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Zusammenfassung

Konventionelle dendritische Zellen vom Typ 1 (cDC1) sind fur die Orchestrierung der
T-Zell-vermittelten AbstoBung von Tumoren essenziell. In der initialen Phase der
Antitumor-Immunantwort nehmen ¢cDC1 Tumorantigene auf und kreuzprasentieren
diese im drainierenden Lymphknoten an naive CD8* T-Zellen, die so aktiviert werden.
Weniger gut erforscht ist, ob eine lokale Interaktion zwischen den rekrutierten Tumor-
spezifischen CD8* T-Zellen und cDC1 im Tumorgewebe selbst als eine weitere Phase
der Antitumor-Immunantwort fir die TumorabstoBung benétigt wird. Diese Arbeit
untersucht, inwieweit die Interaktionen zwischen cDC1 und CD8* T-Zellen im
Tumormikromilieu (TMM) den Ausgang einer Antitumor-Immunantwort bestimmen.
Mithilfe einer Kombination aus konfokaler Mikroskopie und einem Deep-Learning-
Modell wurden in dieser Arbeit erstmals intratumorale cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster als
ein charakteristisches Merkmal protektiver Antitumor-Immunantworten identifiziert.
Diese Cluster entstanden préaferenziell in stromalen Tumorregionen und dienten dort
als Nische flr die lokale Stimulation von Stammzell-ahnlichen (stem-like) TCF1+ CD8*
T-Zellen durch cDC1. Eine Abwesenheit der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster ging mit einer
Progression des Tumors einher.

Diese Arbeit beschreibt erstmals eine immunostimulatorische, CCR7-negative
cDC1-Subpopulation im TMM. Diese cDC1-Subpopulation vermittelte die Bildung der
Cluster Uber die Produktion der Chemokine CXCL9 und CXCL10. Innerhalb der
Cluster kreuzprasentierten immunostimulatorische CCR7"9 ¢cDC1 Tumorantigene an
stem-like CD8+ T-Zellen, was fir die intratumorale Expansion und
Effektordifferenzierung der T-Zellen notwendig war.

cDC1-CD8* T-Zell-Cluster, in denen CCR7"¢9 ¢cDC1 mit CD8* T-Zellen interagieren,
konnten auch in humanen Krebspatienten beobachtet werden und bildeten auch hier
eine Nische fir eine intratumorale Stimulation der rekrutierten T-Zellen. Sowohl eine
hohe Anzahl an Clustern als auch eine hohe Expression der Gensignatur der CCR7"e9
CXCL9-produzierenden ¢cDC1 waren mit einem progressionsfreien Uberleben der

Patienten assoziiert.



Somit konnte in dieser Arbeit eine intratumorale Phase der Antitumor-Immunantwort
aufgedeckt werden, die von immunostimulatorischen cDC1 im TMM organisiert wird
und bestimmt, ob die Immunantwort protektiv oder ineffektiv ausféallt. Diese
Entdeckung koénnte zukunftig fir die Behandlung von Krebspatienten genutzt werden,
beispielsweise durch die Entwicklung von Therapien, die die immunostimulatorische
cDC1-Subpopulation oder die Clusterbildung unterstitzen. Daher bedarf es weiterer
Forschung zur Entstehung dieser cDC1-Subpopulation und der Rolle der cDC1-CD8*
T-Zell-Cluster wahrend bereits etablierter Imnmuntherapien wie der Immun-Checkpoint-

Inhibierung.



Abstract

Conventional type 1 dendritic cells (cDC1) are essential orchestrators of T cell-
mediated tumor rejection. In the initial phase of the anti-cancer immune response,
cDC1 take up tumor antigen and cross-present it to naive CD8* T cells in the
tumor-draining lymph node in order to activate tumor-specific CD8* T cells. Whether
there is a second phase of anti-cancer immunity during which the infiltrating
tumor-specific CD8* T cells interact with intratumoral cDC1 is less well characterized.
Therefore, this work examines to which extent local interactions between cDC1 and
CD8* T cells within the tumor microenvironment (TME) are required for a protective
anti-cancer immune response. Employing a combination of volumetric confocal
microscopy and deep learning, this work has identified intratumoral cDC1-CD8* T cell
clusters as a characteristic feature of protective anti-cancer immunity. These clusters
preferentially developed at the stroma-tumor interface and constituted a niche for the
local stimulation of stem-like TCF1+ CD8+ T cells by cDC1. Absence of these
cDC1-CD8* T cell clusters was associated with tumor progression.

This work is the first to describe an immunostimulatory CCR7-negative cDCH1
subpopulation within the TME. This cDC1 subpopulation mediated cluster formation
via production of the chemokines CXCL9 and CXCL10. Within the clusters,
immunostimulatory CCR7"¢ cDC1 cross-presented tumor antigen to stem-like CD8+
T cells, which was required for their intratumoral expansion and effector differentiation.
Interactions between CCR7"9 ¢cDC1 and CD8*+ T cells in such cDC1-CD8* T cell
clusters could also be identified as a niche for the intratumoral stimulation of recruited
T cells in human cancer patients. Both a high abundance of clusters and a high
expression of gene signature of the CCR7"°9 CXCL9-producing cDC1 subpopulation
were positively correlated with progression-free survival.

In summary, this work could reveal an intratumoral phase of the anti-cancer immune
response, which is orchestrated by immunostimulatory ¢cDC1 within the TME and

determines whether anti-cancer immunity is protective or ineffective.
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This finding could be leveraged for the treatment of cancer patients in the future, for
instance by developing therapies which promote the immunostimulatory cDC1
subpopulation or the formation of cDC1-CD8* T cell clusters. Further research is
needed to shed light on the development of the intratumoral cDC1 subpopulations and
the role of cDC1-CD8* T cell clusters during already established immunotherapies

such as immune checkpoint inhibition.
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1 Einleitung

1.1 Entstehung und Ausbreitung von Krebserkrankungen

Im Jahr 2020 waren Krebserkrankungen mit fast zehn Millionen Toten die weltweit
haufigste Todesursache, auBerdem wurden mehr als 18 Millionen neue
Krebserkrankungen registriert, darunter vor allem Brust-, Lungen- und Darmkrebs’-2.
Es gibt verschiedene Ausloser flr Krebserkrankungen, beispielsweise eine genetische
Disposition, eine krebsférdernde Lebensweise oder auch virale Erkrankungen. Allen
Krebserkrankungen liegt jedoch zugrunde, dass kérpereigene Zellen mutieren und
Fahigkeiten fur Tumorwachstum und metastatische Verbreitung erlangen. Zu diesen
Fahigkeiten z&hlen unter anderem eine anhaltende Proliferation und Vermeidung des
Zelltods, die Induktion der Angiogenese sowie ein invasives Wachstum34. Da
geschatzt wird, dass die Inzidenz von Krebserkrankungen bis 2040 um 55% steigen
wird®, ist es zwingend notwendig, Krebserkrankungen auf molekularer und
immunologischer Ebene weiter zu erforschen, um neue Methoden zur Pravention und

Behandlung entwickeln zu kénnen.

1.2 Prinzip einer Antitumor-immunantwort

Eine protektive Immunantwort gegen einen Tumor erfordert ein Zusammenspiel
verschiedener Zellen des innaten und des adaptiven Immunsystems. Dabei spielen
besonders zytotoxische CD8* T-Zellen eine wichtige Rolles. CD8* T-Zellen sind
adaptive Immunzellen, die Tumorzellen erkennen und gezielt téten kdnnen. Fir die
Initiierung einer solchen CD8* T-Zell-vermittelten Antitumor-Immunantwort missen
zunéchst in den Tumor-drainierenden Lymphknoten naive, Tumor-spezifische CD8*
T-Zellen aktiviert werden. Diese Aktivierung wird durch die Erkennung von
Tumorantigenen induziert, die den naiven CD8* T-Zellen von spezialisierten Zellen des
innaten Immunsystems prasentiert werden. Diese sogenannten Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs; engl. antigen-presenting cells), die Tumormaterial

aufnehmen, prozessieren und zu den CD8* T-Zellen in den Lymphknoten
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transportieren kdnnen, sind daher essenziell fir die Initiierung einer Antitumor-
Immunantwort’.

Studien mit murinen Tumormodellen und humanen Krebspatienten haben gezeigt,
dass innerhalb der APCs vor allem konventionelle dendritische Zellen (cDCs; engl.
conventional dendritic cells) in der Lage sind, effizient Tumorantigene an naive CD8*
T-Zellen zu prasentierend 0. ¢cDCs spielen deshalb eine entscheidende Rolle flr die
Antitumor-Immunantwort. In den nachfolgenden Kapiteln werden Entwicklung,

Phanotyp und Funktion von cDCs genauer beschrieben.

1.3 Konventionelle dendritische Zellen

Seit ihrer Entdeckung vor rund 50 Jahren'!'2 sind dendritische Zellen (DCs; engl.
dendritic cells) gemeinhin als professionelle APCs und als wichtiges Bindeglied
zwischen dem innaten und dem adaptiven Immunsystem bekannt. DCs bilden eine
heterogene Gruppe von Zelltypen, die sowohl in Menschen als auch in Mausen
anhand ihrer Ontogenese, ihres Phanotyps und ihrer Funktionen voneinander
unterschieden werden kénnen. Diese Arbeit behandelt aufgrund ihrer Relevanz fur
Antitumor-Immunantworten vordergriindig konventionelle dendritische Zellen (cDCs;

engl. conventional dendritic cells).

1.3.1 Ontogenese und Phéanotyp

DCs kénnen grob in ¢DCs, plasmazytoide DCs (pDCs; engl. plasmacytoid DCs) und
DCs mit monozytischem Ursprung (moDCs; engl. monocyte-derived DCs) unterteilt
werden. Innerhalb der cDCs wird zwischen cDC1 und cDC2 unterschieden.

Die Ontogenese aller DCs findet im Knochenmark statt (Abb. 1). Dort entstehen aus
hamatopoietischen Stammzellen (HSC; engl. hematopoietic stem cells) multipotente
Vorlauferzellen (MPP; engl. multipotent progenitors), die dann zu myeloischen
Stammzellen (CMP; engl. common myeloid progenitors) differenzieren'314. Aus den
CMP entwickeln sich Vorlauferzellen fiir Makrophagen und dendritische Zellen (MDP;
engl. macrophage-dendritic cell progenitors), aus denen sowohl Makrophagen und
dendritische Zellen als auch Monozyten hervorgehen kénnen'. MDP differenzieren

weiter zu allgemeinen DC-Vorlauferzellen (CDP; engl. common dendritic cell
13



progenitors), aus denen dann pDCs und Vorlaufer fir konventionelle DCs (engl. pre-
cDCs) entstehen'®. Pre-cDCs sind eine heterogene Mischpopulation aus pre-cDC1
und pre-cDC2'7:18 die aus dem Knochenmark Uber das periphere Blut in lymphatische
und nicht-lymphatische Organe einwandern und dort zu cDC1 und c¢cDC2
differenzieren®. Mehrere Studien haben gezeigt, dass in humanem Blut eine weitere
DC-Population vorliegt, die phanotypisch und funktionell Gemeinsamkeiten sowohl mit
cDC2 als auch mit Monozyten aufweist und DC3 genannt wird?%21. DC3 entwickeln
sich unabhangig von den cDC1/cDC2-Vorlauferzellen CDP und expandieren vor allem
unter inflammatorischen Bedingungen??. Wahrend die Entwicklung von ¢DC1 und
cDC2 von der Rezeptortyrosinkinase FIt3 und ihrem Liganden FIt3L abhangig ist?324,
wird fur die Entstehung von DC3 GM-CSF benétigt?2.

Knochenmark Blut Gewebe

pre-pDC

CLP

cDC1

pre -cDC1
I"' _>
HSC MPP CMP MDP CcbpP /v

— —> — —>
! “ cDC2
pre -cDC2
------------------- X }
'
cMoP IRER Monozyt moDC

“a
> —_—

Abbildung 1: Ontogenese dendritischer Zellen. Im Knochenmark entwickeln sich aus der
héamatopoietischen Stammzelle (HSC) verschiedene Vorlauferzellen, aus denen schlieBlich cDC1,
cDC2, pDCs und moDCs differenzieren. Die Entwicklung von DC3 wurde bisher nur im humanen
System beschrieben. Diese Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com erstellt.
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Zunédchst wurde vermutet, dass pDCs sich neben cDCs aus den myeloischen
Vorlauferzellen CMP und CDP entwickeln. Neuere Studien konnten jedoch belegen,
dass pDCs auch aus lymphoiden Stammzellen (CLP; engl. common Ilymphoid
progenitor) hervorgehen und bereits in diesem friihen Entwicklungsschritt von der
Ontogenese der cDCs divergieren kénnen2526.

CMP kénnen neben CDP auch zu Vorlauferzellen fur Monozyten (cMoP; engl.
common monocyte progenitor) differenzieren?’”. Die aus cMoP entstandenen
Monozyten kénnen unter inflammatorischen Bedingungen zu moDCs differenzieren,
die funktionell cDCs &hneln?8.

Die Entstehung von humanen und murinen cDC1 ist abhéngig von konservierten
Transkriptionsfaktoren wie PU.12°9, BATF33031 |RF8, NFIL3 und ID23233, Die flir die
Entwicklung von cDC2 kritischen Transkriptionsfaktoren sind weniger gut erforscht,
jedoch konnte gezeigt werden, dass NOTCH234, IRF43% und KLF436 eine wichtige Rolle

spielen.

cDCs kommen als residente Populationen in lymphatischen Organen, aber auch als
migratorische Populationen in fast allen nicht-lymphatischen Organen vor®’. Die
Rekrutierung von pre-cDC1 und pre-cDC2 aus dem Knochenmark in die jeweiligen
Organe erfolgt chemotaktisch und kann je nach Organ und inflammatorischem Kontext
variieren38-40,

Die unterschiedlichen cDC1- und cDC2-Populationen kénnen anhand ihrer Expression
von Oberflachenproteinen identifiziert werden. Sowohl humane als auch murine cDCs
exprimieren den hamatopoietischen Marker CD45, das Integrin a-X (ltgax, auch
genannt CD11c) und den Haupthistokompatibilitats-Klasse 1lI-Komplex (MHCII; engl.
major histocompatibility complex class Il)*'-42. Murine cDC1 in lymphatischen Organen
wie Milz, Lymphknoten und Thymus exprimieren einen CD8aa-Homodimer43.44,
wahrend cDC1 in nicht-lymphatischen Organen das Integrin a-E (Itgae, auch genannt
CD103) exprimieren*s. Diese CD103* cDC1 konnten beispielsweise in der Lunge?s,
der Haut*” und im Darm*® identifiziert werden. Humane cDC1 sind durch ihre
Expression des Oberflachenrezeptors CD141 charakterisiert*>%0, Sie exprimieren
weder CD8 noch CD103, stimmen daruber hinaus aber in ihrer Gensignatur und
Funktion mit murinen cDC1 (iberein®'. Ahnlich zu murinen cDC1 wurden CD141+ c¢DCH
in humanen lymphatischen Organen und in der Zirkulation und nicht-lymphatischen

15



Organen wie Lunge und Haut beschrieben*®5!. Des Weiteren exprimieren alle
humanen und murinen cDC1 den Chemokinrezeptor XCR152-54 und den C-Typ-Lektin-
Rezeptor CLEC9A (auch genannt DNGR-1)%5%7, Murine cDC2 kénnen mithilfe ihrer
Expression des Integrins a-M (ltgam, auch genannt CD11b)%8.5° und des Glykoproteins
Sirpa®® von cDC1 unterschieden werden. Analog zur CD8-Expression von cDC1 in
lymphatischen Organen exprimieren cDC2 in Lymphknoten, Milz und Thymus
zusatzlich CD4%'. Humane cDC2 kbénnen auBerdem durch Expression des

Oberflachenproteins CD1c identifiziert werden®0.

1.3.2 Immunologische Funktionen

cDCs fungieren als Sentinelzellen, die ihre Umgebung stédndig nach Pathogenen
abtasten und im Falle einer Infektion innate und adaptive Immunzellen aktivieren
kdénnen. In der Lunge beispielsweise sind cDCs innerhalb des Epithels lokalisiert und
weisen trans-epitheliale Fortsatze auf, die bis in den Alveolarraum reichen und es
cDCs ermoglichen, dort nach respiratorischen Krankheitserregern zu suchen®?. Auch
in der Darmschleimhaut gibt es cDCs, deren Fortsatze durch die Tight Junctions
zwischen den Epithelzellen ins Darmlumen reichen, um dort pathogene Bakterien
erkennen zu kénnen®. Bei der Erkennung von Pathogenen durch c¢DCs spielen
spezialisierte Rezeptoren, sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (PRRs; engl.
pattern recognition receptors) eine Rolle (Abb. 2). Diese kdénnen anhand von
spezifischen konservierten Mustern (PAMPs; engl. pathogen-associated molecular
patterns) Pathogene erkennen. PRRs kdnnen aber auch endogene Molekile
erkennen, die von geschéadigten Zellen freigesetzt werden (DAMPs; engl. danger-
associated molecular patterns)485, Zur Gruppe der PRRs gehéren Toll-dhnliche
Rezeptoren (TLRs, engl. toll-like receptors), C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLRs; engl.
C-type lectin receptors), RIG-I-4hnliche Rezeptoren (RLRs; engl. RIG-I-like receptors)
und NOD-ahnliche Rezeptoren (NLRs; engl. NOD-like receptors)®6. Beide cDC-
Subtypen exprimieren TLR9, der unmethylierte CpG-Dinukleotide in bakterieller und
viraler DNA erkennt. Die Expression von TLRS3 ist spezifisch fur cDC1, die so
besonders gut doppelstrangige virale RNA erkennen kénnen. cDC2 dagegen
exprimieren TLR5, der spezifisch fur bakterielles Flagellin ist, und TLR7, der
einzelstrangige virale RNA bindet*'-67-70, Der CLR CLEC9A wird wie bereits erwahnt

16



nur von cDC1 exprimiert und erkennt bestimmte Strukturen in toten Zellen, die in
gesunden Zellen nicht zuganglich sind’*-72, ¢cDC1 und cDC2 exprimieren die RLRs
RIG-1 und MDAD5, die durch die Erkennung von doppelstrangiger viraler DNA aktiviert
werden”374, GleichermaBen wird der NLR NOD2 von ¢cDC1 und cDC2 exprimiert, die

so den bakteriellen Zellwandbestandteil Muramyl-Dipeptid erkennen kénnen?®.

Die Aktivierung von PRR-Signalkaskaden resultiert in phéanotypischen und
funktionellen Veranderungen der cDCs, der sogenannten Reifung (Abb. 2). Diese
Reifung ist charakterisiert durch eine gesteigerte Expression von MHCII und den
costimulatorischen Molekiilen CD80, CD86 und CD40767° sowie durch die Fahigkeit
zur Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung'280. Reife cDCs weisen auBerdem eine
erhodhte Expression des Chemokinrezeptors CCR7 auf, der die Migration der cDCs aus
peripheren Organen in die T-Zell-Zonen von Lymphknoten ermdéglicht, wo sie Antigene
an naive T-Zellen prasentieren und diese so aktivieren kénnen8'-82, Fir die Initiierung

einer T-Zell-vermittelten Immunantwort ist eine Reifung von cDCs also unerlasslich.
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Abbildung 2: Die Reifung von cDCs. Mithilfe von Pattern Recognition Receptors (PRRs) wie
TLRs, CLRs und RLRs kénnen cDCs konservierte Strukturen von Pathogenen wie Viren und
Bakterien, aber auch Muster auf geschédigten oder toten Zellen erkennen. Die von den PRRs in
Gang gesetzte Signalkaskade induziert die Reifung der cDCs, die mit einer erhéhten Expression
von MHCII, CD80, CD86 und CCR7 und einer verstarkten Motilitdt einhergeht. Diese Abbildung
wurde mithilfe von BioRender.com erstellt.
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Die Antigenprasentation durch reife cDCs kann tber MHCI oder MHCII erfolgen. Das
von cDCs prozessierte und auf MHCI oder MHCII prasentierte Antigen wird im
Lymphknoten von naiven T-Zellen, die spezifisch fur dieses Antigen sind, durch eine
Bindung zwischen ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR; engl. T cell receptor) und dem
MHCI/MHCII-Antigen-Komplex erkannt (Abb. 3). Durch dieses sogenannte Priming
werden die Antigen-spezifischen T-Zellen aktiviert®3, Auf MHCI werden zytosolische
Antigene an CD8* T-Zellen prasentiert, beispielsweise wenn eine cDC bereits selbst
mit einem Virus infiziert ist®4. Extrazellulare Antigene wie z.B. Bakterien, die von cDCs
Uber Phagozytose, Endozytose oder Makropinozytose internalisiert wurden, werden
auf MHCII an CD4+ T-Helfer-Zellen prasentiert8®. ¢cDCs sind aber auch in der Lage,
Uber den Mechanismus der Kreuzprasentation extrazellulare Antigene auf MHCI statt
auf MHCII zu prasentieren und so CD8* T-Zellen zu aktivieren, die spezifisch fir diese
Antigene sind®:87. Fir eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung muss neben der
Antigenpréasentation auch eine Costimulation mittels Interaktion zwischen CD80/CD86
auf der cDC und CD28 auf der T-Zelle erfolgen® (Abb. 3). Zusatzlich werden von reifen
cDCs Zytokine und Chemokine produziert, die die T-Zell-Antwort beeinflusseng®-°1,
cDC1 und cDC2 weisen hierbei funktionelle Unterschiede auf und sind auf die
Induktion bestimmter T-Zell-Antworten spezialisiert. Die MHCI-abhangigen CD8*
T-Zell-immunantworten werden praferenziell von cDC1 induziert®. In vielen Studien
konnte gezeigt werden, dass cDC1 bei viralen Infektionen Antigene an CD8* T-Zellen
auf MHCI kreuzprasentieren7:53.93.94 und dass die CD8* T-Zell-vermittelte antivirale
Immunantwort in cDC1-defizienten Mausen stark beeintrachtigt ist®'.°5. Sowohl murine
als auch humane cDC1 — aber nicht cDC2 — weisen diese erhdhte Fahigkeit zur
Kreuzprasentation auf®4%. Gleichzeitig sind reife cDC1 in Mausen die primére Quelle
fir das Zytokin Interleukin-12 (IL-12)70°7, welches neben Antigenprasentation und
Costimulation als zuséatzliches Signal flr eine produktive CD8* T-Zell-Antwort bendtigt
wird®. Die auf diese Weise aktivierten CD8*+ T-Zellen expandieren, produzieren pro-
inflammatorische Zyotkine wie IFNy und TNF und kénnen virusinfizierte Zellen mithilfe
von Granzymen (Gzm) und Perforinen t6ten®® (Abb. 3). cDC1 interagieren auch mit
CD4+ T-Zellen, bei deren Aktivierung das von den cDC1 produzierte IL-12 flr eine
T-Helfer(Tn)1-Differenzierung sorgt'?.191, Ty1-Zellen sezernieren ebenfalls IFNy und
TNF und sind fir antivirale und antibakterielle Immunantworten wichtig®. Des
Weiteren aktivieren cDC1 Uber ihre IL-12-Produktion auch natirliche Killerzellen
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(NK-Zellen), die daraufhin ebenfalls IFNy produzieren und so Immunantworten
forcieren kénnen'%2. Das von aktivierten CD8* T-Zellen, Tn1-Zellen und NK-Zellen
produzierte IFNy induziert wiederum eine gesteigerte Produktion von IL-12 in cDC1103-
105 In Menschen konnte diese exklusive Produktion von IL-12 durch cDC1 nicht
festgestellt werden, hier kénnen auch cDC2 erhebliche Mengen an IL-12
sezernieren06:107,

cDC2 sind spezialisiert auf die MHCII-vermittelte Prasentation extrazellularer Antigene
an CD4+ T-Zellen®2. So kénnen cDC2 eine Tw2-Differenzierung der T-Zellen
induzieren, die bei der Immunantwort gegen parasitare Infektionen36.198 aber auch bei
allergischen Reaktionen und asthmatischen Erkrankungen®8.109.110 gine wichtige Rolle
spielt. Durch die Produktion von IL-6 und IL-23 kénnen cDC2 auBerdem die
Entwicklung und Funktion von Tu17-Zellen unterstutzen, die fur die HomOostase des

Darmmikrobioms und antifungale Immunantworten wichtig sind3%111.112,
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Abbildung 3: Exemplarische Antigenprasentation einer cDC1 an eine CD8+ T-Zelle.
Eine reife cDC1 prasentiert mithilfe des MHCI-Proteinkomplexes ein Antigen an eine naive CD8+
T-Zelle, deren T-Zell-Rezeptor (TCR) fur dieses Antigen spezifisch ist. Gleichzeitig findet tber die
Bindung zwischen CD80/CD86 auf der cDC1 und CD28 auf der T-Zelle eine Costimulation statt.
Das von cDC1 produzierte Zytokin IL-12 dient als zusatzliches Signal zur Aktivierung der T-Zelle.
Diese Aktivierung resultiert in der Expansion und Zytokinproduktion der T-Zelle. Die Produktion von
IFNy verstarkt die Ausschittung von IL-12 durch die cDC1 und férdert so die Stimulation weiterer
T-Zellen. Die Sekretion von TNF reguliert inflammatorische Prozesse. AuBerdem setzen aktivierte
CD8+ T-Zellen die lytischen Enzyme Perforin und Granzym B (GzmB) frei, die zytotoxisch wirken
und infizierte oder verénderte Zellen téten kénnen. Diese Abbildung wurde mithilfe von
BioRender.com erstellt.
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1.4 Die Rolle von ¢cDC1 in Antitumor-Immunantworten

cDC1 sind nicht nur far Immunantworten gegen Infektionen unerlasslich, sondern auch
fir die Orchestrierung von Antitumor-lmmunantworten. Im Vergleich mit anderen
Immunzellen ist die Anzahl an cDC1 in vielen Tumoren sehr gering''3114, trotzdem ist
die Prasenz einer cDC1-Gensignatur in Tumoren von humanen Patienten mit einem
besseren Uberleben assoziiert!15118,

Die Rekrutierung und Retention von cDC1 im Tumormikromilieu erfolgt chemotaktisch.
Die relevanten Chemokine kdnnen dabei von den Tumorzellen selbst oder von
anderen Immunzellen produziert werden. Tumorzellen produzieren haufig Chemokine
wie CCL2, CCL20, CCL22 und CXCL1, die pro-tumorigene Immunzellen wie
Monozyten, Makrophagen, regulatorische T-Zellen und myeloide Suppressorzellen
rekrutieren9120. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Melanomzellen unter
bestimmten Bedingungen das cDC1-rekrutierende Chemokin CCL4 produzieren'?!.

In einem immunogenen Melanommodell, in dem die AbstoBung der Tumoren von
cDC1 vermittelt wird, wurde gezeigt, dass NK-Zellen die Tumoren zu einem friihen
Zeitpunkt infiltrieren und cDC1 rekrutieren, indem sie die Chemokine XCL1 und CCL5
ausschitten'® (Abb. 4). NK-Zellen produzieren auBerdem den Wachstumsfaktor
FIt3L, der zur Erhaltung der cDC1 im Tumor beitragt'"e.

Im Tumorgewebe kénnen cDC1 auf verschiedene Arten Tumormaterial aufnehmen,
beispielsweise Uber ihren Rezeptor CLEC9A, der Bestandteile toter Tumorzellen
binden kann'?2123. Gleichzeitig sind ¢cDC1 im Tumor PAMPs, DAMPs und
inflammatorischen Zytokinen ausgesetzt, die ihre Reifung induzieren'24125 (Abb. 4).
Far die Induktion einer zytotoxischen CD8* T-Zell-Antwort gegen die Tumorzellen ist
es zwingend notwendig, dass Tumorantigene in drainierende Lymphknoten
transportiert und dort den antigen-spezifischen CD8* T-Zellen prasentiert werden.
Obwonhl verschiedene antigenpréasentierende Zellen in der Lage sind, Tumormaterial
aufzunehmen und zu prozessieren, wurde in mehreren Studien festgestellt, dass im
Lymphknoten hauptsachlich ¢DC1 Tumorantigene an naive CD8* T-Zellen
prasentieren und diese so fiir die Antitumor-Immunantwort primen?26-128 (Abb. 4). Die
Uberlegenheit von cDC1 gegeniiber anderen Zellen ist auch hier auf inre Fahigkeit zur

effizienten Kreuzprasentation zurlickzufihren''8. Es konnte allerdings gezeigt werden,
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dass cDC1 neben der Aktivierung von CD8*+ T-Zellen auch am Priming von CD4+
T-Zellen beteiligt sind'2°.

Die Migration von cDC1 in einen drainierenden Lymphknoten ist auch im Tumorkontext
abhéngig von der Expression des Chemokinrezeptors CCR7, die in reifen cDC1

heraufreguliert wird'26.

Eine zweite wichtige Funktion von ¢cDC1 im Tumorgewebe ist die Produktion von
Zytokinen und Chemokinen. Die Produktion dieser Zytokine und Chemokine wird in
vielen Fallen als Antwort auf eine Stimulation mit IFNy induziert, welches von
aktivierten NK- und T-Zellen sezerniert wird''”. Wie bereits oben erwéhnt, induziert
IFNy in cDC1 die Produktion des Zytokins IL-12, welches die zytotoxischen
Fahigkeiten von CD8* T-Zellen im Tumor unterstitzt'3°. IFNy I6st in cDC1 auBerdem
die Produktion der Chemokine CXCL9 und CXCL10 aus''®13'. CD8* T-Zellen und Tn1-
Zellen exprimieren CXCRS, den Rezeptor fiir diese Chemokine, und kénnen von cDCA1
Uber die CXCL9/10-CXCR3-Achse aus dem Lymphknoten in den Tumor rekrutiert und
im Tumorgewebe positioniert werden'32-134 (Abb. 4).

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass aktivierte Tumor-spezifische CD8* T-Zellen, die
vom Lymphknoten in den Tumor einwandern, relativ undifferenziert sind und kaum
Effektorfunktionen aufweisen'3%136, Diese initial rekrutierten CD8* T-Zellen besitzen
dagegen ein hohes Proliferationspotenzial, weshalb sie auch Stammzell-dhnliche
(engl. stem-like) T-Zellen genannt werden. Diese stem-like T-Zellen kénnen Uber ihre
Expression des Transkriptionsfaktors TCF1 identifiziert werden'3’. Die
Effektordifferenzierung der stem-like T-Zellen erfolgt erst im Tumorgewebe selbst
(Abb. 4). Die Effektor-ahnlichen (engl. effector-like) T-Zellen, die aus den stem-like
T-Zellen hervorgehen, sind in der Lage, inflammatorische Zytokine wie IFNy und TNF
zu produzieren und mittels lytischer Enzyme wie GzmB und Perforin Tumorzellen zu
t6ten'38-140_ Effector-like T-Zellen exprimieren im Gegensatz zu stem-like T-Zellen kein
TCF1, sondern kdénnen beispielsweise mithilfe der Oberflachenmarker TIM3 und
CXCR®6 identifiziert werden41.142,
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Far die Differenzierung zu effector-like T-Zellen bendtigen stem-like T-Zellen im
Tumorgewebe eine Stimulation des T-Zell-Rezeptors sowie eine Interaktion mit
costimulatorischen Molekllen wie CD80/CD86'35140.143 Es ist daher naheliegend,
dass antigenprasentierende Zellen wie cDC1 diese Differenzierung unterstitzen. Ob

und wie cDC1 an diesem Prozess beteiligt sind, ist noch nicht ausreichend erforscht.
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Abbildung  4: Orchestrierung der  Antitumor-ilmmunantwort  durch cDC1.
NK-Zellen rekrutieren uber die Ausschuttung von XCL1 und CCL5 unreife cDC1 ins Tumorgewebe.
Dort induzieren Stimuli wie DAMPs und die Aufnahme von Tumorantigenen die Reifung der cDC1.
Reife cDC1 kénnen in einen drainierenden Lymphknoten migrieren, um dort das Tumorantigen an
naive CD8+ T-Zellen kreuzzuprasentieren. Durch die Aktivierung der Tumorantigen-spezifischen
CD8+ T-Zellen entstehen zunéchst stem-like CD8+ T-Zellen, die das Tumorgewebe infiltrieren. Die
von cDC1 produzierten Chemokine CXCL9 und CXCL10 unterstitzen dabei die Rekrutierung der
stem-like T-Zellen. Durch eine bisher nicht genau beschriebene erneute Stimulation der stem-like
T-Zellen im Tumorgewebe wird ihre Effektordifferenzierung induziert. Auch hier kénnten cDC1
beteiligt sein. Die entstandenen effector-like CD8+ T-Zellen kénnen Tumorzellen téten und eine
AbstoBung des Tumors vermitteln. Diese Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com erstellt.

Mithilfe von Techniken wie der Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-Seq; engl.
single cell RNA sequencing) konnte aufgedeckt werden, dass cDC1 im Tumorgewebe
nicht als homogene Population vorliegen, sondern in Subpopulationen unterteilt
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werden kénnen'3'-144. Ob es sich hierbei um unterschiedliche Entwicklungsstufen,
funktionelle Zustédnde oder voneinander unabhangige Zelltypen handelt, ist nicht
abschlieBend geklart. Beispielsweise konnte in murinen Tumormodellen, aber auch in
humanen Krebspatienten, eine Mischpopulation aus ¢cDC1 und cDC2 identifiziert
werden, deren Gensignatur mit Reifung und Migration assoziiert ist. Diese Zellen
exprimieren in hohem MaBe CCR7, IL-12 und PD-L1 und werden je nach
Forschungsgruppe mregDC'44, LAMP3+ DC'45146 oder DC3'4’ genannt (nicht zu
verwechseln mit der oben beschriebenen cDC2-ahnlichen Population in humanem
Blut, die ebenfalls DC3 genannt wird). Es konnte gezeigt werden, dass diese CCR7+
c¢DC im Tumorgewebe in perivaskularen Nischen mit effector-like T-Zellen interagieren
und so deren Uberleben fordern42. Inwieweit andere cDC1-Subpopulationen ebenfalls

die intratumoralen CD8+ T-Zellen unterstitzen, ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.5 Mechanismen der Immunevasion durch den Tumor

Tumoren nutzen vielféltige Mechanismen, um der Erkennung und AbstoBung durch
das Immunsystem zu entgehen. An dieser Immunevasion sind nicht nur die
Tumorzellen selbst, sondern alle Zellen im Tumormikromilieu (TMM; engl. tumor
microenvironment) beteiligt. Neben den Tumorzellen besteht das TMM aus den von
ihnen rekrutierten Stromazellen wie Endothelzellen von Blut- und LymphgefaBen und
Tumor-assoziierten Fibroblasten (CAFs; engl. cancer-associated fibroblasts)'48. Zellen
des TMM koénnen antitumorigene Immunzellen wie cDC1 und CD8* T-Zellen auf
verschiedene Arten hemmen, um eine AbstoBung des Tumors zu unterbinden.
GefaBBsysteme in Tumoren sind haufig anormal, was die Infiltration von
antitumorigenen Immunzellen in das TMM erschwert. Gleichzeitig begunstigt der Influx
von Nahrstoffen durch die GefaBe in den Tumor das Wachstum der Tumorzellen'49.
CAFs produzieren Chemokine und Wachstumsfaktoren, die einerseits protumorigene
Immunzellen unterstitzen und antitumorigene Immunzellen hemmen und andererseits
das Tumorzellwachstum férdern. So kénnen CAFs beispielsweise tber CCL2 und
CXCL1 protumorigene Makrophagen in das TMM rekrutieren und Uber die Sekretion
von CXCL12 T-Zellen daran hindern, den Tumor zu infiltrieren. Durch die Produktion
von Wachstumsfaktoren unterstiitzen CAFs das Uberleben und Wachstum von

Tumorzellen%0,
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Tumorzellen selbst produzieren hohe Mengen an TGF[3, einem Zytokin, welches die
Effektorfunktionen von NK-Zellen und CD8* T-Zellen hemmt, die Antigenprasentation
von DCs an T-Zellen beeintrachtigt und die Tu1-Differenzierung von CD4+ T-Zellen
verhindert'>'. Durch die Produktion des Wachstumsfaktors VEGF férdern Tumorzellen
nicht nur die Angiogenese, sondern inhibieren gleichzeitig auch die Reifung von
DCs'®2. In vielen humanen Tumoren ist auBerdem die Konzentration des Eikosanoids
Prostaglandin E2 (PGE?2) stark erhéht, welches sowohl von den Tumorzellen selbst als
auch von CAFs produziert werden kann'53-157, Es konnte gezeigt werden, dass PGE2
die cDC1-vermittelte Antitumor-Immunantwort unterbindet, indem es einerseits deren
Rekrutierung in den Tumor durch NK-Zellen inhibiert''®> und andererseits die T-Zell-
stimulatorischen Fahigkeiten von cDC1 hemmt1%8.

Um die Erkennung durch Tumorantigen-spezifische CD8*+ T-Zellen zu vermeiden,
kébnnen Tumorzellen die entsprechenden eigenen Antigene depletieren’. T-Zellen
werden im TMM aber auch Uber Zell-Zell-Interaktionen inhibiert. T-Zellen, deren T-Zell-
Rezeptor mit dem jeweiligen Antigen in Kontakt gekommen ist, exprimieren den
Oberflachenrezeptor PD-1, ein sogenanntes Checkpoint-Molekiil, das dazu dient, eine
Uberschwangliche T-Zell-Antwort zu verhindern'%®. Bei Bindung von PD-1 an seine
Liganden PD-L1 und PD-L2 werden Proliferation und Effektorfunktionen von T-Zellen
inhibiert, indem die daflr benétigten intrazellularen Signalwege unterbunden
werden'60.161 Sowohl Tumorzellen als auch das Tumorstroma kénnen PD-L1 und PD-
L2 exprimieren und so die Tumorantigen-spezifischen T-Zellen im TMM hemmen'62,
Die Expression von PD-L1 in humanen Tumoren Kkorreliert daher auch mit einer
schlechten Prognose'®. Im TMM sind die Tumorantigen-spezifischen T-Zellen iber
eine lange Zeit geringen Mengen ihres Antigens ausgesetzt, was zu einer
sogenannten Erschdpfung (engl. exhaustion) der T-Zelle fihren kann. Erschépfte
T-Zellen, die auch wahrend chronischer Infektionen auftreten kbnnen, sind
dysfunktional, d.h. Effektorfunktionen wie die Zytokinsekretion sind stark
eingeschrankt'64165, Eine Erschépfung geht auch mit einer verstarkten Expression von
inhibitorischen Rezeptoren wie PD-1 einher, die durch Bindung ihrer Liganden
wiederum zur Hemmung der T-Zell-Funktionen beitragen'66.167. Um dieser Hemmung
entgegenzuwirken, koénnen Antikdrper gegen PD-1 eingesetzt werden, die eine
Bindung von PD-1 mit PD-L1 oder PD-L2 verhindern.
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Auf diese Weise konnen erschopfte T-Zellen ihre Proliferationsfahigkeit und
Effektorfunktionen wiedererlangen’3%.1%8.  Diese sogenannte Immun-Checkpoint-
Inhibierung (ICl; engl. immune checkpoint inhibition) wird bereits zur Behandlung
humaner Krebspatienten eingesetzt, der Erfolg dieser Therapieform héngt allerdings
stark von der Krebsart und dem jeweiligen TMM des Patienten ab'62. So konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit vielen cDC1 im TMM besser auf eine ICI-Therapie
ansprechen als Patienten mit einer geringen Menge an cDC1'1%116. Im Mausmodell
wurde bestatigt, dass eine Interaktion zwischen cDC1 und CD8* T-Zellen im Tumor fur

den Erfolg einer ICI-Therapie notwendig ist'30.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit untersucht, inwieweit eine Interaktion zwischen cDC1 und CD8* T-Zellen
im Tumorgewebe fir eine protektive Antitumor-Immunantwort notwendig ist und ob die
raumliche Organisation von ¢cDC1 und CD8* T-Zellen in Tumoren genutzt werden
kann, um den Erfolg einer Antitumor-Immunitat vorauszusagen.

Es ist bereits bekannt, dass cDC1 wahrend der initialen Phase einer Antitumor-
Immunantwort eine essenzielle Rolle spielen, da sie in der Lage sind, Tumorantigen in
die drainierenden Lymphknoten zu transportieren und dort Tumor-spezifische CD8*
T-Zellen zu aktivieren. Aktuelle Studien legen nahe, dass Tumor-spezifische CD8*
T-Zellen neben dieser initialen Aktivierung eine erneute Stimulation im Tumorgewebe
bendtigen, um eine Effektordifferenzierung vollziehen zu koénnen. Diese
Differenzierung zu Effektor-T-Zellen ist notwendig fur die Immunkontrolle tGber den
Tumor. Es ist bisher jedoch nicht bekannt, ob ¢cDC1 CD8+ T-Zellen auch wéahrend
dieser spateren, intratumoralen Phase der Immunantwort unterstitzen.
Das Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden ob cDC1 auch diese zweite Phase der
T-Zell-vermittelten Antitumor-Immunantwort orchestrieren. Dazu werden folgende

Fragen beantwortet:

1. Welche Rolle spielt die raumliche Organisation von cDC1 und CD8* T-Zellen im
Tumorgewebe flr die Antitumor-Immunantwort?

2. Induzieren cDC1 die Effektordifferenzierung der rekrutierten CD8* T-Zellen im
Tumorgewebe?

3. Wird die intratumorale Stimulation rekrutieter CD8* T-Zellen von einer
bestimmten cDC1-Subpopulation vermittelt?

4. Inwieweit kbnnen die Ergebnisse auf Krebspatienten Ubertragen werden?

Durch die Beantwortung dieser Fragen tragt diese Arbeit zu einem besseren
Verstédndnis der Orchestrierung einer protektiven Antitumor-lmmunantwort durch
cDC1 bei und deckt potenzielle Ansatze fir die Entwicklung zukulnftiger

Therapiemethoden auf.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Produkt Hersteller
Antigenfix Diapath
Brefeldin A Merck
CountBright Counting Beads Thermo Fisher
Diphterietoxin Merck
Dynabeads Maus T-Activator CD3/CD28 Thermo Fisher
FIt3L Eigene Herstellung
FTY720 Merck
Murines GM-CSF Eigene Herstellung
Polybren Merck
Murines IFNy Biolegend
Murines IL-2 Peprotech
Poly(l:C) Merck
Treg-Protector (anti-ARTC2 Nanobody) Biolegend

2.1.2 Medien und Puffer

Tabelle 2: Medien und Puffer
Medium/Puffer Zusammensetzung

ACK-Puffer fur Erythrozyten-Lyse

ddH20
+ 150mM NH4CI
+ 10mM NaNCOs

+ 2mM EDTA
Blockpuffer fur Immunofluoreszenz- | ddH20
Farbungen + 0,1mM Tris
+ 1% BSA

+ 1% Mausserum
+ 1% Eselserum
+ 0,3% Triton-X

FACS-Puffer

PBS
+ 1% FCS
+2mM EDTA
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PDAC-Kulturmedium

DMEM
+10% FCS
+ 100U/ml Penicillin
+ 100mg/ml Streptomycin

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

ddH=0

(PBS) + 3,2mM Naz2HPO4
+ 0,5mM KH2PO4
+ 1,3mM KCI
Zellkulturmedium RPMI 1640
+10% FCS

+ 50mM B-Mercaptoethanol
+ 100U/ml Penicillin

+ 100mg/ml Streptomycin

+ 292ug/ml L-Glutamin

2.1.3 Antikérper

Tabelle 3: Antikorper

Antikérper (Klon) Hersteller
Anti-Human CCRY7 FITC (3D12) Thermo Fisher
Anti-Human CD8a AF594 (RPA-T8) Biolegend
Anti-Human HLA-DR (MHC class Il; SC06-78) Thermo Fisher
Anti-Human XCR1 BV421 (S15046E) Biolegend
Anti-Maus CCR7 PE (4B12) Biolegend

Anti-Maus CD103 (Ziege polyklonal)

R&D Systems

Anti-Maus CD103 APC (M290)

BD Biosciences

Anti-Maus CD11b BV605 (M1/70)

Biolegend

Anti-Maus CD11b PE (M1/70)

SONY Biotechnology

Anti-Maus CD11c PerCP/Cy5.5 (N418)

SONY Biotechnology

Anti-Maus CD24 BV605 (M1/69) Biolegend
Anti-Maus CD3 AF594 (17A2) Biolegend
Anti-Maus CD3 PerCP/Cy5.5 (145-2C11) Thermo Fisher
Anti-Maus CD4 AF647 (GK1.5) Biolegend
Anti-Maus CD44 BV570 (IM7) Biolegend
Anti-Maus CD45.1 BV421 (A20) Biolegend

Anti-Maus CD45.2 BV510 (104)

SONY Biotechnology

Anti-Maus CD62L PerCP/Cy5.5 (MEL-14)

Thermo Fisher

Anti-Maus CD64 PE/Cy7 (H1.2F3)

Thermo Fisher

Anti-Maus CD8a PE/Cy7 (53-6.7)

Thermo Fisher

Anti-Maus CD8a PE/Dazzle594 (53-6.7) Biolegend
Anti-Maus CD86 PE/Cy7 (GL1) Thermo Fisher
Anti-Maus Collagen IV (Kaninchen polyklonal) Abcam
Anti-Maus CXCL9 PE (MIG-2F5.5) Biolegend
Anti-Maus CXCR3 APC (CXCR3-173) Biolegend
Anti-Maus CXCR6 AF647 (SA051D1) Biolegend
Anti-Maus CXCR6 PE-Dazzle 594 (SA051D1) Biolegend

28



Anti-Maus FSCN1 AF594 (D-10) Santa Cruz Biotechnology
Anti-Maus GzmB APC (GB11) Thermo Fisher

Anti-Maus H-2KP gebunden an SIINFEKL PE (25-D1.16) Biolegend

Anti-Maus I-A/I-E (MHC class Il) AF700 (M5/114.15.2) Biolegend

Anti-Maus I-A/I-E (MHC class Il) BV510 (M5/114.15.2) Biolegend

Anti-Maus IFNy PE (XMG1.2) Thermo Fisher

Anti-Maus PD-1 BV605 (29F.1A12) Biolegend

Anti-Maus TCF1/TCF7 (C.725.7) Thermo Fisher

Anti-Maus TCF1 PE (S33-966) BD Biosciences
Anti-Maus TCRpB AF700 (H57-597) Sony Biotechnology
Anti-Maus TIM-3 BV421 (RMT3-23) Biolegend

Anti-Maus TNF PE/Cy7 (MP6-XT22) Thermo Fisher

Anti-Maus TOX eF660 (TXRX10) Thermo Fisher

Anti-Maus XCR1 BV421 (ZET) Biolegend
Anti-Maus/Human Ki-67 APC (SolA15) Thermo Fisher

Anti-Ziege 1gG AF680 (Esel polyclonal) Jackson ImmunoResearch
Anti-Kaninchen IgG AF680 (Esel polyklonal) Jackson ImmunoResearch
Anti-Kaninchen IgG AF594 (Esel polyklonal) Biolegend

Anti-Kaninchen 1gG BV510 (Esel polyklonal) Biolegend

Anti-GFP AF488 (Kaninchen polyklonal) Thermo Fisher
Anti-Human PD-L1 (22C3) Agilent Dako

Anti-Maus CD4 (GK1.5) BioXCell

Anti-Maus CD8a (53.6-7) BioXCell

Anti-Maus CD8p (53-5.8) BioXCell

Anti-Maus CXCR3 (CXCR1-173) BioXCell

Ratte 1gG2b Isotypkontrolle BioXCell

Armenischer Hamster I1gG Isotypkontrolle BioXCell

2.1.4 Assay-Kits

Tabelle 4: Assay-Kits

Produkt Hersteller
True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set Biolegend
Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set | Thermo Fisher
Live/Dead Fixable Stain Kit Thermo Fisher
Naive CD8a* T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec
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2.1.5 Tumorzelllinien

Tabelle 5: Tumorzelllinien

Zelllinie Quelle (Publikation)
Kontroll-BRAFV600E C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015)
Ptgs1/Ptgs2-'--BRAFV600E C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015)
WT-CT26 The Francis Crick Institute, London, UK
Ptgs2/--CT26 C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015)
Ptgs1/Ptgs2-'--4T1 C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015)

Ptgs1/Ptgs2'--BRAFV60E-ZsG | M. Anton (Bayerl et al., 2023)

Ptgs1/Ptgs2'--BRAFV60E-QVA | M. Anton (Bayerl et al., 2023)

MCA-1969 R. Schreiber (Diamond et al., 2011)
PDAC-53578 D. Saur (Falcomata et al., 2022)
PDAC-8028 D. Saur (Falcomata et al., 2022)

2.1.6 Rekombinante DNA

Tabelle 6: Rekombinante DNA

Produkt Quelle

VSV-G Plasmid M. Anton, Wibbenhorst et al., 2010
ZsGreen1-N1 Plasmid M. Davidson via Addgene

pHIV-7 Transfervektor M. Anton, Wibbenhorst et al., 2010

2.1.7 Single Cell RNA-Sequencing Datensets und Code

Tabelle 7: Datensets und Code

Datenset/Code

Quelle

sCRNA-Seq Datenset (GSE200174)

Diese Arbeit/Meiser et al., 2023

scRNA-Seq Datenset (GSE154763)

Cheng et al., 2022

Deep-Learning-Modell Quellcode
(https://zenodo.org/record/8017470)

M. A. Knolle;
diese Arbeit/Meiser et al., 2023

2.1.8 Software und Algorithmen

Tabelle 8: Software und Algorithmen

Software/Algorithmus Hersteller/Quelle
Bioanalyzer 2100 Agilent
ComplexHeatmap v2.0.0 Gu et al., 2016
FACSDiva BD
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FlowJo v10 BD

ggplot2 v3.1.0 Wickham, 2016
Imaris v9.7 Oxford Instruments
NumPy https://numpy.org
pandas W. McKinney
pheatmap v1.0.12 R. Kolde

Prism v9 GraphPad

QuPath v0.3.1 and v.0.3.3

Bankhead et al., 2017

R v3.5.1,v4.0.4 and v4.2.1

R Core Team, 2020

Rhapsody targeted analysis pipeline v1.8

BD

Scikit-learn

Pedregosa et al., 2011

Sctransform v0.3.2

Hafemeister & Satija, 2019

Seurat v3.1.1, v4.1.1

Stuart et al., 2019;
Hao et al., 2021

Seven Bridges Platform

Seven Bridges Genomics

SH800 Cell Sorter Software

SONY Biotechnology

SP6800 Spectral Cell Analyzer Software

SONY Biotechnology

SmoothGrad v1

Smilkov et al., 2017

TensorFlow Google Brain
tf-explain Meudec, 2021
xCELLigence RTCA Software Agilent
2.2 Versuchstiere und humane Proben
2.2.1 Mause
Tabelle 9: Mausstamme
Mausstamm Quelle
C57BL/6J Charles River
BALB/c Charles River

Batf3-- (B6.129S(C)-Batf3m1Kmmj )

The Jackson Laboratory

Rag1-- (B6.129S7-Rag1im'MomJ)

The Jackson Laboratory

CCR76GFP (C57BL/6-Ccr7tm1.1bncj j)

The Jackson Laboratory

BRafcA
(B6.Cg-Tg(Tyr-cre/ERT2)13BosBrafm!Mmem
Pten'™Hwu/BosJ)

Tilo Biedermann, Abteilung fir
Dermatologie und Allergologie,
TUM

MMTV-PyMT
(FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul/J)

The Jackson Laboratory
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Nur776GFP x OT-I x CD45.1 Veit Buchholz, Institut fr
Medizinische Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene, TUM

XCR1DTR-Venus (B, Cg-Xcr1tm2(HBEGF/Venus)Ksho) Veit Buchholz, Institut fir
Medizinische Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene, TUM

C57BL/6, BALB/c, CCR7CFP, Batf3-- und Rag1-- Mause wurden am Klinikum rechts
der Isar der Technischen Universitat Minchen (TUM) unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen und nach Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal
Sciences Associations gehalten. Fur alle Experimente wurden weibliche und
mannliche Mause im Alter von sechs bis zwdlf Wochen gleichméaBig und zufallig auf
Kontroll- und Versuchsgruppen verteilt. Zum jeweiligen Endpunkt des Experiments
wurden alle M&use mittels zervikaler Dislokation unter Isoflurannarkose euthanasiert.
Alle Tierversuche wurden durch die Regierung von Oberbayern genehmigt und in

Ubereinstimmung mit nationalen Richtlinien durchgefiihrt.

2.2.2 Humane Proben

18 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) der
Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde des Klinikums rechts der Isar,
TUM, wurden in Absprache mit dem Ethikkomitee der TUM fir diese Studie rekrutiert
(Ethikantrag 474/20S). Alle Patienten wurden Uber die Studie aufgeklart und erteilten
ihre schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme. Experimente mit humanen Proben
wurden unter Einhaltung der Auflagen des Ethikkomitees und der ethischen
Grundsétze der Deklaration von Helsinki der World Medical Association durchgefuhrt.
Far Immunofluoreszenz-mikroskopische Analysen wurden aus den operativ entfernten
Primartumoren Biopsien gewonnen und kryokonserviert. Fur die Analyse des
progressionsfreien Uberlebens wurden die Patienten mithilfe der verteilungsbasierten
,Cut-Off-Methode anhand der intratumoralen Menge an cDC1-CD8+* T-Zell-Cluster in
zwei Gruppen unterteilt. Die Zeit bis zur Progression beschreibt hier die Anzahl der
Tage von der Operation bis zum Tod oder zur Progression definiert nach
RECIST-Kriterien.
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2.3 Methoden

2.3.1 Tumorzellkultur

BRAFV600E-Melanomzellen, CT26-Darmkrebszellen, 4T1-Brustkrebszellen und MCA-
1969-Fibrosarkomzellen wurden in RPMI 1640 mit FCS, B-Mercaptoethanol, Penicillin,
Streptomycin und L-Glutamin (Zellkulturmedium) kultiviert. Die
Pankreaskarzinomzellen PDAC-53578 und PDAC-8028 wurden in DMEM mit FCS,
Penicillin und Streptomycin kultiviert. Die Kultivierung aller Zelllinien fand unter

standardisierten Bedingungen bei 37°C und 5% CO:2 statt.

2.3.2 Klonierung und virale Transduktion

Fur die experimentelle Untersuchung der Tumorantigen-Aufnahme durch cDC1
wurden Ptgs1/Ptgs2’--BRAFVEE Zellen so genetisch veradndert, dass sie das
grun-fluoreszierende Protein ZsGreen (ZsG) exprimieren. ZsGreen ist ein besonders
heller und langlebiger Fluorophor, der auBerdem resistent gegen die Degradierung
durch zellulare Mechanismen (niedriger pH-Wert, lysosomaler Abbau) ist?69.170,
ZsGreen kann deshalb gut in cDC1 detektiert werden, nachdem diese
ZsG-exprimierende Tumorzellen aufgenommen haben'?®. Fir die Generierung der
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-ZsG Zellen wurde zunachst die ZsGreen1 cDNA aus dem
ZsGreen1-N1 Plasmid (Addgene) herausgeschnitten und in einen lentiviralen pHIV-7
Transfervektor mit einem spleen focus forming virus (SF)-Promotor subkloniert'”!,

Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Zellen, die das Modellantigen Ovalbumin (OVA)
exprimieren, wurden mittels lentiviraler Transduktion flir Experimente zur
Antigen-Kreuzprasentation durch cDC1 im Tumorgewebe generiert. Dazu wurde die
OVA cDNA in einen pHIV-7 Transfervektor mit einem Phosphoglyceratkinase (PGK)-
Promotor und einer IRES-Puromycin-Sequenz subkloniert'’1.
VSV.G-pseudotypisierte, selbst-inaktivierende lentivirale Vektoren der dritten
Generation wurden wie bereits beschrieben produziert'’!. Dazu wurde 48 Stunden
nach Transfektion der Verpackungszellen der Zelliberstand gesammelt, gefiltert und
far die  Transduktion der Pigs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Zellen  mithilfe des

Transfektionsreagenz Polybren (8ug/ml; Merck) eingesetzt. Nach der Inkubation
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wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt und die Zielzellen wurden nach der
Transduktion mindestens dreimal passagiert. Die Selektion der OVA-exprimierenden
Tumorzellen erfolgte mittels Puromycin. ZsG-exprimierende Tumorzellen wurden
durchflusszytometrisch aufgereinigt, um eine gleichmaBige ZsGreen-Expression in

allen Zellen zu gewahrleisten.

2.3.3 Tumortransplantation

Die Tumorzellen wurden mittels Trypsinierung geerntet und dreimal mit PBS
gewaschen. 2x108 Tumorzellen wurden in 100ul Endotoxin-freiem PBS subkutan (s.c.)
in die Flanke der Empfangerm&use injiziert. Das Tumorwachstum wurde mit einem
digitalen Messschieber gemessen. Die in den Abbildungen angegebenen
Tumordurchmesser beziehen sich auf den Durchschnitt aus dem grdBten
Tumordurchmesser und dessen Lot. Falls nicht anders angegeben, wurden die

Tumoren sechs Tage nach der Transplantation fur weitere Analysen entnommen.

2.3.4 T-Zell-Depletion in vivo

Zur Depletion der CD8* T-Zellen wurde den Mausen 100yl eines anti-CD8a
Antikérpers (Klon 53-6.7, 30ug/Maus) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Um sowohl CD8*
als auch CD4+ T-Zellen zu depletieren, wurde den Mausen 100yl eines anti-CD8f3
Antikdérpers (Klon 53-5.8, 200ug/Maus) und eines anti-CD4 Antikorpers (Klon GK1.5,
200ug/Maus) i.p. verabreicht. Die Antikérperinjektionen erfolgten einen Tag nach der

Tumorzelltransplantation und wurden alle drei bis sechs Tage wiederholt.

2.3.5 CXCR3-Blockade in vivo

Um die Signaltubertragung des Rezeptors CXCR3 zu blockieren, wurde den Mausen
50ul eines anti-CXCR3 Antikérpers (Klon CXCR3-173, 300ug/Maus) i.p. injiziert.
Mausen in der Kontrollgruppe wurde ein KontrollantikGrper des gleichen Isotyps
injiziert. Je nach Experiment erfolgte die erste Injektion zwei oder sechs Tage nach
der Tumortransplantation. Uber die Dauer des Experiments hinweg wurden die

Injektionen alle zwei bis drei Tage wiederholt.
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2.3.6 FTY720-Behandlung in vivo

Méausen in den Versuchsgruppen wurden 20ug FTY720 (Merck) in 100u1 NaCl-Lésung
(0,9% NaCl in H20) i.p. injiziert. Mausen in der Kontrollgruppe wurden 100yl
NaCl-Lésung injiziert. Je nach Versuchsgruppe erfolgte die Injektion entweder an

Tag 1 und Tag 6 oder ausschlieBlich an Tag 6 nach der Tumortransplantation.

2.3.7 cDC1-Depletion in vivo

Zur Depletion der cDC1 wahrend des Tumorwachstums wurde XCR1DTR-Venus_\Mausen
100yl Diphtherietoxin (25ng/g Kérpergewicht; Merck) i.p. injiziert. Mause in der
Kontrollgruppe erhielten 100yl PBS. Die Injektionen erfolgten an Tag 5, Tag 7 und

Tag 9 nach Tumortransplantation.

2.3.8 Adoptiver Transfer von OT-I CD8* T-Zellen

Fir die Isolation von OT-1 T-Zellen wurden die Milzen von Nur776FP x OT-I x CD45.1
oder OT-lI x CD45.1 Mausen enthommen und durch 70um-Siebe (Miltenyi Biotec)
gedrickt. Die Erythrozyten in der Einzelzellsuspension wurden durch eine
zweimin(tige Inkubation mit ACK-Puffer lysiert. Die naiven CD8* OT-| T-Zellen wurden
Uber magnetische Zellseparation mithilfe des Naive CD8a* T cell isolation kit (Miltenyi
Biotec) aus der Suspension aufgereinigt. 1x102 OT-I T-Zellen wurden intravends (i.v.)
in 100yl sterilem PBS in WT- oder CCR7CGFP-Empfangermause transferiert. Der
Transfer erfolgte sechs Stunden vor der s.c. Transplantation von
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-QVA Zellen.

2.3.9 Isolation von Immunzellen aus Tumorgewebe

Vor der lIsolation von Immunzellen wurde das Gewicht jedes Tumors mit einer
Feinwaage bestimmt. Das Tumorgewebe wurde dann einem Tumor-optimierten
Aufreinigungsprotokoll entsprechend prozessiert''®. Hierflir wurden die Tumoren in
kleine Sticke geschnitten und in einer Verdaulésung aus RPMI 1640 mit

Collagenase IV (200U/ml) und DNase | (100ug/ml) far 30min bei 37°C inkubiert.
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Danach wurden die Gewebestickchen durch ein 70um-Sieb gedrickt und mit FACS-
Puffer gewaschen, um eine Einzelzellsuspension herzustellen. Diese Suspension

wurde dann fur Antikbrperfarbungen weiterverwendet.

2.3.10 In vitro Kultivierung von cDC1 aus Knochenmark

Die Gewinnung und Kultivierung von cDC1 aus murinem Knochenmark erfolgte wie
bereits beschrieben'’2. Hierfir wurde das Knochenmark aus Femur und Tibia
mannlicher und weiblicher CCR7%FP-Mause isoliert, indem die Knochen mithilfe einer
Kanule mit RPMI ausgespult wurden. Nach einer zweiminutigen Erythrozyten-Lyse mit
ACK-Puffer bei Raumtemperatur wurden 15x10°5 Knochenmarkszellen/ml in
Zellkulturmedium mit 300pg/ml GM-CSF und 55ng/ml FIt3L ausplattiert und fir neun
Tage kultiviert. Danach wurden die Zellen gewaschen und in frischem Medium mit
GM-CSF und FIt3L fur weitere finf Tage kultiviert. An Tag 14 der Kultur wurden die
CD103* cDC1 mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung aufgereinigt und fur

funktionelle Assays verwendet.

2.3.11 Analyse von Tumorantigenaufnahme, Kreuzprasentation und CXCL9-

Produktion von cDC1 ex vivo

Fur die Untersuchung der Aufnahme von Tumorantigenen durch c¢cDC1 wurde
durchflusszytometrisch die intrazellulare Menge des ZsGreen-Proteins in cDCA1
gemessen, die aus Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-ZsG-Tumoren isoliert wurden. Die
Aufnahme ZsGreen-positiven Materials wurde auBerdem konfokalmikroskopisch
bestatigt.

Die Kreuzprasentation durch cDC1 wurde analysiert, indem cDC1 isoliert aus
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-QVA-Tumoren mit einem Fluoreszenz-markierten Antikrper
gegen das OVA-Peptid SIINFEKL (S8) gebunden an das MHC-Klasse |-Molekil H-2Kb
(S8:H-2Kb) gefarbt wurden.

Zur Analyse der ex vivo CXCL9-Produktion wurde Mausen mit
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren sechs Stunden vor Entnahme der Tumoren
Brefeldin A (10ug/g Kérpergewicht; Thermo Fisher) i.v. injiziert, um die Sekretion von

Chemokinen aus den Zellen zu inhibieren. Nach Isolation der Immunzellen aus den
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Tumoren erfolgte eine intrazellulare Antikérperfarbung des von den cDC1 produzierten

Chemokins CXCL9, die dann durchflusszytometrisch analysiert wurde.

2.3.12 In vitro Assays zur Untersuchung der Aktivierung und CXCL9-Produktion
von cDC1

Zur Aktivierung wurden aus Knochenmarkszellen generierte CD103* cDC1 flur 16
Stunden mit Pigs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Zellen und deren Zellkulturiiberstand
(cDC1:Tumorzell-Verhéltnis 1:2,5) oder mit dem TLR3-Liganden
Polyinosinsaure:Polycytidylsaure (poly(l:C); 1ug/ml) inkubiert. Fur die Untersuchung
der CXCL9-Produktion wurden die aktivierten cDC1 gewaschen, in frischem
Zellkulturmedium ausgesat und in Anwesenheit von Brefeldin A mit 100ng/ml
Interferon y (IFNy) stimuliert. Die Expression von CCR7-GFP und CXCL9 wurde nach
Fixierung der Zellen mithilfe einer intrazellularen Farbung durchflusszytometrisch

bestimmt.

2.3.13 Analyse von CD8* T-Zellfunktionen ex vivo

Zur Ermittlung von Unterschieden in der zytotoxischen Effektorfunktion wurden CD8*
T-Zellen mittels FACS-Sortierung an Tag 8 des Tumorwachstums aus
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Tumoren isoliert und ihre intrazellulare GzmB-Expression
wurde durchflusszytometrisch gemessen. Fur die Bestimmung der Zytokinproduktion
wurden die isolierten CD8+ T-Zellen fur funf Stunden mit aCD3/aCD28-beschichteten
Microbeads (Thermo Fisher, Zell:Bead-Verhaltnis 1:1) stimuliert. Nach einer Stunde
wurden Brefeldin A und Monensin (Thermo Fisher) zu der Kultur hinzugefugt, um die
Sekretion und Degradierung intrazelluldrer Proteine zu inhibieren. Nach der
Inkubationszeit wurden die CD8+* T-Zellen fixiert und intrazellular mit Antikérpern
gefarbt, um die Produktion von IFNy und TNF durchflusszytometrisch zu analysieren.
Um die Proliferationskapazitat verschiedener CD8* T-Zellpopulationen zu vergleichen,
wurden TIM-3"°9 und TIM3* CD8*+ T-Zellen aus Tumoren gesortet und in
Zellkulturmedium mit 100U/ml IL-2 (Peprotech) mit oder ohne
aCD3/aCD28-Mikrobeads inkubiert. 72 Stunden spéater wurden die T-Zellzahlen

durchflusszytometrisch ermittelt.
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Fir die Analyse der Zytotoxizitat der CD8+ T-Zellpopulationen wurden acht Tage nach
dem adoptiven Transfer von OT-l T-Zellen und der Transplantation von
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-QVA-Tumoren die TIM-3"¢9 und TIM-3* CD45.1+ OT-I
T-Zellen mittels FACS-Sortierung isoliert. Ihre Zytotoxizitdt wurde mithilfe der
xCELLigence RTCA-Technologie (Agilent) bestimmt. Die T-Zellen wurden in einem
Verhéltnis von 1:1 mit zuvor ausgesaten Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-QVA-Zellen auf
einer E-Platte inkubiert und die Zell-lmpedanz als MaB fur Zytotoxizitat der T-Zellen

wurde Uber funf Stunden quantifiziert.

2.3.14 Volumetrische Immunofluoreszenz-Mikroskopie

Die Probenherstellung fir die volumetrische Immunofluoreszenz-Mikroskopie wurde
durchgefuhrt wie kurzlich beschrieben'”® (Abb. 5). Falls nicht anders angegeben,
wurden murine Tumoren an Tag 6 nach Transplantation entnommen. Tumoren in
BRafA- und MMTV-PyMT-Mausen wurden entnommen, sobald sie tastbar waren.
Murine Tumoren und humane HNSCC-Biopsien wurden in Antigenfix (Diapath) fixiert,
in 30%iger Sukrose dehydriert und in TissueTek OCT Einfriermedium (Sakura Finetek)
eingebettet. Eingebettete Tumorproben wurden bei -80°C gelagert. Konsekutive
Gewebeschnitte mit einer Dicke von 50pum wurden mit einem Leica CM3050 S Kryostat
angefertigt. Nach einer Rehydrierung in 0,1M Tris (Carl Roth) und einer Delipidisierung
in Aceton wurden die Schnitte in Blockpuffer permeabilisert, geblockt und geféarbt.
Gefarbte Schnitte wurden mit Mowiol (Merck) eingedeckelt und mit einem invertierten
TCS SP8 Konfokalmikroskop (Leica) analysiert. Die folgenden Objektive wurden
benutzt: HC PL APO CS2 20x/0,75NA; HC PL APO CS2 40x/1,30NA; HC PL APO
CORR CS2 63x/1,30NA. Alle Bilder wurden als z-Stapel aufgenommen, die in der
XY-Achse den gesamten Tumorschnitt abdecken und je nach Experiment 1 oder 2um
Abstand zwischen den z-Ebenen aufweisen, um groBe dreidimensionale (3D)

Bilddateien von mindestens 25um Tiefe zu generieren.
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Abbildung 5: Arbeitsablauf zur Probenherstellung fiir die volumetrische
Immunofluoreszenz-Mikroskopie.

2.3.15 Bildanalyse und Histozytometrie

Bildanalyse und 3D-Zell-Rendering wurden durchgefiihrt wie bereits beschrieben’3,
Adaptive Dekonvolution der 3D-Bilder wurde mithilfe der Leica TCS SP8 LIGHTNING-
Funktion angewendet. Dekonvolvierte Bilder wurden mit der Imaris-Software (Version
9.7, Oxford Instruments) analysiert. Falls nicht anders angegeben, wurde die Imaris
Surface Generation Funktion genutzt, um 3D-Objekte fir Gewebestrukturen und
einzelne cDC1 und CD8* T-Zellen zu generieren und zu visualisieren. Eine korrekte
Identifizierung von CD103*MHCII* Zellen als cDC1 und CD3+CD8* Zellen als CD8*
T-Zellen durch dieses 3D-Zell-Rendering wurde mithilfe von Tumorbildern aus
cDC1-defizienten Batf3"- und T-Zell-defizienten Rag1/-Mausen bestatigt (Abb. 6A,B).
Beim 3D-Zell-Rendering der cDC1 und CD8* T-Zellen auf Bildern der humanen
Tumorbiopsien wurden die autofluoreszenten Randregionen der Biopsien
ausgeschlossen, um zu vermeiden, dass Artefakte, die durch die
Gewebeprozessierung entstanden waren, falschlicherweise als Zellen gerendert
werden.

Zur histozytometrischen Analyse der aus den 3D-Objekten gewonnenen Daten wurden

diese in FlowJo importiert und dort ausgewertet.
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Abbildung 6: 3D-Zell-Rendering fiir cDC1 und CD8+ T-Zellen in volumetrischen
Mikroskopiebildern. Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-Tumorzellen wurden in WT-, Batf3'-- oder Rag1---
Mé&ause transplantiert und an Tag 6 analysiert. (A) Mikroskopiebilder (oben) und Visualisierung
intratumoraler cDC1 durch 3D-Zell-Rendering, identifiziert tber Co-Expression von CD103 und
MHCII (unten) in WT- und Batf3--Mausen. Scalebar 30um. (B) Wie in (A), aber fir CD8+ T-Zellen,
identifiziert durch Co-Expression von CD3 und CD8, in WT- und Rag1-/--Mausen. Scalebar 30pym.
(A, B) zeigen einen reprasentativen von drei Tumoren aus zwei unabh&ngigen Experimenten.

2.3.16 Immunhistochemie und Histologie von Patientenproben

10um dicke Schnitte der kryokonservierten humanen Tumorbiopsien wurden
angefertigt, mit einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung  (H&E-Farbung) nach
Standardprotokoll gefarbt und mit einem Aperio AT2 Objekttrager-Scanner (Leica)
gescannt. Stromale Regionen, Tumor-Parenchym und BlutgefdBe wurden anhand
ihrer H&E-Charakteristika identifiziert und mit der Polygon-Objektfunktion der QuPath-
Software'”4 annotiert. TIFF-Dateien der annotierten H&E-Bilder wurden in die Imaris-
Software (Oxford Instruments) importiert und deckungsgleich auf den korrelierenden
Mikroskopie-Bildern der jeweiligen Tumorbiopsie ausgerichtet.

Der Combined Positive Score (CPS) wurde wie bereits beschrieben berechnet!’>. Die
PD-L1-Expression im Gewebe wurde nach Standardprotokoll immunhistochemisch
ermittelt (anti-PD-L1-Antikérper Klon 22C3, Agilent Dako). Die Farbung wurde mit
einem Leica Bond Rxm System durchgefuhrt. Der CPS wurde nach der folgenden
Formel berechnet: (Anzahl der PD-L1* Tumorzellen und Immunzellen / Anzahl aller

Tumorzellen) x 100.
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2.3.17 Durchflusszytometrie und Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Intratumorale CD8* T-Zellen (lebende CD45+CD3*CD8* Zellen), OT-I T-Zellen
(lebende CD3+*CD8+*CD45.1+ Zellen) oder cDCs (lebende
CD45*MHCII*CD11c*CD24+CD64"e9 Zellen) wurden mit einem FACSAria Sorter (BD)
aus den Tumoren gesortet. cDC1 aus in vitro Knochenmarkskulturen (lebende
CD103*CD11breg Zellen) wurden durch einen Sort mit einem SH800 Cell Sorter
(SONY Biotechnology) aufgereinigt. Um das Uberleben der CD8* T-Zellen wéhrend
der Expansions- und Zytotoxizitats-Experimente nach der Sortierung zu unterstitzen,
wurde den jeweiligen M&usen 30min vor der Tumorzellisolation 50ug Treg Protector
Nanobody (Biolegend) i.v. verabreicht.

Durchflusszytometrische Analysen wurden mit einem SP6800 Spectral Cell Analyzer
(SONY Biotechnology) durchgefiihrt. Die Farbung von Oberflachenproteinen der
isolierten Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern erfolgte bei 4°C fur 20min in
FACS-Puffer. Die Farbung mit dem anti-CCR7-Antikérper wurde fiir eine Dauer von
30min bei 37°C durchgefuhrt. Fur die intrazellulare Farbung von CXCL9 und GFP
wurde das Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set (Thermo Fisher) benutzt.
IFNy und TNF wurden intrazellular mit dem True-Nuclear Transcription Buffer Set
(Biolegend) gefarbt. Die intranukleare Farbung von TCF1, TOX und Ki-67 und die
Farbung von GzmB in zytotoxischen Granula wurde mithilfe des FOXP3 Transcription
Factor Buffer Set (Thermo Fisher) durchgefihrt. In allen Experimenten wurde ein
fixierbarer Lebend/Tot-Farbstoff (Thermo Fisher) eingesetzt, um tote Zellen von der
Analyse auszuschlieBen. Die Zellzahlen in den Einzelzellsuspensionen wurden mithilfe

fluoreszenter CountBright Counting Beads (Thermo Fisher) berechnet.

2.3.18 Einzelzell-RNA-Sequenzierung (ScRNA-Seq)

Die ScRNA-Seq wurde in Zusammenarbeit mit Gustavo P. de Almeida (Institute of

Animal Physiology and Immunology, TUM School of Life Sciences) durchgefunhrt.

Aus den cDCs aus 25 Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Tumoren wurde mithilfe des BD

Rhapsody Single-Cell Analysis Systems eine zielgerichtete scRNA-Seq Library

hergestellt. Die gesorteten cDCs wurden mit einem BD Rhapsody Scanner gezéhlt und

dann in einer BD Rhapsody Kartusche nach Herstellerprotokoll prozessiert. Die
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Synthese der Einzelzell-cDNA und die Library-Amplifizierung erfolgten nach
Anweisungen des Herstellers. Fir die Amplifizierung wurden die im BD Mouse
Inflammatory Response Panel enthaltenen Primer und eine selbst ausgewahlte
Zusammenstellung an Primern fir 88 immunrelevante Gene genutzt (insgesamt 496
Gene, siehe Kapitel 5.1.1). Die Library wurde mit einem Bioanalyzer 2100 (Agilent)
evaluiert und auf einer lllumina HiSeg2500 Plattform im 25bp paired-end Modus
sequenziert. Die unbearbeiteten Sequenzierungs-Reads flr 778 Einzelzellen wurden
auf der Seven Bridges Plattform (Seven Bridges Genomics) mit der BD Rhapsody
Targeted Analysis Pipeline v1.8 und den Standardparametern prozessiert. Die
ausgezahlten Werte fir jedes Molekil wurden (nach Ausschluss von Artefakten aus
Library-Generierung etc. durch eine verteilungsbasierte Fehlerkorrektur) mithilfe von
Seurat v3.1.1176 analysiert. Zellen mit weniger als funf detektierten Genen und Zellen
mit mehr als 500 ausgezéhlten Molekllen wurden von der Analyse ausgeschlossen.
Die Daten wurden log-normalisiert und ein unbeaufsichtigter Ansatz fur die
Generierung der Zellcluster wurde gewahlt. Die genauen Schritte zur Berechnung der
finf cDC-Cluster aus den Daten sind in Referenz 77 erklart. Die Einzelzellen in den
individuellen Clustern wurden aufgrund ihrer transkriptionellen Level an kanonischen
Immunzellmarkern spezifischen Immunzelltypen zugeschrieben. Zwei Cluster konnten
aufgrund ihrer hohen Expression der Gene Cxcl2, Mmp9, Trem1, Cd14 und TIr2 als
Makrophagen/Monozyten identifiziert werden, ein weiterer Cluster wurde wegen der
hohen Expression von Igkc, Iglc3, Ms4al, CD19 und Ighd als B-Zell-Cluster
identifiziert. Diese drei Cluster wurden von allen weiteren Analysen ausgeschlossen.
Die Daten wurden mithilfe der R-Pakete ggplot2 v3.1.0'7® und ComplexHeatmap

v2.0.0'79 visualisiert.

2.3.19 Re-Analyse eines publizierten scRNA-Seq-Datensets

Fir die Re-Analyse des humanen scRNA-Seqg-Datensets mit der GEO-
Identifizierungsnummer GSE154763'46 wurden aus den normalisierten Auszahlungen
der Reads pro Zelle die bereits annotierten ,cDC1“ und ,LAMP3* cDCs“ Subsets
herausgefiltert. Hierbei wurden nur Tumorproben mit mehr als 20 Zellen berucksichtigt.
So konnten die Re-Analysen auf Zellen fokussiert werden, die bereits aufgrund ihrer
Expression kanonischer Marker als cDC1 identifiziert worden waren, aber auch auf
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alle reifen cDCs (,LAMP3+* cDCs"), die flr kanonische cDC1- und cDC2-Marker negativ
waren. Sogenannte Anker zwischen Zellen aus den verschiedenen Krebstypen
wurden mithilfe von Seurat v4.1.1'80 identifiziert. Die Einzelschritte zur Identifizierung
der humanen cDC1 und cDCs mit hoher Expression der Gensignaturen aus der

murinen scRNA-Seq sind in Referenz 77 beschrieben.

2.3.20 Bioinformatische Analyse der Krebspatienten-Daten

RSEM-normalisierte Datensets zur Genexpression und Tumormutations-Counts aus
der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA) wurden vom Genomic Data
Commons Datenportal (https://portal.gdc.cancer.gov) heruntergeladen und nach
Tumorproben gefiltert. Das TCGA-SKCM-Datenset wurde weiter nach Hauttumoren
gefiltert. Die Analysen des Datensets fur Melanompatienten, die mit einer Immun-
Checkpoint-Inhibierung therapiert werden, basieren auf den Genexpressionsdaten
und Tumormutations-Counts fir die ,Haut“Tumorproben aus D. Liu et al.'®,
Gensignaturen fur unreife cDC1, reife CXCL9+*CCR7"e9 ¢cDC1 und reife CCR7+ cDCs
wurden basierend auf den Markergenen der jeweiligen Populationen in derim Rahmen
dieser Arbeit durchgefihrten scRNA-Seq definiert. Um bei der Analyse der
TCGA-Daten spezifisch cDC1 im reifen CXCL9*CCR7"¢9 Zustand (und keine anderen
Immunzelltypen) zu identifizieren, wurden die cDC1-spezifischen Gene CLEC9A und
XCR1 in die CXCL9*CCR7"¢9 cDC1-Gensignatur mit aufgenommen. Fir die Analyse
der Expression einer Gensignatur wurde die normalisierte Expression eines
Signaturgens nach Expressionswerten eingeordnet. Die Uberlebens-Analysen wurden
basierend auf dem mittleren Rang der Expressionswerte der Signatur durchgefuhrt,
und die oberen und unteren Quartile der TCGA-Datensets sowie die obere und untere
Halfte der Melanompatientenkohorte wurden verglichen und mit der Prism-Software
(GraphPad) als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Hazard-Ratios wurden als das
Verhéltnis des unteren Quartils zum oberen Quartil berechnet. Der CXCL9+ cDCH1
Signatur-Score, der die Infiltration von CXCL9*CCR7"¢¢ cDC1 in die Tumoren der
Melanompatientenkohorte widerspiegelt, wurde berechnet als (1-(mittlerer Rang der
Signatur-Transkripte / Anzahl der eingestuften Patienten)). Nur Patienten, von denen
es Proben vor und nach Beginn der Therapie gab und deren Reaktion auf die Therapie

evaluiert wurde, wurden analysiert.
43



2.3.21 Deep-Learning-Modell und Ausgangs-Vorhersage

Die Tumorklassifizierung und Ausgangs-Vorhersage wurde mithilfe des sogenannten
Deep-Learnings durchgefihrt, einer Technik des maschinellen Lernens, die
automatisch die geeignetsten Attribute eines Datensets (sogenannte Merkmale)
erlernt und so ein statistisches Modell der Daten erstellt. Die Deep-Learning-Analysen
entstanden in Zusammenarbeit mit Moritz A. Knolle und Georgios Kaissis (Institute of
Artificial Intelligence in Healthcare and Medicine, TranslaTUM). In den hier gezeigten
Analysen wurde Deep-Learning auf einem Datenset bestehend aus volumetrischen
Bildern von Kryoschnitten von Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV6E-Tumoren (n=68)
angewandt. Die Tumoren stammten aus Mausen gleichen Alters und Geschlechts und
die Bilder enthielten Informationen Uber die Expression der Proteine CD103, MHCII,
CCR7, CD8 und Ki-67 in individuellen Kanalen. Um das Modell zu trainieren, wurden
zufallig ausgewaéhlte Tumorbilder beider Tumortypen dem Trainingset zugeteilt (n=44).
Ein weiterer Satz an Bildern diente als ungesehenes Testset (n=24) zur Validierung
des Modells. Details zu den Eigenschaften und der genauen Nutzung des
verwendeten probabilistischen neuronalen Netzwerks kénnen der Referenz 177

entnommen werden.

2.3.22 Deep-Learning-Interpretabilitat

Es wurden verschiedene Methoden zur Interpretabilitdt (Auswertbarkeit; engl.
interpretability) des Deep-Learning-Modells verwendet. Fir das Blurring wurde die
raumliche Auflésung in den Bildern schrittweise reduziert, indem graduell 2 bis 16
benachbarte Pixel miteinander verschmolzen (,gebinnt; vom engl. binning als
Bezeichnung fur diesen Prozess) wurden. Dieser Prozess reduzierte die Auflésung auf
~10 bis 80um.
Sogenannte ,Sensitivity Maps® zur Visualisierung der rdumlichen Wichtigkeit wurden
Uber einen iterativen ,occlusion sensitivity“-Ansatz nach Zeiler et al.'®2 generiert. Bei
diesem Ansatz wird ein stetig zunehmender Bereich des Bildes, ausgehend entweder
vom Bildrand oder von der Mitte, von der Analyse ausgeschlossen (okkludiert) und der
jeweilige Effekt auf die Testset-Messwerte wird gemessen. Die genauen
Berechnungen zu dieser Methode sind in Referenz 177 aufgelistet.
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Als zweiter Ansatz wurde die SmoothGrad-Methode'®® angewandt, die zur
Reduzierung von Rauschen bei der Generierung von Sensitivity Maps basierend auf
Bilddaten eingesetzt werden kann. SmoothGrad wurde angewendet wie in der
Originalpublikation beschrieben?83,

Die Wichtigkeit der einzelnen Bildbereiche und Kanéle beschreibt hier den linearen
Einfluss der Voxel auf die Entscheidung des Deep-Learning-Modells wahrend der
Klassifizierung. Wichtigkeit kann dabei einzelnen Voxeln, aber auch ganzen
Tumorregionen oder Zellpopulationen zugeschrieben werden. Fir die Quantifizierung
der Wichtigkeit einzelner von cDC1 exprimierter Marker wurde der Mittelwert der
Wichtigkeit in jeder gerenderten cDC1 berechnet. Hohere Werte geben an, dass der
untersuchte Marker die Entscheidung des Deep-Learning-Modells bei der
Klassifizierung starker beeinflusst hat.

Fuar die Identifizierung der RKIs wurde die Summe der Wichtigkeit aller Voxel aus den
Sensitivity Maps jedes einzelnen Kanals benutzt.

Fur die korrelative Bildanalyse nach Generierung der Sensitivity Maps mit SmoothGrad
und der Definition der RKI wurden die jeweiligen Kartografien auf die Dimensionen der
Originalbilder skaliert, in die Imaris-Software importiert und an den Originalbilddaten

ausgerichtet, um exakte 3D-Uberlagerungen zu erhalten.

2.3.23 Ausgangs-Vorhersage mit einem Random-Forest-Modell

Ein Random-Forest-Algorithmus wurde verwendet, um den Ausgang der Antitumor-
Immunantwort basierend auf durchflusszytometrisch ermittelten Zellzahlen
vorherzusagen. Die Implementierung des Random-Forest-Algorithmus erfolgte wie
von Breiman'® beschrieben. Der Algorithmus wurde auf tabellarischen Daten zur
Anzahl und Frequenz der cDC1 und CD8* T-Zellen nach Isolation aus Kontroll- oder
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-Tumoren (n=57) angewendet. Die genauen Metriken sind in

Referenz 77 beschrieben.

45



2.3.24 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mithilfe der Prism-Software (GraphPad)
durchgefuhrt. Statistische Signifikanzen wurden mit einem Zweistichproben-t-Test fur
unabhangige Stichproben berechnet. Statistische Analysen flir drei oder mehr
Gruppen und Tumorwachstumsprofile wurden per ANOVA berechnet.
Korrelationsanalysen wurden mithilfe einer Pearson-Korrelation oder einer linearen
Regressionsanalyse durchgefihrt. Der Log-Rang-Test (Mantel-Cox-Test) wurde
genutzt, um die statistische Signifikanz des Uberlebens aus den Patientendaten der
TCGA-Datenbank und dem Datenset aus D. Liu et al.®2 zu bestimmen. Die Daten sind,
wenn nicht anders angegeben, als Mittelwert + Standardabweichung (SD; engl.
standard deviation) oder als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM; engl.
standard error of the mean) gezeigt. Die Signifikanz wurde angenommen bei *p < 0,05;
**p<0,01; **p <0,001; ***p < 0,0001. Die statistischen Parameter fur jedes einzelne

Experiment sind in der jeweiligen Abbildungsbeschriftung angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 cDC1-CD8* T-Zell-Cluster als Merkmale protektiver Antitumor-

Immunantworten

3.1.1 Ein Mikroskopie-basiertes Deep-Learning-Modell zur Vorhersage der

Antitumor-Immunantwort

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunédchst ein synchronisiertes Tumormodell
bestehend aus zwei Tumortypen mit unterschiedlichem Ausgang der Antitumor-
Immunantwort etabliert (Abb. 7A). Bei diesem Tumormodell handelt es sich um
BRAFV600E-Melanomzellen, wobei die Kontrollzellen unverandert sind und die
Ptgs1/Ptgs2’-Zellen einen Knockout (KO) fiir die Enzyme Zyklooxygenase 1 und 2
(COX1/2; engl. cyclooxygenase 1/2) aufweisen. Durch diesen KO sind die
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Zellen nicht in der Lage, das immunsuppressive PGE2 zu
produzieren''5185 Nach der Transplantation der Tumorzellen in immunkompetente
C57BL/6 Wildtyp-Mause (WT) zeigten Kontroll-BRAFV6%E-Tumoren ein progressives
Wachstum, wahrend Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren ab Tag 8 abgestoBen wurden
(Abb. 7B,C). Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV6°E-Tumoren kénnen daher genutzt
werden, um eine ineffektive Antitumor-Immunantwort in Progressortumoren mit der
protektiven Antwort in Regressortumoren zu vergleichen.

Eine Regression der Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV60E-Tumoren blieb aus, wenn
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV60E-Zellen in cDC1-defiziente Batf3"-Mause oder CD8* T-Zell-
depletierte WT-Mause transplantiert wurden (Abb. 7C). Die protektive Antitumor-
Immunantwort wird in den Regressortumoren also von cDC1 und CD8* T-Zellen

vermittelt.
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Abbildung 7: Synchronisiertes BRAFV600E-Melanommodell. (A) Schematische Darstellung des
Tumormodells bestehend aus Progressor- und Regressortumoren. s.c., subkutan. (B) Nachweis
Uber ein identisches Tumorwachstum der Progressor- und Regressortumoren bis Tag 6 (Zeitpunkt
der Ausgangs-Vorhersage) nach Transplantation von 2x106 Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2--
BRAFV600E-Zellen in WT-Mause (n=5-13 Tumoren pro Gruppe). Daten wurden aus drei
unabhangigen Experimenten gebundelt, gezeigt sind der Mittelwert, das obere und untere Quartil.
Die Whiskers zeigen Minimum und Maximum an. (C) Wachstumskurven fir Kontroll- und
Ptgs1/Ptgs2-BRAFV60E-Tumoren in Batf3/--Mé&usen oder WT-M&usen mit oder ohne CD8+ T-Zell-
Depletion (n=5). Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus einem von
zwei unabhangigen Experimenten. ns, nicht signifikant; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
#, Tag 6, Zeitpunkt fur die Ausgangs-Vorhersage.

Um zu verstehen, wie die protektive  Antitumor-Immunantwort in
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren im TMM orchestriert wird, sollte die raumliche
Organisation von cDC1 und CD8* T-Zellen an Tag 6, also vor der Regression der
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren, analysiert werden. Hierflr wurden zunachst
Immunofluoreszenz-Farbungen von c¢DC1- und T-Zell-Parametern auf ganzen
Tumorschnitten durchgefihrt, von denen dann mittels konfokaler Mikroskopie
moglichst groBe, dreidimensionale (3D) Bilder aufgenommen wurden (Abb. 8A).
Folgende Parameter wurden gefarbt: MHCII und CD103 zur Identifizierung der cDC1,
CCR7 als Marker fir reife migratorische cDC1, CD8 zur Identifizierung der CD8*

T-Zellen und Ki-67 als Proliferationsmarker.
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Die in den Bildern enthaltenen Informationen tiber den Phanotyp von cDC1 und CD8*
T-Zellen sowie deren Positionierung im TMM wurden dann von einem Deep-Learning-
Modell analysiert (Abb. 8A). Das hier verwendete Deep-Learning-Modell und dessen
Funktionsweise wurden in Referenz'’7 ausfuhrlich beschrieben.

Nachdem das Modell mit gelabelten Bildern von  Kontroll- oder
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Tumoren trainiert wurde, sollte es die Bilder eines
ungesehenen Sets als Progressor- oder Regressortumoren klassifizieren und so eine
Vorhersage Uber den Ausgang der  Antitumor-Immunantwort treffen.
Interessanterweise war das Deep-Learning-Modell in der Lage, klar zwischen
Progressor- und Regressortumoren zu unterscheiden (Abb. 8B), was fur die Existenz
eindeutiger Merkmale flur die jeweiligen Tumortypen sprach, die das Modell im
Trainingset identifizieren konnte. Eine statistische Analyse nach Receiver-Operator-
Charakteristik zeigte, dass es sich bei der Klassifizierung durch das Deep-Learning-
Modell nicht um einen Zufallsprozess handelte, sondern dass die
Diskriminierungsfahigkeit des Modells sehr hoch war (Abb. 8C). Die Genauigkeit der
Vorhersage des Deep-Learning-Modells lag bei 97% und der Konkordanz-Index, der
bewertet, wie zuverlassig ein Vorhersage-Modell ist, erreichte einen Wert von 99,3%
(Abb. 8D).
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Abbildung 8: Vorhersage des Ausgangs der Antitumor-Immunantwort basierend auf
raumlichen Informationen zu ¢DC1 und CD8+ T-Zellen durch ein Deep-Learning-Modell.
(A) Arbeitsablauf fur die bildbasierte Tumorklassifizierung. (B) tSNE-Analyse zur linearen
Separierbarkeit des Testsets. (C) Konkordanz-Analyse nach Receiver-Operator-Charakteristik
(ROC). AUC, Area under the curve (Flache unter der Kurve). (D) Analyse der Performance des
Modells auf dem Testset. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung (SD) berechnet aus
30 Monte-Carlo-Ziehungen.
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3.1.2 Die Genauigkeit der Klassifizierung von Progressor- und

Regressortumoren basiert auf raumlichen Informationen

Um einzuschatzen, welche Rolle die rdumlichen Informationen in den Tumorbildern fir
die hohe prognostische Kraft des Deep-Learning-Modells spielen, wurde die
Ausgangs-Vorhersage auf Bildern durchgefiihrt, die schrittweise unscharfer gemacht
wurden (Abb. 9A). Dieser Prozess, bei dem immer mehr Pixel miteinander
verschmolzen (,gebinnt‘; vom engl. binning als Bezeichnung fur diesen Prozess)
werden, wird nachfolgend als Blurring bezeichnet. Mit fortschreitendem Blurring der
Bilder wurde so die raumliche Auflésung der Bilder immer weiter verschlechtert, was
die Fahigkeit zur Unterscheidung von Progressor- und Regressortumoren des Deep-
Learning-Modells verschlechterte (Abb. 9A). In Ubereinstimmung mit dieser Erkenntnis
verschlechterte sich die Genauigkeit der Vorhersage des Modells ebenfalls, wenn die
Tumorbilder nur anhand der Zahlen der intratumoralen Immunzellen, aber ohne deren
raumliche Position klassifiziert wurden (Abb. 9B). Hier ist zu erwéhnen, dass die
Genauigkeit der Vorhersage basierend auf den Zellzahlen in volumetrischen

Tumorbildern trotzdem Werte von bis zu 91% erreichen konnte.
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Abbildung 9: Relevanz rdumlicher Informationen fiir die Tumorklassifizierung durch das
Deep-Learning-Modell. (A) Auswirkung von Blurring des Bildes auf die Genauigkeit des Modells.
(B) Beitrag der einzelnen Parameter aus den Bildern (Anzahl der positiven Zellen, rdumliche
Position) zur Genauigkeit des Modells. Zellzahlen wurden durch automatisches Zell-Rendering in
den Tumorbildern bestimmt (siehe Abb. 6).
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Zur Evaluierung der Antitumor-Immunantwort in verschiedenen Tumortypen werden
haufig die intratumoralen Immunzellen aus dem Gewebe isoliert und
durchflusszytometrisch quantifiziert. Um zu beurteilen, welche Aussagekraft die
Zahlen isolierter cDC1 und CD8* T-Zellen im Gegensatz zu volumetrischen Bildern mit
raumlichen Informationen haben, wurden cDC1 und CD8* T-Zellen aus Kontroll- und
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV6E-Tumoren isoliet und mittels Durchflusszytometrie
quantifiziert (Abb. 10A,B). Ein Machine-Learning-Modell, das basierend auf den
Zellzahlen vorhersagen sollte, ob es sich um ein Progressor- oder Regressormodell
handelt, erreichte lediglich eine Genauigkeit von 72% flir cDC1-Zahlen und 79% fir
CD8+ T-Zell-Zahlen (Abb. 10C-E) und war somit der Ausgangs-Vorhersage durch das
bildbasierte Deep-Learning-Modell klar unterlegen.

Die beeintrachtigte Performance der Vorhersage-Modelle bei Verlust der rdumlichen
Informationen wies darauf hin, dass die rdumliche Organisation von cDC1 und CD8*
T-Zellen im TMM eine Unterscheidung zwischen Progressor- und Regressortumoren
ermdglicht und deshalb eine wichtige Rolle in der Antitumor-Immunantwort spielen

kdnnte.
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Abbildung 10: Die Quantifizierung intratumoraler Immunzellen ist fiir die Unterscheidung
zwischen Progressor- und Regressortumoren nicht ausreichend. (A, B)
Durchflusszytometrische Analyse von Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV60E-Tumoren aus WT-
Mé&usen an Tag 6 (n=28-34 pro Gruppe). (A) Quantifizierung von cDC1 pro Tumor, pro
Tumormasse und als Anteil der CD45+ Immunzellen. (B) Quantifizierung der CD8+ T-Zellen wie in
(A). (C-E) Ausgangs-Vorhersage durch ein Random-Forest Machine-Learning-Modell basierend
auf den intratumoralen Zellzahlen von cDC1 und CD8+ T-Zellen. Zellzahlen aus (A) und (B) wurden
verwendet. (C) Arbeitsablauf fir die zahlenbasierte Ausgangs-Vorhersage. (D, E) Analyse der
Performance des Modells auf den Daten fur (D) ¢cDC1 und (E) CD8+ T-Zellen. **p < 0,01;
***p < 0,001.
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3.1.3 Identifizierung von c¢DC1-CD8* T-Zell-Clustern als Merkmale von
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFVS°E-Tumoren

Im Bestreben, die raumlichen Merkmale der intratumoralen Immunzellen zu
identifizieren, die das Deep-Learning-Modell befahigen, eine auBerordentlich genaue
Ausgangs-Vorhersage zu treffen, wurden zwei Techniken aus dem Feld der Deep-
Learning-Interpretabilitdt (Auswertbarkeit; engl. interpretability) genutzt: einerseits ein
,<Occlusion Sensitivity“-Ansatz'8, andererseits ein gradientbasierter Ansatz'®® (siehe
Kapitel 2.3.22). Durch beide Methoden lassen sich sogenannte Sensitivity Maps
generieren, die visualisieren, wie wichtig die einzelnen Regionen des Tumorbilds far
die Performance des Deep-Learning-Modells sind (Abb. 11A,B). Die Sensitivity Maps
generiert von beiden Methoden zeigten, dass die Regionen mit der gréBten
prognostischen Kraft in der Peripherie nah am Tumorrand lagen (Abb. 11A,B). Diese
Regionalisierung wurde durch eine zweite Analyse bestétigt, bei der zunehmend
gréBere Bildregionen von der Ausgangs-Vorhersage ausgeschlossen (okkludiert)
wurden, entweder von der Tumorperipherie (Abb. 11C) oder von der Tumormitte (Abb.
11D) ausgehend. Wurden Bildinformationen von der Peripherie her ausgeschlossen,
sank die Genauigkeit des Deep-Learning-Modells schneller ab als bei einem

Ausschluss der Informationen aus der Tumormitte (Abb. 11C,D).
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Abbildung 11: Randregionen des Tumors sind wichtig fiir die Genauigkeit des Deep-
Learning-Modells. (A, B) Exemplarische Sensitivity Maps, die die Wichtigkeit jeder Region des
Tumors fur die Ausgangs-Vorhersage durch das Deep-Learning-Modell visualisieren. In (A) wurde
ein ,Occlusion Sensitivity“-Ansatz gewahlt, in (B) ein gradientenbasierter ,SmoothGrad“-Ansatz.
Hellere Regionen sind wichtiger fir die Vorhersage. (C, D) Bildokklusions-Analyse, die testet, wie
eine Einschrdnkung des Zugangs auf umfassende Informationen sich auf die Performance des
Deep-Learning-Modells auswirkt. (C) lterative Okklusion von der Tumor-Peripherie aus.
(D) Iterative Okklusion von der Mitte des Tumors aus. (A-D) zeigen Daten fur einen reprasentativen
Tumor aus dem Testset bestehend aus 24 Tumoren.

Um die Annahme zu bestéatigen, dass die rdumliche Organisation von cDC1 und CD8+
T-Zellen in Progressor- und Regressortumoren sich besonders in den peripheren
Regionen der Tumoren unterscheidet, wurden auf der Grundlage der
gradientbasierten Wichtigkeit aus Abb. 11B kartografische Reprasentationen der
Regionen generiert, die die fur das Deep-Learning-Modell kritischen Informationen fr
die  Ausgangs-Vorhersage enthielten (RKls, Regionen mit kritischen
Informationen)(Abb. 12A). Als Nachstes wurden die intratumoralen cDC1 und CD8* T-
Zellen in den Originalbildern des Testsets basierend auf ihrer Expression

charakteristischer Marker mittels 3D-Zell-Rendering identifiziert (Abb. 12B, siehe
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Kapitel 2.3.15). Die auf diese Weise generierten dreidimensionalen Reprasentationen
jeder einzelnen cDC1 und CD8* T-Zelle in den Tumorbildern kénnen fur die Analyse
von Lokalisierung und Zell-Zell-Interaktionen genutzt werden. Das 3D-Zell-Rendering
zeigte, dass intratumorale cDC1 eine heterogene und auBerst verzweigte Morphologie

aufweisen, wahrend CD8* T-Zellen kleiner, eher rund und einheitlich sind (Abb. 12C).

Eine Kombination aus der Visualisierung der RKls und dem 3D-Zell-Rendering wurde
dann genutzt, um zu untersuchen welche Merkmale in der rdumlichen Verteilung der
Zellen mit einer protektiven oder ineffektiven Antitumor-Immunantwort assoziiert sind.
Interaktionsanalysen konnten zeigen, dass cDC1 und CD8* T-Zellen innerhalb der
RKIs in Clustern organisiert waren (Abb. 12D,E). Im weiteren Verlauf werden cDC1
und CD8* T-Zellen, die in diesen Clustern miteinander interagieren, als
sinteragierende“ cDC1/CD8* T-Zellen bezeichnet. Interessanterweise konnten diese
cDC1-CD8* T-Zell-Cluster in RKls ausschlieBlich in Ptgs1/Ptgs2”-BRAFVE0E.
Tumoren identifiziert werden (Abb. 12D,E). AuBerhalb der RKls war sowohl in
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV60E. als auch in Kontroll-Tumoren nur eine geringe Anzahl an
Clustern zu beobachten (Abb. 12D,E). Diese Erkenntnisse deuteten an, dass die
Bildung von peripheren cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern ein charakteristisches Merkmal

einer protektiven Antitumor-Immunantwort sein kénnte.

3.1.4 cDC1-CD8+* T-Zell-Cluster sind ein konserviertes Merkmal von

Regressortumoren

Um die Clusterbildung weiter zu untersuchen, wurde eine bildbasierte Analyse zur
raumlichen Interaktion zwischen cDC1 und CD8* T-Zellen in Regressor- und
Progressortumoren an Tag 4, Tag 6 und Tag 8 nach Tumorzelltransplantation
durchgefihrt. Diese Analyse bestétigte, dass Cluster sich in Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-
Tumoren bereits in der initialen Phase des Tumorwachstums bilden und fortbestehen,
wenn in etablierten Tumoren die T-Zell-vermittelte AbstoBung eingesetzt hat (Abb.
13A,B). In Kontroll-BRAFV80E-Tumoren war im Verlauf des Tumorwachstums dagegen

nur eine auBerst sparliche Clusterbildung zu beobachten (Abb. 13A,B).
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Abbildung 12: Die Bildung von cDC1-CD8+ T Zell-Clustern unterscheidet Regressor- von
Progressortumoren. (A) Visualisierung der Regionen mit kritischen Informationen (RKIs) auf den
Tumorproben. Scalebar 500um. (B) Arbeitsablauf fur die Identifizierung und Quantifizierung von
cDC1 und CD8+ T-Zellen in Tumorbildern. Das orangene Quadrat zeigt die vergréBerte Region,
Scalebars 200um (Ubersicht) und 10pum (Zoom-In). (C) Beispiele fiir 3D-Zell-Rendering von cDC1
und CD8+ T-Zellen. Scalebar 20um. (D) Reprasentative Mikroskopiebilder (links) und Kombination
von 3D-Zell-Rendering und Visualisierung der RKls auf denselben Bildausschnitten (rechts).
Scalebar 100um. Gestrichelte Linien zeigen den Tumorrand, gelbe Kreise heben cDC1-CD8+
T-Zell-Cluster hervor. (E) Quantifizierung basierend auf Analysen aus (D). Gezeigt ist der Mittelwert
+ SEM aus einem von zwei unabhéngigen Experimenten mit 3-6 M&usen pro Gruppe. Jeder Punkt
reprasentiert einen Tumor, die Quantifizierung wurde auf Bildern von kompletten Tumorschnitten

durchgefihrt. ns, nicht signifikant; ***p < 0,001.
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Nachdem die cDC1-CD8* T-Zell-Cluster als persistierendes Unterscheidungsmerkmal
der Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Tumoren gegeniiber den Kontroll-BRAFV6E-Tumoren
identifiziert wurden, sollte untersucht werden, ob das Phdnomen der Clusterbildung
auch andere Regressor-/Progressor-Tumorpaare voneinander unterscheiden kann.
Anhnlich wie im synchronisierten BRAFV6E-Modell formen Ptgs2"-CT26-
Darmkrebszellen aufgrund ihrer COX-Defizienz Regressortumoren, wé&hrend
WT-CT26-Zellen Tumoren mit progressivem Wachstum bilden'8. An Tag 6 nach
Transplantation konnten in den peripheren Regionen von Ptgs2’--CT26-
Darmkrebstumoren cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster identifiziert werden, wé&hrend
WT-CT26-Tumoren kaum Cluster aufwiesen (Abb. 13C,D). In immunogenen
Pankreaskarzinomen'® (PDAC-53578), die trotz ihrer Fahigkeit zur Expression von
COX1/2 durch cDC1 und CD8* T-Zellen abgestoBen werden'”’, konnte ebenfalls eine
hohe Anzahl an Clustern beobachtet werden, im Kkorrelierenden progressiv
wachsenden Modell (PDAC-8028) war dies nicht der Fall (Abb. 13C,D). Ein weiterer
Regressor-Tumortyp, das immunogene Fibrosarkom MCA-1969'87, wies ebenfalls
eine groBe Menge an cDC1-CD8* T-Zell-Clustern auf (Abb. 13C,D). AbschlieBend
wurden spontan gewachsene Tumoren aus genetisch modifizierten Mausmodellen flr
Hautkrebs (BRaf®?) und Brustkrebs (MMTV-PyMT) auf Clusterbildung untersucht. In
diesen progressiv wachsenden Tumoren fehlten c¢DC1-CD8*+ T-Zell-Cluster fast
ganzlich (Fig. 13C,D). Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass cDC1-CD8*
T-Zell-Cluster ein konserviertes Merkmal der protektiven Antitumor-Immunantwort in

Regressortumoren sind.
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Abbildung 13: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster im Verlauf des Tumorwachstums und in
unterschiedlichen Regressor- und Progressor-Tumormodellen. (A) Représentative Bilder von
cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Tumorwachstums, visualisiert
durch 3D-Zell-Rendering. Scalebar 50um. (B) Quantifizierung basierend auf Analysen aus (A).
t, Tag. (C) Reprasentative Visualisierungen der intratumoralen cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster in
Mikroskopiebildern der angegebenen Tumormodelle. Scalebar 100um. (D) Quantifizierung
basierend auf den Analysen aus (C). In (A, C) zeigen gestrichelte Linien den Tumorrand, gelbe
Kreise heben cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster hervor. In (B, D) ist der Mittelwert + SEM aus einem von
zwei unabhangigen Experimenten mit drei bis sechs Mausen pro Gruppe gezeigt. Jeder Punkt
reprasentiert einen Tumor, die Quantifizierung wurde auf Bildern von kompletten Tumorschnitten
durchgefihrt. *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3.2 cDC1-CD8* T-Zell-Cluster im Stroma bilden eine Nische fiir

T-Zell-Stimulation

3.2.1 cDC1-CD8* T-Zell-Cluster sind im Stroma lokalisiert

Die Uberwiegend periphere Lokalisierung der RKls und der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster
in Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren legte die Vermutung nahe, dass sich die Cluster
nicht im Tumor-Parenchym, sondern praferenziell im auBen liegenden Stroma bilden.
Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde die Lokalisierung der Immunzellen in
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-ZsG-Tumoren analysiert, in denen die Zellen des
Tumorparenchyms ZsGreen (ZsG) exprimieren und so vom ZsG-negativen Stroma
unterschieden werden kénnen (Abb. 14A). Auf diese Weise wurde bestatigt, dass die
cDC1-CD8* T-Zell-Cluster sich ausschlieBlich im Stroma in der Nahe der stromal-
parenchymalen Grenzflache bilden (Abb. 14A,B). Im Gegensatz dazu sind nicht in
Clustern interagierende ¢cDC1 und CD8* T-Zellen sowohl im Stroma als auch im
Parenchym verteilt (Abb. 14A,B).
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Abbildung 14: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster bilden sich im Tumorstroma. (A, B) Analyse von
Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-ZsG-Tumoren mittels volumetrischer Mikroskopie. (A) Lokalisierung von
interagierenden und nicht-interagierenden cDC1 und CD8+ T-Zellen relativ zu Tumorparenchym
und Stroma. Scalebars 100um (Ubersicht), 200um (Zoom-Ins). Die orangenen Quadrate markieren
die vergréBerten Regionen. Gestrichelte Linien zeigen den Tumorrand, rote Linie zeigt die Tumor-
Stroma-Grenzflaiche. (B) Distanzanalyse fur interagierende und nicht-interagierende
Zellpopulationen basierend auf (A). Die Daten in (A, B) zeigen ein repréasentatives Beispiel von
mindestens drei Tumoren aus zwei unabhangigen Experimenten. **p < 0,01; ***p < 0,001.

3.2.2 Lokale Stimulation von CD8* T-Zellen findet innerhalb der Cluster statt

Als Néachstes sollte die Frage beantwortet werden, ob die CD8+ T-Zell-Antworten in
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumoren von den cDC1-CD8+* T-Zell-Clustern ausgehen.
Mittels quantitativer Histozytometrie konnte in den CD8+* T-Zellen, die mit cDC1 in
Clustern interagieren, eine hohe Expression des Proliferationsmarkers Ki-67
festgestellt werden, was flr die nicht-interagierenden CD8* T-Zellen nicht der Fall war
(Abb. 15A). Diese Analyse wurde auf die gesamten CD8* T-Zellen in Kontroll-
BRAFV600E-Tumoren ausgeweitet, von denen ebenfalls nur wenige eine Ki-67-
Expression aufwiesen (Abb. 10B), was zu der Annahme passte, dass eine Interaktion
zwischen CD8+ T-Zellen und cDC1 fur die T-Zell-Proliferation im TMM notwendig ist.
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Abbildung 15: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster bilden intratumorale Nischen fiir die Aktivierung
von CD8+ T-Zellen. (A) Analyse der Ki-67-Expression der intratumoralen CD8+ T-Zellen. (B)
Quantifizierung basierend auf der Analyse aus (A) fir Bilder von ganzen Tumorschnitten (n=5). (C,
D) WT-Mé&usen wurden 1x103 naive, OVA-spezifische CD45.1+ OT-I-Zellen transferiert und 2x106
Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-OVA-Zellen transplantiert. Die intratumorale Lokalisierung der
Immunzellen wurde an Tag 6 mittels volumetrischer Mikroskopie analysiert (n=4). (C)
Mikroskopiebilder (links) und Visualisierung der gerenderten Zellen (rechts) im Tumorstroma. Pfeile
weisen auf Interaktionen von cDC1 mit OT-I-Zellen (gelb) oder polyklonalen CD8+ T-Zellen (weiB)
hin. Scalebar 30um. (D) Quantifizierung basierend auf der Analyse aus (C). (A, C) zeigen ein
reprasentatives Beispiel von mindestens drei Tumoren aus zwei unabhéngigen Experimenten. (B,
D) zeigen geblindelte Daten aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Gezeigt ist der
Mittelwert + SEM, jeder Punkt représentiert einen Tumor. Die Quantifizierung wurde auf Bildern
von kompletten Tumorschnitten durchgefihrt. ns, nicht signifikant; **p < 0,01.

Um die Beziehung zwischen ¢cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern und Antigen-spezifischen
CD8* T-Zellen zu erforschen, wurden 1x103 naive, Ovalbumin (OVA)-spezifische OT-I
CD8* T-Zellen adoptiv in WT-Méause transferiert, denen danach OVA-exprimierende
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV800E-Tumorzellen (Ptgs1/Ptgs2’-BRAFVE00E-QVA) transplantiert
wurden. An Tag 6 nach Transplantation waren Nachkommen der transferierten OT-I
T-Zellen im TMM zu finden (Abb. 15C). Eine signifikant héhere Frequenz dieser OT-I
T-Zellen war in Clustern mit cDC1 lokalisiert als bei den polyklonalen, endogenen CD8*
T-Zellen (Abb. 15C,D), was andeutete, dass Antigen-Prasentation und -Erkennung an

innerhalb der Cluster stattfindet.
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3.3 Die protektive Antitumor-immunantwort geht von TCF1+* T-Zellen

aus, die in cDC1-CD8* T-Zell-Clustern stimuliert werden

3.3.1 Charakterisierung der intratumoralen T-Zellen

Intratumorale CD8+ T-Zellen sind heterogen und kénnen in mindestens zwei Subsets
unterteilt werden: ,Stem-like” TCF1+ Zellen, die die Féhigkeit zur Proliferation und
Differenzierung  besitzen, und ,effector-like® TCF1"¢TIM-3+ Zellen, die
Effektorfunktionen wie Zytotoxizitat aufweisen, aber weniger proliferativ sind. Aktuelle
Studien deuten darauf hin, dass die TCF1+ T-Zellen die TCF1"e9 T-Zellen im
Tumorgewebe hervorbringen und dass dieser Prozess fur die Aufrechterhaltung einer

effektiven T-Zell-Antwort essenziell ist135-138,141

Um zu bestatigen, dass auch in Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV6E-Tumoren diese zwei T-Zell-
Subsets vorliegen, wurden die intratumoralen CD8+* T-Zellen an Tag 8 nach
Tumortransplantation durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 16A). Im Tumorgewebe
konnten so eine TCF1+ und eine TIM-3* CD8* T-Zellpopulation identifiziert werden, die
beide wesentliche Marker fur tumorreaktive T-Zellen exprimierten, wie den
Aktivierungsmarker CD44, den Transkriptionsfaktor TOX, und PD-1 (Abb. 16A). TIM-3*
CD8* T-Zellen wiesen auBerdem eine hohe Expression des Chemokinrezeptors
CXCR6 und des zytotoxischen Effektormolekiils GzmB auf und produzierten nach
Restimulation die Zytokine IFNy und TNF (Abb. 16A). Im Einklang mit inrem Effektor-
Phénotyp zeigten die TIM-3*+ CD8* T-Zellen eine starke Antigen-spezifische
Zytotoxizitat gegenuber Tumorzellen (Abb. 16B). Im Gegensatz dazu exprimierten die
TCF1+ CD8* T-Zellen kaum CXCR6 und GzmB, produzierten nur geringe Mengen an
IFNy und TNF und zeigten keine zytotoxische Funktion (Abb. 16A,B). Sie exprimierten
CD62L (Abb. 16A) und zeigten verglichen mit TIM-3* T-Zellen eine Uberlegene

proliferative Kapazitat nach Restimulation (Abb. 16C).
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Abbildung 16: Phénotypisierung und funktionelle Analyse von intratumoralen CD8+
T-Zellen. (A) 2x108 Ptgs1/Ptgs2/--BRAFVE0E-Zellen wurden in WT-M&use transplantiert. Acht
Tage spater wurden die intratumoralen stem-like TCF1+CD8+ T-Zellen und die differenzierten
effector-like TIM-3+CD8+ T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Expression von CD44,
PD-1, CD62L, CXCR6 und CXCR3 wurde durch Oberflachenfarbung gemessen, die Expression
von TOX und GzmB und die Produktion von IFNy und TNF durch eine intrazellulare Farbung nach
ex vivo Restimulation mit aCD3/aCD28. FMO, Fluorescence minus one. (B, C) 1x103 naive OVA-
spezifische CD45.1+ OT-l T-Zellen wurden in WT-Mause transferiert, denen danach 2x106
Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-QVA-Zellen transplantiert wurden. Acht Tage spéater wurden die
TIM-3+CXCR6+(TCF1ned) und TIM-3neaCXCR6reg(TCF1+) OT-I-Zellen aus den Tumoren gesortet
und auf ihre (B) Zytotoxizitat gegenlber OVA-exprimierenden BRAFV600E-Tumorzellen und (C) ihre
Kapazitat zur Expansion nach aCD3/aCD28-Stimulation getestet. (A, B) zeigen représentative
Daten aus einem von mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Daten in (C) zeigen den
Mittelwert + SEM aus einem von zwei unabhangigen Experimenten. **p < 0,01.

3.3.2 Stem-like CD8* T-Zellen sind in cDC1-CD8* T-Zell-Clustern lokalisiert

Um zu untersuchen, ob die fir ihre Effektor-Differenzierung notwendige intratumorale
Stimulation der stem-like TCF1+CD8* T-Zellen in Clustern mit cDC1 stattfindet, wurde
die Lokalisierung der verschiedenen T-Zell-Subsets relativ zu c¢DC1 in
Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-ZsG-Tumoren analysiert. Zur Unterscheidung der beiden
T-Zell-Subsets wurden hierbei TCF1 und CXCR6 genutzt (Abb. 17A).
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Diese Analysen zeigten, dass stem-like TCF1+ T-Zellen fast ausschlieBlich im Stroma
lokalisiert waren (Abb. 17B,C) und dort haufig in Clustern mit cDC1 interagierten (Abb.
17D,E). CXCR6+TCF1res effector-like T-Zellen waren dagegen hauptsachlich im

Tumor-Parenchym lokalisiert und interagierten nur selten mit cDC1 (Abb. 17B-E).
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Abbildung 17: Die Amplifizierung von TCF1+CD8+ T-Zell-Antworten findet in intratumoralen
cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern statt. (A-E) Mikroskopische Analyse von TCF1+CXCR6res und
TCF1negCXCR6+ CD8+ T-Zellen in Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-ZsG-Tumoren aus WT-Mausen an
Tag 8. (A) Bilder der Farbung der beiden T-Zell-Subsets. Merge, Uberlagerung aller Kanéle.
Scalebar 10um. (B) Visualisierung der Lokalisierung der T-Zell-Subsets nach 3D Zell-Rendering.
Scalebar 300um. (C) Distanzanalyse basierend auf den Analysen aus (B). (D) Visualisierung von
T-Zell-Subsets und cDC1. Pfeile heben TCF1+CXCR6res T-Zellen hervor, die mit cDC1
interagieren. Scalebar 50pum. (E) Quantifizierung der T-Zell-Subsets in cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern
Uber vier Bilder von ganzen Tumorschnitten. Gezeigt ist der Mittelwert + SEM. (A-D) zeigen Daten
fir einen reprasentativen Tumor von mindestens drei Tumoren aus zwei unabhé&ngigen
Experimenten. ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3.3.3 Die lokale Stimulation in intratumoralen Clustern ist notwendig fiir eine

protektive Antitumor-Immunantwort

Als Né&chstes sollte bestétigt werden, dass die TCF1+ CD8* T-Zellen auf die Stimulation
in den Clustern hin TIM-3*TCF1ne9 CD8* T-Zellen hervorbringen. Hier konnte der
Umstand genutzt werden, dass an Tag 6 des Tumorwachstums bereits TCF1+ CD8+*
T-Zellen im Tumor zu finden sind, aber noch keine TIM-3+ T-Zellen (Abb. 18A).
WT-Mause mit Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV600E-Tumoren wurden ab Tag 6 mit dem
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptorantagonisten  FTY720 behandelt, der die
Einwanderung neuer aktivierter Tumor-spezifischer CD8*+ T-Zellen aus dem
drainierenden Lymphknoten in den Tumor verhindert'8. In diesen Mausen konnte
keine Verminderung der intratumoralen Entwicklung der TIM-3+ CD8+* T-Zellen
beobachtet werden (Abb. 18A), auch wenn die Gesamtzellzahlen verglichen mit
unbehandelten Mausen reduziert waren (Abb. 18B). Im Gegensatz dazu flhrte eine
Inhibierung der initialen Tumorinfiltration durch TCF1+ CD8* T-Zellen durch die Gabe
von FTY720 ab Tag 1 zu einem voélligen Verlust der intratumoralen T-Zell-Expansion
(Abb. 18B). Aus diesen und den vorangegangenen Ergebnissen konnte geschlossen
werden, dass die Effektor-Differenzierung Tumor-spezifischer CD8+ T-Zellen lokal im
Tumorgewebe stattfindet und von den intratumoralen TCF1+ T-Zellen ausgeht. Im
Einklang mit dieser Schlussfolgerung wurde beobachtet, dass eine lokale Stimulation
von stem-like TCF1+ CD8* T-Zellen ab Tag 6 des Tumorwachstums ausreicht, um das
Tumorwachstum erfolgreich zu kontrollieren, und nicht auf die Infiltration weiterer

T-Zellen aus dem Lymphknoten angewiesen ist (Abb. 18C).
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Abbildung 18: Protektive Antitumor-ilmmunantworten erfordern eine intratumorale
Stimulation von CD8+ T-Zellen durch ¢DC1. (A-C) WT-Mause mit Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-
Tumoren wurden mit FTY720 oder NaCl als Kontrolle behandelt. (A) Analyse der TIM-3+ effector-
like CD8+ T-Zell-Differenzierung in den Tumoren. t, Tag. (B) Quantifizierung der intratumoralen
CD8+ T-Zellzahlen (n=7-16 pro Gruppe). (C) Analyse der Tumormasse (n=10-19 pro Gruppe).
(D-F) Ptgs1/Ptgs2+--BRAFV60E-Tumorzellen wurden in XCR1DTR-Venus-M3use transplantiert, die mit
FTY720 (Tag 5) und DTX oder PBS (Tag 5, 7 und 9) behandelt wurden. CD8+ T-Zellen im Tumor
wurden untersucht auf (D) Ki-67-Expression an Tag 8, (E) Gesamtzellzahlen (n=5) und (F) Effektor-
Differenzierung an den angegebenen Zeitpunkten. (A, D und F) zeigen reprasentative Daten fur
mindestens drei Tumoren aus zwei unabhangigen Experimenten. Die Daten in (B, C und E) wurden
aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten gebindelt und sind als Mittelwert + SEM
dargestellt. Jeder Punkt reprasentiert einen Tumor. ns, nicht signifikant; **p < 0,01; ***p < 0,001;
****p < 0,0001.
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AbschlieBend sollte bewiesen werden, dass cDC1 fur diese lokale Stimulation
unerldsslich sind. Zu diesem Zweck wurden Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV60E-Tumoren in
XCR1DPTR-Venus_M3use transplantiert, in denen durch Gabe von Diphtherietoxin (DTX)
eine Depletion aller cDC1 erzielt werden kann. Um Prozesse auBerhalb des Tumors
auszuschlieBen und nur die intratumorale Stimulation zu analysieren, wurden auch
diese Mause mit FTY720 behandelt. Eine Depletion der cDC1 ab Tag 5 des
Tumorwachstums resultierte in diesem Modell in einer Verminderung der
intratumoralen Proliferation der CD8+* T-Zellen (Abb. 18D). Dementsprechend blieben
die CD8*-Zellzahlen in Tumoren ohne cDC1 gering (Abb. 18E), und die Effektor-
Differenzierung von TCF1+CD8* T-Zellen zu TIM-3*CD8* T-Zellen war in Abwesenheit
von cDC1 stark eingeschrankt (Abb. 18F). Insgesamt weisen die Ergebnisse auf einen
sequenziellen Prozess hin, bei dem sich zunachst an der Grenze zwischen Stroma
und Parenchym Cluster aus intratumoralen c¢DC1 und infiltrierenden stem-like
TCF1+CD8* T-Zellen bilden, in denen dann die T-Zellen durch cDC1 aktiviert werden
und zu effector-like TIM-3+CD8+ T-Zellen differenzieren. Dieser im TMM stattfindende

Prozess ist essenziell fur eine produktive Antitumor-Immunantwort.

3.4 Die raumliche Organisation der cDC1-CD8* T-Zell-Interaktionen

ist in humanen Tumoren konserviert

Die Erkenntnisse zu den intratumoralen Interaktionen zwischen ¢cDC1 und CD8+
T-Zellen sollten von préklinischen Modellen auf Krebspatienten tbertragen werden.
Dazu wurden Tumorbiopsien 18 unbehandelter Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC; engl. head and neck
squamous cell carcinoma) untersucht. Ahnlich wie bei Melanomen ist auch bei HNSCC
das Vorkommen von cDC1 und CD8* T-Zellen in den Tumoren mit einer besseren
Prognose assoziiert''>. Die Untersuchung der raumlichen Organisation der
Immunzellen im Tumor wurde analog zu den Analysen des murinen Melanommodells
mittels volumetrischer Mikroskopie und 3D-Zell-Rendering durchgefiihrt (Abb. 19A)
und ergab, dass in 15 der 18 Patientenproben cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster vorlagen
(Abb. 19B).
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Abbildung 19: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster bilden eine Nische fiir T-Zell-Proliferation in
humanen HNSCC-Tumoren. (A) HNSCC-Tumorbiopsie. H&E-Farbung zur Unterscheidung von
Stroma und Tumor-Parenchym (links), Immunzellfarbung mittels volumetrischer Mikroskopie
(Mitte) und Visualisierung der cDC1 und CD8+ T-Zellen per Zell-Rendering (rechts). Die orange
markierte Region ist vergroBert in (D) gezeigt. Scalebar 500um. (B) Quantifizierung der cDC1-
CD8+ T-Zell-Cluster in Bildern von ganzen Tumorschnitten aus Biopsien von HNSCC-Patienten
(n=18). (C) Analyse der Lokalisierung der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster flr die vier Biopsien mit den
meisten Clustern. (D) Beispielbild zur stromalen Lokalisierung der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster.
Gestrichelte Linien zeigen die Grenzflache zwischen Stroma und Parenchym. Scalebar 50um.
(E) Distanzanalyse basierend auf einem Bild einer ganzen HNSCC-Tumorbiopsie. (F) Analyse der
Ki-67-Expression in CD8+ T-Zellen fur die vier Biopsien mit den meisten Clustern. (A, D und E)
zeigen Daten einer reprasentativen Tumorbiopsie. Die Daten in (C und F) zeigen den Mittelwert +
SEM. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Entsprechend der beschriebenen intratumoralen Heterogenitat humaner Tumoren®®
variierte die Anzahl der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster zwischen Patienten stark
(Abb. 19B). Die Cluster waren bemerkenswerterweise auch in den Tumorbiopsien fast
ausschlieBlich im Stroma nahe der Grenzflache zwischen Stroma und Parenchym
lokalisiert (Abb. 19C-E). AuBerdem konnte wie in den murinen Tumoren eine starke
Ki-67-Expression in den in Cluster interagierenden CD8* T-Zellen beobachtet werden,

nicht aber in den nicht-interagierenden CD8* T-Zellen (Abb. 19F).

Es konnte keine Korrelation zwischen der Anzahl der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster und
dem Combined Positive Score (CPS) gemessen werden (Abb. 20A), einem klinischen
Parameter, der Uber die Expression von PD-L1 im Tumor die Eignung von Patienten
flr eine anti-PD-1 ICI-Therapie bestimmen soll'”®. Im Gegensatz dazu korrelierte die
Clusteranzahl invers mit dem Tumorstadium (Abb. 20B), was andeutete, dass
progressives Tumorwachstum mit einem Verlust der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster
einhergeht.

Zusammengefasst konnten also in einer Subgruppe der analysierten Patienten die
zentralen Merkmale einer rdumlichen Organisation von cDC1 und CD8* T-Zellen
identifiziert werden, die in murinen Tumormodellen mit einer protektiven Antitumor-

Immunantwort assoziiert sind.

A B
80+
e R=0230 R =-0,560
60— P = 0,620 E P = 0,015
% [ ]
%) &
o 40- g
(@) 5 o
£
2016 — e 5 o
) [ ]
0,_. T T T 1 T T T 1
0o 1 2 3 4 1 2 3 4
#cDC1-CD8* T-Zell-Cluster #cDC1-CD8* T-Zell-Cluster
(x10%mm®) (x10%mm®)

Abbildung 20: Zusammenhang der c¢DC1-CD8+ T-Zell-Cluster in humanen HNSCC mit
klinischen Parametern. Korrelation zwischen der Menge an cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern mit (A)
der intratumoralen PD-L1-Expression, gemessen als Combined Positive Score17s (CPS)(n=7) und
mit (B) dem Tumorstadium (n=18).

70



3.5 Intratumorale cDC1-CD8* T-Zell-Cluster werden von einer

immunostimulatorischen cDC1-Subpopulation gebildet

3.5.1 Charakterisierung der cDCs in Ptgs1/Ptgs2/-BRAFV¢%E-Tumoren

Es wurde beschrieben, dass CCR7+ cDC1 fur die intratumorale Stimulation von
effector-like TIM-3*CD8* T-Zellen notwendig sind'#2. In dem hier analysierten
Melanommodell floss die CCR7-Expression der intratumoralen cDC1 allerdings kaum
in die Ausgangs-Vorhersage des Deep-Learning-Modells ein (Abb. 21A), was die
Vermutung nahelegte, dass an der Clusterbildung und Aktivierung der TCF1+CD8*
T-Zellen andere cDC1 beteiligt sind als die CCR7+ cDC1. Zur Bestatigung dieser
Hypothese wurden zunachst die cDCs aus Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV6E-Tumoren mittels
scRNA-Seq charakterisiert. Hierbei konnten flinf cDC-Cluster identifiziert werden, von
denen zwei deutlich kanonische Marker fir cDC1 exprimierten (Abb. 21B,C). cDC1 in
Cluster 1 exprimierten hohe Mengen an Havcr2, Ccl3 und Ccl4, aber keinerlei Marker,
die mit der Reifung von cDC1 assoziiert sind (Abb. 21D), was sie als unreife cDC1
identifizierte. cDC1 in Cluster 2 waren durch eine geringere Expression kanonischer
cDC1-Marker gekennzeichnet (Abb. 21C). Aufgrund ihrer hohen Expression von
costimulatorischen  Molekilen (Cd40 wund Cd86) und Genen, die mit
Antigenprasentation assoziiert sind (Ciita, Tap1 und Tap2), wurden diese cDC1 als reif
identifiziert. Die cDC1 in Cluster 2 zeigten auBerdem eine einzigartige Expression der
Chemokine Cxcl9 und Cxcl10 (Abb. 21D,E), was auf einen immunostimulatorischen
cDC1-Zustand schlieBen lieB. cDCs in Cluster 3 exprimierten kaum kanonische Marker
fir cDC1 oder cDC2 (Abb. 21C), aber zeigten eine einzigartige Expression von CCR?7,
Fscn1 und 1112b sowie von co-inhibitorischen Rezeptoren (z.B. Cd274 und Tigit)(Abb.
21D,E), was auf einen reifen, migratorischen cDC-Zustand hinwies. Diese reifen cDCs
mit einer stark ausgepragten migratorischen Signatur, aber kaum Expression
kanonischer Marker, wurden bereits von anderen Gruppen als ,mregDC“'44 oder
,DC3“147 in Tumoren beschrieben. Im Nachfolgenden werden die drei funktional
unterschiedlichen cDC1-Zustdnde aus den Clustern 1-3 als ,Subpopulationen®

bezeichnet.
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Abbildung 21: Heterogenitat von cDC1 im TMM von Ptgs1/Ptgs2/-BRAFV600E-Tumoren.
(A) Beitrag der Molekile, die von cDC1 in RKls im Tumor exprimiert werden, zur Genauigkeit des
Deep-Learning-Modells. Gezeigt ist ein reprasentativer Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-Tumor. (B-E)
Intratumorale cDCs wurden an Tag 6 aus Pigs1/Ptgs2/--BRAFV600E-Tumoren aus WT-Mausen
gesortet und mithilfe des BD Rhapsody Single-Cell Analysesystems fir scRNA-Seq prozessiert.
(B) t-SNE-Plot mit cDC-Clustern. Identifizierung der Cluster basiert auf den Einzelzell-
Transkriptomen. (C) Expression kanonischer Markergene zur Unterteilung der Cluster in cDC1 und
cDC2. (D) Expressionslevel ausgewahlter Immungenen. (E) Geigenplots zur Darstellung der
unterschiedlichen Expression ausgewahlter charakteristischer Marker fur Cluster 1 bis 3.

Mithilfe von CCR7CGFP-Reporterméausen zur Identifizierung der migratorischen
Subpopulation und MHCII als Marker fur die Reifung der cDC1 konnte die Existenz der
drei cDC1-Subpopulationen durchflusszytometrisch im BRAFV600E-Melanommodell
bestatigt werden (Abb. 22A).
Expression (,MHCII> cDC1“) mit den unreifen cDC1 aus Cluster 1 in der scRNA-Seq,
die CCR7m9 cDC1 mit einer hohen MHCII-Expression (,MHCIINCCR7"e9 ¢cDC1“) mit

den immunostimulatorischen cDC1 aus Cluster 2 und die CCR7* ¢cDC1 mit den cDCs

Hierbei korrelieren die cDC1 mit niedriger MHCII-

in Cluster 3. Die Erkenntnisse Uber die drei Subpopulationen suggerierten, dass sich
in Tumoren zwei verschiedene Populationen reifer cDC1 aus unreifen cDC1
entwickeln kdnnen, namlich die bereits beschriebene migratorische Subpopulation, die

stimulatorische und inhibitorische Molekile exprimiert'#4147 und eine bislang
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unbekannte nicht-migratorische Subpopulation mit einer immunostimulatorischen
Signatur. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme entwickelten sich aus den unreifen
cDC1 aus einer in vitro Knochenmarkskultur nach Stimulation mit Tumorzellen oder
dem TLR3-Agonisten Poly(l:C) sowohl MHCII"CCR7"¢s ¢cDC1 als auch CCR7+ cDC1
(Abb. 22B,C).
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Abbildung 22: Identifizierung der drei intratumoralen c¢cDC1-Subpopulationen ex vivo.
(A) Durchflusszytometrische Identifizierung der cDC1-Subpopulationen in
Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-Tumoren aus CCR7GFP-Mausen. (B) Unreife MHCIllo cDC1 aus einer in
vitro DC-Kultur wurden gesortet und mit Tumorzellen oder poly(l:C) stimuliert. Die Expression der
Subpopulationsmarker wurde durchflusszytometrisch analysiert. (C) Quantifizierung basierend auf
den Analysen in (B)(n=8). (D) Histozytometrische ldentifizierung der cDC1-Subpopulationen auf
Bildern von ganzen Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV60E-Tumoren aus CCR7GFP-Mausen. (E) Quantifizierung
der cDC1-Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie von isolierten Zellen versus in situ
Histozytometrie (n=10). (F) Frequenz der c¢DC1-Subpopulationen, bestimmt mittels
Durchflusszytometrie der isolierten intratumoralen Immunzellen aus Pitgs1/Ptgs2- 4T1-
Brustkrebstumoren (n=5) und Ptgs2’- CT26-Kolonkarzinomen (n=5) aus Wildtyp-BALB/c-Mausen.
(A, B und D) zeigen einen reprasentativen von mindestens drei Tumoren aus zwei unabhangigen
Experimenten. (C) zeigt ein reprasentatives von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.
Daten in (E, F) sind gebundelt aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Jeder Punkt
reprasentiert einen Tumor. Gezeigt ist der Mittelwert £SEM. ns, nicht signifikant; *p < 0,05; **p <
0,01; *™**p < 0,0001.
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Die drei Subpopulationen konnten mithilfe von CCR7GFP-Mausen und einer MHCII-
Farbung auch mikroskopisch in Tumoren identifiziert werden (Abb. 22D). Bei der
Quantifizierung der Frequenzen der Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie
isolierter Zellen oder mittels Histozytometrie auf Mikroskopiebildern (Abb. 22E) wurde
deutlich, dass die MHCIINCCR7"e¢ cDC1 verglichen mit den CCR7+ c¢DC1 in der
Uberzahl waren. Dieser Unterschied wurde vor allem in der histozytometrischen
Analyse deutlich, wéhrend er in der durchflusszytometrischen Analyse geringer
ausgepragt war (Abb. 22E), was auf die Zellisolation zurlckzufiihren sein kénnte.
AbschlieBend konnte die Existenz der drei cDC1-Subpopulationen in zwei weiteren

Regressor-Tumormodellen bestatigt werden (Abb. 22F).

3.5.2 Immunostimulatorische cDC1 formen Cluster mit CD8+ T-Zellen

Nach der ldentifizierung der drei cDC1-Subpopulationen sollte untersucht werden,
welche der drei Subpopulationen die Stimulation von CD8* T-Zellen in den Clustern
orchestriert. Dazu wurde die Lokalisierung der verschiedenen Subpopulationen
mithilfe von volumetrischer Mikroskopie verglichen. Wahrend die unreifen MHCII
cDC1 in zentralen (parenchymalen) Tumorregionen verteilt waren, waren die beiden
reifen ¢cDC1-Subpopulationen in peripheren (stromalen) Tumorregionen lokalisiert
(Abb. 23A). Durch Analysen von ganzen Tumorbildern, aber auch von einzelnen
Clustern konnte aufgedeckt werden, dass der GroBteil der in Clustern interagierenden
cDC1 zur Subpopulation der MHCIINCCR7"9 cDC1 gehort (Abb. 23B,C), was darauf
hinweist, dass diese Subpopulation die Clusterbildung und Stimulation von
TCF1+CD8* T-Zellen vorantreibt. Fur diese Annahme sprachen auch Distanzanalysen,
die zeigten, dass MHCII"CCR7m9 ¢cDC1 in engem Kontakt mit proliferierenden CD8+*
T-Zellen sind, was fiir CCR7+ und unreife MHCII'® cDC1 nicht der Fall war (Abb. 23D).
Bei der Analyse der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster Uber die gesamte Dauer des
Tumorwachstums war zu jedem Zeitpunkt hauptséachlich die MHCIINCCR7"e9
cDC1-Subpopulation in den Clustern zu finden (Abb. 23E).
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Abbildung 23: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster werden von der MHCIINCCR7nes ¢cDC1-
Subpopulation gebildet. (A-E) Analyse der Lokalisierung der c¢DC1-Subpopulationen in
Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-Tumoren aus CCR76GFP-Mausen mittels volumetrischer Mikroskopie an
Tag 6 oder zu den angegebenen Zeitpunkten. (A) Lokalisierung der cDC1-Subpopulationen relativ
zu proliferierenden CD8+ T-Zellen in einem reprasentativen Tumor. Volumetrische Mikroskopie
(oben) und Visualisierung der Immunzellen mittels Zell-Rendering (unten). Scalebars 200pym
(Ubersicht und Zoom-In i) und 30um (ii, iii und iv). Gestrichelte Linien zeigen den Tumorrand.
Orangene Quadrate markieren die vergréBerten Regionen. (B, C) Quantifizierung der Frequenzen
der cDC1-Subpopulationen in cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster fur (B) ganze Tumorschnitte (n=5) und
(C) acht individuelle Cluster innerhalb eines Tumors. (D) Distanzanalyse basierend auf den
Analysen in (B). (E) Wie in (B), aber fur unterschiedliche Zeitpunkte des Tumorwachstums (n=3-4
pro Gruppe). t, Tag. (A, C) zeigen Daten eines reprasentativen von mindestens drei Tumoren aus
zwei unabhangigen Experimenten. Daten in (B, D und E) sind gebilindelt aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten und als Mittelwert + SEM dargestellt. Jeder Punkt reprasentiert einen
Tumor. **p <0,01; ****p < 0,0001.
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Laut der Analysen aus der scRNA-Seq exprimierten die reifen CCR7+ cDC1 als einzige
Subpopulation hohe Mengen an Fscn1 (Abb. 24D), einem Gen, das wie CCR7 mit
Migration assoziiert ist. Es konnte mikroskopisch bestatigt werden, dass auBer den
CCR7+ cDC1 keine andere Subpopulation eine nennenswerte Proteinexpression von
FSCN1 aufwies (Abb. 24A,B), sodass die FSCN1-Expression als Ersatz fiir CCR7 zur
Identifizierung der reifen, migratorischen cDC1-Subpopulation genutzt werden konnte.
Dieser Umstand ermdglichte es, auch in murinen Tumormodellen, die nicht fir
CCR76CFP-Reporterméause syngen sind, zu quantifizieren, welche cDC1-Subpopulation
vornehmlich in den Clustern lokalisiert ist. Analog zur Benennung der
cDC1-Subpopulationen in BRAFV600E-Melanomen werden die reifen
cDC1-Populationen in diesem Fall als ,MHCIINFSCN1"ed ¢cDC1“ und ,FSCN1+ cDC1*
bezeichnet. In Regressor-Tumormodellen fir Darm-, Brust- und Pankreaskrebs
bestétigte sich, dass in den Clustern Uberwiegend die reife, nicht-migratorische
MHCIINFSCN1"es Subpopulation mit CD8* T-Zellen interagiert (Abb. 24C). Auch in den
wenigen Clustern, die sich in den progressiv wachsenden Melanomen von genetisch
modifizierten BRaf¢A-Mausen bilden, waren fast ausschlieBlich MHCIINFSCN1neg
cDC1 lokalisiert (Abb. 24D,E). Insgesamt deuteten diese Daten darauf hin, dass
immunostimulatorische MHCII"CCR7"¢9 ¢DC1 in einer Vielzahl von Tumormodellen
cDC1-CD8* T-Zell-Cluster bilden und somit eine zentrale Rolle in der Orchestrierung

der Antitumor-Immunantwort spielen.
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Abbildung 24: Clusterbildung durch MHCIINCCR7res ¢cDC1 im TMM ist ein konserviertes
Phdnomen. (A) Analyse der FSCN1-Expression in CCR7+ und CCR7res cDC1 in
Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV60E-Tumoren aus CCR7GFP-M&usen. Gestrichelte Linien zeigen einzelne
cDC1. Scalebar 10um. (B) Quantifizierung basierend auf der Analyse in (A) fir n=3 Tumoren. (C)
Quantifizierung der Frequenzen der cDC1-Subpopulationen in ¢cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern in
Tumoren nach Transplantation von Pitgs2/- CT26-, Ptgs1/Ptgs2’- 4T1- oder PDAC-53578-
Tumorzellen (n=5-6 pro Gruppe). (D) Analyse der cDC1-Subpopulationen und CD8+ T-Zellen im
Tumor einer BRafCA-Maus. Pfeile weisen auf CD8+ T-Zellen in Kontakt mit reifen CCR7neg ¢cDC1
(hier definiert als MHCIINFSCN1neg). Das orangene Quadrat markiert die vergréBerte Region. Die
gestrichelte Linie zeigt den Tumorrand. Scalebars 400um (Ubersicht) und 30um (Zoom-In). (E)
Analyse der Frequenz der cDC1-Subpopulationen in finf reprasentativen Clustern basierend auf
(D). In (C-E) wurde statt CCR7 ein FSCN1-Staining zur Unterscheidung der cDC1-
Subpopulationen verwendet. (A, D) zeigen einen repréasentativen von drei Tumoren aus zwei
unabhéngigen Experimenten. Daten in (B, C und E) zeigen ein repréasentatives von mindestens
zwei unabhéngigen Experimenten. (B, C) sind als Mittelwert + SEM dargestellt. Jeder Punkt
reprasentiert einen Tumor. ns, nicht signifikant; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3.6 Clusterbildung und T-Zell-Stimulation durch die

immunostimulatorische cDC1-Subpopulation

3.6.1 Antigenaufnahme und Kreuzprasentation durch MHCIIMCCR7"¢9 cDC1

Nachdem aufgedeckt wurde, dass die MHCIINCCR7"¢¢ ¢DC1-Subpopulation
spezifisch in den Clustern mit CD8* T-Zellen lokalisiert ist, sollte untersucht werden,
ob und wie diese Subpopulation die T-Zellen in den Clustern stimulieren kann.
Zunachst wurde untersucht, ob die MHCIINCCR7™9 cDC1 in der Lage sind,
Tumorantigen aufzunehmen. Dazu wurden die c¢DC1-Subpopulationen in
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-ZsG-Tumoren entweder mikroskopisch oder
durchflusszytometrisch auf die Aufnahme von ZsGreen untersucht (Abb. 25A,B). Diese
Analysen zeigten, dass MHCIINCCR7"9 cDC1 in der Lage sind, Tumormaterial
aufzunehmen. Auch die nicht in den Clustern lokalisierten CCR7+ cDC1 zeigten eine
hohe Antigenaufnahme, im Gegensatz dazu nahmen die unreifen MHCII'® cDC1 kaum
Tumorantigen auf (Abb. 25B). Die Fahigkeit zur Kreuzprasentation der
Subpopulationen wurde in cDC1 quantifiziert, die aus Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-QVA-
Tumoren isoliert und dann mit einem Antikérper spezifisch fir das OVA-Peptid
SIINFEKL (S8) kreuzprasentiert auf dem MHCI-Molekul H-2Kb (S8:H2-Kb) geféarbt
wurden. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass MHCIINCCR7"¢9 c¢DCH1
Tumorantigene kreuzprasentieren kénnen (Abb. 25C). Auch CCR7+ cDC1 besitzen die
Fahigkeit zur Kreuzprasentation, MHCII'© cDC1 dagegen nicht (Abb. 25C).
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Abbildung 25: Immunostimulatorische MHCIINCCR7mes c¢DC1 kénnen Tumorantigene
aufnehmen und kreuzprésentieren. (A, B) Untersuchung der Tumorantigen-Aufnahme durch
cDC1-Subpopulationen in Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-ZsG-Tumoren mittels (A) Mikroskopie
(Scalebar 15um) oder (B) Durchflusszytometrie (n=8). (C) Quantifizierung der Kreuzprasentation
des OVA-Peptids SIINFEKL (S8) auf MHCI (H-2Kb) durch c¢DC1-Subpopulationen in
Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-QVA-Tumoren (n=10). Bilder in (A) und Histogramme in (B, C) zeigen
einen reprasentativen von mindestens drei Tumoren aus zwei unabhangigen Experimenten.
Balkendiagramme in (B, C) zeigen gebindelte Daten aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten und sind als Mittelwert £ SEM dargestellt. Jeder Punkt reprasentiert einen Tumor.
****p < 0,0001.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Fahigkeit der einzelnen cDC1-Subpopulationen
zur Stimulation Tumorantigen-spezifischer CD8* T-Zellen im Tumorgewebe verglichen
werden. Zu diesem Zweck wurden naive OVA-spezifische Nur77GFP OT-1 T-Zellen
adoptiv in CCR7C%FP-Mause transferiert, denen danach Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-QVA-
Zellen transplantiert wurden. An Tag 6 nach Transplantation zeigte sich eine klare
Praferenz  der OT-I T-Zellen zur Interaktion mit der MHCIINCCR7"e9
cDC1-Subpopulation (Abb. 26A,B). Nur diese Interaktion mit MHCIINCCR7"e¢ c¢DCH1
fihrte zu einer Antigen-spezifischen Aktivierung der OT-l T-Zellen, die anhand der
Nur77-GFP-Expression quantifiziert werden konnte'®° (Abb. 26C).
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Die geringe Anzahl an OT-I T-Zellen, die mit MHCII'°® oder CCR7+ cDC1 interagierte,
zeigte eine signifikant niedrigere Expression von Nur77-GFP (Abb. 26B,C).
MHCIINCCR7"9 ¢cDC1 kdnnen also Tumorantigene aufnehmen, diese in den Clustern
an Tumorantigen-spezifische CD8+ T-Zellen kreuzprasentieren und so die

T-Zell-Antwort gegen den Tumor orchestrieren.
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Abbildung 26: Tumorantigen-spezifische CD8+ T-Zellen interagieren préaferenziell mit
MHCIINCCR7nes cDC1. (A-C) CCR7GFP-Mausen wurden 1x103 naive, OVA-spezifische CD45.1+
Nur776FP OT-I-Zellen transferiert und 2x10¢ Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV60E-QVA-Zellen transplantiert.
Die intratumorale Lokalisierung der Immunzellen wurde an Tag 6 mittels volumetrischer
Mikroskopie analysiert. (A) Expression von Nur77GFP (als Indikator fiir eine antigen-spezifische
Stimulation des T-Zell-Rezeptors) in intratumoralen OT-I-Zellen. Pfeile weisen auf Nur77GFP+Zellen
in Kontakt mit MHCINCCR7res ¢DC1 hin. Scalebar 25pym. (B) Quantifizierung der
Interaktionspartner der OT-I-Zellen. Ein Punkt reprasentiert einen Tumor (n=4). (C) Quantifizierung
basierend auf den Analysen in (A). Ein Punkt représentiert eine OT-I-Zelle (n=14-18). MFI, mittlere
Fluoreszenz-Intensitat. (B, C) zeigen reprasentative Daten aus einem von mindestens zwei
unabhangigen Experimenten. Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM. (A) zeigt einen
reprasentativen von drei Tumoren aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten. ***p < 0,001;
****p < 0,0001.
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3.6.2 MHCIINCCR7"9 cDC1 koordinieren die Clusterbildung iber die
CXCL9/CXCR3-Achse

In der scRNA-Seq wurde die Expression von Cxcl9 und Cxcl10 als einzigartiges
Merkmal der immunostimulatorischen CCR7"¢ cDC1-Subpopulation aufgedeckt (Abb.
21D,E). Die Expression von CXCL9 durch MHCIINCCR7"9 ¢cDC1, aber nicht durch
CCR7+ cDC1, wurde ex vivo auf Proteinebene bestatigt (Abb. 27A). Da bereits
beschrieben wurde, dass die Achse aus cDC1-produziertem CXCL9/CXCL10 und dem
korrelierenden Rezeptor CXCR3 auf CD8* T-Zellen wichtig fur eine produktive
Antitumor-Immunantwort ist'32-134 und nur die CXCL9-produzierenden cDC1 in den
Clustern lokalisiert sind, wurde vermutet, dass diese Achse der Clusterbildung
zugrunde liegt. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden CCR7CGFP-Mause mit
Ptgs1/Ptgs2’--BRAFV600E-Tumoren mit  einem antagonistisch ~ wirkenden
CXCRS3-Antikorper behandelt, der die Bindung der Liganden verhindert. In Tumoren,
in denen die CXCL9/CXCL10-CXCR3-Achse durch den Antikérper blockiert wurde,
bildeten sich nahezu keine cDC1-CD8* T-Zell-Cluster (Abb. 27B,C). Dies ging mit einer
reduzierten Ki-67-Expression und Expansion der intratumoralen CD8* T-Zellen sowie
einem Verlust der Kontrolle Uber das Tumorwachstum einher (Abb. 27D-F). Die
CXCL9/CXCL10-CXCR3-Achse ist an der von den Clustern ausgehenden produktiven

Antitumor-Immunantwort also maBgeblich beteiligt.

Die Produktion von CXCL9/CXCL10 wird in cDC1 durch IFNy ausgel6st!18:191.192 Die
einzigartige Fahigkeit der MHCIINCCR7"e9 ¢cDC1-Subpopulation, CXCL9 und CXCL10
im Tumor zu produzieren, kénnte also auf eine erhdhte Sensibilitat far IFNy
zurickzufihren sein. Diese Vermutung konnte in einer in vitro Knochenmarkskultur far
cDC1 bestatigt werden, in der einzig die MHCINCCR7"%9 cDC1 auf einen
IFNy-Stimulus mit CXCL9-Produktion reagierten (Abb. 27G). Die MHCII° ¢cDC1 und
die CCR7+ cDC1 produzierten auf diesen Stimulus hin kein CXCL9 (Abb. 27G).
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Abbildung 27: MHCIINCCR7"es cDC1 orchestrieren das CD8+ T-Zell-Clustering lber die
CXCL9/CXCR3-Achse. (A) CXCL9-Produktion von MHCINCCR77es und CCR7+ cDC1 in
Tumoren, gemessen Uber intrazelluldre Durchflusszytometrie (n=9). (B-F) Auswirkung einer
CXCR3-Blockade auf die intratumorale CD8+ T-Zell-Antwort in Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-Tumoren.
(B) Bildung von cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern an Tag 6. Visualisierung der Immunzellen durch
3D-Zell-Rendering in Mikroskopiebildern. Scalebar 50um, gestrichelte Linien zeigen den
Tumorrand, gelbe Kreise heben Cluster hervor. (C) Quantifizierung basierend auf den Analysen
aus (B) auf Bildern von ganzen Tumorschnitten (n=3). (D) Ki-67-Expression in intratumoralen CD8+
T-Zellen an Tag 6. (E) CD8+ T-Zell-Expansion im Tumor (n=3-10 pro Gruppe). t, Tag.
(F) Untersuchung des Tumorwachstums zu den angegebenen Zeitpunkten (n=4-9 pro Gruppe).
(G) Messung der CXCL9-Produktion in einer in vitro DC-Kultur. Gesortete cDC1 wurden fiir 16
Stunden mit Ptgs1/Ptgs2--BRAFV600E-Zellen kultiviert und danach fur 5 Stunden mit IFNy stimuliert
(n=6 pro Gruppe). (A, E, F and G) zeigen gebindelte Daten aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. (C) zeigt ein reprasentatives von mindestes zwei unabhéngigen Experimenten.
Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, jeder Punkt reprasentiert einen Tumor. Daten in (B, D) zeigen
einen reprasentativen von mindestens drei Tumoren aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. ns, nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Um abschlieBend zu bestatigen, dass die verminderte Clusterbildung und der Verlust
der  produktiven  Antitumor-Immunantwort nach Behandlung mit dem
CXCR3-Antikérper nicht nur auf eine verminderte initiale Rekrutierung von CD8*
T-Zellen ins TMM zurtckzufihren war, wurde die Behandlung in Anwesenheit von
FTY720 wiederholt, sodass auch in den mit der Isotypkontrolle behandelten Tumoren
eine Infiltration von neuen CD8* T-Zellen aus dem drainierenden Lymphknoten
unterbunden war. Es konnte beobachtet werden, dass nur bei CXCR3-Blockade wie
im vorangegangenen Experiment die Clusterbildung, CD8+ T-Zell-Expansion und
Tumorkontrolle ausbleiben (Abb. 28A-D). Diese Prozesse fanden in den
Kontroliméusen trotz der Inhibierung der T-Zell-Infiltration durch FTY720 statt (Abb.
28A-D). Es kann daher geschlossen werden, dass die Rolle der CXCL9/CXCL10-
CXCRS3-Achse in der Antitumor-Immunantwort Uber eine ledigliche Rekrutierung von
CD8* T-Zellen ins Tumorgewebe hinausgeht und auch die Koordination von

Interaktionen zwischen cDC1 und CD8* T-Zellen im Tumorgewebe beinhaltet.
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Abbildung 28: Die CXCL9/CXCL10-CXCR3-Achse vermittelt die Clusterbildung unabhéngig
von der Rekrutierung von CD8+ T-Zellen. (A-D) Ptgs1/Ptgs2/--BRAFV600E-Zellen wurden in WT-
Mé&use transplantiert, die an Tag 6 des Tumorwachstums mit FTY720 und an Tag 6 und Tag 8 mit
aCXCR3 oder einer Isotypkontrolle behandelt wurden. Tumoren wurden an Tag 9 (A, B; n=3) oder
an Tag 11 (C, D; n=5) analysiert. (A) Analyse der intratumoralen cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster mittels
Zell-Rendering. Gestrichelte Linien zeigen den Tumorrand, gelbe Kreise heben Cluster hervor.
Scalebar 100um. (B) Quantifizierung basierend auf den Analysen in (A) auf Bildern von ganzen
Tumorschnitten. (C) Durchflusszytometrische Analyse der intratumoralen CD8+ T-Zell-Expansion.
(D) Quantifizierung der Tumormasse. (A) zeigt einen reprasentativen von mindestens drei Tumoren
aus zwei unabhangigen Experimenten. Daten in (B-D) zeigen ein reprasentatives von zwei
unabhangigen Experimenten, dargestellt ist der Mittelwert + SEM. Jeder Punkt représentiert einen
Tumor. *p < 0,05; **p < 0,01.
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3.7 cDC1-CD8* T-Zell-Cluster und die CXCL9* cDC1-Gensignatur

korrelieren mit dem Uberleben von Krebspatienten

3.7.1 cDC1-CD8* T-Zell-Custer korrelieren mit progressionsfreiem Uberleben

von Patienten

Die Tumorbiopsien aus der Kohorte der 18 HNSCC-Patienten wurden genutzt, um zu
untersuchen, ob die drei cDC1-Subpopulationen auch in humanen Tumoren
identifiziert werden kénnen. Uber ihre Expression von CCR7 und MHCII konnten auch
in den humanen Tumorproben MHCII°, MHCIINCCR7"¢ und CCR7+ cDC1 gefunden
werden, wobei die MHCIINCCR7"¢¢ ¢cDC1 mengenmaBig erneut den CCR7+ c¢DCH1
Uberlegen waren (Abb. 29A). Ahnlich zu den murinen Tumoren interagierten auch in
den HNSCC-Biopsien hauptséachlich die MHCII"CCR7"¢9 ¢cDC1 in Clustern mit CD8*
T-Zellen (Abb. 29B). Um zu evaluieren, ob diese Beobachtungen mit der Prognose der
Patienten zusammenhéangen, wurde die Kohorte in Patienten mit einer hohen oder
einer niedrigen cDC1-CD8* T-Zell-Clusteranzahl aufgeteilt (Abb. 29C). Beim Vergleich
der Krankheitsverlaufe in beiden Gruppen wurde eine positive Assoziation der
cDC1-CD8* T-Zell-Cluster mit einem progressionsfreien Uberleben der Patienten
festgestellt (Abb. 29D), was darauf hinwies, dass auch in humanen Patienten
Interaktionen zwischen ¢DC1 und CD8* T-Zellen im Tumorgewebe die

Antitumor-Immunantwort begunstigen kénnen.
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Abbildung 29: cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster mit MHCIINCCR7nres ¢cDC1 korrelieren mit
progressionsfreiem Uberleben der HNSCC-Patienten. (A) Mikroskopie-basierte Quantifizierung
der cDC1-Subpopulationen in HNSCC-Biopsien (n=5). Gezeigt sind Mittelwert + SEM. (B)
Lokalisierung der MHCIINCCR7nes cDC1-Subpopulation in Clustern mit CD8+ T-Zellen in einem
reprasentativen der funf Tumoren aus (A). Scalebar 20um, gelbe Kreise heben Cluster hervor.
(C, D) Prognostische Aussagekraft von intratumoralen cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern Uber
Krankheitsprogression in der HNSCC-Patientenkohorte, stratifiziert nach hoher (n=5) und niedriger
(n=13) Clusteranzahl. (C) Quantifizierung der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster in der hohen und
niedrigen Subgruppe. Gezeigt sind Median, oberes und unteres Quartil. Die Whiskers zeigen
Minimum und Maximum an. (D) Analyse des progressionsfreien Uberlebens der zwei Subgruppen.
ns, nicht signifikant; *p < 0,05.

3.7.2 Reife cDC1-Subpopulationen existieren in humanen Tumoren

Zur Ausweitung unserer Analysen auf andere humane Tumortypen als HNSCC wurde
ein offentlich zugangliches scRNA-Seq-Datenset'4® re-analysiert. Die im Datenset
enthaltenen Informationen zu intratumoralen cDCs stammten aus Proben von

humanen Patienten mit 15 verschiedenen Tumortypen.
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Die Gensignaturen der reifen CXCL9* ¢cDC1 und CCR7+ cDC1 aus den murinen
BRAFV600E-Melanomen wurden ebenfalls von den intratumoralen cDCs aus dem
humanen Datenset exprimiert, auch hier von cDC-Populationen aus unterschiedlichen
Clustern (Abb. 30A). Humane cDCs mit einer hohen Expression der CXCL9*
cDC1-Gensignatur konnten vor allem in Cluster 1 identifiziert werden, wahrend die
CCR7* cDC1-Gensignatur von den humanen cDCs in Cluster 3 exprimiert wurden
(Abb. 30B). Die zwei funktional unterschiedlichen Populationen reifer cDC1 scheinen

also auch in humanen Tumoren konserviert zu sein.
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Abbildung 30:ldentifizierung von CXCL9+CCR7nea ¢cDC1 und CCR7+ cDCs in humanen
Tumoren. (A, B) Re-Analyse eines scRNA-Seqg-Datensets der intratumoralen cDCs aus 210
humanen Patienten mit 15 verschiedenen Tumortypent46. (A) UMAP-Plots zur
Dimensionalitatsreduzierung. Leiden-Clustering (links) und Expression der Gensignaturen von
CXCL9+CCR7reg cDC1 (Mitte) oder CCR7+ cDCs (rechts) innerhalb der Cluster. (B) Heatmap zur
Expression der Gensignaturen in den scRNA-Seq-Clustern aus (A).
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3.7.3 Die CXCL9* cDC1-Gensignatur korreliert mit dem Uberleben humaner

Patienten

AbschlieBend sollte in moglichst groBen Kohorten ermittelt werden, ob die
Anwesenheit reifer CXCL9*CCR7"¢¢ ¢DC1 den Verlauf von humanen
Tumorerkrankungen beeinflusst. Daher wurden Daten zur Genexpression in
verschiedenen Tumoren aus der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA)
ausgewertet. Es konnte festgestellt werden, dass eine hdhere Expression der
Gensignatur der reifen CXCL9*CCR7"9 cDC1 in den humanen Tumoren positiv mit
dem Uberleben der Patienten mit verschiedenen Tumortypen korreliert (Abb. 31A). Die
hier analysierten Tumortypen umfassten Melanome (SKCM; engl. skin cutaneous
melanoma), Sarkome (SARC; engl. sarcoma), Kopf-Hals-Karzinome (HNSC; engl.
head and neck squamous cell carcinoma), Lungenkarzinome (LUAD; engl. lung
adenocarcinoma) und Brustkarzinome (BRCA; engl. breast cancer). Die
Gensignaturen von unreifen cDC1 und CCR7* cDCs hatten dagegen weniger Einfluss
auf das Uberleben der Patienten oder zeigten (iberhaupt keine Assoziation mit dem
Uberleben (Abb. 31B). Auf die gleiche Weise wurde ein weiteres Datenset aus einer
Kohorte mit Melanompatienten analysiert, die mit einer anti-PD-1 ICI therapiert
wurden'®3. Hier zeigte sich eine positive Korrelation einer hohen Expression der
CXCL9*CCR7"e9 cDC1-Gensignatur in den Tumoren mit einer guten Empfanglichkeit
der Patienten fiir die ICI-Therapie (Abb. 31C) und mit dem Uberleben der Patienten
(Abb. 31D). Insgesamt weisen die Daten also darauf hin, dass in Menschen genau wie
in den Mausmodellen eine immunostimulatorische Subpopulation von reifen CCR7"e9
cDC1 eine intratumorale Phase der Antitumor-Immunantwort orchestriert und bei
verschiedenen Krebserkrankungen mit verbessertem Uberleben der Patienten

assoziiert ist.
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Abbildung 31: Die Gensignatur der CXCL9+*CCR7nes cDC1 korreliert mit dem Uberleben
humaner Krebspatienten. (A) Prognostische Aussagekraft der Gensignatur der CXCL9+CCR7neg
cDC1 (iber das Uberleben humaner Krebspatienten. Verglichen werden die oberen und unteren
Quartile der angegebenen TCGA-Datensets. HR, Hazard-Ratio. (B) Heatmap zu Uberlebens-
p-Wert und Hazard-Ratio in den angegebenen Datensets fur die Gensignaturen der drei
Subpopulationen. (C) Korrelation der Gensignatur der CXCL9+CCR7ne9 ¢cDC1 mit der Reaktion
humaner Patienten mit metastasierendem Melanom auf ICI-Therapie mit anti-PD-1193, PD,
progressive disease; SD/MR, stable disease/mixed response; CR/PR, complete response/patrtial
response. (D) Prognostische Aussagekraft der Gensignatur der CXCL9+CCR7nes cDC1 Uber das
Uberleben von Patienten mit metastasiertem Melanom193. ns, nicht signifikant; **p < 0,01.
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4 Diskussion

Diese Arbeit konnte aufdecken, dass fiur eine produktive Antitumor-lmmunantwort
spezifische Interaktionen zwischen CD8* T-Zellen und cDC1 im Tumorgewebe
stattfinden mussen: Eine vorher nicht beschriebene immunostimulatorische
CXCL9+*CCR7nes c¢DC1-Subpopulation organisiert die infiltrierenden stem-like CD8*
T-Zellen in stromalen Clustern, in denen die cDC1 die T-Zellen stimulieren und ihnen
Tumorantigene kreuzprasentieren, um ihre Effektordifferenzierung zu initiieren (Abb.
32). Somit konnte neben der Aktivierung naiver Tumor-spezifischer CD8+ T-Zellen
durch CCR7* cDC1 im drainierenden Lymphknoten eine weitere essenzielle Funktion
von cDC1 wahrend der Antitumor-Immunantwort identifiziert werden, die auch auf

humane Tumoren Ubertragen werden konnte.
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Abbildung 32: Grafische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit.
Oben: Bildung von Clustern zwischen MHCIINCCR7res cDC1 und TCF1+CD8+ T-Zellen an der
stromal-parenchymalen Grenzflache. Unten: Bildung der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster mittels CXCL9
und Induktion der Effektordifferenzierung der stem-like CD8+ T Zellen durch Kreuzprésentation in
den Clustern.
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4.1 Raumliche Interaktionen von Immunzellen als Parameter fir die

Tumorklassifizierung

Zur Identifizierung der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster als Merkmal einer produktiven
Antitumor-Immunantwort wurde ein Deep-Learning-Ansatz gewahlt, um eine méglichst
unvoreingenommene Analyse der Bilddaten zu gewahrleisten. Die hohe Genauigkeit
bei der Klassifizierung der Tumortypen durch das Deep-Learning-Modell beruhte
zumindest teilweise auf den Informationen zur rdumlichen Verteilung von ¢cDC1 und
CD8* T-Zellen im Tumorgewebe. Eine Klassifizierung basierend auf der Anzahl an
cDC1 und CD8* T-Zellen erzielte eine wesentlich niedrigere Genauigkeit. Bereits im
Jahr 2006 wurde erkannt, dass die Klassifizierung von Tumoren humaner
Krebspatienten anhand einer Quantifizierung des T-Zell-Infiltrats im TMM eine
genauere Prognose liefert als klassische, vom Tumor ausgehende Parameter wie das
Tumorstadium'®4. Daraufhin wurde der sogenannte Immunscore erstellt, der aus der
Menge an T-Zellen im Tumorzentrum und im invasiven Rand berechnet wird'%,
Krebspatienten mit einem hohen Immunscore, also einer hohen T-Zell-Infiltration in
Tumorzentrum und invasivem Rand, zeigen ein signifikant Iangeres progressionsfreies
Uberleben als Patienten mit einem niedrigen Immunscore, bei denen kaum oder gar
keine T-Zellen den Tumor infiltriert haben'%6:197, Basierend auf dem Immunscore wurde
das Konzept von ,heiBen“ Tumoren (hoher Immunscore) und ,kalten® Tumoren
(niedriger Immunscore) entwickelt. Ob ein Tumor als ,hei3* oder ,kalt* klassifiziert wird,
beeinflusst auch, welche Therapiemethoden fir Krebspatienten gewahlt werden'%8.
Diese Art der Klassifizierung vernachlassigt jedoch, dass die T-Zellen auch bei einer
ungehinderten Infiltration in den Tumor den immunsuppressiven Signalen im TMM
ausgesetzt sind und dass auch die Anwesenheit anderer Immunzellen wie cDC1 eine
wichtige Rolle spielt. Neben immunsuppressiven Immunzellen, die in den Tumor
rekrutiert werden, inhibieren auch die Tumorzellen selbst die T-Zellen. Dies kann tber
die Produktion inhibitorischer Zytokine wie TGFB, die Expression inhibitorischer
Molekule wie PD-L1 oder die Expression Zelltod-induzierender Proteine wie FasL
erfolgen'®9. Auch wenn die reine T-Zell-Infiltration also bereits eine gute Mdéglichkeit
bietet, die Immunantwort der Patienten zu prognostizieren, sollten weitere Parameter,
beispielsweise zur T-Zell-Funktionalitat, fur die Klassifizierung beachtet werden. Die

Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafur, fir eine Klassifizierung von Tumoren auch
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raumliche Charakteristika der T-Zellen zu untersuchen. Die hier untersuchten
Tumortypen konnten nur unter Einbezug von T-Zell-Clustering und Interaktionen mit
cDC1 mit einer sehr hohen Genauigkeit voneinander unterschieden werden. Diese
wichtigen Aspekte, die auf die Funktionalitat der T-Zellen im TMM hindeuten, kdnnten
dabei helfen, die Klassifizierung in ,heiBe“ und ,kalte* Tumoren noch aussagekréftiger
zu machen. Natirlich muss dabei berlcksichtigt werden, dass die Antitumor-
Immunantwort nicht grundsétzlich in jeder Tumorart durch cDC1 orchestriert wird200-
202" aber in jedem Fall einem komplexen Zusammenspiel unterschiedlicher
Immunzellen unterliegt. Die Analyse r&umlicher Informationen zu verschiedenen
Immunzelltypen (zusatzlich zu deren Anzahl) kénnte daher zu einer genaueren

Klassifizierung und Prognose flur Krebspatienten flhren.

4.2 Nutzung von kunstlicher Intelligenz zur Interpretation

medizinischer Daten

Machine Learning-Anwendungen wie das hier genutzte Deep-Learning-Modell, die auf
kinstlicher Intelligenz (KI) basieren, werden immer &fter auch im medizinischen
Bereich eingesetzt. Wie im Fall dieser Arbeit geht es dabei h&ufig darum, anhand
bestimmter Daten schnell und zuverlassig Patienten zu klassifizieren oder
diagnostische Fragestellungen zu beantworten. So wurden beispielsweise
Kl-gestutzte Modelle entwickelt, die klassifizieren kdbnnen, ob Krankenhauspatienten
erste Anzeichen einer Sepsis zeigen2% oder ob computertomografische Aufnahmen
von Lungen Anzeichen flr Lungenkrebs aufweisen?%4. W&hrend die Anwendung
solcher Modelle auf den initialen Datensets, mit denen sie auch trainiert wurden, oft
eine sehr hohe Genauigkeit verspricht, kbnnen diese Ergebnisse bei der Anwendung
der Modelle auf andere Datensets haufig noch nicht reproduziert werden203-205, |m
Rahmen dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob auch unser Deep-Learning-Modell
bei der Ubertragung auf andere Datensets an Genauigkeit verliert. Um zu evaluieren,
ob das Modell auch fir eine bildbasierte Klassifizierung von anderen Tumortypen als
dem BRAFV600E-Melanommodell eingesetzt werden kann, sollte also zunachst die
Reproduzierbarkeit des Modells sichergestellt werden. Trotz des Problems der

Reproduzierbarkeit von Kl-basierten Klassifizierungsverfahren sollte ihr Wert fur
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Medizin und Forschung nicht unterschatzt werden. Gerade bei der Analyse und
Beurteilung von Bildmaterial kann KI Merkmale detektieren, die dem menschlichen
Auge unter Umstanden nicht auffallen?%, So konnte das Deep-Learning-Modell in
dieser Arbeit maBgeblich zur Identifizierung der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster als

Merkmal einer protektiven Antitumor-Immunantwort beitragen.

4.3 Die stromale Lokalisierung der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster

Die ¢cDC1-CD8* T-Zell-Cluster bilden sich sowohl in den untersuchten humanen
Tumoren als auch in verschiedenen murinen Regressortumoren ausschlieBlich in
stromalen Regionen. Das Tumorstroma gilt allgemein als immunsuppressiv, unter
anderem durch die Rekrutierung protumorigener Immunzellen wie Makrophagen und
die Produktion inhibitorischer Chemokine durch die dort ansassigen Fibroblasten20”.
Trotzdem kdnnten spezifische stromale Nischen existieren, die die Bildung von cDC1-
CD8* T-Zell-Clustern begunstigen. Im Gegensatz zum Tumor-Parenchym, in dem
hauptsachlich die Tumorzellen die ohnehin schon spérlichen Nahrstoffe wie Glukose
und Sauerstoff verbrauchen?%®, kénnten den CD8* T-Zellen in den stromalen Nischen
die Metabolite bereitstehen, die sie wahrend ihrer Aktivierung benétigen2%. In einer
hier nicht gezeigten Analyse im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch festgestellt
werden, dass die Cluster sich nicht praferenziell in unmittelbarer Nahe zu BlutgefaBen
bilden'”’. Es ist ebenfalls vorstellbar, dass sich die cDC1-CD8* T-Zell-Cluster in
Regionen formen, in denen die Aktivierung von Immunzellen und die Prasentation von
Tumorantigenen erleichtert sind. An der stromal-parenchymalen Grenzflache kénnte
beispielsweise ein besonders hohes MaB an Tumorzelltod auftreten, wodurch
vermehrt DAMPs zur Aktivierung der cDC1 und Antigene zur Kreuzprasentation an die
CD8* T-Zellen freigesetzt werden wurden. Die stromalen Nischen, die die lokale
Aktivierung und Expansion von CD8* T-Zellen erlauben, sollten in zuklinftigen Studien

genauer charakterisiert werden, da sie von therapeutischem Nutzen sein kénnten.
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4.3.1 Vergleich der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster mit tertidren lymphatischen

Strukturen

In unterschiedlichen humanen Tumortypen wurden bereits sogenannte tertiare
lymphatische Strukturen (TLS; engl. tertiary lymphoid structures) als eine Nische fir
Immunzellen im TMM beschrieben?19-212. TLS, die sich auch wé&hrend chronischer
Erkrankungen in lymphatischen Organen bilden kénnen, sind Immunzellaggregate, die
vor allem aus B-Zellen und T-Zellen bestehen und sich &hnlich zu den hier
beschriebenen ¢cDC1-CD8* T-Zell-Clustern haufig im Stroma befinden?'3. Welche
CD8* T-Zell-Subsets in TLS vorkommen und wie genau diese dort stimuliert werden,
ist noch nicht ausreichend erforscht. Auch DCs koénnen Teil der TLS sein, hierbei
handelt es sich tberwiegend um follikulare DCs, die normalerweise in Lymphknoten
vorkommen. In humanen Lungenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass in TLS reife
LAMP3+ DCs mit CD8* T-Zellen interagieren?'4. Die Gensignatur von intratumoralen
LAMP3+ DCs'4%146 st der Gensignatur der reifen CCR7+ c¢DC-Subpopulation aus
dieser Arbeit sehr ahnlich. Die reife CCR7+ Subpopulation war weder in den hier
untersuchten murinen Modellen noch in den humanen Tumorbiopsien an der Bildung
der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster beteiligt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass diese Subpopulation in bestimmten humanen Tumortypen in TLS lokalisiert ist
und dort CD8* T-Zellen stimuliert. Eine unterschiedliche Beteiligung der verschiedenen
cDC1-Subpopulationen spricht dafiir, dass es sich bei TLS und den von reifen CXCL9*
cDC1 gebildeten Clustern um zwei unterschiedliche Strukturen handelt. In dieser
Arbeit wurde allerdings nicht untersucht, ob auch B-Zellen in ¢cDC1-CD8*+ T-Zell-
Clustern lokalisiert sind, oder ob in den hier untersuchten Tumormodellen zusatzlich
zu den Clustern auch TLS vorliegen. Um diese zwei fur die Immunantwort wichtigen
Strukturen besser voneinander abgrenzen zu kdnnen, sind also weitere Experimente
notig.

Die cDC1-CD8* T-Zell-Cluster sind durch die Interaktion zwischen stem-like CD8* T-
Zellen und der CXCL9* cDC1-Subpopulation charakterisiert. Eine neue Studie konnte
zeigen, dass in humanen Lungenkarzinomen stem-like CD8* T-Zellen mit B-Zellen in
stromalen Regionen in Strukturen organisiert sind, die TLS sehr &hnlich sind?'5. Da die
Aktivierung und Effektordifferenzierung von stem-like CD8* T-Zellen im TMM ein
auBerst wichtiger Prozess fur eine erfolgreiche Antitumor-Immunantwort ist, ist es
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vorstellbar, dass es im TMM redundante Nischen gibt, in denen dieser Prozess
induziert werden kann. Es koénnte also neben den stromalen Clustern mit
immunostimulatorischen cDC1 auch TLS-ahnliche Regionen geben, in denen andere
APCs mit stem-like T-Zellen interagieren. Die Art und Weise der intratumoralen
Stimulation von stem-like CD8* T-Zellen kénnte aber auch je nach Tumortyp und

inflammatorischem Kontext variieren.

4.4 Heterogenitat und Arbeitsteilung intratumoraler cDC1

Durch die detaillierte Charakterisierung der Zellen in den cDC1-CD8* T-Zell-Clustern
konnte diese Arbeit eine bisher nicht beschriebene reife, CXCL9*CCR7"e9
cDC1-Subpopulation identifizieren, die die Clusterbildung orchestriert und in
Krebspatienten mit einer verbesserten Prognose assoziiert ist. Bei der scRNA-Seq-
Analyse war auffallig, dass diese cDC1-Subpopulation zwar Reifungsmarker
exprimierte, aber keine Transkripte, die mit Zellmigration assoziiert sind, wie
beispielsweise Ccr7, Fscn1und Smsn1. Die Expression dieser Migrationssignatur war
auf eine weitere reife cDC-Subpopulation beschrankt. Auch ex vivo und in einem in
vitro-Modell konnte bestatigt werden, dass sich im TMM sowohl MHCIINCCR7+ als
auch MHCIIMCCR7m9 cDC1 entwickeln. Gemeinhin wird angenommen, dass die
Reifung und Antigenaufnahme von cDC1 immer auch mit einer erhéhten Mobilitat
durch die Hochregulierung der CCR7-Expression einhergeht?'¢. Diese Arbeit zeigt
dagegen, dass es im Tumorkontext zwei unterschiedliche funktionelle Zustande von
reifen cDC1 gibt, die sich in ihrer CCR7-Expression und migratorischen Kapazitat
unterscheiden, aber beide in der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren. Basierend auf den
Erkenntnissen aus dieser Arbeit sind beide Subpopulationen fir eine erfolgreiche
Antitumor-Immunantwort unverzichtbar: Die CCR7+ cDCs werden bendétigt, um in der
initialen Phase der Antwort Tumorantigene zum drainierenden Lymphknoten zu
transportieren und dort naive tumorspezifische CD8* T-Zellen zu aktivieren. Die
MHCIINCCR7"e9 ¢cDC1 positionieren in einer spateren Phase diese rekrutierten stem-
like CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe in Clustern und stimulieren dort ihre
Differenzierung zu Effektorzellen, die Tumorzellen téten kénnen. Eine dritte Phase
kénnte durch die intratumorale Stimulation der effector-like CD8* T-Zellen durch

CCR7+ cDCs im Tumorgewebe gebildet werden, die perivaskular stattfindet und bei
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der die CCR7+ cDCs IL-15 trans-présentieren, um das Uberleben der effector-like T-
Zellen zu férdern42.

Ob es sich bei den beiden reifen cDC1-Subpopulationen im TMM um funktionelle
Zustande handelt, die durch anhaltende Stimulation sequenziell ineinander ibergehen
oder sich durch unterschiedliche Stimuli unabhangig voneinander aus unreifen cDC1
entwickeln (Abb. 33), konnte in den hier durchgeflihrten Experimenten nicht bestimmt
werden. Es gibt bereits Hinweise darauf, dass sich in Tumoren unreife cDC1 Uber
einen reife CCR7"®9 Zustand in CCR7+ cDC1 entwickeln'3'. Sollte tatsachlich eine
solche sequenzielle Entwicklung stattfinden, ist es durchaus vorstellbar, dass die
Induktion des migratorischen Programms und der CCR7-Expression in den reifen
CCR7"¢9 cDC1 durch Zell-Zell-Interaktionen innerhalb der cDC1-CD8* T-Zell-Cluster
vermittelt wird. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass sich je nach Art und Umfang
der initialen Stimulation der unreifen cDC1 entweder reife CXCL9* oder reife CCR7+
cDC1 entwickeln, die voneinander unabhangig sind (Abb. 33). Ein besseres
Verstandnis der Entwicklung der beiden reifen cDC1-Subpopulationen kénnte dabei
helfen, in Patienten gezielt die unterschiedlichen Phasen der T-Zell-Aktivierung zu

fordern und so die Immunantwort effizienter zu unterstitzen.

A Sequenzielle Entwicklung B Unabhangige Entwicklung

unreife reife CXCL9* reife CCR7+ :
cDCH1 cDC1 cDC1
U 'Z ) ﬁ Tumor
‘
Lymph-
Lymphknoten \
yme Z;J;g) knoten

Abbildung 33: Modelle fiir die Entwicklung der reifen ¢cDC1-Subpopulationen. (A) Unreife
cDC1 entwickeln sich im TMM zunéchst in reife CXCL9+ ¢cDC1, die dann durch eine weitere
Stimulation zu CCR7+ cDC1 differenzieren. (B) Durch unterschiedliche Stimuli entwickeln sich aus
unreifen cDC1 entweder reife CXCL9+ cDC1 oder reife CCR7+ cDC1.

Anstelle einer migratorischen Signatur exprimieren die reifen CXCL9+CCR7"¢ cDCA1

vermehrt Gene fir Integrine (/tgb2, ltgax) und Galektine (Lgals1, Lgals3, Lgals9). Die
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Expression von Galektin-3 (codiert durch Lgals3) ist ebenfalls in geweberesidenten
T-Zellen erhéht?'7218, Des Weiteren werden geweberesidente Populationen von
NK-Zellen haufig durch ihre Integrinexpression definiert?’®. Diese Parallelen kénnten
darauf hinweisen, dass es sich bei der MHCIICCR7"¢ c¢DC1-Subpopulation um
sLumorresidente® cDC1 handelt. Fir diese Hypothese wirde auch der Umstand
sprechen, dass durch eine mechanisch-enzymatische Isolation aller cDC1 aus dem
Tumor verglichen mit mikroskopischen in situ Analysen nur eine sehr geringe Zahl an
MHCIINCCR7™9 ¢DC1 gewonnen werden kann. Betrachtet man nur die
durchflusszytometrische Quantifizierung nach Isolation, wird die Zahl der
MHCIINCCR7"9 cDC1 also deutlich unterschatzt. Dieses Phanomen kdnnte auf die
Expression von Adhasionsmolekilen zurickzufihren sein, die einen Verbleib im
Tumorgewebe vermitteln und so die Isolation der cDC1 aus dem Tumorgewebe
erschweren. Eine solche Ineffizienz bei der Isolierung aus verschiedenen Organen
wurde auch fur residente T-Zellen beschrieben?20.221,

Ob die MHCIINCCR7"ee ¢cDC1 wirklich tumorresident sind, lange im Tumorgewebe
verweilen und nicht auswandern, sollte in weiteren Experimenten festgestellt werden,

beispielsweise durch Nachverfolgung der cDC1 im Tumor mittels Fotokonversion.

4.5 Unterstiitzung der protektiven Antitumor-immunantwort durch
die CXCL9/CXCL10-CXCR3-Achse

Diese Arbeit konnte zeigen, dass die Bildung der cDC1-CD8+ T-Zell-Cluster von der
CXCL9/CXCL10-CXCR3-Achse abhéangig ist. Die Achse war nicht nur wichtig fur die
Rekrutierung der CD8* T-Zellen in das TMM, sondern auch fiir das Zusammenfinden
der MHCIINCCR7"e9 ¢cDC1 und der stem-like CD8* T-Zellen in den Clustern. Diese
Erkenntnis stimmt mit den Resultaten einer anderen Studie Uberein, die ebenfalls
zeigt, dass CXCL9/CXCL10-CXCR3-Signale neben der Rekrutierung noch weitere
Funktionen im TMM erflllen und so die Antitumor-Immunantwort unterstitzen'33. Es
ist wichtig zu erwdhnen, dass im in dieser Arbeit untersuchten Modell die
CXCL9-Produktion von cDC1 besondere Relevanz hat, aber grundséatzlich auch
andere Immunzellpopulationen im Tumor, wie zum Beispiel Makrophagen, CXCL9 und

CXCL10 produzieren kénnen'91,
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In den PGE2-produzierenden BRAFV69E-Progressortumoren blieb die Bildung von
cDC1-CD8* T-Zell-Clustern aus und die Antitumor-Immunantwort war ineffektiv. Eine
Studie, die ebenfalls das BRAFV60E-Melanommodell untersucht, konnte zeigen, dass
das von den Tumorzellen produzierte PGE2 die CXCL9-Produktion von ¢cDC1 im TMM
hemmt'58, In den BRAFV800E-Tumoren tritt also eine Inhibierung der spezifischen
Funktion der MHCIINCCR7"9 ¢cDC1-Subpopulation auf, die zur Folge hat, dass die
Tumoren nicht abgestoBen werden. Dieser Zusammenhang unterstreicht noch einmal
die Wichtigkeit der MHCIINCCR7"¢9 CXCL9-produzierenden cDC1-Subpopulation.

In dieser Arbeit wurde die Bildung von cDC1-CD8* T-Zell-Clustern in Tumorbiopsien
humaner HNSCC-Patienten untersucht. Interessanterweise wurden auch im TMM von
Darmkrebspatienten Cluster aus aktivierten CD8* T-Zellen und
CXCL9/CXCL10-produzierenden  myeloischen  Zellen  beobachtet?®>.  Der
Mechanismus der CXCL9/CXCL10-vermittelten Clusterbildung kénnte also auch in
humanen Tumoren konserviert sein. Ob es sich bei den
CXCL9/CXCL10-produzierenden Immunzellen in den Clustern grundséatzlich um reife

CCR7"9 cDC1 handelt, muss in weiteren Studien bestétigt werden.

4.6 Abhéangigkeit der Funktion der MHCII""CCR7m¢9 ¢cDC1 von IFNy

Die Produktion von CXCL9 und CXCL10 durch cDC1 und andere Immunzellen wird
als Antwort auf eine Stimulation mit IFNy induziert'®?. Tats&achlich sind neben Cxcl9
und Cxcl10 viele weitere der differenziell exprimierten Gene der reifen CCR7"e9
cDC1-Subpopulation mit einer IFNy-Antwort assoziiert (Daten in dieser Arbeit nicht
gezeigt, siehe Referenz '77). So findet man in der Gensignatur der reifen CCR7"e9
c¢DC1 auch die durch IFNy induzierten Gene Irf7 (engl. Interferon regulatory factor 7)
und Ifitm3 (engl. Interferon-induced transmembrane protein 3), aber auch Jak2
(Januskinase 2), welches wichtig fur die Signallbertragung durch den IFNy-Rezeptor
ist?23, Zusatzlich zu dieser IFNy-gepragten Gensignatur konnte diese Arbeit in einem
in vitro-Modell zeigen, dass die MHCIINCCR7"9 ¢cDC1-Subpopulation verglichen mit
den anderen zwei Subpopulationen besonders empfanglich fir eine IFNy-Stimulation
ist. Es ist also davon auszugehen, dass die Funktion von MHCIINCCR7"9 ¢cDC1 vom
Vorhandensein von IFNy abhéangig ist. Im TMM produzieren Tu1-Zellen, effector-like

CD8* T-Zellen und NK-Zellen IFNy224225_ NK-Zellen infiltrieren schon zu einem friihen
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Zeitpunkt des Tumorwachstums das TMM und rekrutieren dort cDC1, die daraufhin die
Infiltration von T-Zellen in den Tumor orchestrieren''s. Dieser zeitliche Ablauf legt die
Vermutung nahe, dass das von NK-Zellen produzierte IFNy die
CXCL9/CXCL10-Produktion in den MHCIINCCR7"e9 ¢cDC1 induziert, die daraufhin die
infiltrierenden stem-like CD8+* T-Zellen in Clustern positionieren. Durch die T-Zell-
Stimulation der stem-like CD8+ T-Zellen innerhalb der Cluster entstehen dann
effector-like CD8+* T-Zellen, die ihrerseits IFNy produzieren und so die
CXCL9/CXCL10-Produktion und die Clusterbildung durch die MHCIINCCR7"9 c¢DCH
weiter unterstitzen koénnten. Zur Bestétigung dieser Hypothese sind weitere
Experimente nétig, die zeigen, welche Zellen zu welchem Zeitpunkt die Quelle fur IFNy
bilden.

Es wurden auch in anderen Modellen cDCs beschrieben, deren Gensignatur von einer
IFN-Antwort gepragt ist. In Modellen far Fibrosarkome und Kolonkarzinome, die
unabhéangig von cDC1 vom Immunsystem abgestoBen werden, wurden cDC2-ahnliche
cDCs beobachtet, die durch eine Typ | IFN-induzierte Gensignatur charakterisiert
sind?%0, In einem murinen Infektionsmodell der Lunge spielen ebenfalls cDCs eine
Rolle, die eine IFN-abhangige Gensignatur zeigen226. Eine weitere Untersuchung von
IFN-induzierten funktionellen Zustadnden von cDCs in Tumoren und Infektionen kénnte
also wertvolle Erkenntnisse zur Heterogenitdt dieser Zellen wahrend einer
Immunantwort und zu neuen Therapieansatzen liefern. Hierbei sollte beachtet werden,
dass eine Erh6hung der intratumoralen IFNy-Konzentration, die eventuell die Bildung
von cDC1-CD8* T-Zell-Clustern férdern kbénnte, auch gegenteilig wirken und das

Tumorwachstum unterstiitzen kann227.228,

4.7 Mégliche Wirkungen von Immuntherapien auf cDC1-CD8* T-Zell-

Cluster

Das Vorhandensein der CXCL9+CCR7"¢9 cDC1-Gensignatur im TMM korrelierte in den
Analysen aus dieser Arbeit mit dem Erfolg einer ICI-Therapie in Melanompatienten.
Zukunftige Experimente kdnnten untersuchen, welcher Zusammenhang zwischen
ICI-Therapie und intratumoralen cDC1-CD8+* T-Zell-Clustern besteht und ob eine

solche Therapie in Progressortumoren die Bildung von Clustern induzieren kann. In
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den Clustern waren hauptséachlich stem-like CD8* T-Zellen lokalisiert, die —wenn auch
in einem geringeren MaBe als die effector-like CD8* T-Zellen — PD-1 exprimierten. In
einigen murinen Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass eine ICI-Therapie mit
anti-PD-1-Antikdrpern vor allem auf diese stem-like T-Zell-Population wirkt, wéhrend
die effector-like T-Zell-Population weniger stark auf die Therapie reagiert'36.141. Eine
verstarkte Expansion und Effektordifferenzierung der stem-like CD8* T-Zellen nach
Behandlung mit anti-PD-1-Antikérpern kdnnte also auch Auswirkungen auf die
cDC1-CD8* T-Zell-Cluster haben. Es ist vorstellbar, dass die Cluster durch die
gesteigerte Expansion mehr T-Zellen beherbergen und deshalb gréBer werden. Auch
die Ki-67-Expression der T-Zellen im Cluster kénnte erhdht sein. Es kénnte allerdings
auch sein, dass eine ICI-Therapie mit anti-PD-1-Antikérpern sich nicht in den
cDC1-CD8* T-Zell-Clustern manifestiert, sondern nach der Behandlung auch CD8*
T-Zellen auBerhalb der Cluster besser proliferieren kénnen und mehr Ki-67
exprimieren. AuBerdem koénnte durch die Unterstitzung der Effektordifferenzierung
der stem-like CD8+ T-Zellen durch anti-PD-1 die Anzahl an effector-like CD8* T-Zellen
im Tumorgewebe steigen. Da sich in unserem Modell die effector-like CD8+ T-Zellen
gegensatzlich zu den stem-like T-Zellen praferenziell im Tumor-Parenchym aufhielten,
sollten also bei der Beurteilung der Wirkung einer anti-PD-1-Behandlung nicht nur die

stromalen Regionen mit den Clustern analysiert werden.

In humanen Patienten ist noch nicht abschlieBend geklart, ob eine Behandlung mit
anti-PD-1-Antikérpern  eher  stem-like oder effector-like CD8* T-Zellen
beeinflusst!37.181.229.230 AyBerdem gibt es einige Studien, die zeigen, dass ein Effekt
von anti-PD-1-Antikérpern auf die stem-like CD8* T-Zellen in Tumor-drainierenden
Lymphknoten eine wichtige Rolle spielt, da diese ein Reservoir fir Tumor-spezifische
stem-like CD8* T-Zellen bilden?3'.232, Die Untersuchung der Wirkung einer
ICI-Therapie auf die cDC1-CD8+* T-Zell-Cluster als Nische fur die intratumorale
Stimulation von stem-like CD8* T-Zellen, kdnnte daher weitere Erkenntnisse uber die
Wirkweise dieser Therapieform liefern. In diesem Zuge kdnnte zuklnftig auch
untersucht werden, inwiefern das Vorhandensein von cDC1-CD8+ T-Zell-Clustern ein
Ansprechen auf eine anti-PD-1 ICI-Therapie beglnstigt und auf welche Weise die

Clusterbildung in humanen Tumoren geférdert werden kann.
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5 Appendix

5.1 Erganzende Daten

5.1.1 Liste der 88 ausgewéhlten immunrelevanten Gene zur Primergenerierung

far die Einzelzell-RNA-Sequenzierung

Adcy6
Adora2a
Akt1
Ankrd33b
Anxa3
Arhgap28
Bmp2k
Cacnb3
Ccrl2
Ccser2
Cd276
Cd70
Cdso
Cdkn2b
Ciita
Clec9a
Clnk

Clu

Creb1
Crem
Dap
E130311K13Rik
Eno2
Etv3

Extl1

Fah
Gal3st2
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Gpr52
Gyg
H2-D1
H2-K2
Hivep1
Icosl
Ifna4
Ifnb1
Ifnl3
Insm1
Itgh8
Lilrb4a
Mycl
Net1
Nfatc1
Nrda1
Nr4a2
Nr4a3
Nudt17
Ogfrl1
Pcgf5
Ptkfb3
Phf24
Pias3
Pik3ca
Poglut1
Ptger1
Ptger2
Ptger3
Ptger4
Pvr
Rabgap1l
Rnf115
Samsn1
Sbno2

Serinch
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Sirpa
Slc16a1
Slc16a3
Slc16a7
Slc16a8
Slc22a23
Slc2a1
Slco5a1
Socs2
Spred1
Spsb1
Stap2
Tap1
Tap2
Timd4
Tmem123
Tnfaip3
Tnfsf18
Tnfsf4
Vsig10
Vicn1
Xcr1
Zbtb46
Zc2hcla
Zfand6
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5.2 Glossar

3D
ACK-Puffer
APC
BATF3
BRCA
BSA
CAF
CCL
CCR

CD

cDC
CDP
CLEC9A
CLR
CMoP

CMP
COX
CpG
CPS
CXCL
CXCR
DC
DMEM
DTX
EDTA
FACS

FasL
FCS
FIt3(L)
FMO

dreidimensional

Ammonium-Chlorid-Kalium-Puffer

Antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)

Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor 3
Brustkrebs (breast cancer)

Bovines Serumalbumin

Tumor-assoziierter Fibroblast (cancer-associated fibroblast)
C-C motif chemokine ligand

C-C motif chemokine receptor

Cluster of differentiation

Konventionelle dendritische Zelle (conventional dendritic cell)
Allgemeine DC-Vorlauferzelle (common dendritic cell progenitor)
C-type lectin domain-containing 9A

C-Typ-Lektin-Rezeptor (C-type lectin receptor)

Allgemeine  Monozyten-Vorlauferzelle  (common  monocyte
progenitor)

Myeloische Stammzelle (common myeloid progenitor)
Zyklooxygenase (cyclooxygenase)

5’-Cytosin-Phosphat-Guanin-3’

Combined Positive Score

C-X-C motif chemokine ligand

C-X-C motif chemokine receptor

Dendritische Zelle (dendritic cell)

Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium

Diphtherietoxin

Ethylendiamintetraessigsaure (ethylenediaminetetraacetic acid)
Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence-activated cell
sorting)

Fas Cell Surface Death Receptor Ligand

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

Fms-like tyrosine kinase 3 (ligand)
Fluorescence  minus  one, Negativkontrolle ~ fir  eine

Antikdrperfarbung bei der Durchflusszytometrie
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FSCN1
FTY720
GFP
GM-CSF
H&E
H2-Kb

HNSCC

HSC
HR

ID2
Ifitm
IFN

i.p.
IRF

Itg
Jak2
Kl
KLF4
KO
LAMP3
LUAD
MDP

MHC

MHCI
MHCII
moDC
MPP
NFIL3
NLR
NOD

Fascin actin-bundling protein 1

Fingolimod; Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptorantagonist

Grun fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Hamatoxylin und Eosin

Haplotyp fur die schwere Kette (heavy chain) im MHCI-Komplex in
C57BL/6-Méausen

Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (head and neck
squamous cell carcinoma)

Hamatopoietische Stammzelle (hematopoietic stem cell)
Hazard-Ratio, MaB fir das Risikoverhaltnis zwischen zwei
Patientengruppen

Inhibitor of DNA binding 2

Interferon-induced transmembrane protein

Interferon

Interleukin

Intraperitoneal

Interferon regulatory factor

Integrin

Januskinase 2

Kunstliche Intelligenz

Kriippel-like factor 4

Knockout

Lysosomal Associated Membrane Protein 3

Lungenkarzinom (/lung adenocarcinoma)

Vorlauferzelle fir Makrophagen und dendritische Zellen
(macrophage-dendiritic cell progenitor)
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility
complex)

MHC Klasse | (MHC class |)

MHC Klasse Il (MHC class 1)

DC monozytischen Ursprungs (monocyte-derived dendritic cell)
Multipotente Vorlauferzelle (multipotent progenitor)

Nuclear Factor, Interleukin-3 regulated

NOD-ahnlicher Rezeptor (NOD-like receptor)

Nucleotide-binding oligomerization domain
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NOTCH2
ns
OT-I T cells

OVA
PBS
PD-1
PD-L1/2
PDAC

pDC

PGE2
Poly(1:C)
RIG-I

RKls

RLR

RPMI

s.C.

SARC
scRNA-Seq
SEM
SIINFEKL (S8)

SIRPa
SKCM
t

TCF1
TCR
TGFB
TIM-3
TLR
TLS
T™MM
TNF

Neurogenic locus notch homolog protein 2

Nicht signifikant

Transgene CD8+ T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor ausschlieBlich fir
das Ovalbumin-Peptid SIINFEKL spezifisch ist (MHC class I-
restricted, ovalbumin-specific, CD8* T cells)

Ovalbumin

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate-buffered saline)
Programmed cell death protein 1

Programmed cell death ligand 1/2

Duktales Pankreas-Adenokarzinom (pancreatic ductal
adenocarcinoma)

Plasmazytoide dendritische Zelle (plasmacytoid dendritic cell)
Prostaglandin Ez

Polyinosinsdure:Polycytidylsdure

Retinoic acid inducible gene |

Regionen mit kritischen Informationen

RIG-I-ahnlicher Rezeptor (RIG-I-like receptor)

Roswell Park Memorial Institute-Medium

Subkutan (subcutaneous)

Sarkom (sarcoma)

Einzelzell-RNA-Sequenzierung (single cell RNA sequencing)
Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
Ovalbumin-Peptid (Aminosaure 257-264), das auf H2-Kb (MHCI)
prasentiert wird

Signal regulatory protein a

Hautkrebs (skin cutaneous melanoma)

Tag

T cell factor 1

T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

Transforming growth factor beta

T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3
Toll-dhnlicher Rezeptor (toll-like receptor)

Tertiare lymphatische Strukturen (tertiary lymphoid structures)
Tumormikromilieu

Tumor necrosis factor
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tSNE

UMAP

XCL1

XCR1
ZsG

t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding, statistische Methode
zur Visualisierung hochdimensionaler Daten

Uniform Manifold Approximation and Projection, statistische
Methode zur Visualisierung hochdimensionaler Daten

X-C motif chemokine ligand 1

X-C motif chemokine receptor 1

ZsGreen
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Betreuung meiner Promotion héatte ich mir nicht vorstellen kénnen.

Bei meinem Mentor Prof. Dr. Percy Knolle bedanke ich mich fir die tolle Zeit an seinem Institut
und die hilfreichen Diskussionen zu meiner Arbeit.

Ich danke auBerdem Prof. Dr. Angelika Schnieke, die sich die Zeit genommen hat, ein Teil

meines Prufungskomitees zu sein und meine Promotion zu begleiten.

Wéhrend meiner Promotion habe ich mit wunderbaren Kolleginnen und Kollegen gearbeitet,
die zu Freundinnen und Freunden geworden sind. Mein Dank gilt vor allem Anna-Marie Pedde,
Anna Hirschberger, Felix Bayerl, Sebastian Lacher, Lukas Ramsauer und Thomas Rudolph
fir die Zusammenarbeit und Unterstiitzung im Labor, aber auch fir unsere gemeinsamen
Erlebnisse auBerhalb der Arbeit. Ich werde unsere Arbeitsgruppe vermissen.

Auch bei allen weiteren Mitgliedern des Instituts fir molekulare Immunologie bedanke ich mich
an dieser Stelle fir ihre Unterstiitzung, besonders bei Silke Hegenbarth, Savvoula Michailidou,
Josef StraBmair und Irina Rodionova.

Herzlich danke ich auch allen Co-Autoren der Publikation in Cancer Cell, die wédhrend meiner
Promotion entstanden ist, fir die Zusammenarbeit, insbesondere Dr. Gustavo de Almeida,

Moritz Knolle und Dr. Georgios Kaissis.

Besonderer Dank gebuhrt meiner Familie: meinen Eltern Andrea Meiser und Jurgen Frische,
die nicht nur wahrend der Promotion, sondern auch auf meinem Weg dorthin, immer fir mich
da waren und mich unterstltzt haben, wo sie nur konnten. Das gilt auch fiir meine GroBeltern
Werner und Agnes Meiser.

Petra Frank danke ich flr das Korrekturlesen meiner Arbeit.

AbschlieBend danke ich meinem Partner Philipp Frank fir seinen Optimismus und sein
Vertrauen, die mir durch die schwierigen Phasen der Promotion geholfen haben, und dafir,

dass er immer sofort zur Stelle war, wenn ich ihn brauchte.
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7 Eidesstattliche Erklarung

Ich, Philippa Paulina Meiser, erklére an Eides statt, dass ich die bei der promotionsfiihrenden Einrichtung
Graduate Center of Medicine and Health (School of Medicine and Health) der Technischen Universitat Miinchen

zur Promotionsprifung vorgelegte Arbeit mit dem Titel:

Die Orchestrierung der CD8+* T-Zell-vermittelten Antitumor-Immunantwort durch eine immunostimulatorische cDC1-

Subpopulation

unter der Anleitung und Betreuung durch Dr. Jan P. Bottcher ohne sonstige Hilfe erstellt und bei der Abfassung nur

die gemaB § 7 Abs. 6 und 7 angegebenen Hilfsmittel benutzt habe.

Ich habe keine Organisation eingeschaltet, die gegen Entgelt Betreuer*innen fur die Anfertigung von
Dissertationen sucht, oder die mir obliegenden Pflichten hinsichtlich der Prifungsleistungen flr mich ganz oder

teilweise erledigt.

Ich habe die Dissertation in dieser oder &ahnlicher Form in keinem anderen Prufungsverfahren als

Prifungsleistung vorgelegt.

Teile der Dissertation wurden in Cancer Cell, Volume 41, Issue 8, August 2023 (DOI:
10.1016/j.ccell.2023.06.008) verdffentlicht.

[x] Ich habe den angestrebten Doktorgrad noch nicht erworben und bin nicht in einem friiheren

Promotionsverfahren fiir den angestrebten Doktorgrad endgliltig gescheitert.

[0 Ich habe bereits am bei der promotionsfuhrenden  Einrichtung

der Hochschule

unter Vorlage einer Dissertation mit dem Thema

die Zulassung zur Promotion beantragt mit dem Ergebnis:

[x] Ich habe keine Kenntnis Uber ein strafrechtliches Ermittlungsverfahren in Bezug auf wissenschaftsbezogene

Straftaten gegen mich oder eine rechtskréftige strafrechtliche Verurteilung mit Wissenschaftsbezug.

Die offentlich zugangliche Promotionsordnung sowie die Richtlinien zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis
und fuir den Umgang mit wissenschaftlichem Fehlverhalten der TUM sind mir bekannt, insbesondere habe ich die
Bedeutung von § 27 PromO (Nichtigkeit der Promotion) und § 28 PromO (Entzug des Doktorgrades) zur Kenntnis

genommen. Ich bin mir der Konsequenzen einer falschen Eidesstattlichen Erklédrung bewusst.
Mit der Aufnahme meiner personenbezogenen Daten in die Alumni-Datei bei der TUM bin ich

[x] einverstanden, [ nicht einverstanden.
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