increased OC size and number

in vitro, albeit, to a lesser extent than its receptor. In contrast, the PD-

L1 antibody reduced OC formation, again less strongly than the PD-1

antibody. Considering that OC activation might be comparable to the

activation of immune cells, published results are not in agreement

with our findings, as PD-L1 T cells promote transition to the

immunosuppressive M2 profile similar to what is seen regarding

PD-1 and its influence on macrophages (45). In line with these results,

anti-PD-L1 therapy is reported to favor the pro-inflammatory M1

macrophage phenotype (46, 47). However, these findings were

obtained using T cells and macrophages, which due to particular

dissimilarities with OCs, are not readily applicable to our

study design.

In our study, the effect of the inhibitory PD-L1 antibody on

osteoclastogenesis was reproduced by application of nivolumab,

another anti-PD-L1 modulator. It even became apparent that the

blockade of osteoclastogenesis caused by nivolumab was dose-

dependent, ultimately suggesting that PD-L1 application indeed

favors osteoclastogenesis whereas the inhibition of PD-L1 results in

a reduction in OC size and number.

FIGURE 5

Summarizing cartoon of effects caused by agonistic and antagonistic targeting of immune checkpoint molecules during osteoclastogenesis. OC
differentiation begins with multiple PBMCs that evolve into OC precursors and finally, mature OCs. For our study, two general groups of checkpoints can
be distinguished based on characteristic alterations of osteoclastogenesis. Molecules with negative effect on osteoclastogenesis and therefore, a higher
number of monocytes and OC precursors, are TIGIT, Tim-3, PD-1, PD-L1 proteins as well as DPPA-1 and PD-L2 antibody. In contrast, PD-1, PD-L1, TIGIT
and Tim-3 antibodies as well as PD-L2, GITR and CD47 proteins present stimulation of OC development.

Brom et al. 10.3389/fimmu.2023.988365

Discussion

Results obtained in this study enabled the categorization of

checkpoint modula tors in two groups that influence

osteoclastogenesis differently. In this regard, we found PD-1, PD-

L1, GITR, and CD47 proteins to be OC stimulatory, whereas, PD-L2,

DPPA-1, TIGIT, and Tim-3 showed inhibitory effects on

osteoclastogenesis. The corresponding antagonistic antibodies

caused contrary results (Figure 5).

PD-1

Our examinations showed an increase in osteoclastogenesis and in

the size of OCs and OC precursors after application of the PD-1 protein.

It is widely accepted to compare bone resorption by OCs (as professional

phagocytes) to macrophage phagocytosis during pro-inflammatory M1

polarization (37–40). Such consideration is even more reasonable owing

to PD-1 being significantly upregulated in PBMCs of patients suffering

from postmenopausal osteoporosis, which represents an imbalance in

the OC/OB activity ratio and further correlates with elevated C-reactive

protein (CRP) levels (2). Hence, PD-1 is thought to favor OCmaturation

not only via the inhibition of osteoblastic bone formation but also by

upregulating OC activity as well as inflammatory mediators (2).

Moreover, overactive OCs have been detected following PD-1 pathway

stimulation (41). Thus, raised PD-1 levels are thought to represent

ongoing inflammatory immunity, which favors bone degradation and

clinically correlates with osteoporosis (42). However, inhibition of PD-1

signaling in a murine bone cancer model resulted in less bone

destruction (43), leading to the assumption that overstimulating the

PD-1 pathway might lead to the development of an osteoporotic bone

condition due to OC activation. As could be expected, administration of

an inhibitory PD-1 antibody led to significantly reduced levels of OC

formation and size, in our study. Findings of osteopetrosis in mice after

PD-1-ICI and genetic knockout (2, 44) support our results of impaired

OC activation after PD-1 blockade.
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TIGIT

TIGIT protein application resulted in a reduction in OC size and

number, consistent with findings generated from studies of

macrophages and monocytes. TIGIT is necessary for regulation of

these mononuclear cells (53) insofar as it downregulates immune

activity, reduces activation of mouse peritoneal macrophages, and

stimulates polarization towards the anti-inflammatory M2 phenotype

via the induction of IL-10 expression (54).

In our study, TIGIT antibody induction showed contrary effects

and significantly promoted OC formation. In accordance, Chen et al.

demonstrated that TIGIT knockout mice exhibited an M1

macrophage phenotype and were therefore more susceptible to

autoimmune diseases (54).

Regarding calcium phosphate lysis, TIGIT protein treatment

elevated the activity, contrary to the quantitative examinations. Still,

the overall tendency of TIGIT regulation is sustained as, in

comparison, TIGIT antibody application resulted in considerably

raised lysis of bonelike coating.

Tim-3

Similar to TIGIT, Tim-3 protein induction resulted in impaired

osteoclastogenesis, in agreement with published data; Tim-3 has been

shown to limit the proportion of M1 macrophages by reducing pro-

inflammatory molecules such as TNFa, IFN-g, and IL-12 (53, 55).

Similarly, its ligand galectin-9 is also known as a potent inhibitor of

OC differentiation, which it does by reducing the levels of pro-

inflammatory mediators such as IL-12, IL-17, and IFN-g, as has

been demonstrated in an in vitro culture of murine bone marrow

macrophages (41, 56).

The antagonistic Tim-3 antibody used in our study increased the

extent of osteoclastogenesis, correlating with a recent study that

characterized anti-Tim-3 antibodies as pro-inflammatory due to an

increase in IL-12, IL-6, and IL-10 levels being observed after antibody

application. Of these, IL-12 acts as a potent inflammatory mediator

that would likely increase OC numbers and favor bone destruction

(55). Despite these findings, there is some evidence for the contrary

effects of Tim-3. Moriyama et al. published that Tim-3 expression

correlated with the proportion of TRAP+ cells as mononuclear

precursors of OCs (56). Moreover, application of an inhibitory

Tim-3 antibody reduced PD-1 expression on THP-1 cells, which is

a cell line very similar to OCs (55). Considering our results, PD-1

deficiency would result in limited osteoclastogenesis in contrast to the

increased OC levels caused by Tim-3 blockade. It was recently

reported that PD-1 induction reduced OC numbers (42), which in

this case would be analogous to our Tim-3 antibody data that favor

osteoclastogenesis. Nevertheless, reduced PD-1 levels would probably

affect the stimulation of OC development caused by an antagonistic

Tim-3 antibody; however, it can be assumed that the Tim-3-related

effect is predominant in terms of OC regulation. Nonetheless,

comparing such intricate connections in response to Tim-3

application during osteoclastogenesis is rather difficult in THP-1

cells and therefore, these finding may not be readily transferable

between systems.
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PD-L2

In contrast to PD-1 and PD-L1, PD-L2 reduced the quantity of

newly formed OCs whereas the corresponding antagonistic antibody

increased osteoclastogenesis. Hence, the actions of this second PD-1

ligand highlight the alternate functions of the PD-1 pathway. These

findings are in line with a study published by Greisen et al., who found

that PD-L2 inhibited TRAP activity in RANKL- and MCSF-

stimulated cultures as well as reduced the activity and development

of ACPA-depending OCs on synthetic calcium phosphate-coated

plates, while not having any effect on OBs (48). Likewise, mice

deficient in PD-L2 were associated with diminished bone density

and impairments in bone microstructure (48), thus supporting our in

vitro results.

PD-1-associated molecules

Comparing all the modulators of the PD-1 pathway examined in

this study, it becomes apparent that the antagonistic PD-1 antibody

showed a stronger negative influence on OCs than the PD-L1

antibody, whereas the proteins presented caused contrary effects.

The inhibitory effect of PD-L2 could have been expected to

dominate when only PD-L1 was blocked and therefore,

osteoclastogenesis to be even more restricted compared to PD-1

blockade. As this was not the case, it seems plausible that other

ligands or co-factors influence the regulation of OCs by the PD-1

family. Reciprocal interactions of PD-1 and its ligands can also be

imagined, as these might be interrupted by PD-L1 blockade and thus,

inhibitory effects were not as strong as could have been anticipated.

Reciprocal effects generated by the PD-1 ligands can be explained

by a multitude of different factors. First, PD-L1 is widely expressed on

hematopoietic and non-hematopoietic cells, whereas expression of

PD-L2 is restricted to APCs, as, e.g., dendritic cells, macrophages,

monocytes and some B cells (49, 50). It is unclear whether, and if so,

how, this influences effects on OCs (51), however, it can be imagined

that PD-L1 improves osteoclastogenesis in early phases in contrast to

PD-L2 that might alter OC generation in later stages. Further, both

ligands compete for binding and present majorly different molecular

interaction with PD-1 (52). PD-L1 shows poor affinity to PD-1 due to

rapid biphasic dissociation and lack of conformation change for

efficient interaction (52). PD-L2 however fits much better to PD-1

and binds 3x stronger, this is attributed to a PD-L2-specific “latch”

supposed to improve PD-1-PD-L2 binding (49) as well as to

modification of the binding cavity in PD-1 after PD-L2 binding

(50). Also, PD-L2 presents constant dissociation from PD-1 and

could therefore outcompete PD-L1 effects (51, 52), resulting in

inhibition of osteoclastogenesis. Be that as it may, both PD-1

ligands are able to hinder binding of the other ligand dose-

dependently (49, 52), hence, this topic should be researched further.

Despite this, the inhibitory effects of PD-L1 inhibition were

confirmed using nivolumab, which resulted in a similar reduction

in osteoclastogenesis, as reflected by lower OC number and size.

Moreover, DPPA-1, as a potent inhibitor of the PD-1/PD-L1

interaction showed the strongest negative effect on OC maturation

and thereby verified previous findings.
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Technical challenges in examination of
quantity and quality of OCs

Our experimental approach in this study was slightly different to

research previously performed in the complex field of OC biology.

Our aim was to perform precise and objective analyses despite the

immense level of variation in morphology of OCs and OC precursors.

To ensure these qualities, we focused on rather labor-intensive

manual examination of the samples instead of error-prone

automatic analyses owing to current technical limitations. Thereby,

we were able to recognize that changes in OC number were mostly

due to alterations in the number of small OCs. Because small OCs are

still larger in size than OC precursor cells, the analysis of average

TRAP+ cell size provided useful insights. We found that the

proportion of giant OCs correlated with total OC numbers,

resulting in higher numbers of giant OCs under OC-stimulating

inductions in contrast to conditions that reduced total

osteoclastogenesis. Consequently, these findings suggest that small

OCs are responsible for the major changes affecting OC number,

whereas giant OC numbers are modified to a lesser extent. This could

be due to the process of osteoclastogenesis in which many small OCs

undergo fusion into fewer giant OCs, hence, the imbalance in OC

sizes and multinuclearity. Moreover, OCs stay longer in their small

form and are easier affected by apoptosis once they become

multinucleated giant OCs, leading to the conclusion that such an

effect is probably not caused by altered formation of OCs.

As a result, we highly recommend the analysis of OCs in complete

culture wells and under at least two different levels of magnification.

Furthermore, we suggest performing manual quantifications of OC

number and size in a reasonably large cohort to counterbalance

statistical discrepancies. Counting small and giant OCs separately

also provides more insight into immune checkpoint regulated

osteoclastogenesis. Despite being somewhat time-consuming, such

an approach avoids considerable bias, improves the accuracy of

results, and ultimately allows for the comparability and

reproducibility of findings.

Despite the variety of checkpoint modulators tested in our study,

the validity of results is ensured even though protein-antibody-

interaction is necessary for actual effects. Indeed, multiple studies

demonstrate that PBMCs express the ligands of the examined

checkpoint proteins (49, 58, 65–68). Nonetheless, it is noteworthy

that multiple factors regulate expression of checkpoint molecules and

ligands which need to be further researched.

In conclusion, these results allow for a better understanding of

potential bone-related side effects in patients that receive immune

checkpoint inhibition as therapy for malignant disease. It seems

plausible that adverse events such as bone fractures represent highly

efficient or rather ‘too effective’ therapeutic approaches, considering

that some patients who showed a complete clinical response to their

cancer therapy after treatment with ICIs suffered bone fractures (3).

Hence, the main challenge in cancer therapy is to balance successful

anti-malignant therapy while preventing serious, often bone-related,

adverse effects. Further research is needed to assess which checkpoint

molecules and more specifically, which ICI therapies result in bone
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GITR

OC induction with the GITR protein resulted in an overall

increase in OC size and number, which is consistent with current

literature. Via interaction with its ligand GITRL, GITR stimulates

osteoclastogenesis by stimulation of RANKL and downregulation of

OPG, resulting in affected bone formation (57). Further, GITR plays a

proinflammatory role in autoimmune diseases and chronic

inflammatory conditions (58, 59). In this regard, GITR expression

is also associated with the proinflammatory M1 macrophage

phenotype and stimulation of inflammatory cytokines (57, 59),

supporting our findings in OCs. Therefore, it seems reasonable to

consider that GITR stimulation would reverse immunosuppression

during periods of chronic inflammation, rendering GITR ICIs useful

in the treatment of autoimmune disease.

In line with the previously discussed checkpoint modulators, it

could be assumed that an antagonistic GITR antibody would reduce

osteoclastogenesis. However, in our study the OC size and number

remained similar to that of the control group, following GITR

antibody treatment. This could possibly be explained by only

minimal GITR protein expression in the culture medium that

would have been antagonized by such a blocking antibody,

resulting in only marginal alterations in OC size and count.

Nevertheless, a slightly negative effect on osteoclastogenesis was

recognizable for the GITR antibody during our analysis of

percentage change in OC number data. A recent publication

strengthens the assumption that an antagonistic GITR antibody

would reduce OC numbers, as GITR deficiency was shown to

decrease the proliferation and phagocytic ability of macrophages (59).

CD47

Similarly to GITR, CD47 protein application resulted in

stimulation of osteoclastogenesis. The interaction between CD47

and its ligand SIRPa presents a “don´t eat me” signal, which

ultimately prevents phagocytosis by macrophages and OCs (60–63).

Similar to the findings of Hobolt-Pedersen et al., who showed CD47+

OCs and precursor cells to be rather small compared to the often

larger CD47– OCs (60), the size of TRAP+ OCs and precursors

generated as a result of CD47 application in our study, was the

sma l l e s t compared to OCs cu l tured under a l l o ther

experimental conditions.

We hypothesized that an inhibitory CD47 antibody would impact

OC number. However, in this study, the number of OC remained

similar to that of the control group (and the antagonistic GITR

antibody) on application of anti-CD47. Again, we did not see

significant changes in OC size after induction with the inhibitory

CD47 antibody, in accordance with previous publications, in which

CD47-deficient mice showed reduced OC surface area (61) and

increased bone volume (64). Furthermore, significantly fever OCs

were formed from CD47-deficient macrophages (64), likely due to the

same mechanisms that are responsible for causing the breakdown of

OC fusion, after antagonistic CD47 antibody application (60).
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fractures, in addition to examining whether drug dose reduction may

be used to manage treatment intensity. Moreover, these findings

contribute to improving the insufficient treatment options for

conditions such as osteoporosis, septic and aseptic loosening of

endoprostheses, bone cancers, as well as side effects of cancer

therapy. ICI of checkpoint molecules that upregulate OC levels as

well as treatment with agonistic antibodies for stimulation of immune

checkpoints responsible for reducing the extent of osteoclastogenesis,

may become promising therapy options for the treatment of such

conditions of impaired bone homeostasis. However, it should be

investigated whether, and if so, how, these specific OC-modulating

immune checkpoints affect other cells implicated in bone homeostasis

while remembering the other systemic effects of such

therapeutic approaches.

Recent studies (69–71) showed correlations of size, number and

activity of OCs. Regarding a possible causal connection of these

qualities, lysis of bonelike calcium phosphate was carried out and

generally substantiates the trends we have seen for OC size and

quantity. Such a widely accepted assay for examination of essential

pre-resorptive OC activity (70, 72–75) leads to the assumption that

these parameters may be related to a certain extent.

Likewise, bone resorption assays display another established

method for evaluation of OC function (76, 77). Considering the

performed screening approach, these are slightly problematic due to

difficult analysis, lack of reproducibility and thus, less comparability

of results. In comparison to in vitro OC culture, even more severe

heterogeneity and variability is seen on bone slices due to bone-

specific characteristics and influence on OC biology (78–80).

Improving the reliability and affected statistical significance of

results requires particularly high numbers of replicates that are – by

now – unfeasible for such a large variety of checkpoint conditions.

Hence, a direct checkpoint-mediated effect on bone resorption cannot

be taken for granted though is rather likely. Despite these complicated

aspects, bone resorption assays should definitely be included in

further research of selected, particularly promising immune

checkpoint and their effects on OC activity.

The lack of consensus between our results and the literature can be

explained by fundamental differences between OCs and its precursor

cells, human and murine OCs in general, and study conditions in

particular. As it is well known that the action of immune checkpoints is

highly cell-specific (8, 13, 16, 19), furthermore, due to the lack of OC-

specific checkpoint publications, and particularly relating to human

OCs, current literature is not sufficient for drawing well-founded

conclusion on this topic. For this reason, it would be beneficial to

examine the effects of these checkpoint molecules on other cells of

relevance in bone regulation.

Our study served to facilitate the methodological approach

currently used to conduct osteoclast research, leading to the

generation of more objective and reproducible results. Such

standardization of experimental research performed on human OCs

could enable more accurate comparisons between findings than are

currently possible using standard approaches. In addition, we

observed significant effects of checkpoint modulation on osteoclast

biology, which would be directly applicable to advancing the

treatment of osteopenic conditions, such as osteoporosis, the aseptic

loosening of endoprostheses, bone cancer, and bone-related side

effects of cancer therapy.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

Nonspecific OC controls. OCs of TRAP+ cells as counted per culture well after
application of unspecific irrelevant protein (BSA) and antibody (rat IgG1, goat

IgG, mouse IgG1 and IgG2b) controls in comparison to regular OC control
group, resulting in non-significant alterations. Each data point represents the

percentage of all OCs of TRAP+ cells, analyzed in a square of 1 mm2, of which 6

were assessed per culture well. Columns show mean and standard deviation
referring to the pooled proportion of total OCs from 2 donors. BSA, bovine

serum albumin; Ig, Immunoglobulin.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2

OC differentiation methodology. (A) Outline of the OC differentiation protocol.

Br iefly, a f ter isolat ion of per ipheral b lood mononuclear cel ls ,

osteoclastogenesis was induced by application of RANKL, MCSF, Vitamin D,
and a checkpoint modulator. On day 14, fixation, OC validation and TRAP

staining of the cells were performed. PBMC, peripheral blood mononuclear
cells; OC, osteoclast; TRAP, Tartrate-resistant acid phosphatase; RANKL,

Receptor Activator of NF-kB ligand; MCSF, Macrophage colony-stimulating
factor; Vitamin D, 1a,25-Dihydroxyvitamin D3; checkpoint, checkpoint

modulator (protein, inhibitory antibody or small molecule inhibitor). (B)

Pictures of immunofluorescence staining for validation of OC morphology.
The following structures were stained for classification of the cells: nuclei (blue),

actin filaments (red), TRAP (green), and calcitonine receptor (yellow). OC
precursor cells are defined as TRAP+ cells with less than 3 nuclei, whereas

TRAP+ and CalcR+ cells with three or more nuclei are considered Ocs.
Representative image, showing half of a tissue culture well with six analysis

squares, each measuring 1 mm2. Two side-by-side images taken at the same

level of magnification to demonstrate the immense inhomogeneities in OC
morphology, size, and intensity of TRAP staining.

SUPPLEMENTARY FIGURE 3

Assessment of percentual changes of average TRAP+ cell size under different
treatment conditions. Percentage change in average TRAP+ cell size, compared

to the control group. (A) Group of PD-1-related checkpoint molecules. (B)
Group of checkpoint molecules that are not yet approved for clinical use. Each

data point represents the percentual change of the average TRAP+ cell size in

comparison to themean control values, analyzed in a square of 1 mm2, of which
6 were assessed per culture well. Columns show mean and standard deviation.

Asterisks indicate level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05 (* <
0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001). All data is acquired from at least 3

independent experiments, each with a minimum of 2 donors.

SUPPLEMENTARY FIGURE 4

Assessment of percentual changes of the total OC number under different
treatment conditions. Percentage change in the proportion of total OCs,

compared to the control group. (A) Group of PD-1-related checkpoint
molecules. (B) Group of checkpoint molecules that are not yet approved for

clinical use. Each data point represents the percentual change of the total OC
number in comparison to the mean control values, analyzed in a square of 1

mm2, of which 6 were assessed per culture well. Columns show mean and

standard deviation. Asterisks indicate level of significance in comparison to CO,
set at P < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001). All data is acquired

from at least 3 independent experiments, each with a minimum of 2 donors.

SUPPLEMENTARY FIGURE 5

Imaging of OC differentiation under different treatment conditions.

Representative images (captured at 10x magnification) of OC differentiation

on day 14, following treatment with different checkpoint modulators. Nivo,
nivolumab; 10, 10 µg/mL; 100, 100 µg/mL
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SUPPLEMENTARY FIGURE 6

Analysis of average size of TRAP+ cells and percentual changes. (A) Average size
of TRAP+ cells calculated in six squares (each measuring 1 mm2) per culture

well. (B) Percentual change of average TRAP+ cell size compared to the control
group. Each data point represents (A) the average size of TRAP+ cells and (B) the

percentual change of the cell size, analyzed in squares of 1 mm2, of which 6

were assessed per culture well. Columns show mean and standard deviation.
Asterisks indicate level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05 (* <

0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001). All data is acquired from at least 2
independent experiments, each with a minimum of 3 donors.

SUPPLEMENTARY FIGURE 7

Assessment of the percentage of OC numbers of TRAP+ cells and percentual
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(each measuring 1 mm2) per culture well. Columns are divided by the

percentage of small OCs (TRAP+, 3 – 10 nuclei) and giant OCs (TRAP+, >10
nuclei) and labelled with the percentual values, respectively. Significance and

standard deviation bars refer to proportion of total OCs. (B) Percentual change
in the total OC population, compared to the control group. (C) Small OCs and

(D) giant OCs were counted separately in each square. Significance and

standard deviation bars refer to proportions of small and giant OCs,
respectively. Each data point represents (A) the percentage of the total

OC number of TRAP+ cells, (B) its percentual change compared to the
Control, and the percentage of (C) small and (D) giant OCs, analyzed in

squares of 1 mm2, of which 6 were assessed per culture well. Columns show
mean and standard deviation. Asterisks indicate level of significance in

comparison to CO, set at P < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** <
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a minimum of 3 donors.

SUPPLEMENTARY FIGURE 8

Lysis of bonelike apatitic calcium phosphate coating. For evaluation of OC
functional activity, lysis of a calcium phosphate coating was evaluated after

application of checkpoint regulators during osteoclastogenesis. (A) Comparison
of exemplary pictures of von Kossa-stained bonelike coating (captured at 10x

magnification) without any treatment (∅) and after application of OC

differentiation medium for 9 days (CO). Remaining coating is stained black
whereas white areas represent lysed calcium phosphate coating. Percentages

of resorbed coating of (B) PD-1 related checkpoints and (C) immune checkpoint
molecules of the group of checkpoint modulators that are not yet clinically used

were analyzed in 7 squares per culture well, each measuring 1mm2. Columns
show mean and standard deviation. Asterisks indicate level of significance in

comparison to CO, set at P < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** <

0.0001). Data from one of 2 representative donors is presented.

SUPPLEMENTARY FIGURE 9

Percentage of giant OCs (within the total number of OCs). Giant OCsmake up a

significant proportion of total OCs. As all treatment conditions were well below
50%, alterations in total OC number are mostly due to changes in the number of

small OCs. Each data point represents the percentage of giant OCs of the total

OC number, analyzed in a square of 1 mm2, of which 6 were assessed per
culture well. Columns show mean and standard deviation. Asterisks indicate

level of significance in comparison to CO, set at P < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, ***
< 0.001, **** < 0.0001). All data is acquired from at least 2 independent

experiments, each with a minimum of 3 donors.
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2.2 Veröffentlichung 2 

The Role of Immune Checkpoint
Molecules on Macrophages
in Cancer, Infection, and
Autoimmune Pathologies
Victoria C. Brom, Christof Burger , Dieter C. Wirtz and Frank A. Schildberg*

Clinic for Orthopedics and Trauma Surgery, University Hospital Bonn, Bonn, Germany

Immune checkpoint inhibitors have revolutionized immunotherapy against various cancers
over the last decade. The use of checkpoint inhibitors results in remarkable re-activation of
patients’ immune system, but is also associated with significant adverse events. In this
review, we emphasize the importance of cell-type specificity in the context of immune
checkpoint-based interventions and particularly focus on the relevance of macrophages.
Immune checkpoint blockade alters the dynamic macrophage phenotypes and thereby
substantially manipulates therapeutical outcome. Considering the macrophage-specific
immune checkpoint biology, it seems feasible to ameliorate the situation of patients with
severe side effects and even increase the probability of survival for non-responders to
checkpoint inhibition. Apart from malignancies, investigating immune checkpoint
molecules on macrophages has stimulated their fundamental characterization and use
in other diseases as well, such as acute and chronic infections and autoimmune
pathologies. Although the macrophage-specific effect of checkpoint molecules has
been less studied so far, the current literature shows that a macrophage-centered
blockade of immune checkpoints as well as a stimulation of their expression represents
promising therapeutic avenues. Ultimately, the therapeutic potential of a macrophage-
focused checkpoint therapy might be maximized by diagnostically assessing individual
checkpoint expression levels on macrophages, thereby personalizing an effective
treatment approach for each patient having cancer, infection, or autoimmune diseases.

Keywords: macrophage, myeloid cell, checkpoint inhibitor, cancer, infection, autoimmune disease,
immunotherapy, immunodiagnostics

INTRODUCTION

The importance of the field of immunotherapy is well recognized in treating various diseases.
Recently, the success of immune checkpoint inhibition has revolutionized therapeutic options,
especially in oncology. Blockade of the so-called checkpoint molecules is crucial in regulating
immune reactions, as these co-receptors modulate immune responses following antigen
presentation. Ideally, this form of therapy provides effective immune reaction on the one hand
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and allows maintenance of sufficient self-tolerance while
preventing autoimmunity and avoiding excessive immune cell
activation on the other.

In general, immune reaction to pathogens results from major
histocompatibility complex (MHC)-bound antigen presentation
specifically activating T cells, which then regulate the quality and
duration of immune responses. At the same time, secondary
molecules make a further impact on the interaction between
antigen-presenting cells (APCs) and T cells; for example,
immune checkpoint molecules on the surface of T cells balance
this pathway as co-stimulatory or co-inhibitory receptors (1, 2).

Innovative checkpoint inhibitors do not aim to directly
kill pathogenic cells as is the purpose of chemo- or
radiotherapy, instead focus on regaining immune competence
to restore endogenous anti-tumor activity (3, 4). These
monoclonal antibodies function by suppression of immune
checkpoints that act as co-regulatory receptors and limit
immune responses, which in turn leads to thorough activation
of the immune system (5, 6). Complex dynamic immune
responses following checkpoint inhibition are particularly
accomplished by downregulating the activation of naïve T cells,
resulting in enhanced immunity and maintenance of self-
tolerance (3). Therefore, this therapeutic modulation can be
visualized as a gas and brake pedal for immune system
regulation, because the possible outcomes are enhanced or
restrained immune responses as a consequence of either
promoting or restricting stimulatory and inhibitory pathways.

So far, checkpoint inhibition is used in cancer therapy to
control T cell function and has proven to be effective against a
broad spectrum of cancer types (7). Immunotherapy offers a
highly promising anti-cancer strategy that has already achieved
remarkable clinical benefit in, e.g., malignant melanoma, non-
small cell lung cancer, renal and bladder cancers (8); hence, the
use of immune checkpoint inhibitors across the spectrum of
human cancers is rapidly expanding. Despite the reasonable
success of checkpoint therapy, many patients are non-
responders to checkpoint therapy, and only a minority achieve
sufficient anti-cancer response (9, 10). Currently, the unlikeliness
of immunologically cold tumors responding to immune
checkpoint blockade is attributed to upregulation of alternative
immune checkpoint pathways on T cells (11).

For this reason, there is an urgent need to improve checkpoint
immunotherapy. The limitations could already be partly
overcome by combination of different checkpoints for immune
checkpoint blockade, e.g., CTLA-4 and PD-L1 to restore T cell
effector function (12). Still, only few patients respond and
experience sufficient anti-tumor immunity despite increased
cytotoxicity in combination therapy. Moreover, this leads to
more severe side effects, such as inflammatory reactions in the
brain, gastrointestinal organs and cardiovascular system (13–15).
Consequently, the current knowledge has to be further expanded.
At present, certain checkpoints are widely inhibited on all their
expressing cells. In contrast to this broad approach, it seems
highly advantageous to perform immune checkpoint inhibition
(ICI) cell-type specifically. When focused on one immune cell
that is relevant for disease progression and simultaneously

expressing the targeted checkpoint molecule, such an
individualized treatment may promote remarkable immunity.
At the same time, it might reduce adverse events originated from
manipulation of the entire immune system. Even stimulation of
checkpoint proteins on specific immune cells may be a promising
therapeutic option in the future, as for some diseases it is not
overexpression but rather a lack of checkpoint regulation
causing illness.

In this review, macrophages will be discussed as another cell
population contributing to immune reaction, given their
expression of co-stimulatory and co-inhibitory checkpoint
molecules. Unfortunately, even today, it is difficult to
accumulate data regarding immune checkpoint targeting on
mononuclear phagocytic cells, because evidence mostly comes
from coincidental findings. However, as some pieces of
information can be combined, new exciting application areas
emerge and create further possibilities for beneficial therapy via
checkpoint modulation.

Therefore, we discuss in detail how cancer immunotherapy
can be improved by considering checkpoint inhibition on
macrophages. This may potentially allow to enable advanced
personalized treatment and use levels of checkpoint expression
as predictive biomarkers. Treatment outcomes are already being
anticipated by examination of checkpoint expression on T cells,
potentially being transferable to macrophages as well. Beyond
that, we speculate whether focusing checkpoint regulation
through ICI or the use of novel agonistic antibodies on cell
types other than T lymphocytes may hold potential to treat
pathologies aside from malignancy, e.g., infectious diseases in
acute or chronic phases.

CO-INHIBITORY AND CO-STIMULATORY
MOLECULES ON MACROPHAGES
IN CANCER

With the focus on malignancies, the organization of an
immunosuppressive microenvironment to undercut the
immune system is considered a hallmark of cancer (4). Besides
T cells, cells of the myelomonocytic lineage are also known to be
contributing factors to this immunosuppressive environment
and are therefore essential targets for cancer cells that evade
immune clearance.

The expression of a variety of co-regulatory receptors
on macrophages, such as PD-L1, PD-L2, CTLA-4 ligands B7-1
and B7-2, Tim-3, CD47, V-domain Ig suppressor of T cell
activation (VISTA), and B7-H4 (16–18), has been shown to
correlate with exhausted T cell phenotypes and therefore with an
immunosuppressive tumor environment and poor clinical
outcome (18–20). Given that checkpoint receptors are broadly
upregulated in tumor-associated macrophages (TAM) (21),
which contribute to the main aspects of malignancy such as
immune suppression, metastasis, invasiveness, angiogenesis, and
therapeutic resistance (5, 22, 23), it seems quite likely that these
findings depict causality of checkpoint expression on
macrophages and macrophage-derived tumor promotion. As a
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consequence, it is to be assumed that macrophages can be
regulated by checkpoint inhibition. This serves the intention of
reversing TAM-provided tumor promotion and enhances
macrophages’ anti-tumor immune potential (17). Thus far,
there is evidence that checkpoint inhibitors cause a change in
macrophage polarity from M2- to M1-phenotype (Figure 1).
This results in sufficient immunity against cancer cells (17, 19,
23), as M1 macrophages are pro-inflammatory in contrast to the
mostly anti-inflammatory, hence pro-tumor M2 macrophage
phenotype (18, 22, 24).

TAM originate from newly recruited monocytes as well as
resident tissue-specific macrophages through microenvironmental
stimuli such as chemokines, cytokines, extracellular matrix
components and hypoxia (17, 25). Due to their origin from
independent specific lineages and therefore, great plasticity,
TAM are highly heterogenous and subsequently exceedingly
difficult to differentiate (26). Characterization of TAM is further
complicated as a result of constant adaptation to environmental
stimuli, lack of specific markers in between populations and
differences between human and animal experiments as well as
between in vitro and in vivo studies (27–29).

In general, however, M1 TAMs are defined by expression of
CD68, CD80 and CD86 and secretion of pro-inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor a (TNFa), interleukin
(IL)-1a, IL-1b, IL-6, IL-12, IL-18, and IL-23 as well as nitric
oxide (NO) synthase that contribute to eliminating tumor cells
(30–32). On the contrary, M2 TAMs express CD163 and CD206
(27, 33) and secrete IL-10, TGF-b, CCL2, CCL5 (30, 31) and IL-
13 that maintain the immune-suppressive environment (5). It is
further shown that in contrast to M1 macrophages, TAM usually
express high levels of checkpoint proteins in most cancer diseases
(34). Though, depending on the specific disease, macrophage
subtypes vary significantly and co-expression of additional

molecules is often noticed (22). The shift in macrophage
polarity towards the inflammatory M1 type can be induced by
cytokines associated with inflammation and removal of tumor
cells and pathogens, e.g., IFN-g, LPS, TNFa, and GM-CSF (17).
Moreover, checkpoint molecules can stimulate polarization
towards the inflammatory M1 type by secreting proin
flammatory cytokines such as IL-1, IL-12, TNFa, MIP1a, and
NO as Hoves et al. showed macrophages being modulated
towards the pro-tumor phenotype due to application of CD40
(35). In many cases, it is confirmed that transformation of
macrophages from M2- to M1-phenotype is sufficient to cause
an anti-tumor immune response (22, 36, 37).

Based on the following examples of aggressive cancer
pathologies with overall high mortality and need for
improvement of the currently insufficient treatment options,
we have attempted to explain the influences of co-regulatory
receptors on macrophage function, with particular focus on their
phagocytic ability. Thereby, certain recurring patterns become
apparent, allowing predictions about the way other checkpoint
molecules could affect anti-tumor immunity and how this may
be used to improve cancer therapy in the future.

Colorectal Cancer
Colorectal cancer is an important disease in this regard, as
patients rarely show clinical symptoms in early stages when
standard treatment options could provide satisfactory effects.
Survival rates drastically decrease in advanced stages of cancer as
metastasized cancer is often incurable (26, 38, 39).

There is evidence for expression of checkpoint molecules on
TAMs (Figure 1). Gordon et al. provided new insights into PD-1
expression by restricting innate and adaptive immune reactions
in human colorectal cancer and mouse colon cancer (Table 1). In
both mouse and human TAMs, high expression levels of PD-1

FIGURE 1 | Influence of co-regulatory immune checkpoint molecules on macrophage polarization in cancer. In various malignant diseases, the expression of such
co-receptors is proven to alter tumor-associated macrophages towards the so-called M2 immune profile with reduced inflammation and thereby mostly “pro-tumor”
activity. In contrast, minor expression of immune checkpoints correlates with the M1 macrophage type, characterized by cytotoxic immune cell activity and improved
phagocytic ability that results in significant disease clearance. Therefore, inhibition of immune checkpoint expression on macrophages is a highly promising treatment
strategy in cancer pathologies. Regarding colorectal cancer, pancreatic cancer and glioblastoma, predominantly PD-1 and CD47 are of great relevance and offer
promising targets for checkpoint inhibition. Though, due to the fact that macrophages in different diseases are characterized by expression of different immune
checkpoints, the importance of individual therapeutic approaches is highlighted. TAM, tumor-associated macrophages; EMT, epithelial mesenchymal transition.
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were detected that correlated with reduced phagocytosis and
therefore with disease severity (40). Such findings in murine
models can be explained by contrary TAM polarization states:
The majority of PD-1+ TAMs show the pro-tumor M2-
macrophage profile, whereas PD-1-deficient TAMs express the
inflammatory, anti-tumor M1-immunoprofile (40). However,
PD-1 deficiency leads to significantly lower tumor burden
because of increased phagocytic ability, which implies that
regular TAM function can be re-established. PD-1 was
previously known to restrain various immune cells in the
tumor microenvironment (including T cells, B cells, NK cells,
and DCs), but it can now also be applied to macrophages based
on recent information.

Besides PD-1, the CD47-SIRPa-axis seems to be a promising
target in colorectal cancer. In addition to enhancing T cell
activation to improve anti-cancer immunity (41), the checkpoint

molecule CD47 acts as an efficient “don’t eat me” signal.
Moreover, its binding to SIRPa on macrophages and dendritic
cells (DC) results in drastically reduced phagocytosis, allowing
tumor progression (M2) (44). Tumor cells take advantage of this
potent mechanism to evade immune clearance and thereby avoid
being destroyed by phagocytic cells. Similar to what is seen in
modulating PD-1 in colorectal cancer, inhibiting the CD47
checkpoint pathway has been shown to restore function of
macrophages and thus led to growth inhibition and regression
of tumor cells in experimental models (44, 45). Presumably,
improved phagocytosis following CD47 inhibition is due to a
change in macrophage polarization towards the inflammatory
M1 phenotype.

Overall, immune checkpoint inhibition represents an
innovative therapeutic approach for colorectal cancer, as
antibodies inhibiting PD-1 and CD47 will restore patients’

TABLE 1 | Summary of the effects that up- and downregulation of immune checkpoint expression have on macrophage polarity and resulting consequences in
malignant, infectious, and autoimmune diseases following up- or downregulation of immune checkpoint expression.

CHECKPOINT
MOLECULE

EXPRESSION ↑ / STIMULATION EXPRESSION ↓ / INHIBITION POSSIBLE
THERAPY

REFERENCES

ICI (25)
ICI (26–28)

CANCER
colorectal cancer PD-1

CD47
pancreatic cancer PD-1

disease progression (M2)
disease progression (M2)
disease progression (M2)

TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1) ICI (17, 29–32,

34)
VISTA ICI (29, 31–33)
CD47 ICI (34)

glioblastoma CD47

disease progression (M2)
disease progression (M2)
disease progression (M2)

TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1) ICI (12, 13, 38–

40)
PD-1 ICI (37, 41–43)
CD73 ICI (41, 44–47)
CTLA-4

disease progression (M2)
disease progression (M2)
disease progression (M2)

TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1)
TAM phagocytosis (M1) ICI (41–43)

INFECTION
chronic viral
HBV/HCV PD-1 ICI (2, 48–51)

Tim-3 ICI (2, 48, 50–54)
HIV PD-1

viral persistence (M2)
viral persistence (M2)
viral persistence (M2) ICI (55–58)

Tim-3 stimulation (59)
VISTA ICI (60)

acute viral
Influenza A Tim-3 ICI (61–63)
bacterial
tuberculosis PD-1 (64–68)

Tim-3 ICI (69)
sepsis PD-1 ICI (67, 70–76)
AUTOIMMUNITY
MS/EAE VISTA stimulation (60, 77–83)

PD-1 stimulation (49, 84, 85)
CD47 ICI (86)

atherosclerosis CD47 ICI (87–89)
PD-1 stimulation (90–93)
Tim-3,-4 stimulation (93–95)
GITR ICI (96–100)

diabetes type 1 CD47 stimulation (101–104)

PD-1

inflammatory immune reaction (M1)
viral persistence (M2)

viral persistence (M2)

dual role
disease progression (M2)
disease progression (M2)

phagocytosis, improved survival
improved survival
reduced phagocytosis, disease
progression
disease progression (M2)
tbd
tbd
disease progression (phagocytosis)
improved survival (limited phagocytosis,
M2)
improved survival (limited phagocytosis,
M2)

inflammatory immune reaction (M1)
inflammatory immune reaction (M1)
inflammatory immune reaction (M1)
HIV production (M2)
inflammatory immune reaction (M1)

inflammatory immune reaction (M1)

dual role
inflammatory immune reaction (M1)
inflammatory immune reaction (M1)

disease progression
disease progression
phagocytosis, inflammatory immune
reaction
inflammatory immune reaction (M1)
disease progression (M2)
disease progression
improved survival
disease progression (phagocytosis)

disease progression stimulation (105)

As checkpoint expression has specific consequences in a disease, individual treatment options can be deduced. Depending on the characteristics of the pathology and each patient’s
expression pattern, either promotion of a particular immune checkpoint expression or restriction via immune checkpoint inhibition (ICI) displays potential therapeutical options. In addition,
even combined stimulation or inhibition of certain expression rates can be applied to improve disease severity and therefore ameliorate patients’ wellbeing. ICI, Immune checkpoint
inhibition; HBV, Hepatitis B virus; HCV, Hepatitis C virus; HIV, Human immunodeficiency virus; MS, Multiple sclerosis; EAE, Experimental autoimmune encephalomyelitis; tbd, to be defined.
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immune competence and regain the ability to eliminate cancer
cells. Combination of different immune checkpoint inhibitors
may be an option to treat more severe cases of colorectal cancer,
though will most likely be accompanied by extensive
adverse effects.

Pancreatic Cancer
Patients with pancreatic cancer develop no or merely unspecific
symptoms until the disease has considerably advanced, and
simultaneously show early metastatic spread. Current surgical
and radiation therapies are only feasible in non-metastatic forms
of pancreatic cancer. Because of these limited therapeutic
options, the survival rates can be as low as 5% (21, 42, 43, 46,
47, 106, 107).

About 12.5% of pancreatic cancer patients express PD-L1,
which, when binding to PD-1, leads to T cell anergy and
apoptosis, resulting in cancer cells being able to evade the
immune system (106, 108). Until today, solely targeting the
PD-1-PD-L1 axis has however not been successful in
pancreatic cancer (21, 46). Despite that, significant reduction
of tumor progression can be achieved by combined
administration of inhibitory antibodies targeting PD-1 and
BAG-3 (109).

The expression of VISTA as another checkpoint molecule has
been reported on CD68+ macrophages in pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) at an even higher rate than the
structurally similar PD-1 (46, 48). VISTA+ cells showed an
anti-inflammatory M2 macrophage phenotype and therefore
present a pro-tumor profile. VISTA on macrophages is likely
to be a promising target for immune checkpoint inhibition,
because it is expressed most often in human PDAC (48) and
reversing the M2 phenotype to an M1-like profile through
VISTA ICI will result in an inflammatory anti-tumor reaction.

The different expression patterns on macrophages may in
part explain why anti-PD-1 antibodies alone do not result in
sufficient anti-cancer immunity. VISTA and PD-1 as checkpoints
represent separate inhibitory pathways. Despite anti-PD-1
therapy enhancing T cell function, this alone is considered not
powerful enough in a pro-tumor microenvironment and would
require the immune status to be changed beforehand. Supporting
the hypothesis of rather complex checkpoint regulation in
particularly immune-evasive PDAC, VISTA is co-localized
with PD-1/PD-L1 and other immune checkpoints in some
cases of pancreatic cancer (46), correlating with impaired
immune cell function.

Their synergistic role in immune evasion of pancreatic cancer
has been verified in a murine model as a combined anti-VISTA
and anti-PD-L1 application resulted in improved conditions
(110). As a result of this co-targeting and its significant
association with better disease management and longer
survival, combination therapy could be an option to maximize
profit of their individual effects. Moreover, expression rates may
be used to predict therapeutic outcome.

Hou et al. shared the concept of macrophage-expressed
VISTA playing an important role in immune evasion of
pancreatic cancer: VISTA expression is predominantly higher
on CD68+ macrophages than on CD3+ T cells and CD19+ B cells.

Recently, anti-VISTA antibody has been shown to significantly
reduce the number of liver metastases in PDAC, explained by
improved phagocytic ability of the macrophages. The anti-tumor
immunity following anti-VISTA treatment is suspected to be a
consequence of altered macrophage polarization towards the
inflammatory M1 phenotype (43), as VISTA’s biological
function in pancreatic cancer is still unclear (106).

Beyond that, targeting the checkpoint molecule CD47 led to
similar results in a mouse model of PDAC, as CD47 on cancer
cells inhibits macrophage phagocytosis, causing M2 macrophage
polarization (111). Checkpoint blockade provided remarkable
immune reaction against pancreatic tumor cells, in particular
when synergistically targeting CD47 and PD-L1.

Comparing the influence of checkpoint molecules on
macrophages in colorectal and pancreatic cancer is intricate as
a consequence of macrophage heterogeneity between diseases
and moreover, lack of extensive systematic analyses. Despite
evidence of similar effects for PD-1 and CD47 causing pro-tumor
macrophage polarization, data regarding VISTA on colorectal
cancer is not yet available.

Glioblastoma
Glioblastoma is characterized by severe brain edema, necrosis, as
well as midline shift. Mid-survival rates are about 1 year under
treatment, since surgical resection is impossible and radio-
chemotherapy provides insufficient results. Unfortunately,
checkpoint inhibition as glioblastoma treatment has been
rather unsuccessful and does not show significant advantages
over existing therapeutic options (37, 112).

Nevertheless, findings of a recent study (37) indicate that
immune checkpoints do play a significant role in the pathology
of glioblastoma and might be a promising therapeutic approach
if targeted specifically. In cases of glioblastoma multiforme
(GBM), a synergistic cancer killing effect of rapamycin and
hydroxychloroquine (RQ) was reported. This is explained by
RQ causing TAM reprogramming from M2-equivalent pro-
tumor to inflammatory M1 polarization. Microglial cells
function as macrophages of the brain and similarly present
either a neuroprotective or neurotoxic phenotype in the tumor
microenvironment, depending on environmental stimuli.
Transitioning from minimal immune-activated TAM
phenotype leads to enhanced phagocytosis levels in tumor-
associated microglia (49), which results in increased immune
responses and improved checkpoint blockade targeting PD-1/
PD-L1 (52). In addition, RQ combined with PD-1-checkpoint
inhibition enhances the intra-tumoral M1/M2 ration, CD8/CD4
ratio, and the phagocytic ability.

The observed change in macrophage type can further be
explained by RQ lowering the expression of CD47 and its ligand
SIRPa on malignant cells and macrophages. Zhang et al. showed
that inhibiting the CD47-SIRPa pathway results in improved
anti-cancer immune responses in GBM as CD47 and SIRPa
interaction typically restrict phagocytic ability of macrophages
(M1) (53). This restriction of microglial phagocytosis is due to
CD47 executing a “don’t eat me” signal in its interaction with
SIRPa on malignant cells (16). Other research groups (17, 53, 54)
further report that inhibiting CD47 on murine macrophages in
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glioblastoma results in an elevated M1:M2 ratio and thereby an
inflammatory immune reaction against tumor cells. Given this
information, CD47 could be used to predict checkpoint therapy
outcome. In another recent glioma mouse model, CD47-
checkpoint inhibition provided effective anti-tumor immunity
in five aggressive pediatric brain cancers by enhancement of
CD8+ T cell priming (50). This results from improved antigen
presentation, which is probably in part caused by enhanced M1
microglia levels.

Goswami et al. examined CD73 as a checkpoint molecule often
co-expressed on CD68+ macrophages in GBM and found CD73+

macrophages to be resistant to PD-1 checkpoint inhibition
in glioblastoma (51). It is further shown that they promote
tumor expansion through maintaining an immunosuppressive
environment in GBM (55, 113). Upon investigating the immune
profile in glioblastoma in either CD73+ or CD73-deficient mice, it
became apparent that significantly more inducible nitric oxide
synthase-positive (iNOS+) immunostimulatory macrophages than
CD206+ immunosuppressive macrophages could be found in
CD73-deficient mice. These findings of co-expressed molecules on
CD73+ macrophages, that indicate functional characteristics but do
not represent other macrophage subtypes, are contrary to what is
detected in wildtype mice. It can therefore be assumed that CD73
contributes to mediating the shift in macrophage phenotypes in
glioblastoma towards a pro-tumor environment (M2).

Investigation of checkpoint inhibition of PD-1 and CTLA-4 on
their own as well as in combination in wildtype and CD73-deficient
mice confirmed the hypothesized role of CD73 in GBM:
Therapeutical outcome was superior when both checkpoints were
targeted in combination as opposed to single administration, which
seems plausible as they are often co-expressed in glioblastoma.
Particularly improved immune response could be detected when
checkpoint blockade was applied to CD73-deficient mice that are
already associated with macrophages of anti-tumor immune
phenotype (51).

PD-1 blockade itself only affected tumor infiltrating
lymphocytes at a low level and had basically no effect on the
mostly CD73+ myeloid cells in the tumor microenvironment of
glioblastoma. Nevertheless, immune blockade of CD73 aiming to
alter macrophage polarization in combination with inhibition of
CTLA-4 and PD-1 to enhance T cell infiltration will favorably
change the results of checkpoint therapy and most likely provide
successful outcomes for GBM patients. In fact, an anti-CD73
antibody has already been proven to be beneficial in preclinical
and early clinical studies (56, 57).

It is yet to be remembered that immune regulation in
glioblastoma is presumably more complicated than what can
be assumed at the current level of knowledge. Hence, more
information is constantly gained and needs to be considered in
analysis of GBM immunity. As an example, IL-12 is shown to
improve immune reaction in a murine glioblastoma model (58).
Triple therapy targeting IL-12, CTLA-4, and PD-1 ultimately
even led to full eradication of glioma in mice because of induced
M1 polarization in TAMs (59, 60). Anyhow, as the dominating
immune cells at 30–50% in GBM, macrophages represent
promising targets for anti-cancer immunotherapy such as

checkpoint inhibition (59). Undeniably, it is essential to
expand the current knowledge about expression and co-
expression of relevant immunomodulatory molecules on
macrophages in GBM to allow establishment of sufficient
therapeutical approaches.

Finally, it can be concluded that targeting immunoregulatory
molecules on defined cells, whose influence on patients´ cancer is
known, and where necessary in specific combinations, may serve
as a more controlled approach to checkpoint inhibition. It
therefore seems possible to achieve precise anti-tumor
immunity while reducing the frequency and intensity of
adverse autoimmune reactions.

IMMUNE CHECKPOINT MOLECULES IN
INFECTIOUS DISEASES

Co-regulatory molecules on macrophages not only play a major
role in cancer but also contribute to the development and
progression of infectious diseases. Therefore, we have reviewed
their importance in chronic viral infections.

HBV and HCV Infections
The characteristic dysfunctional immune response in hepatitis B
(HBV) and hepatitis C (HCV) infection allows acute
inflammation as well as chronification of these diseases (61).
Patients have a particularly high risk for liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC), which explains the necessity
of optimized treatment options (62, 63).

It is well known that Kupffer cells (KC) as macrophages of the
liver induce immune responses to eliminate the virus in acute
hepatitis. Though, they hold a dual role in HBV and HCV
infection inasmuch as they further initiate immune toleration
to limit excessive inflammation, ultimately facilitating hepatitis
chronification (114, 115). Unlike acute hepatitis, such
dysfunction of CD14+ monocytes and macrophages in chronic
viral infections is due to increased levels of checkpoint molecules
(61, 64). Moreover, HBV+ and HCV+ macrophages express the
M2 immune profile associated with significant decrease of pro-
inflammatory cytokines (IFN-g, TNFa, and IL-12) (64, 65). This
macrophage phenotype results in impairment of the host
immune response and promotes viral persistence, whereas M1
polarization correlates with pathogen clearance and higher
survival rates.

Regarding specific checkpoint molecules in the pathophysiology
of these infections, PD-1 and Tim-3 are already shown to inhibit
production of inflammatory IL-12 on monocytes and macrophages
(64), which explains why HCV-infected macrophages shift towards
M2 after checkpoint expression (66). Consequently, increased levels
of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 further contribute to
the “pro-disease” M2 immune profile, ultimately facilitating viral
persistence (67). Furthermore, administration of anti-PD-1
antibodies augments IL-12 production by macrophages in HCV-
infected patients, likely inducing a shift towards the inflammatory
M1 immune profile (68). An even higher benefit is seen after
combination of standard antiviral therapy and PD-L1 blockade as
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this approach significantly enhances IL-12 production, resulting in
improved anti-viral immunity.

Similar results are shown for Tim-3. Regularly, its expression by
macrophages and DCs is already on a high level. However, in acute
HBV and HCV infection, overexpression is detected and correlates
with diminished immune cell function in macrophages (64).
Overexpression is further reported in chronic hepatitis B and
acute-on-chronic liver failure (ACLF) (69). Such upregulated
expression levels of Tim-3 promote M2 macrophage polarization,
ultimately limiting immune reaction and therefore allowing disease
progression (116). Consequently, Tim-3 inhibition rescues
compromised immune function and enhances viral clearance (70,
116). Besides that, upregulation of both PD-L1 and galectin-9,
ligands of PD-1 and Tim-3, has been reviewed on circulating
CD14+ monocytes and KC in chronic HBV, liver cirrhosis, and
HCC (2). It seems highly possible that co-expression of PD-1, Tim-
3, and their ligands contributes to macrophage dysfunction and
disease progression as well as chronification (71, 72).

Inhibition of these immune checkpoints represents a
promising strategy in the management of HBV/HCV infection,
both in single as well as combined application. In addition to
current anti-viral therapy, checkpoint inhibition might
ameliorate patients’ wellbeing and overall survival rates, even
in the chronic state.

HIV Infection
Human immunodeficiency virus (HIV) infection, another chronic
viral disease, is not life-threatening in itself, rather HIV-provoked
immunosuppression is the main concerning aspect, because it
facilitates subsequent infections that can be fatal. Most of the
infected immune cells are eliminated except for macrophages in
which HIV survives and that are consequently used as virus
reservoirs (73). Hence, there is great need for innovative
treatment options focusing on macrophages as virus targets to
prevent long-term infection with high viral reproduction (74, 75).

Closer examination of immune checkpoints on HIV+

macrophages highlights that PD-1 and its ligands are of
particular importance. In rhesus macaques suffering from
simian immunodeficiency virus (SIV), the quantity of PD-1+

alveolar macrophages (AM) is shown to directly correlate with
virus severity, as TNFa expression levels and antibody-
dependent phagocytosis (ADP) are drastically reduced in PD-
1+ AM compared to a PD-1-deficient population. Therefore, it
can be assumed that PD-1 expression contributes to macrophage
shift towards the anti-inflammatory M2 immune phenotype,
allowing HIV to persist (74).

In reaction to HIV virion exposure, PD-1 ligands, especially
PD-L1, are increased on macrophages. However, the ligands
probably serve different functions as PD-1-mediated expression
of anti-inflammatory IL-10 further enhances PD-L1 expression
levels, whereas PD-L2 is upregulated following IL-10 blockade
(76). It therefore seems possible that dysfunction of macrophages
in HIV/SIV infection is because of increased PD-1 and PD-L1
expression, and less likely caused by PD-L2 (74), similar to what
is seen in SIV-infected T cells (117). PD-1 blockade on immune
cells results in stronger anti-viral immune responses to SIV due
to intensified phagocytosis by macrophages (74). Checkpoint

inhibition of PD-L1 also causes temporary viral control
throughout administration (118). These results imply that PD-
1 contributes to substantial alteration of macrophage immune
phenotype and morphology, although it cannot explain the
complex modulation of HIV infection in all aspects. Certainly,
PD-1 ligands are also well involved, but to a lesser extent than
PD-1.

Regarding co-regulatory receptors other than PD-1 in HIV+

macrophages, there is evidence for Tim-3 inhibiting the release
of HIV-1 protein. Besides that, Tim-3 expression results in an
inflammatory immune reaction, eventually decreasing viral load;
whereas, checkpoint blockade of Tim-3 reinforces the
production of HIV (77). Bharaj et al. further reviewed immune
modulation by VISTA in HIV infection. Strong upregulation of
VISTA on HIV+ monocytes causes enhanced secretion of anti-
inflammatory cytokines, leading to limited anti-viral immune
reaction (78).

Consequently, it is possible to say that disease progression, at
least in part, depends on the expression of co-regulatory
receptors on infected macrophages. Possible therapeutic
interventions for HIV infection might be inhibition of PD-1
and VISTA, stimulation of Tim-3 expression, as well as
combinations of the aforementioned factors.

Influenza A Type H1N1
Besides these significant effects of immune checkpoints in
chronic infection, their importance in acute viral infection
should also be emphasized. Influenza A infection, an acute
respiratory disease, is characterized by inflammation of the
upper respiratory tract to varying clinical severity and causes
seasonal endemic infections. Regular immune response after
viral infection involves upregulation of primarily macrophage-
controlled pro-inflammatory cytokines and thereby allows
viral clearance.

During Influenza virus infection, enhanced secretion of pro-
inflammatory cytokines such as IFN-g on macrophages is observed,
which further increases Tim-3 expression (79). Afterwards however,
Tim-3 contributes to a change in macrophage phenotype towards
the anti-inflammatory, “pro-viral” M2 type. The resulting minimal
macrophage immunity allows persistence of influenza infection (80,
81). By contrast, suppressing the inhibitory function of Tim-3 via
L3G (a monoclonal antibody against Tim-3) reinforces the
production of anti-inflammatory mediators in macrophages and
T cells (79). These inflammatory mediators then again activate
macrophages, ultimately limiting infection in immune cells.

Consequently, Tim-3 contributes to better understanding of
Influenza infection, emphasizing the therapeutic potential of
Tim-3 checkpoint blockade.

Tuberculosis
Co-regulatory receptors also play an essential role in bacterial
infections as explained by means of tuberculosis (TB). Overall,
the global TB incidence increases while simultaneously an
increasing number of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis (MTB) variants occur, resulting in failure of the
standard quadruple therapy. Therefore, the antibiotic therapy
management urgently needs to be modified (82, 83).
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Tuberculosis is a unique bacterial infection as MTB is often
not affected by phagocytosis and actually continues to survive
and multiply inside macrophages, causing reactivation several
years later. Therefore, it is challenging to assume that M1
macrophage polarization is directly followed by pathogen
clearance and disease regression, as is seen in most other
diseases. It should also be considered that not all macrophages
are MTB-infected at the same time; hence, macrophage killing
has both beneficial and detrimental effects on patients’ disease
course. Thus, various effects are shown for specific immune
checkpoints regulating TB infection.

Following upregulation of IFN-g at the site of TB lesions,
macrophages are polarized towards the inflammatory M1
phenotype owing to downregulation of M2-associated CD16
and CD163. These M1 macrophages show increased expression
levels of PD-1 and its ligand PD-L1 and are highly susceptible to
CD8+ T cell cytotoxicity (119). CD8+ T cell-caused macrophage
killing further results in bacterial clearance, thereby improving
patients’ condition. Such cytotoxicity against macrophages can be
enhanced by PD-L1 blockade, but it is only effective on IFN-g-
activated macrophages (119). Therefore, ICI of PD-(L)1 presents a
potential therapeutical option. Similar findings are reported in
macrophages of PD-1-deficient mice as pathogen clearance and
antigen presentation are limited, ultimately resulting in high
bacterial load, focal necrosis, and low levels of infiltrating
immune cells (84, 120). Consequently, PD-1+ mice infected with
TB show higher survival rates owing to improved bacterial control
(85). Besides that, however, PD-1 expression is shown to correlate
with reduced levels of macrophage phagocytosis and limited
cytotoxicity, resembling the pro-disease M2 phenotype (74).
Furthermore, inhibition of both PD-1 and PD-L1/-L2
significantly augments macrophage phagocytosis in active TB,
likely due to a macrophage polarization shift towards the M1
type (86). These controversial results emphasize the need for
further investigation, especially regarding the unique role of the
checkpoint molecule and its ligands.

Sada-Ovalle et al. identify Tim-3 as another even more
promising immune checkpoint in the pathology of TB. Inhibition
of Tim-3 increases the secretion of inflammatory cytokines such as
IL-6, TNFa, and IFN-g and also reduces production of anti-
inflammatory IL-10. This results in pro-inflammatory M1 state,
characterized by enhanced macrophage phagocytic activity and
thereby, limited bacterial load. Tim-3-ICI has a greater impact on
cytokine levels than blockade of PD-1 (121). Therefore, blockade of
the Tim-3 pathway likely presents a favorable option in therapeutic
management of TB. Inhibition of the Tim-3 ligand galectin-9 on
monocyte-derived macrophages (MDM) leads to similarly reduced
bacteremia as Tim-3-ICI, although to a lesser degree. However,
blockade of both Tim-3 and PD-1 did not provide a more favorable
result than blockade of Tim-3 alone; hence, Tim-3 seems much
more relevant for TB development (121).

Considering the unique complexity of MTB survival in
macrophages, the substantial need for innovative treatment
options becomes evident. Apparently, checkpoint modulation
on macrophages seems to be a potent approach for consolidating
bactericidal activity and restoring innate immunity.

Sepsis
Sepsis is a systemic inflammatory pathology with high risk of
subsequent organ damage and has multiple trigger factors,
eventually causing excessive immune reactions. After release of
pro-inflammatory cytokines, cascade-like activation of further
inflammatory signaling pathways is initiated. Overall, this leads
to immune dysregulation because of imbalanced anti-infective
and anti-inflammatory reactions.

Focusing on macrophages in septic mice, they mostly present
an anti-inflammatory phenotype (87, 122). Such M2-polarized
macrophages produce high levels of immune-suppressive, anti-
inflammatory mediators such as IL-10, as a reaction to PD-1 and
PD-L1 expression. This correlates with the diminished ability to
clear microbial invasion in septic mice, because macrophage
phagocytosis is impaired (122). Thus, stimulation and
overexpression of PD-1/PD-L1 in macrophages of septic
patients limits pathogen clearance and contributes to disease
exacerbation (88, 89).

Macrophages of PD-1-deficient septic mice, however, have
better functional ability than septic wildtype counterparts. Thus,
bacterial clearance is enhanced in PD-1-deficient mice owing
to adequate phagocytosis and restricted production of
inflammatory cytokines (122). Similar findings have been
reported in a murine polymicrobial sepsis model induced by
cecal-ligation and puncture (CLP). LD01 as a peptide-based PD-
1 checkpoint inhibitor significantly improves survival by
reducing bacterial burden. This is attributed to higher
macrophage phagocytic activity. PD-1 pathway administration
can be used to alter bacterial clearance, supposedly because of the
change in macrophage polarity. By contrast, PD-1 (over-)
expression causes sepsis progression as a result of restricted
immune activation that is characteristic of the M2 macrophage
profile (90).

Vu et al. explained macrophage polarity following CLP-
induced sepsis in considerable detail. On day 1 post-CLP, the
levels of PD-1+ macrophages are significantly increased, while
presenting an exhausted immune phenotype similar to the M2
profile. Besides that, activated macrophages in an M1-like
phenotype can only be found on day 12 post-CLP when PD-1
expression is low (91). This confirms a correlation between PD-1
overexpression and M2 macrophage phenotype in sepsis as
previously suspected. It is further reviewed that macrophages
from PD-1-deficient mice are resistant to sepsis-induced cellular
dysfunction, characterized by diminished bacterial clearance,
limited inflammatory cytokine secretion, and decreased antigen
presentation (85). Therefore, PD-1-deficient murine
macrophages have improved survival rates given the M1-like
anti-inflammatory immune reaction (122).

Recently, equal results are presented for Kupffer cells (KCs),
which are the macrophages of the liver (92). Toll-like receptor
(TLR) signaling generally leads to enhanced expression levels of
PD-1 in monocytes and macrophages (93). PD-1-expressing KCs
show an M2 immune profile known to be rather immune-
suppressive, facilitating sepsis progression, as endogenous
immune responses are downregulated. However, PD-1-
deficient mice showed significantly reduced tissue bacterial

Brom et al. The Role of Immune Checkpoint Molecules on Macrophages

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org March 2022 | Volume 13 | Article 8376458



 94 

burden, lower sepsis scores, and overall reduced disease severity,
which can be attributed to M1-like KC phagocytic activity.
Similar findings were reported after anti-PD-1 checkpoint
therapy in mice with liver injury, strongly correlating with
improved KC bacterial elimination and further providing
protection from sepsis progression.

These results indicate that PD-1 and its ligands have a
massive impact on macrophage function and consequently also
on immune reaction to sepsis. Accordingly, checkpoint
inhibition presents a promising therapeutic intervention.

CO-REGULATORY RECEPTORS IN
INFLAMMATION AND AUTOIMMUNITY

Multiple Sclerosis and
Autoimmune Encephalomyelitis
It has recently become increasingly apparent that apart from
cancer and infectious diseases, immune checkpoint molecules are
also very significant in inflammatory autoimmune conditions.

Chronic central nervous system (CNS) inflammation results
in a variety of neurological symptoms that can until now, only be
treated symptomatically. Only minor levels of peripheral
immune cells are found in healthy brain parenchyma. In
multiple sclerosis (MS) lesions, microglia make up around half
of the immune cells and are considered functionally analogous to
macrophages. Microglial cells promote MS progression as they
are essential for myelin phagocytosis, release of pro-
inflammatory mediators as well as antigen presentation (94).
Therefore, they display a promising therapeutic target in
inflammatory brain diseases (94, 95).

Taking a closer look at specific immune checkpoints in the
regulation of inflammatory CNS conditions, microglia are shown
to highly express VISTA under physiological conditions.
Although VISTA’s function in CNS immune cells are currently
not known, its expression is known to facilitate phagocytosis (96)
and leads to increased cytokine production (78) and chemotaxis
(97) in microglia. While this effect seems to be similar to M1
polarization, different from other diseases, categorizing MS
microglia as M1 or M2 is still debatable and has not been
useful to date because of functional discrepancies in managing
local inflammation (94). Nevertheless, dysregulated VISTA
expression affects microglial immune function by inhibiting
efferocytosis (96), but overexpression of VISTA on human
macrophages enhances bactericidal immunity by stimulating
production of inflammatory cytokines (78).

In an MS mouse model of autoimmune encephalomyelitis
(EAE) as well as in human chronically active MS lesions, VISTA
expression in macrophages is impaired (98, 99). Likewise,
inhibition of VISTA causes deteriorated autoimmunity in EAE
(100, 123) via upregulation of phagocytosis and diminished
cytokine secretion (99). These data demonstrate that reduced
levels of VISTA contribute to MS disease progression by affecting
immune responses, especially microglial phagocytosis (124).
Depending on the type of MS lesions as well as their

microenvironment, microglia show different reactions and
need to be further categorized.

Moreover, the PD-1 pathway generally modulates synaptic
transmission, plasticity, and general neuronal function (101,
102). In MS specifically, PD-1/PD-L1 signaling changes
microglial phenotype towards an anti-inflammatory type and
thereby facilitates anti-disease polarization, similar to the M2
phenotype (103). Induction of such an M2-like immune profile
limits production of pro-inflammatory cytokines such as IL-12,
which further suppresses immune reaction and hinders MS
progression (68). However, in PD-L1-deficient mice a
compensatory increase of PD-1 and PD-L2 expression is
detected (104), suggesting further regulatory mechanisms
regarding the PD-1 axis and its ligands.

Opposing effects are shown for CD47, another recently
discovered immune checkpoint of importance in MS pathology
(105). By interaction with its ligand SIRPa, CD47 potently
inhibits microglial phagocytosis (as previously seen on
macrophages) in a variety of other diseases. In MS specifically,
CD47 expression is upregulated; hence, decreased phagocytosis
allows disease progression.

In summary, CD47 immune regulation in MS and EAE is
entirely different from other immune checkpoints, which tend to
be upregulated during inflammatory CNS processes. Contrary to
the downregulated expression of VISTA and PD-1, that would
need stimulation to improve disease condition, limited or no
expression of CD47 seems to be a feature of anti-inflammatory
state and healthy brain condition; therefore, CD47-ICI offers a
promising therapeutic approach.

Atherosclerosis
Atherosclerosis is a multifactorial disease characterized by
vascular damage in all three layers of the arterial walls and
lipid accumulation containing malfunctioning macrophages.
These so-called foam cells express a wide range of pro-
atherogenic cytokines promoting destabilization and growth of
atherosclerotic lesions, eventually causing lesion rupture and
subsequent cardiac diseases (125, 126).

In general, macrophages present an immense functional
heterogeneity of affecting local inflammation in atherosclerosis.
Because phagocytosis plays a central role in the pathogenesis, and
change of macrophage phenotype is reversible, the simplistic
approach of classifying macrophages as M1 or M2 polarized is
very inaccurate (127). Instead, alternative categorizations are
needed to consider all diverse aspects of macrophage phenotypes.

Examination of specific immune checkpoints in
atherosclerosis has shown that CD47 is critically important in
the regulation of macrophage immune reactions. Reacting to
TNFa- and NFkB-mediated cell activation, unengulfed
macrophages in an inflammatory state express CD47 (128).
After interaction with ligand SIRPa, effective phagocytosis is
constrained and allows disease progression, representing a
change towards a pro-atherogenic phenotype (126). It is still
unclear whether necroptotic macrophages in atherosclerosis also
express CD47, which restricts phagocytosis and thereby
promotes disease progression (126). Moreover, expression of
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CD47 and SIRPa is shown to be significantly higher in
apolipoprotein E deficient (ApoE-/-) mice than wildtype mice,
and positively correlates with the expression of M2-associated
markers (e.g., Mrc1) (129). Therefore, it seems that the CD47
expression contributes to the characteristic anti-inflammatory
immune profile favoring dyslipidemia and atherosclerosis in
ApoE deficiency.

By contrast, limited interaction with SIRPa on macrophages
in the aorta of such ApoE-/- mice results in higher levels of
phagocytosis (129). Anti-CD47 treatment in a mouse model of
atherosclerosis also leads to significantly improved efferocytosis,
increased clearance of apoptotic cells, and further reduced size of
atherosclerotic lesions (128). Therefore, blockade of the CD47-
SIRPa axis stands out as a novel therapeutic opportunity to
enhance microglial efferocytosis and prevent disease progression.

Focusing on the PD-1 axis, both PD-1 and PD-L1 are less
expressed on myeloid DCs and T cells in patients suffering from
coronary artery disease (130). These reduced levels correlate with
enhanced pro-inflammatory cytokine production. It is also known
that in hypercholesteremic, LDL receptor-deficient (LDLr-/-) mice,
PD-L1 and PD-L2 are upregulated on macrophages in aortic
lesions (131); whereas, PD-1 is overexpressed on aortic T cells
(132). Vascular lesions in LDLr-/- PD1-/- mice contain many
immune cells that produce particularly high levels of TNFa,
contributing to pro-atherogenic immunity. Further, significantly
intensified atherosclerosis condition is observed in LDLr-/- mice
after PD-1 blockade therapy (132, 133). These findings
substantiate that PD-1 regulation affects the phenotypic and
functional plasticity of macrophages in atherosclerosis.
Nevertheless, further research is needed, with particular focus on
the influence of PD-1 ligands on immune regulation.

Likewise, substantial impact is shown for Tim checkpoint
pathways. On hypercholesteremic LDLr-/- mice displaying the
characteristic pro-atherogenic phenotype, checkpoint blockade
of Tim-3 promotes early as well as advanced atherosclerosis (133,
134). Further examination showed that mice deficient in Tim-4
present dysfunctional macrophages that are unable to perform
phagocytosis of apoptotic bodies (135). Similarly, mice treated
with an anti-Tim-4 antibody have limited efferocytosis
performance, contributing to enlargement and infection of
atherosclerotic lesions. It can therefore be concluded that high
level of Tim protein expression ultimately leads to limited
phagocytosis and lower disease severity.

Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-
related protein (GITR) is mainly expressed in human
atherosclerotic lesions containing foam cells. Following GITR/
GITR-L interaction, human and mouse macrophages produce
inflammatory cytokines such as TNFa (136, 137), increasing
macrophage function and thereby facilitating disease progression
in atherosclerosis. In contrast to the correlation of GITR with
disease severity, GITR deficiency on macrophages reduces
inflammation and therefore improves condit ion of
atherosclerotic mice (138). This effect is even more significant
on ApoE-/- mice, in which deficiency of GITR not only impairs
expression of inflammatory cytokines but also reduces reactive
oxygen species and minimizes monocyte recruitment to the

endothelium (139). Thus, GITR checkpoint inhibition offers
substantial improvement for patients suffering from severe
atherosclerosis; hence, this approach stands out as a promising
immunotherapeutic strategy (140).

Although it is challenging to declare specific treatment
approaches given that inflammation and phagocytosis are part
of disease pathology, stimulation of PD-1/PD-L1 and Tim-3/-4
as well as checkpoint inhibition of CD47/SIRPa and GITR/
GITR-L seem to be promising therapeutic options, preventing
subsequent cardiovascular pathologies.

Type 1 Diabetes
Type 1 diabetes is defined by autoimmune destruction of the
insulin-producing beta cells of the pancreas, resulting in micro-
and macroangiopathies that cause severe organ damage. Because
of secretion of inflammatory cytokines, M1 polarized
macrophages phagocytose pancreatic islet cells and thus
contribute to disease progression (141, 142).

In a Streptozocin (STZ) mouse model, reduced levels of CD47
were found in the islet cells of STZ-treated mice, consequently
followed by reduced interaction with ligand SIRPa (143). CD47
as a “don´t eat me” signal inhibits macrophage-mediated
phagocytosis of endogenous cells (144, 145); hence, reduced
levels of CD47 and SIRPa result in enhanced macrophage
activity and thereby increased disease burden, compared to
healthy mice. Furthermore, CD47 inhibition of macrophages
also allows progression of autoimmune diabetes, whereas
augmenting expression levels presumably improves survival, as
CD47 represents a protective agent of pancreatic islet beta cells in
inflammation (143, 146).

PD-1-mediated signaling in macrophages similarly
contributes to in situ immune regulation of the pancreas. Thus,
impaired PD-1-PD-L1 interaction and checkpoint inhibition are
major trigger factors for disease exacerbation, especially in
individuals suffering from b-cell autoimmunity (147).

At the moment, it seems that combined stimulation of the
CD47 and PD-1 pathways with agonist antibodies might be a
powerful treatment for type-1 diabetes by manipulating
substantial features of macrophages so that characteristic
autoimmune destruction of pancreatic islet cells is prevented.

CONCLUDING REMARKS AND
NEW DIRECTIONS

Checkpoint modulation is a highly promising strategy to treat
cancer pathologies, and its potential is being extensively
researched. This allows the development of alternative
therapeutical approaches, continuously improving current
disease management of various malignant diseases. However,
there is still a great need for further examination focusing on
different checkpoint molecules and especially their cell-specific
influences on underlying pathologies.

It iswidelyknownthat expressionof certain checkpointmolecules
has an influence on immune cells, e.g., T cells. In many diseases,
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macrophages, in particular, are crucial due to their impact on
mobilizing both innate and adaptive immunity, leading to
eradication of pathogens. Further convertible M1 and M2
macrophage profiles determine disease development and possible
regressions. The focus of checkpoint therapy should thusbe extended
and includereprogrammingofmacrophages toenhance immunity in
order to destroy disease-causing cells or harmful microorganisms.

Using immune checkpoint molecules as predictive biomarkers
on macrophages for malignant, infectious, and autoimmune
diseases would allow individual and highly-specific therapeutic
options based on diagnostic findings. Such personalized
treatments will most likely be superior to the existing broad
approaches. However, as immune checkpoints show remarkable
functional heterogeneity amongst different diseases and cell types,
these diverse pathophysiologic mechanisms have to be considered
to achieve successful outcomes.

On the one hand, checkpoint inhibitors are not cell-type specific
pharmaceuticals at the moment, resulting in insufficient clinical
outcomes for malignant diseases because of inadequate anti-tumor
immunity. Often times, even if the cancer burden is reduced, ICI is
associated with intolerable suffering due to the severe side effects. On
the other hand, only inhibition of immune checkpoints is
performed, despite the fact that stimulation of checkpoint
expression also seems to be a powerful immunotherapeutic
strategy, mostly for use in cases other than malignancies. Even
combining inhibition and stimulation of certain disease-relevant
checkpoints appears to be beneficial from our perspective.

Nonetheless, paying close attention to the possible reciprocal
interaction of checkpoint molecules is essential. As broad
inhibition of many checkpoints on all immune cells triggers too
many uncontrollable regulations, most of them also currently
unidentified, it is necessary to define the exact checkpoints on a
specific cell type for therapeutic manipulation. Such specification
is inevitable to avoid situations in which these pathways affect each
other, and do not allow a precise and foreseeable modulation of
corresponding diseases and cause more severe side effects. We are
convinced that up- or downregulation of immune checkpoints
should ultimately follow cell-specific expression and impact on
pathophysiology, considering possible synergisms with further
checkpoint molecules. Regarding this context, it seems useful to
reflect generally accepted findings of checkpoint molecules on
macrophages in e.g., malignant diseases, to comprehend
underlying regulatory mechanisms.

In cancer, an insufficient reaction to checkpoint inhibitor
therapy can be explained by a low number of tumor-infiltrating
T cells, macrophages, or other immune cells (5). However, it can
also be caused by upregulation of alternative checkpoint pathways
(10). Effective treatment is therefore only possible if the targeted
cells express the exact checkpoint molecules that are supposed to
be blocked, highlighting the importance of checkpoint expression
analysis prior to therapeutic interventions.

Besides resistance to therapy, side effects are of undeniable
importance in the administration of immune checkpoint
inhibitors. These immune-related adverse events (IRAE) are
mostly inflammatory reactions such as hypophysitis, encephalitis,
myocarditis, hepatitis, pneumonitis, type 1 diabetes, colitis, myositis,

dermatitis, as well as thyroid dysfunction, and commonly occur
during combined therapeutical approaches. Owing to synergisms in
coregulatory pathways (3), successful reduction of disease burden
correlates strongly with worse side effects. Anyhow, adverse
inflammatory reactions can also be considered evidence for
augmented immune activation against malignancy. Targeting
single or multiple immune checkpoints cell-type-specifically on
macrophages generally seems to be a more promising way to
reduce disease burden and might also limit occurrence and
severity of adverse events.

Furthermore, it is important to consider that adverse immune
reactions caused by treatment against a disease may be
therapeutically beneficial for a different disease and vice versa. As
an example, treatment with an inhibitor of checkpoint X on a
specific cell type against a defined cancer triggers an autoimmune
reaction (e.g., acute hepatitis), implying that for this specific
autoimmune condition, stimulation of checkpoint X on the exact
cell type may be a favorable treatment option. Then again, for
patients at risk for hepatitis, blockade of this checkpoint X should
be avoided.

To conclude, treatment of cancer via blockade of co-regulatory
pathways is already a highly promising approach. Nevertheless,
there is more therapeutic potential for this specific immune-
regulating group of molecules. Hence, infections affect cancer
and vice versa, and regulation via immune checkpoints is
extremely relevant for both pathologies and may be used for
treatment of various acute and chronic infectious diseases as well.
Similar immunoregulatory patterns can be adapted for further
diseases to establish treatments based on comparable approaches.

Last, there are many diseases in which immune checkpoints
seem to be highly important, e.g., parasitic infections such as
helminthiasis, toxoplasmosis, andmalaria (8, 148, 149), yet further
research is necessary to develop effective therapeutic approaches.
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