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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Konventionelle dendritische Zellen Typ 1 (cDC1) sind ein zentraler Bestandteil einer
wirksamen anti-tumoralen Immunantwort. Sie sind in der Lage, tumorantigen-spezifische
CD8* T Zell Antworten zu initiieren und innerhalb der Tumormikroumgebung (TMU) zu steuern.
Die Regulierung dieser Funktion und ihre potenzielle Unterwanderung durch Tumoren zur

Umgehung des Immunsystems sind bisher jedoch nicht ausreichend erforscht.

In dieser Arbeit wurde die Rolle von cDC1 in der anti-tumoralen Immunantwort und die
Beeinflussung ihrer Funktion durch von Tumoren produziertes Prostaglandin E2 (PGE.,)
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass intratumorale cDC1 durch PGE; in ihrer Funktion, CD8*
T Zell Antworten innerhalb der TMU zu steuern, gestért wurden. Dies war allerdings nicht auf
eine generelle Blockade ihrer Aktivierung zurlckzufiihren. Vielmehr waren cDC1 in ihrer
Fahigkeit lokal eingeschrankt, Chemokine und Zytokine zu produzieren, die essentiell fir die
Unterstltzung intratumoraler CD8* T Zellen sind. Diese spezifische Funktionsstérung konnte
auf die Aktivierung des cAMP-Signalwegs Uber die PGE. Rezeptoren EP2 und EP4
zurUckgefuhrt werden, was letztendlich zum Verlust des Transkriptionsfaktors IRF8 fiihrte. Die
Blockade der PGE,-EP2/EP4-IRF8-Achse in cDC1 verhinderte diese Funktionsstérung,
wodurch eine effiziente Orchestrierung der anti-tumoralen CD8" T-Zell Antwort ermdglicht
und eine vollstandige Immunkontrolle des Tumors erreicht wurde. Versuche mit humanem
Probenmaterial zeigten, dass der PGE.-Signalweg in humanen cDC1 eine sehr dhnliche
Dysfunktion induzierte und mit einer fehlenden Immunkontrolle humaner Tumoren sowie einer

schlechten Uberlebensprognose von Krebspatienten assoziiert ist.

Insgesamt decken die hier prasentierten Ergebnisse einen bisher unbekannten Mechanismus
der Immunevasion von Tumoren auf, bei dem PGE; intratumorale cDC1 gezielt dabei hemmt,
die Migration und Expansion von CD8* T Zellen in der TMU zu steuern. Die Analysen humaner
Tumorproben legen nahe, dass dysfunktionale cDC1 in Patienten lokal zu einer
unzureichenden T Zell Antwort gegen Krebs beitragen. Die Ergebnisse unterstreichen, dass
die Steuerung intratumoraler CD8* T Zellen durch cDC1 fir eine effektive Immunantwort von
zentraler Bedeutung ist. Strategien zur Verhinderung der cDC1-Dysfunktion kdnnten die
Effektivitat anti-tumoraler Immunreaktionen verstarken und die Wirksamkeit cDC1 basierter
Immuntherapien verbessern. Durch die Identifizierung der beteiligten Mechanismen er6ffnet
die Studie neue Wege zur Verstdrkung der Immunantwort gegen Krebs und Verbesserung

potenzieller therapeutischer Strategien.
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Abstract

Abstract

Conventional type 1 dendritic cells (cDC1) are critical for effective anti-tumor immune
responses. They are able to initiate antigen-specific CD8" T cell responses and orchestrate
them within the tumor microenvironment. However, the regulation of this function and its

potential subversion by tumors to evade the immune system have not been well understood.

In this work, the role of intratumoral cDC1 for anti-cancer immunity and the interference of
their function by tumor-derived prostaglandin E2 (PGE;) were investigated. Here, intratumoral
cDC1 were found to be disrupted by PGE: in their function to orchestrate CD8* T cell
responses within the tumor microenvironment. However, this was not due to a general
blockade of their activation but rather a local impairment of their ability to produce
chemokines and cytokines essential for supporting intratumoral CD8* T cells. This specific
dysfunction of cDC1 could be attributed to an activation of the cAMP signaling pathway via
the PGE: receptors EP2 and EP4, which ultimately led to loss of the transcription factor IRF8.
Blockade of the PGE,-EP2/EP4-IRF8 axis in cDC1 prevented this dysfunction, allowing them
to efficiently orchestrate the anti-tumor CD8" T cell response, thereby achieving complete
immune control of the tumor. Experiments using human samples showed that the PGE;
pathway induced a very similar dysfunctionality in human cDC1 and was associated with a

lack of immune control of human tumors and poor survival prognosis of cancer patients.

Overall, the results presented here reveal a previously unknown mechanism of tumor immune
evasion in which PGE; specifically inhibits intratumoral cDC1 from directing the migration and
expansion of CD8" T cells in the tumor microenvironment. Analyses of human tumor samples
suggest that dysfunctional cDC1 in patients contribute locally to an inadequate T cell
response against cancer. The results highlight the central role of intratumoral cDC1 for anti-
tumor immunity. Strategies to prevent cDC1 dysfunction could enhance the effectiveness of
anti-tumor immune responses and improve the efficacy of cDC1-based immunotherapies. By
identifying the mechanisms involved, this study opens new avenues for enhancing anti-cancer

immune responses and improving potential therapeutic strategies.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Dendritische Zellen: Die Verbindung zwischen angeborener und
erworbener Immunitat

Dendritische Zellen (DC; Engl.: Dendritic cell) sind in der Lage, Krankheitserreger und malign
transformierte Zellen zu erkennen und adaptive Immunantworten einzuleiten, und spielen eine
zentrale Rolle bei der Steuerung von Effektor T Zellen '. Als Wachter Zellen sind sie im ganzen
Kérper zu finden, insbesondere in lymphatischen Organen und an Grenzflachen zur Umwelt
wie dem Darm und der Haut. Sie untersuchen kontinuierlich ihre Umgebung und sind an der
Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase beteiligt, indem sie in Abwesenheit
inflammatorischer Signale die periphere T Zell-Toleranz verstarken 2°. Sobald jedoch
inflammatorische Signale, wie Pathogene oder transformierte Zellen, erkannt werden, erfolgt
die Aktivierung der DC. Dabei phagozytieren DC die als fremd erkannten Antigene, zerlegen
diese in Peptidketten und prasentieren sie auf ihrer Oberflache gegenuber Effektor T Zellen,
die dadurch selber aktiviert werden und die infizierten oder transformierten Zellen eliminieren.
Zudem sezernieren aktivierte DC auch Zytokine und Wachstumsfaktoren, die
Immunreaktionen verstarken und modulieren. Morphologisch unterscheiden sich DC von

anderen mononukledren Phagozyten durch ihre verzweigte "dendritische" Morphologie.

Abbildung 1: Dendritische Zellen (DC).

Namensgebend sind ihre zahlreichen ,,dendritischen® Membranfortsétze, mit denen sie konstant ihre Umgebung
abtasten. Links: Schema, das in dieser Arbeit zur Reprasentation von DC verwendet wird. Rechts: Humane DC
unter dem Mikroskop, gefarbt mit Hamatoxylin und Eosin *.
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Einleitung

1.1.1 Die Entwicklung dendritischer Zellen aus hamatopoetischen Stammzellen
Der Begriff DC beschreibt eine komplexe Familie an Zellen des angeborenen Immunsystems,
die sich bereits wahrend ihrer Ontogenese in verschiedene Untergruppen differenzieren °. lhre

Entwicklung besteht aus einer mehrstufigen Differenzierungskaskade °

, beginnend im
Knochenmark. Hier entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen (HSC; Engl.:
Hematopoeitic stem cells) multipotente Progenitorzellen, die sich in myeloide (CMP; Engl.:
Common myeloid progenitor) sowie lymphoide (CLP; Engl.. Common lymphoid progenitor)
Vorlauferzellen differenzieren. CMP differenzieren zu Granulozyten-Makrophagen-Vorlaufern
(GMP; Engl.: Granulocyte-Macrophage progenitor) sowie Monozyten-DC-Vorlaufern (MDP;
Engl.: Monocyte-DC progenitor). GMP entwickeln sich noch im Knochenmark Uber
Monozyten-Vorlauferzellen (cMoP; Engl.: Common monocyte progenitor) zu Monozyten °, die
aus dem Knochenmark Uber den Blutkreislauf in periphere Gewebe wandern und sich dort in
Monozyten-DC (mo-DC; Engl.: Monocyte-derived dendiritic cell), in der Epidermis Langerhans

t 7,8

Zellen (LC; Engl.: Langerhans cell) genannt *°, entwickeln. MDP entwickeln sich in DC-

) 9,10

Vorlauferzellen (CDP; Engl.: common DC progenitor) >'°, welche im Knochenmark bereits ihre

" Uber den Blutkreislauf erreichen

Differenzierung in pra-cDC1 sowie pra-cDC2 erhalten
diese Zellen sowohl periphere als auch lymphoide Gewebe, wo sie ihre finale Differenzierung
zu cDC1 und cDC2 (Konventionelle DC; von engl.: conventional) erhalten ''. Eine aktuelle
Studie konnte zudem zeigen, dass DCS3, anders als cDC1 und cDC2, von einem Ly6C*
Monozyten-DC-Vorlaufer (Ly6C*MDP) abstammen, welcher als pra-DC3 das Knochenmark
verlasst um in peripheren Geweben in DC3 zu differenzieren . Anders als es der Name
vermuten lasst, entstammen plasmazytoide DC (pDC) den lymphoiden Vorlauferzellen (CLP)
und differenzieren bereits im Knochenmark vollstandig. Sie durchlaufen dabei das Stadium
der B-Zell-lymphoiden Vorlauferzellen (BLP; Engl.: B-cell-biased lymphoid progenitor), und

der pra-pDC *, bevor sie als pDC tiber den Blutkreislauf in das Gewebe einwandern.

14
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Abbildung 2: Hierarchisches Modell der Hamatopoese dendritischer Zellen.

Die Abbildung zeigt die Entwicklung der dendritischen Zellen cDC1, cDC2, DC3, mo-DC und pDC aus
gemeinsamen Vorlduferzellen. HSC, Hamatopoetische Stammzelle; CMP, Myloide Vorlauferzelle; CLP, Lymphoide
Vorlauferzelle; MDP, Monozyten-DC-Vorlauferzelle; GMP, Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzelle; BLP, B-
Zell-lymphoide Vorlauferzelle; CDP, DC-Vorlauferzelle; cMoP, Monozyten-Vorlauferzelle; pDC, Plasmazytoide DC;
cDC, Konventionelle DC; mo-DC, Monozyten-DC; LC, Langerhans-Zelle

2014 fuhrte man fir cDC1 und cDC2 den Oberbegriff ,,konventionelle” dendritische Zellen ein
um die wachsende Fllle an Gewebe-, Art- und Krankheitsspezifischen
Untergruppenbezeichnungen einzugrenzen und zu vereinheitlichen °. Je nachdem, ob pra-
cDC1 aus dem Blutkreislauf direkt in lymphatische oder periphere Gewebe wandern,

bezeichnet man die Zellen als residente oder nicht-residente cDC1 ™.

1.1.2 DC-Arbeitsteilung bei der Steuerung von T Zell Antworten

DC sind aufgrund ihrer besonderen Fahigkeit zur Antigenprésentation und Initiierung von T
Zell Antworten von groBer Bedeutung fur die medizinische Forschung. Dabei ist jede DC-
Untergruppe jedoch auf eine andere Art der T Zell Interaktion spezialisiert. Ein genaues
Verstéandnis der Entwicklung, Funktion und Regulation der verschiedenen Untergruppen von
DC ist, aufgrund ihrer prominenten Rolle bei der Steuerung verschiedener physiologischer
und pathologischer Prozesse, essentiell fir die damit einhergehenden mdglichen

Therapieansatze '

und Bestandteil aktueller Forschung. Generell gibt es sehr groBe
Gemeinsamkeiten zwischen humanen und murinen DC und ihren Untergruppen '>'°. Die

vorliegende Arbeit behandelt die bekannten murinen Untergruppen und ihre beschriebenen
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Pendants im humanen Korper. In Tabelle 1 sind die verschiedenen Untergruppen inklusive
ihrer Funktionen, der flr ihre Identifikation hilfreichen einzigartigen Oberflachenmarker, sowie

ihrer fUr ihre Entwicklung essentiellen Transkriptionsfaktoren zusammengefasst.

Tabelle 1: Wichtige Transkriptionsfaktoren, Oberflichenmarker und Funktionen der Untergruppen
dendritischer Zellen.
Aklrzungen: (L), exprimiert in lymphatischem Gewebe; (P), exprimiert in nicht-lymphoidem Gewebe

s SSEAELE Oberflachenmarker Funktion
Untergruppe TF
cDC1 BATF3 "/ Maus: CD11c, MHC-II, Priming und
IRF8 '8 CLEC9A, CD8a (L), Kreuzprasentation zu CD8*
ZNF366 CD103 (P) ® und CD4* T Zellen
Produktion von T Zell
Human: CD11c, HLA-DR,  stimulierenden Zytokinen *°
CD141, CLEC9A ?
cDC2 IRF4 22 Maus: CD11c, MHC-II, Priming und Antigen-
ZEB2 % CD11b, CD172a prasentation zu CD4* T Zellen
5,22
Human: CD11c, HLA-DR,
CD1c, CD1b
DC3 KLF4 Maus: CD16, CD32, Induktion von Th17 T Zell
IRF8 CD172a ™ Antworten '
12
Human:

CD163, Clec12a, CD209a

24,25

E2-2 % Maus: CD11c, Bst2, Typ | und Il IFN Sekretion #°
B220, MHC-||"edrig

Human: HLA-DR, CD303,

CD123
mo-DC KLF4 Maus: CD11c, CD11b, Gewebshomdostase 2’
MAFB % CD64, MerTK, CD88 Werden bei Inflammation
rekrutiert um T Zell Antworten
Human: CD11c, CD11b, zu unterstitzen %
CD1a, CD1b, CD206, Induktion von Th17 T Zell
CD209, CD172A Antworten 28

Aktuelle Forschung hat mit Hilfe von Einzelzellanalysen eine erhebliche Heterogenitét
innerhalb der klassisch definierten DC-Untergruppen aufgezeigt ?°. So wurden beispielsweise
neben den in Tabelle 1 aufgelisteten Untergruppen in humanen als auch murinen Geweben
AXL* DC identifiziert, die sowohl Eigenschaften von cDC als auch pDC aufweisen. Diese DC
prasentieren Antigene, produzieren aber kein Typ-I-IFN, und man geht davon aus, dass sie

eine transitorische DC-Untergruppe (tDC) darstellen .
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1.2 Die cDC1-vermittelte anti-tumorale Immunantwort

cDC1 sind ein integraler Teil der adaptiven Immunantwort gegen Krebs, da sie in der Lage
sind transformierte Zellen zu identifizieren, I6sliche Faktoren zu sezernieren, welche die
Mikroumgebung des Tumors konditionieren, und tumorassoziierte Antigene zu préasentieren,
um T Zell Antworten auszulésen *'. Verschiedene praklinische Modelle haben gezeigt, dass
das Vorhandensein von cDC1 unabdingbar fir die CD8* T Zell-vermittelte Bek&mpfung von

17,32-34

Infektionen oder die Regression immunogener Tumoren , sowie den Erfolg T Zell

basierter Imnmuntherapien ist *>*°.

1.2.1 cDC1 steuern CD8* und CD4* T Zell Antworten

Im Zusammenhang mit CD8" T Zell vermittelten Immunantworten spielen cDC1 eine wichtige
Rolle aufgrund ihrer Spezialisierung zur Kreuzprasentation exogener Antigene *’. Sie lassen
sich durch eine hohe Oberflachenexpression von CD11c und MHC-II (bei Menschen HLA-
DR), sowie CD8a (residente cDC1) oder CD103 (nicht-residente cDC1; bzw. CD141 im

humanen Korper) *

identifizieren. lhre Entwicklung ist zudem von der Aktivitdt der
Transkriptionsfaktoren BATF3 sowie IRF8 abhangig ''®%. Nach der Aufnahme fremdartiger
Antigene migrieren cDC1 in den n&chstgelegenen Lymphknoten, wo sie naive T Zellen durch
den ersten Kontakt mit Antigen aktivieren und expandieren (,,Priming”). Dort kénnen sie CD8*
T Zellen durch Kreuzpradsentation von Fremdantigenen auf Molekilen der
Haupthistokompatibilitdtskomplexe (MHC-I; Engl.: Major histocompatibility complex), bzw.

CD4* T Zellen durch Antigenprasentation auf MHC-II, stimulieren.

Th, Zelle

Abbildung 3: Stimulation von CD4* und CD8* T Zellen durch cDC1.

Aktivierte cDC1 kénnen CD4* T Zellen durch Antigenprasentation auf MHC-Il und CD8* T Zellen durch
Kreuzprasentation auf MHC-I stimulieren. Fir eine potente T Zell Antwort miissen dabei der T Zell Rezeptor mit
MHC-gebundenem Antigen (Signal 1), ko-stimulatorische Rezeptoren mit CD80/86 oder CD40 (Signal 2) und pro-
inflammatorische Zytokinrezeptoren mit I8slichen Signalmediatoren (Signal 3) stimuliert werden “*",
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Darlber hinaus spielen cDC1 auch direkt am Ort der Inflammation eine Schlisselrolle bei der
Unterstitzung der T Zell Antwort *. Durch die lokale Antigenprasentation " und Sekretion von
Chemokinen und Zytokinen *** innerhalb des entziindeten Gewebes regulieren sie die lokale

Effektorfunktion sowie das Uberleben der Effektor T Zellen *.

1.2.2 Die Initiilerung adaptiver T Zell Antworten durch cDC1
cDC1 Ubernehmen eine zentrale Rolle bei der Initiierung anti-tumoraler Immunantworten. Sie
sind in der Lage, Fremd-Antigene von infizierten oder transformierten Zellen aufzunehmen

und zu Lymphknoten zu transportieren *°

, um dort antigenspezifische CD8" T Zellen zu
aktivieren. Diese besondere Spezialisierung erhalten sie unter anderem durch die Expression
des Rezeptors CLEC9A, durch den cDC1 Zelltrimmer aufnehmen und kreuzprasentieren
kdénnen. Dabei vermittelt CLEC9A nicht nur die Aufnahme der Zelltrimmer, sondern auch die
Ruptur der Phagosomen und damit das kontrollierte Entweichen von Fremdantigenen in das

Zytosol, was fir eine Beladung der MHC-I Molekiile zur Kreuzprasentation notwendig ist .

CD8+

Tote Zellen T Zelle

DAMP, TCR
F-actin MHC-I

CD28
CD80/86

Phagozytose CLEC9A

Kreuz-
Prasentation

Proteasomale

Degradation
—v
v
®
®
Ruptur der .. °
cDC1 Phagosomen TAP ER

Abbildung 4: Kreuzprasentation transformierter Tumorantigene durch cDC1.

Binden DAMP an Mustererkennungsrezeptoren auf cDC1, so kommt es zur Phagozytose der damit verbunden
Zelltrimmer toter Zellen. Das beim Zelltod freiwerdende F-Aktin bindet an den Rezeptor CLEC9A, der dadurch
aktiv die kontrollierte Ruptur der Phagosomen einleitet, wodurch intakte Fremdantigene in das Zytosol gelangen.
Dort werden diese durch das Proteasom in Peptidketten zerlegt, welche Uber TAP (Engl.: Transporter associated
with antigen processing) in das ER gelangen, wo schlieBlich die Beladung der MHC-I Komplexe stattfindet *’.

Die Bindung von pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMP; Engl.: Pathogen-
associated molecular pattern) oder Zellschadens-assoziierten molekularen Mustern (DAMP;
Engl.: Damage-associated molecular pattern) an Mustererkennungsrezeptoren (PRR; Engl.:

Pattern recognition receptors) auf cDC1 initiiert die Phagozytose der erkannten Zelltrimmer
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und die cDC1 wird aktiviert. cDC1 exprimieren eine breite Palette von PRR, darunter
oberflachliche und endosomale Toll-like-Rezeptoren (TLR), wie TLR3 oder TLR9, C-Typ-
Lektine, beispielsweise CLEC12A, und zytosolische Sensoren wie beispielsweise STING *',
Durch die Stimulation dieser PRR durchlaufen cDC1 massive metabolische, zelluldre und
transkriptionelle Verédnderungen, die sie zu effizienten Aktivatoren von T Zellen transformieren.
Sie regulieren die Antigenpréasentationsmaschinerie hoch, einschlieBlich MHC-Il, ko-
stimulatorischer Molekiile wie CD80, CD86 oder CD40 und schiitten pro-inflammatorische
Zytokine aus. Durch die Hochregulation des Chemokinrezeptors CCR7 bewegen sich
aktivierte cDC1 auf einen Lymphgewebe-spezifischen Chemokingradienten aus CCL19 und
CCL21 zu, entlang von afferenten LymphgefaBen in die nichstgelegenen Lymphknoten *.
Dort angekommen migrieren sie in die T Zell-Bereiche, wo sie naive antigenspezifische TCF1*
CD8" T Zellen aktivieren, die daraufhin in den Tumor einwandern. Aktivierte Tumorantigen-
spezifische TIM3* CD8* T Zellen sind in der Lage bei Erkennung der Antigene auf Tumorzellen
diese spezifisch zu eliminieren, indem sie unter anderem Granzyme Uber Perforine in die
Zielzelle einschleusen, welche in der Tumorzelle Uber Aktivierung der Caspase 3 die Apoptose

einleiten *.

1.2.3 Die Steuerung intratumoraler CD8* T Zell Antworten durch cDC1

Neben ihrer Rolle als Initiatoren adaptiver T Zell Antworten fur die Bekdmpfung immunogener
Tumoren haben aktuelle Studien aber auch die wichtige Funktion von ¢cDC1 innerhalb der
Tumormikroumgebung (TMU) untersucht °'. Es wurde gezeigt, dass cDC1 in der TMU einer
der Hauptproduzenten des T Zell-rekrutierenden Chemokins CXCL9 sind, einem Liganden
des Rezeptors CXCR3 auf T Zellen *2. CXCL9 spielt insbesondere fir die Orientierung der
CXCR3* T Zellen innerhalb der TMU eine wichtige Rolle **°**, Ein Unterbinden der CXCL9-
CXCRS Signalisierung fihrt dazu, dass sich cDC1 und T Zellen in der TMU nicht finden
konnen, was die Entstehung von cDC1-CD8* T Zell-Clustern verhindert **. Ohne diesen
erneuten Kontakt mit cDC1 in der TMU sind CD8* T Zellen nicht in der Lage Tumoren effektiv
zu kontrollieren ***°, Man hat herausgefunden, dass es innerhalb dieser Cluster zu einer
Restimulation der T Zellen kommt °%, bestehend aus erneuter Antigenprasentation,
Costimulation *, sowie der Exposition hoher Konzentrationen an Zytokinen wie
beispielsweise Interleukin (IL)-12 ****, Interessanterweise ist auch die Chemokin- und Zytokin-
Produktion der cDC1 durch Interferone Typ | und Il reguliert, welche von aktivierten T Zellen
produziert werden “°. Dies deutet auf einen positiven Feedbackmechanismus innerhalb der
cDC1-CD8* T Zell-Cluster hin, in denen sich die stimulierenden Signale potenzieren, was die
Relevanz dieses erneuten cDC1-CD8* T Zell-Kontakts innerhalb der TMU zeigt. AuBerdem

spielen cDC1 eine wichtige Rolle bei der Lizenzierung von CD4* -Zellen fir die Aktivierung
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von CD8* T Zellen ***’. Die Interaktion zwischen cDC1 und CD4* T Zellen Uber die
CD40/CD40L-Signaliibertragung férdert das Uberleben der cDC1 sowie die Differenzierung
und Expansion der tumorspezifischen CD8* T Zellen **°%*°_ Dies alles sind Griinde, warum die
Anwesenheit von cDC1 unabdingbar fur das Ansprechen von T Zell basierten

Immunzelltherapien sind .

T Zell
Priming

cDC1

. Naive
A““Q}» T Zellen

DAMP Aktivierte
cDC1
,/\\\
IL-12 L FEEE QO /= Tcf1+ CD8
Effektor T Zellen P nl \Q‘ T Zellen
() N

Immunkontrolle

’ Lokale Restimulation ‘

4
Abbildung 5: Die lokale Rolle von cDC1 in der TMU.
Bei Aktivierung durch beispielsweise DAMP, sind cDC1 in der Lage Antigene von absterbenden Krebszellen
aufzunehmen und diese in lymphatische Gewebe zu transportieren, um tumorspezifische T Zellen zu aktivieren.
AuBerdem sind cDC1 fir eine effektive anti-tumorale Immunantwort erforderlich, da sie T Zell-Reaktionen innerhalb

der Tumoren aufrechterhalten, indem sie tumorspezifische T Zellen durch Chemokingradienten steuern (CXCL9)
und diese restimulieren (IL-12) und expandieren. Abbildung adaptiert von .

Bestrebungen, dendritische Zellen therapeutisch zu nutzen, gewinnen aufgrund ihrer
prominenten Rolle in der anti-tumoralen Immunantwort zunehmend an Interesse . Da cDC1
im Blut von Tumorpatienten sehr rar sind und der damit einhergehenden Schwierigkeit, sie zu
isolieren, werden vornehmlich cDC2 oder mo-DC fir DC-Vakzinierungsversuche verwendet,
mit bisher maBigem Erfolg ***°'. Auch Versuche, die Akkumulation von cDC1 in der TMU zu
férdern durch die Steigerung der XCL1 Konzentration, einem cDC1-rekrutierenden Chemokin
6283 oder die Applikation des cDC1 Wachstumsfaktors FLT3L %% konnten bisher nicht
erfolgreich in der Klinik angewandt werden. Erfolgreiche Ansétze, die es erméglichen, cDC1
in der TMU effektiv zu unterstitzen gibt es aufgrund des fehlenden Versténdnisses der
molekularen Vorgange, intrazelluldren Mechanismen und notwendigen Zell-Zell Interaktionen

bisher leider nicht.

1.2.4 Transkriptionelle Regulierung der Funktionalitat intratumoraler cDC1
Um nachzuvollziehen, wie genau die Funktionalitdt von cDC1 in Tumoren reguliert wird, ist es

wichtig, ihre transkriptionelle Steuerung zu verstehen, die diese Funktionalitédt programmiert.
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cDC1 spezifische Transkriptionsfaktoren (LDTF; Engl.: Lineage-defining transcription factor)
wie IRF8, IRF1, PU.1, BATF3 und auch ID2 sind fiir die Entwicklung und Differenzierung von
cDC1 unabdingbar . Demnach ist zwar viel Uber ihre Rolle fir die Entstehung von cDC1
bekannt, daflr erschwert ihre Unverzichtbarkeit aber auch die Erforschung ihrer Rolle in
vollends differenzierten cDC1, obwohl sie gerade bei der Funktionalitdt nach Aktivierung
dieser Zellen eine von groBer Bedeutung sind ®. In der TMU beeinflussen verschiedene
Faktoren die Aktivierung von cDC1. Die Bindung von PAMP an Mustererkennungsrezeptoren,
wie beispielsweise TLR3, der doppelstrangige RNA erkennt wie sie z.B. bei dem Tod
transformierter Zellen frei wird %, bei gleichzeitiger Kostimulation durch Zytokine wie
Interferon y (IFNy), aktiviert eine intrazelluldre Signalwegskaskade. An deren Ende stehen
Transkriptionsfaktoren (SITF; Engl.: Stimulation induced transcription factor), die unter
anderem die Aktivitdt sogenannter Interferon-regulierter Promotoren (ISRE; Engl.: Interferon-
stimulated response element) °, AP1-IRF-bindender Elemente(AICE; Engl.: AP17-IRF
composite element) und Ets-IRF-bindender Elemente (EICE; Engl.: Ets-IRF composite
element) "'.  Wichtige Transkriptionsfaktoren sind hierbei STATs, NFkB, aber auch cDC1
spezifische TF wie IRF8, PU.1, BATF3 und auch IRF1 8, die als Homo- oder Heterodimere

wirken kénnen 7273,

In Makrophagen wurde gezeigt, dass die Regulation dieses
Transkriptionsfaktor-Netzwerks eine wichtige Rolle bei der Responsivitdt der Zellen
gegenliber aktivierenden Stimulantien spielt ™. Insbesondere IRF8 schien in diesen Studien
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Chemokin- und Zytokin-Produktion zu spielen ">
Die Aktivitat und Regulation dieses so essentiellen und komplex regulierten TF % ist in
vollsténdig differenzierten cDC1 allerdings bisher nicht untersucht worden und kdnnte

insbesondere fur die Regulation der anti-tumoralen Immunantwort eine wichtige Rolle spielen.

cDCA1
IFNy
Rezeptor IL-12
')( CXCL9/10
CD40

XCR1
IRF1, | JRF8, | 'SRE |
[ Pu1 [ BATFS | o B

Zellkkern

Abbildung 6: Transkriptionsfaktornetzwerk, das die Funktionalitat der cDC1 bei Aktivierung bestimmt.
Durch Stimulation des IFNGR oder TLR3 kommt es zur Aktivierung einer Signalwegskaskade deren Effekte durch
ein TF-Netzwerk aus IRF1, IRF8, PU.1, BATF3 und Anderen gesteuert wird. Diese TF regulieren Gene die essentiell

fUr die Funktionalitdt von cDC1 sind, und steuern so u.A. die Produktion von IL-12B, CXCL9, CD40 und XCR1
39,68,73,74
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1.3 Die Tumor-Mikroumgebung unterdrickt anti-tumorale
Immunantworten

Die Umgehung der Immunantwort ist eines der integralen Kennzeichen einer malignen
Tumorerkrankung °. Durch den starken Selektionsdruck des Immunsystems entwickeln sich
Tumoren, deren TMU immunsuppressiv auf einwandernde Immunzellen wirkt, indem sie
grundlegende immunregulatorische Mechanismen kapern. Hierbei spielt die Suppression
myeloider Zellen innerhalb der Tumormikroumgebung eine zentrale Rolle "®”’. Es wurde
beobachtet, dass die TMU in soliden Tumoren die Entstehung regulatorischer suppressiver
myeloider Zellen férdert, wie beispielsweise regulatorische myeloide Zellen (MDSC; Engl.:
Myeloid-derived suppressor cells) oder tumor-assoziierte Makrophagen (TAM; Engl.: Tumor-

associated macrophages) ®78

Diese Zellen bewirken durch die Sezernierung
immunregulatorischer Signalmolekile wie IL-6, IL-10 oder TGF-f eine Einschrénkung der
Funktion zytotoxischer Effektorzellen wie NK Zellen oder T Zellen und férdern dadurch das
Tumorwachstum 9%, Zudem wurde beobachtet, dass eine immunsuppressive TMU die

8183 Die zahlreichen

Funktion pro-inflammatorischer myeloider Zellen einschréankt
Mechanismen, welche von Tumorzellen hierbei gekapert werden sind allerdings nach wie vor
nicht vollstdndig erkannt und verstanden. Insbesondere ist unklar, inwieweit die Umgehung
des Immunsystems die Sabotage der cDC1-vermittelten Unterstiitzung von CD8* T Zellen in

der TMU erfordert.

1.3.1 Die Regulation intratumoraler cDC1 in der TMU

Welche Mechanismen hierbei die Funktionen intratumoraler cDC1 steuern ist bisher nicht im
Detail untersucht worden, trotz ihrer kritischen Rolle bei der Unterstitzung zytotoxischer T
Zell Antworten. Die cDC1-Infiltration immunogener Tumoren wird durch die Produktion cDC1-
rekrutierender Chemokine wie XCL1 %% oder Wachstumsfaktoren wie FLT3-L, welches die

%84 von intratumoralen

vollstédndige Differenzierung der cDC1 im Tumorgewebe bewirkt
Zellen wie NK Zellen oder auch T Zellen gesteuert. Zudem fuhrt die Produktion von IFNy durch
CD4* und CD8* T Zellen in der TMU zu einer verstarkten Aktivierung der cDC1 und einer
gesteigerten Effektorfunktion . Gleichzeitig wirken aber auch eine Reihe regulatorischer
Signale auf cDC1 um sie zu regulieren. Zum Einen hat man beobachtet, dass die drastisch
verdnderten metabolischen Bedingungen, welche innerhalb unkontrolliert proliferierender
Lasionen herrschen, einen starken Einfluss auf Immunzellen haben . Zum Anderen ist auch
die direkte Wirkung verschiedener Signalwegsmolekile auf cDC1 beschrieben. Tumorzellen,
aber auch tumorassoziierte Fibroblasten und suppressive Immunzellen, wie regulatorische T
Zellen (Treg; Engl.: Regulatory T cell), TAM oder MDSC, die sich in der TMU befinden,
sezernieren eine Reihe von immunsuppressiven Faktoren wie IL-10 *, oder TGF-B %,
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Dartber hinaus wurde beobachtet, dass von Tumorzellen produzierte Prostaglandine,

insbesondere PGE: auf Immunzellen in der TMU wirkt 3287,

1.3.2 Prostaglandin E2 (PGE,) Produktion in Tumoren

Bioaktive Lipide regulieren eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse
und férdern sowohl Entziindungsreaktionen als auch deren Resolution ®. Sie entstehen durch
die enzymatische Umsetzung von Membranphospholipiden, die in eine Reihe ungeséttigter
Fettsduren, wie beispielsweise Arachidonsauren, zerlegt werden #. Diese sind anfallig fur
Lipidperoxidation, insbesondere unter oxidativem Stress, wie er bei Entziindungsreaktionen

auftritt %°

. Die Umsetzung dieser mehrfach ungeséttigten Fettsduren zu Eicosanoiden
geschieht hauptséchlich Uber drei Stoffwechselwege: Den Cyclooxygenase-Weg (COX-1 und
COX-2), bei dem Prostaglandine und Thromboxane produziert werden, den Lipoxygenase-
Weg (5-LOX, 12-LOX und 15-LOX), der Leukotriene sowie zahlreiche Hydroperoxy- und
Hydroxy-Fettsduren freisetzt und der Cytochrom-P450-Weg, bei dem Epoxid- und

91 Mehrere dieser bioaktiven

Dihydroxy-Metaboliten der Arachidonsaure frei werden
Lipidmediatoren sind fir inre Beteiligung an entziindlichen Prozessen bekannt °'. So sind
beispielsweise flr Uber den Lipoxygenaseweg gewonnene Lipoxine, Resolvine, Protectine
und Maresine sowohl entziindungshemmende als auch entztindungsférdernde Eigenschaften

9

beschrieben . Diese Lipidmediatoren kénnen das Eindringen von Immunzellen in den

Infektionsherd verhindern %, indem sie die nicht-phlogistische Phagozytose von
apoptotischen Zellen vermitteln *, so dass das System nach einer Infektion zur Homdostase

zuriickkehren kann .

Im Zusammenhang mit Immunreaktionen auf kanzerogen
transformierte Zellen ist die Aktivitat des Eicosanoids Prostaglandin E2 (PGE.) beschrieben .
Es wird von nahezu allen Zellen des humanen Kdrpers in geringen Mengen produziert und
kann bei Zelltod freigesetzt werden. In diesem Zusammenhang ist seine Rolle in der
Aufrechterhaltung der Gewebehomd&ostase und sein regulierender Einfluss als inhibitorisches

DAMP beschrieben worden ¥’.
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Abbildung 7: Prostaglandinsynthese.

Aus der Zellmembran freigesetzte Phospholipide werden durch Phospholipase A, zu Arachidonsiure umgesetzt
%, Cyclooxygenasen (COX) 1 und 2 setzen Arachidons&ure in PGH, um, welches wiederum in eine Vielzahl von
Eicosanoiden umgesetzt werden kann. PGE; entsteht hierbei Uber die Aktivitdt der Prostaglandin E Synthase
(PGES) *. Der limitierende Schritt ist in dieser Kaskade die Aktivitat der Cyclooxygenasen. Wahrend COX-1
konstitutiv exprimiert wird, ist die Aktivitdt von COX-2 induzierbar und kann durch verschiedene physiologische
aber auch inflammatorische Stimuli aktiviert werden .

PGE: ist das am haufigsten vorkommende Prostaglandin, das bei verschiedenen bdsartigen
Tumorentitaten, darunter Dickdarm-, Lungen-, Brust- sowie Kopf- und Halskrebs, gefunden
wird und haufig mit einer schlechten Prognose verbunden ist %', Seine lokale Konzentration
im Gewebe ist streng reguliert durch die Sezernierung Uber MRP4 (Engl.: Multidrug
resistance-associated protein 4) aber auch Transporter-vermittelte Aufnahme und
Inaktivierung im Zytoplasma durch PGT (Engl.: Prostaglandin Influx Transporter)'®. Der Abbau
von PGE: wird durch das Enzym HPGD (Hydroyprostaglandin Dehydrogenase 15-(NAD), auch
bekannt als 15-PGDH) streng kontrolliert, welches die Oxidation von PGE; zu inaktiven 15-
Keto-Metaboliten katalysiert . Wahrend HPGD in normalem Gewebe in hohem MaBe
exprimiert wird, fehlt es ubiquitar bei humanem Dickdarm-, Magen-, Lungen- und Brustkrebs

107110 "was mit erhdhten endogenen PGE; Konzentrationen in diesen Lasionen einher geht.

1.3.3 Der PGE:; Signalweg

Prostaglandine tben ihre autokrine oder parakrine biologische Wirkung tber die Bindung an
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR; Engl.: G-protein coupled receptors) aus. Die
Signalwirkung von PGE; wird in diesem Fall durch die Rezeptoren EP1, EP2, EP3 und EP4
(kodiert durch PTGER1, PTGER2, PTGER2 bzw. PTGER4) vermittelt. Diese Rezeptoren
unterscheiden sich durch den Signaltransduktionsweg, der nach Ligandenbindung in der
Zielzelle aktiviert wird. Zum einen erhéht die Bindung von PGE; an EP1 die intrazellulare Ca**

Konzentration, indem EP1-gekoppelte G,-Proteine aktiviert werden, was wiederum zu einer
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Aktivierung der Phospholipase C fiihrt '''. Zum Anderen beeinflussen PGE. Rezeptoren aber
auch die Konzentrationen intrazelluldren cAMPs. Wéhrend EP2 und EP4 die Produktion von
cAMP anregen, wird diese durch die Aktivierung EP3-gekoppelter G; Proteine gehemmt """,
EP2 und EP4 sind im Gegensatz dazu Gs-gekoppelte Rezeptoren, welche unterschiedlich
empfindlich gegeniber Aktivierung und Desensibilisierung sind. EP4 Gbermittelt bei
Aktivierung Signale schnell und stark, wird aber auch ebenso schnell wieder desensibilisiert,
wahrend EP2 die PGE, Funktion Uber einen langeren Zeitraum vermittelt '*. In beiden Fallen
fuhrt die Ligandenbindung zu einer Aktivierung der membrangebundenen Adenylatcyclase,
welche cAMP produziert. Die Erhéhung der intrazelluldren cAMP Konzentration aktiviert
wiederum die Proteinkinase A (PKA) '°, was zur direkten und indirekten Aktivierung einer
Reihe von Transkriptionsfaktoren wie CREM (Engl.: cAMP responsive element modulator),
CREB (Engl.: cAMP responsive element binding protein) oder ICER (Engl.: inducible cAMP

early repressor) fuhrt 1'411°,

CREM

Abbildung 8: EP2 und EP4 induzieren den cAMP Signalweg.
PGE-: bindet an G-protein gekoppelte Rezeptoren EP1-EP4, von denen EP2 und EP4 lber Gs Proteine den cAMP
Signalweg induzieren und dadurch unter anderem den Transkriptionsfaktor CREM aktivieren 131",

1.3.4 Der Einfluss von PGE; auf intratumorale Immunzellen

Bisherige Forschung zum Effekt von PGE., auf Immunzellen hat die Relevanz dieses
Signalwegs fir anti-tumorale Immunantworten bereits gezeigt **®. Die Elimination der
Cyclooxygenase-Gene aus Tumorzellen ermoglicht demnach eine vollstédndige
Immunkontrolle dieser Tumoren und die Hemmung der Cyclooxygenase Aktivitat wirkt

synergistisch mit Immun-Checkpoint-Blockade-Therapien . Es wurde festgestellt, dass NK

25



Einleitung

Zellen die Rekrutierung von cDC1 in die Mikroumgebung des Tumors stimulieren und so die
Kontrolle des Krebsimmunsystems férdern und, dass eine Unterbrechung dieses Prozesses
durch vom Tumor stammendes PGE; zu einer Umgehung der Immunantwort fiihren kann *.
Bereits 1999 wurde hypothetisiert, dass auch dendritische Zellen ein direktes Ziel der PGE--
vermittelten Einschréankung sein kénnten °'"°, Allerdings ist bisher nicht bekannt, inwieweit
PGE. die cDC1-vermittelten Unterstitzung von CD8* T Zellen in der TMU beeinflusst und

welche Mechanismen hierbei die Funktionen intratumoraler cDC1 steuern.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit wird untersucht, ob und wie vom Tumor stammendes PGE. die cDC1
Funktionalitat beeinflusst und welche Auswirkungen das auf die T Zell Antwort hat. cDC1
erfullen eine kritische Rolle in der Initierung und Unterstitzung effektiver T Zell Antworten
innerhalb der TMU. Es wurde gezeigt, dass PGE.-produzierende Tumoren in der Lage sind,
dieser cDC1-vermittelten Immunkontrolle zu entkommen. Bisherige Ergebnisse legen nahe,
dass PGE: die Rekrutierung und die Unterstliitzung von cDC1 einschrénkt, jedoch ist bisher
nicht klar, ob auch die direkte Beeinflussung der cDC1 Funktionalitat eine wichtige Rolle
spielt. Das Ziel dieser Arbeit ist demnach die Untersuchung einer potentiellen Beeinflussung
intratumoraler cDC1 durch PGE: und deren Bedeutung fir die anti-tumorale Immunantwort.

Es werden die folgenden Fragen beantwortet:
1. Beeinflusst PGE.; neben der Akkumulation auch die Funktion intratumoraler cDC1?

2. Welche Funktionen intratumoraler cDC1 sind durch PGE; beeintrachtigt und wie wirkt

sich dies auf die Orchestrierung intratumoraler T Zell Antworten aus?

3. Welche intrazelluldren Signalwege vermitteln diese cDC1-Dysfunktion und wie lassen

sie sich beeinflussen?

4. Rettet eine Aufhebung des PGE. Signalings auf cDC1 die anti-tumorale

Immunantwort?
5. Welche Implikationen haben diese Ergebnisse fir Tumorpatienten?

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern durch die ldentifikation relevanter Signalwege neue
Ansatze zur Verstadrkung der Immunantwort gegen Krebs und der Verbesserung potenzieller

therapeutischer Strategien.
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Ergebnisse

2 Ergebnisse

Fur eine effektive CD8" T Zell-vermittelte TumorabstoBung ist die Anwesenheit funktionaler
cDC1 in der TMU entscheidend (siehe 0). In vielen fortschreitend wachsenden soliden
Tumoren mangelt es jedoch an cDC1 . Wir haben uns daher gefragt, ob der Mangel an cDC1
in der TMU eine wirksame anti-tumorale Immunantwort einschrankt und fiir das Fortschreiten

der Krebserkrankung verantwortlich ist.

2.1 Die Forderung der intratumoralen cDC1-Akkumulation fiihrt nicht zu
einer gesteigerten anti-tumoralen Immunantwort

Um dies zu untersuchen, nutzten wir ein bereits etabliertes préklinisches Mausmodell

progressiv wachsender BRAF'®°c-Melanomtumoren, die sich durch eine erhdhte PGE:;

Produktion der anti-tumoralen Immunantwort entziehen und eine geringe Menge an

%287 Wie bereits bekannt, zeigten PGE.-produzierende

intratumoralen cDC1 aufweisen
Kontroll-Tumoren ein progressives Tumorwachstum in immunkompetenten Wildtyp (WT)
Méusen (Abbildung 9A), wahrend Tumoren, die nicht in der Lage waren PGE. zu produzieren
(Ptgs1/Ptgs2”), sich nach anfinglichem Tumorwachstum spontan zuriickbildeten. Wir
validierten in cDC1-defizienten Batf3”- Mausen, dass die Immunkontrolle dieser Ptgs1/Ptgs2
~Tumoren von der Anwesenheit von cDC1 abhiéngt. Zudem (berpriften wir durch eine
Depletion von CD8B* T Zellen, dass die AbstoBung durch CD8* T Zellen vermittelt wird

(Abbildung 9A).

In diesem Tumormodell identifizierten wir intratumorale cDCH als
CD45"MHCII*'CD11¢c*CD103*CD11b™  Zellen mithilfe eines durchflusszytometrischen
Farbeprotokolls ** (Abbildung 9B). cDC1 lieBen sich klar von ¢cDC2 und auch anderen
myeloiden Zellpopulationen, wie beispielsweise Makrophagen, abgrenzen, wie man an der
fehlenden Expression von CD11b, SIRP«a, IRF4, F4/80 oder auch CD64 sah (Abbildung 9C).
Wie bereits bekannt *?, wiesen Kontroll-Tumoren im Vergleich zu Ptgs1/Ptgs2”-Tumoren eine
geringere Anzahl an cDC1 auf, die eine verringerte Expression von XCR1 besaBen. Andere fir
cDC1 charakteristische Marker, so wie das Integrin aE CD103 oder der Rezeptor CLEC9A,
waren allerdings unveréandert (Abbildung 9B,C).
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Abbildung 9: Intratumorale cDC1 in PGE;-produzierenden Tumoren.
(A) Tumorwachstumsprofile von 2x10° Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®t-Zellen, die s.c. in Batf3” Mause

oder WT

Mause mit und ohne CD8* T Zell-Depletion

injiziert wurden

FMO
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cDC1
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BRAFV600E
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(n=10 pro Gruppe). (B)

Durchflusszytometrische Gating-Strategie zur Identifizierung intratumoraler cDC1. Gezeigt ist je ein représentativer
Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2’-BRAF'®E-Tumor, der 6 Tage nach Tumortransplantation analysiert wurde. Die
Zahlen geben den Prozentsatz an Zellen innerhalb des dargestellten Gates an. (C) Analyse intratumoraler cDC1
und CD103°CD11b*CD11c*MHCII* Zellen fir die Expression myeloider Zellmarker (reprasentativ fir n=4). Die
Daten in (A) sind als Mittelwert + SEM angegeben. ***p < 0,0001.
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Ist neben dem Mangel an intratumoralen cDC1 auch deren funktionale Einschrankung
entscheidend an der Unwirksamkeit der anti-tumoralen Immunantwort in PGE;-

produzierenden progressiv wachsenden Tumoren beteiligt?

Um diese Frage zu beantworten, férderten wir experimentell die intratumorale cDC1-
Akkumulation in BRAFY®F-Kontroll-Tumoren durch FLT3L-Therapie *. Obwohl eine solche
Behandlung die Anzahl intratumoraler cDC1 in Kontroll-Tumoren signifikant erhdhte, sodass
die Mengen vergleichbar mit Ptgs1/Ptgs2”-Tumoren waren (Abbildung 10A), konnte sie die
beeintrachtigte intratumorale CD8" T Zell Antwort, gemessen an der Generierung von TIM3*
Effektor CD8* T Zellen (Abbildung 10B), nicht retten. Neben der fehlenden Akkumulation von
TIM3* CD8* T Zellen, war auch deren Effektorfunktion weiterhin eingeschrénkt, ersichtlich an
der Produktion von Granzym B (GzmB) (Abbildung 10C). Die Erhéhung der Anzahl
intratumoraler cDC1 hatte auch auf lange Sicht keinen Einfluss auf das fortschreitende
Tumorwachstum (Abbildung 10D). Es l&sst sich schlussfolgern, dass neben dem Mangel an
cDC1 auch eine Einschrankung ihrer Funktion fur die unwirksame CD8" T Zell Antwort in
PGE;-produzierenden Tumoren verantwortlich ist und zur Tumorprogression beitragt. Dies

veranlasste uns zu einer umfassenden Analyse der funktionellen Kapazitdten von cDC1 im

Tumorgewebe.
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Abbildung 10: Die Erhéhung der Anzahl intratumoraler cDC1 férdert nicht die Immunkontrolle PGE2-
produzierender Tumoren.

(A-D) 2x10° (A-C) oder 2x10° (D) Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”’-BRAF'®-Zellen wurden s.c. in WT Mé&use
implantiert, die beginnend ab Tag 3 t&glich intraperitoneale (i.p.) Injektionen von FLT3L oder PBS als Kontrolle
erhielten. Quantifizierung von (A) intratumoralen cDC1, (B) TIM3* CD8* T Zellen sowie Quantifizierung der Granzym
B (GzmB) Expression dieser Effektor CD8* T Zellen (C) 11 Tage nach Transplantation der Tumorzellen (n=6). (D)
Analyse des Tumorwachstums (n=10). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05, **p < 0,01, **p
< 0,001; ns, nicht signifikant.
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2.2 cDC1 zeigen keine Einschrankung der Antigenaufnahme, Aktivierung
oder Kreuzpréasentation in PGEz-produzierenden Tumoren

Um festzustellen, ob funktionale Verdnderungen intratumoraler cDC1 der unwirksamen anti-
tumoralen Immunantwort zugrunde liegen, fihrten wir eine vergleichende Analyse von cDC1
aus Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®c-Tumoren durch. Wir konzentrierten uns dabei auf
die Analyse von cDC1-Funktionen, die kritisch fir eine effektive CD8* T Zell Antwort sind. Dies
betraf die Aufnahme von Tumorantigenen und deren Transport in Tumor-drainierende
Lymphknoten (tdLK), die intratumorale Aktivierung von cDC1, sowie die Zytokinproduktion
innerhalb der TMU.

Um zunachst die Fahigkeit von cDC1 zur Aufnahme von Tumorantigenen zu analysieren,
injizierten wir WT M&usen Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'**c-ZsG-Melanomzellen, die so
manipuliert wurden, dass sie ZsGreen (ZsG) exprimieren (Abbildung 11A), ein
abbauresistentes Fluorophor, das in intratumoralen cDC1 nach Aufnahme von Zelldebris
ZsG-exprimierender Tumorzellen nachgewiesen werden kann *. An Tag 6 nach Inokulation
der Tumorzellen stellten wir fest, dass cDC1 sowohl in Kontroll- als auch in Ptgs1/Ptgs2”-
BRAF¢-ZsG-Tumoren effizient ZsG aufgenommen hatten, sowohl in Bezug auf den Anteil
von ZsG* cDC1 als auch auf die Menge an intrazellularem ZsG (Abbildung 11B). Auch der
Anteil migratorischer ZsG* CD103* ¢DC1 in tdLK war in beiden Gruppen identisch (Abbildung

11C), was auf einen intakten cDC1-vermittelten Transport von Tumorantigenen hindeutet.

Zur Untersuchung der Antigen-Kreuzprasentation analysierten wir cDC1 in Tumoren, die von
Ovalbumin (OVA)-exprimierenden Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®t-Zellen gebildet
wurden (Abbildung 11D). Wir stellten fest, dass intratumorale cDC1 in beiden Modellen das
vom Tumor stammende OVA-Protein effizient kreuzprasentierten, gemessen durch die
Farbung von OVAgsross (SIINFEKL)-Peptid-MHC-I Komplexen (Abbildung 11E). Ahnliche
Beobachtungen machten wir flir migratorische CD103* cDC1 in tdLK (Abbildung 11F). Zudem
konnten naive OVA-spezifische OT-1 CD8* T Zellen, die adaptiv in Mause transferiert worden
waren, bevor diesen Mausen Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'***-OVA-Tumoren
transplantiert wurden, in tdLK beider Gruppen ahnlich effizient expandieren (Abbildung 11G).
Dies deutet darauf hin, dass von Tumoren produziertes PGE. die Kreuzprasentation von cDC1
gegentber CD8* T Zellen in tdLK nicht beeinflusst.

Als n&chstes untersuchten wir mdgliche Unterschiede in der phanotypischen Aktivierung
intratumoraler cDC1. Wir flihrten eine separate phanotypische Analyse von cDC1 in Kontroll-
und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'*c-Tumoren (ohne ZsG-Expression) durch (Abbildung 11H), bei der
in beiden Modellen dhnlich groBe Anteile an cDC1 mit einem aktivierten MHCII"**"CD86"-
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Phéanotyp festgestellt wurden (Abbildung 11l). Intratumorale MHCII™*"CD86* cDCH1
exprimierten auBerdem gleich hohe Mengen an MHC- und kostimulatorischen Molekulen
(Abbildung 11J). Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
intratumorale cDC1 sowohl in PGE;-produzierenden Progressor- als auch in PGE.-defizienten
Regressor-Tumoren Tumorantigene effizient aufnehmen und verarbeiten, ph&notypisch
aktiviert werden und Tumorantigene fir ein effektives T Zell-Priming in den tdLK

transportieren.

33



Ergebnisse

A Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2™"" B -/
BRAFVEE. 7 _ Kontrolle . Ptgs1/Ptgs2 807 8 @ Kontrolle
ysk. s 41.0 | 4.7 = /-
% 3 60 : @ Ptgs1/Ptgs2
104:% c: = :} Z _c,_:
OTumor - }tdLK ] = 40
o§ o
v Q- o 201
CD103* igratorische i
“ﬁ“com TS O e g g, @ 0
v v 7sG Tumor
ZsG ZsG C
Aufnahme Transport /-
Kontrolle Ptgs1/Ptgs2 3507 ™ gKontrolle
> —_—
\ 21.0 \ 22.9 5 40 @ o Pigs1/Pigs2”
\ (a]
0 ew S 30+ ® @
8
O" é 20 1
o 104 105 105 o 104 105 106 m 0 -4
ZsG —> tdLK
D Kontroll- oder / E
BRAF"GOOE OVA Intratumorale cDC1  ¢DC1 in tdLK

(
@m Ptgs1/Ptgs2™
. L BRAFVGOOE
QTumor ' - tdLK Kontroll-
M v . Sese BRAF®E_OVA

¢.CD1 03+ migratorische Ptgs1/Ptgs2”
cDC1 cDbC1 BRAF®E_0OVA
x x ! '0'I 10'4 1(;5 |DE ’ 'E' “;4 |0’5 105
Analyse der OVA-Kreuzprésentation S8:H-2Kb
F G
ns
<257 s 5807 —  BRAFVE.QVA 47 s BRAFV600E.OVA
f‘_’ 204 @ 9: 60- @ Kontrolle " -2 N @ Kontrolle "
g ° g 0 Ptgs1/Ptgs2 & g o O Ptgs1/Ptgs2
31519 @ 3 S8
5 404 B 407 =521® 0 BRAFVGE
ﬁl T og O Ptgs1/Ptgs2™"
L 5- ]': 20 ** 11
o 0 o
“ 0 ® 9 %o
Tumor tdLK
H ontrol- oder prgst/Prgsz” | Kontrolle Ptgs1/Ptgs2”" 260 =
BRAF 0% MHCIIoCD86" MHCIMCDB6* <
vysk. ] ] o Q@
O IOAS 3
2401
R
o) [a)
g Tumor X} tdLK ) 20 -
v v g
*4_CD103* 3’ migratorische O
‘z&“ cDC1 cDCH % 0
by K MHCII
Analyse des Phanotyps
J
Ex N ns En o
% 154 ns g 5 —. g 44 DS g 20 7 @ Kontrolle
T ® T o4 T ) T DS epigsi/ptgs2”
s, s *e® 8 = 31 S 15{e®
5 5 31 5, 5.0
‘O (7] -1 (7] A
g . $ 2- 8 g
o 1 % S S
i @ 1 g 1 g 57
—_ Ke) o ©
5 <
Q o § o 80 8 o
s T o (&)

Abbildung 11: cDC1 in PGE:-produzierenden Tumoren sind aktiviert.

(A) Versuchsaufbau fiir (B) und (C). WT Mausen wurden 2x10° ZsG-exprimierende Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2” -
BRAFY6%E_Zellen injiziert und 6 Tage spater analysiert. (B) Vergleich der ZsG-Aufnahme durch intratumorale cDC1
(n=11). (C) Quantifizierung von ZsG* migrierenden cDC1 in tdLK (n=10). (D) Versuchsaufbau fir (E) und (F). WT
Mausen wurden 2x10° Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'6°E-OVA-Zellen injiziert und Tumoren und tdLK wurden
6 Tage spater analysiert (n=4-6 pro Gruppe). (Fortsetzung der Legende auf der ndchsten Seite)
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Méause, denen Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®*E-Zellen (ohne OVA-Expression) injiziert wurden, dienten als Kontrolle. (E)
Reprasentative Darstellung der S8:H-2Kb-Oberflachenfarbung von 4-6 Proben wie in (F) gezeigt. (F)
Quantifizierung der OVA-kreuzprésentierenden CD103* ¢cDC1 in Tumoren und tdLK (n=4-6). (G) Analyse der OT-I
T Zell-Expansion im tdLK bei M&usen, die an Tag 0 1x10° naive OVA-spezifische CD45.1* OT-I T Zellen erhielten
(n=6). (H) Versuchsaufbau zur phanotypischen Analyse von cDC1 in Tumoren und tdLK 6 Tage nach Inokulation
von WT Méusen mit 2x10° Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”--BRAF'6"E-Zellen in (I,J). (I) Anteil von MHCII"*"CD86*
cDC1 in Tumoren (n=4). (M) Expression der angegebenen Marker durch intratumorale cDC1 mit einem aktivierten
(MHCII"™*"CD86%) Phanotyp (n=5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitét. ns, nicht signifikant.

2.3 PGE: blockiert die Chemokin- und Zytokin-Produktion intratumoraler
cDC1

Fir eine wirksame intratumorale T Zell Antwort ist neben der Antigenprasentation die
Sekretion von Zytokinen durch intratumorale cDC1 unerldsslich *° (siehe 1.2.3), weswegen
wir die Produktion von CXCL9 sowie IL-12 durch cDC1 in PGE>-produzierenden Tumoren
untersuchten. Bei der Analyse intratumoraler ¢DC1 mittels intrazellulérer
Durchflusszytometrie stellten wir fest, dass cDC1 in Kontroll-Tumoren weder CXCL9
(Abbildung 12B) noch IL-12 (Abbildung 12C) produzierten, wahrend cDC1 in Ptgs1/Ptgs2” -
Tumoren eine aktive Produktion beider Zytokine zeigten (Abbildung 12B,C).
Bemerkenswerterweise beschrankte sich die Unfahigkeit, Zytokine zu produzieren, auf cDC1
in der TMU. Migratorische cDC1 in tdLK wiesen, unabhéngig ihres Tumorursprungs, eine
starke IL-12-, aber minimale CXCL9-Produktion auf (Abbildung 12D). In Ubereinstimmung mit
diesen Daten konnten wir keine signifikanten Mengen an PGE: in tdLK von Kontroll- oder
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'*E-Tumoren oder auch anderen entfernteren Organen nachweisen
(Abbildung 12E). Darliber hinaus beobachteten wir eine unbeeinflusste Immunkontrolle von
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'*E-Tumoren, selbst wenn sie zusammen mit BRAF'®°t-Kontroll-
Tumoren neben denselben tdLK transplantiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass beide
CD8* T Zell Antworten effizient im gemeinsamen tdLK generiert wurden und eine AbstoBung
des PGE:-defizienten Tumors erreichten, aber dennoch den gleichzeitig transplantierten
PGE.-produzierenden Tumor nicht eliminieren konnten (Abbildung 12F). Wir schlieBen daraus,
dass PGE; seine unterdriickende Wirkung auf Immunzellen lokal im Tumorgewebe entfaltet

und, dass dies fur die Umgehung der Immunantwort ausreichend ist.
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Abbildung 12: cDC1 sind lokal in PGE.-produzierenden Tumoren dysfunktional und produzieren weniger IL-
12 und CXCLO9.

(A) Versuchsaufbau zur funktionalen Analyse von cDC1 in Tumoren und tdLK 6 Tage nach Inokulation von WT
Mausen mit 2x108 Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2’-BRAFV6%E.-Zellen in (B-D). (B,C) Quantifizierung der intrazellularen
(B) CXCL9- und (C) IL-12p40-Expression durch intratumorale cDC1 (n=10). (D) Vergleichende Analyse der CXCL9-
und IL-12p40-Expression durch intratumorale cDC1 und CD103* migratorische cDC1 in tdLK 6 Tage nach
Implantation eines Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAFY*® -Melanoms (n=3). (E) PGE,-Konzentration in Lysaten
von Tumoren, tdLK und Milz 11 Tage nach s.c. Inokulation von WT Mausen mit Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-
BRAFY6°% Melanomzellen (n=3-7 pro Gruppe). Inguinale Lymphknoten (iLN) und Milz von tumorfreien Mausen
dienten als Kontrolle (n=6). (F) Auswirkung der gleichseitigen Tumor-Ko-Transplantation auf das Tumorwachstum.
WT Mé&use erhielten zwei aufeinanderfolgende s.c. Injektionen von 2x10° Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF V6~
Zellen an derselben (gleichseitigen) Flanke oder eine einzelne s.c. Injektion von entweder 2x10° Kontroll- oder
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®*t-Zellen (n=8 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. **p < 0,01, ***p
< 0,001, ****p < 0,0001; ns, nicht signifikant.
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2.4 Dysfunktionale cDC1 kénnen in PGEz-produzierenden Tumoren nicht
mit CD8* T Zellen interagieren

Die bisherigen Daten lassen vermuten, dass c¢DC1 in PGE:-produzierenden
Progressionstumoren in ihrer Fahigkeit zur produktiven Interaktion mit tumorinfiltrierenden
CD8* T Zellen beeintrachtigt sein kénnten. Dies veranlasste uns dazu, die intratumorale
Positionierung und Orientierung von c¢cDC1 und CD8" T Zellen mittels volumetrischer
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie zu analysieren (Abbildung 13A) '’. Die Analysen
zeigten, dass cDC1 in Kontroll-Tumoren im Allgemeinen weiter von intratumoralen CD8" T
Zellen entfernt waren und selbst in dicht besiedelten Tumorregionen nicht mit CD8* T Zellen
interagierten, im Gegensatz zu cDC1 in Ptgs1/Ptgs2”-Tumoren, welche oft mit
tumorinfiltrierenden CD8* T Zellen eng interagierten (Abbildung 13B). Distanzanalysen zeigten
auBerdem, dass cDC1 in Ptgs1/Ptgs2”-Tumoren zahlreiche Cluster mit CD8* T Zellen
bildeten, wahrend diese Cluster in Kontroll-Tumoren selten waren (Abbildung 13C), obwohl
die Anzahl der nicht interagierenden Zellen in beiden Tumormodellen &hnlich war (Abbildung
13D). Mit Hilfe quantitativer Histozytometrie von gerenderten CD8" T Zellen konnten wir
feststellen, dass der Verlust von cDC1-CD8* T Zell-Interaktionen in Kontroll-Tumoren mit einer
signifikant verringerten intratumoralen CD8* T Zell-Proliferation einherging, gemessen an der
Hochregulierung der Ki-67 Expression (Abbildung 13E). Ki-67 wurde von clusternden CD8* T
Zellen in Ptgs1/Ptgs2” -Tumoren stark exprimiert (Abbildung 13E), wahrend das bei den
wenigen clusternden CD8* T Zellen in Kontroll-Tumoren nicht der Fall war. Dies spricht dafur,
dass Interaktionen zwischen CD8* T Zellen und cDC1 innerhalb der TMU fur die intratumorale
CD8* T Zell-Proliferation erforderlich sind. Zusammengenommen deuten diese Daten darauf
hin, dass das vom Tumor stammende PGE: intratumorale cDC1 darin behindert, wirksame
CD8* T Zell Antworten im Tumorgewebe zu steuern, was zur Umgehung der Immunantwort

und dem Fortschreiten der Krebserkrankung fuhrt.
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Abbildung 13: Dysfunktionale cDC1 interagieren nicht produktiv mit CD8" T Zellen in der TMU PGE2-
produzierender Tumoren.

(A-E) Analyse der Interaktionen zwischen cDC1 und CD8" T Zellen in Bildern ganzer Tumorschnitte, die mit
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie aufgenommen wurden. (A) Reprasentative Visualisierung intratumoraler
cDC1- und CD8* T Zellen nach Zell-Rendering. Gelbe Quadrate kennzeichnen die in (B) gezeigten vergroerten
Tumorregionen, MaRstab 400um. (B) VergroRerte Tumorregion mit cDC1-CD8" T Zell-Clustern. Gelbe Kreise
markieren cDC1-CD8" T Zell-Cluster, Malistab 70um. (C) Quantifizierung von cDC1-CD8" T Zell-Clustern in n=5
Tumoren. (D) Quantifizierung nicht interagierender Zellen (n=5). (E) Ki-67-Expression in CD8" T Zellen, die mit
cDC1 in cDC1-CD8* T Zell-Clustern interagieren, im Vergleich zu nicht interagierenden CD8* T Zellen (n=5). Die
Daten in (C-E) sind als Mittelwert + SEM angegeben. **p < 0,01, ***p < 0,001; ns, nicht signifikant.
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2.5 PGE: programmiert einen dysfunktionalen Zustand in aktivierten cDC1
Es ist bereits bekannt, dass sich PGE; auf die Biologie und Funktion myeloider Immunzellen
auswirken kann "'®'"° Welchen direkten Einfluss PGE. dabei auf cDC1 hat, ist bisher jedoch
nicht untersucht. Um diese Frage zu Kklaren, differenzierten wir cDC1 aus
Knochenmarkstammazellen in vitro um ihre Funktionalitdt nach direkter PGE.-Exposition und
Aktivierung mit Polyinosin:Polycytidylsdure (Poly I:C) zu untersuchen (Abbildung 14A). Wir
stellten fest, dass PGE: die Hochregulierung typischer Aktivierungsmarker (MHC-II, CD80 und
CD86) nicht beeintrachtigte (Abbildung 14B), was darauf schlieBen lasst, dass PGE. nicht
generell die cDC1-Aktivierung verhindert. Die PGE»-Exposition flhrte jedoch zu einer deutlich
reduzierten CXCL9- und IL-12-Produktion durch aktivierte cDC1 (Abbildung 14C,D), was auf
einen funktionell beeintrachtigten cDC1-Aktivierungszustand hindeutet. Dies war ebenso der
Fall, wenn cDC1 mit konditioniertem Medium (K.M.) von Kontroll-, aber nicht von Ptgs1/Ptgs2
-BRAF"®®E_Zellen behandelt wurden (Abbildung 14E).

Wir testeten die Aktivierung von cDC1 mit verschiedenen innaten Stimuli, von denen bekannt
ist, dass sie die cDC1-Aktivierung in Tumoren regulieren kénnen, einschlieBlich ATP, cGAMP,
toten Tumorzellen und dem Zytokin IFNy. Die Beeintrachtigung der CXCL9 und IL-12
Produktion durch PGE; war bei der Stimulation all dieser Aktivierungssignalwege festzustellen
(Abbildung 14F), was darauf hindeutet, dass diese Dysfunktion nicht von der Art der
Aktivierung der cDC1 abhangt. Interessanterweise war diese Dysfunktion selektiv fir die
Zytokin- und Chemokinproduktion, da mit PGE.-behandelte cDC1 effizient Zelldebris von
toten Tumorzellen aufnehmen konnten (Abbildung 14G) und sie waren in ihrer Féhigkeit, mit
toten Zellen assoziiertes Antigen zu prasentieren (Abbildung 14F) nicht beeintrachtigt. Es lasst
sich schlussfolgern, dass nach PGE;-Exposition aktivierte cDC1 phanotypisch und funktional

ahnlich eingeschrankt sind wie cDC1 in PGE.-produzierenden Tumoren.
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Abbildung 14: Der PGE.-Signalweg induziert einen dysfunktionalen Zustand in aktivierten cDC1.

(A) Experimenteller Aufbau fir funktionale Analysen von cDC1 in (A-D). (B) Quantifizierung der MHCII-, CD80- und
CD86-Expression (n=4). Das Diagramm zeigt die Veranderung im Vergleich zu cDC1, die in Abwesenheit von PGE2
kultiviert und nicht stimuliert wurden. (C,D) Quantifizierung der Expression von (C) CXCL9 und (D) IL-12p40. (n=4)
(E) Quantifizierung der Expression von CXCL9 undIL-12p40 in cDC1, die mit konditioniertem Medium (K.M.) von
PGE;-produzierenden Kontroll- oder PGE,-defizienten Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®t-Zellen fir 20h inkubiert und
anschlieBend mit dem TLR3-Liganden Poly I:C (10 pg/ml) fir 4 Stunden aktiviert wurden (n=4). (F) Wirkung von
PGE. auf die Expression von CXCL9 oder IL-12p40 durch cDC1, die wie angegeben stimuliert wurden. Die Daten
stellen den Z-Score der MFI-Werte aus drei unabhéngigen Experimenten dar. (G) Quantifizierung der Aufnahme
toter Tumorzellen durch cDC1, gemessen anhand des PKH26-Signals in cDC1, die vor der Ko-Kultur mit
verschiedenen Mengen UV-bestrahlter und PKH26-markierter Ptgs1/Ptgs2”-BRAF®®-Tumorzellen 20 Stunden
lang mit oder ohne PGE; behandelt wurden (n=4). (H) Analyse der Tumorantigen-Kreuzreprasentation, gemessen
durch Farbung SIINFEKL-Peptid-beladener H-2Kb-Molekiile (S8:H-2Kb) auf cDC1 nach 4-stiindiger Co-Kultur mit
UV-bestrahlten Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'6®5-OVA-Zellen. SIINFEKL (S8)-beladene cDC1 dienten als Positivkontrolle
(n=4). Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben.**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, nicht signifikant.
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Um festzustellen, wie sich die PGE;-vermittelte Einschrédnkung der Chemokin- und Zytokin-
Produktion von cDC1 auf die Steuerung von CD8" T Zell Antworten auswirkt, untersuchten
wir die Rekrutierung und Stimulation von Effektor CD8* T Zellen in vitro. Wir stellten fest, dass
sowohl die cDC1-vermittelte Rekrutierung durch cDC1 K.M. als auch die Expansion von
Effektor CD8" T Zellen in Anwesenheit von cDC1 durch PGE; deutlich reduziert waren
(Abbildung 15A,B). Zudem war das K.M. von aktivierten cDC1, die mit PGE;, vorbehandelt
worden waren, deutlich weniger effizient bei der Férderung der Expansion von Effektor CD8*
T Zellen durch anti-CD3/CD28 Dynabeads (Abbildung 15C). Insgesamt deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass ein direktes PGE; Signaling auf cDC1 durch eine verminderte
Chemokin- und Zytokin-Produktion eine effektive Rekrutierung und Expansion von Effektor
CD8* T Zellen verhindert.

T Zellen
T Zellen +S8-beladene cDC1

skokok %k

A O CD8* T Zellen B OOT
B CD8* T Zellen + cDC1 K.M. EOT

sFokokok *k

D
o
)

N
o
1

Migrierte CD8* T Zellen
(% der Ausgangszahl)
N
o

# of CD8* T cells (x104)

o
I

- - + - + PGE2 |cDCt - - + - + PGEx |cDCH
- - - + + Polyl:C|Vorbehandlung - - - + + Polyl:C |Vorbehandiung

C OOT-I T Zellen
B OT-I T Zellen + cDC1 K.M.

25 - sokk kK

20 A
154
104

# of CD8* T cells (x10%)

O_
+ + + anti-CD3/CD28
+ - + PGE; |cDCt
- + + Polyl:C |Vorbehandlung

o+
o+

Abbildung 15: Dysfunktionale cDC1 kénnen CD8* T Zellen nicht effektiv rekrutieren und restimulieren.

(A) Migration polyklonaler Effektor CD8* T Zellen in konditioniertes Medium (K.M.) von cDC1, die wie in Abbildung
14A behandelt wurden (n=4). (B) Quantifizierung der OVA-spezifischen Effektor OT-1 CD8* T Zellen nach 48-
stindiger Co-Kultur mit cDC1, die mit dem OVA-Peptid SIINFEKL (S8) beladen wurden, nach Behandlung wie in
Abbildung 14A (n=4). (C) Quantifizierung der Effektor OT-I CD8* T Zellen 48 Stunden nach Anti-CD3/CD28-
Stimulation in Anwesenheit oder Abwesenheit von CM aus cDC1, die wie in Abbildung 14A behandelt wurden
(n=4). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. **p < 0,01, ***p < 0,0001.

2.6 PGE: reguliert die cDC1-Dysfunktion auf transkriptioneller Ebene

Um zu verstehen, wie es zu einer solch selektiven Einschrédnkung der cDC1 kommen kann,
ohne dass dabei eine Aktivierung der Zellen verhindert wird, fragten wir uns, inwieweit die
PGE;-vermittelte cDC1-Dysfunktion transkriptionell reguliert wird und begannen mit der
Quantifizierung von RNA-Transkripten (RT-qPCR) aktivierter und nicht aktivierter cDC1 nach
der Exposition mit PGE, (Abbildung 16A). Da die Herunterregulation von CXCL9 und IL-12,
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die wir in intratumoralen sowie direkt behandelten cDC1 beobachtet hatten, auch auf mRNA-
Ebene konserviert zu sein schien, untersuchten wir, ob diese spezifischen Verdnderungen Teil
eines groBeren Genregulationsprogrammes sind. Um das zu analysieren, profilierten wir
entsprechend behandelte cDC1 mittels RNA-Sequenzierung (RNA-Seq). Die
Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis, PCA) zeigte, dass sich die
Gentranskription in cDCH1, die vor der Aktivierung PGE; ausgesetzt waren, klar von cDC1, die
ohne eine solche Behandlung aktiviert wurden, unterschied, was auf ein verédndertes
Transkriptionsprogramm hinweist (Abbildung 16B). Dennoch unterschieden sich beide
aktivierten cDC1-Transkriptionsprogramme deutlich von ihren nicht aktivierten Pendants, was
darauf hindeutet, dass PGE. die Expression der meisten aktivierungsinduzierten Gene
unbeeinflusst l&sst. Diese Annahme wurde durch eine detailliertere Analyse der PGE.-
abhangigen Veranderungen von aktivierungsinduzierten Genen bestéatigt, welche ergab, dass
nur 133 der 1571 aktivierungsinduzierten Gene durch PGE:-Exposition unterschiedlich
reguliert wurden (Abbildung 16C). Gene, die fir typische DC-Aktivierungsmarker kodieren,
sowie Gene, die mit der Antigenverarbeitung und -préasentation oder der DC-Migration in
Verbindung stehen, waren hoch exprimiert und nicht differenziell reguliert (Abbildung 16D).

Um eine Kernsignatur fir PGE.-vermittelte Dysfunktion zu extrahieren, konzentrierten wir
unsere Analysen auf aktivierungsinduzierte Gene, deren Hochregulierung durch PGE;
gehemmt wurde. Die Analyse der von PGE, gehemmten Signalwege mittels Metascape ergab,
dass diese Kernsignatur mit Genen angereichert war, die relevant fir die Chemokin- und
Zytokinproduktion und  -signalisierung sind  (Abbildung 16E). Eine Genset-
Anreicherungsanalyse (GSEA) bestatigte die selektive Anreicherung von Zytokin- und
Chemokin-Genen im Vergleich zu Genen, die an Prozessen wie Antigenverarbeitung, DC-
Maturierung und Zellmigration beteiligt sind (Abbildung 16F). Zusammengenommen deuten
diese Daten darauf hin, dass das vom Tumor stammende PGE, das Transkriptionsprogramm,
welches in cDC1 bei ihrer Aktivierung ausgeldst wird, selektiv verdndert und dadurch cDCH1
in einen dysfunktionalen Zustand versetzt, sodass sie nicht in der Lage sind CD8" T Zell

Immunantworten in Tumoren effektiv zu steuern.
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Abbildung 16: PGE, programmiert die cDC1-Dysfunktion auf transkriptioneller Ebene.
(A) Quantifizierung von Cxcl9 oder 1112b mRNA durch gRT-RCR fur cDC1, die wie in Abbildung 14A behandelt
wurden (n=3). (B) PCA auf der Grundlage aller differenziell exprimierten Gene in cDC1, die mit PGE; vorbehandelt
und mit Poly I:C stimuliert wurden, wie in Abbildung 14A dargestellt. Jeder Kreis derselben Farbe entspricht eine,
biologischen Replikat (n=4). (C) Vulkandiagramm, das die Wirkung der PGE.-Exposition auf die Regulierung
aktivierungsinduzierter Gene zeigt. (D) Heatmap mit Z-transformierten Expressionswerten fiir ausgewahlte Gene,
die mit Aktivierung, Migration und Antigenverarbeitung und -prasentation in cDC1 in Verbindung stehen. Jede
Spalte steht fiir ein biologisches Replikat. Signifikant herunterregulierte Gene sind mit einem Asterisk markiert. (E)
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2.7 PGE:-abhangiger Verlust von IRF8 férdert cDC1-Dysfunktion

Die Funktionalitat aktivierter cDC1 wird von einem streng kontrollierten Netzwerk an
Transkriptionsfaktoren bestimmt (siehe 1.2.4). Um herauszufinden wie sich die PGE--
vermittelte Dysfunktion mechanistisch erklaren lasst, fuhrten wir eine TF Analyse mittels
EnrichR durch. Diese Analyse ergab, dass der groBte Teil der durch PGE, verdnderten Gene
durch den TF IRF8 reguliert werden (Abbildung 17A). Um die Hypothese, dass PGE, cDC1
selektiv daran hindert, IRF8-Zielgene bei Aktivierung hochzuregulieren, zu testen, analysierten
wir, inwieweit PGE: die IRF8-Expression direkt beeinflusst. Wir stellten fest, dass eine PGE:
Behandlung in cDC1 tatsachlich eine starke und schnelle Herabregulierung der IRF8-
Proteinexpression ausldste (Abbildung 17B,C). AuBerdem stellten wir fest, dass PGE. trotz
seiner deutlichen Beeinflussung der IRF8-Expression dabei keinen Einfluss auf das Uberleben
der cDC1 in vitro hatte (Abbildung 17D).

Um zu analysieren, wie permanent diese transkriptionelle Beeinflussung der cDC1 ist,
untersuchten wir die Verdnderung der IRF8-Expression nach Entfernung des PGE,. Wir
stellten fest, dass nach zweitagiger Kultivierung der cDC1 in PGE.-freiem Medium eine hohe
IRF8-Expression festzustellen war (Abbildung 17E). Bemerkenswert ist, dass eine Ko-Kultur
mit T Zellen, die aus tdLK isoliert und mit Anti-CD3/CD28 stimuliert worden waren, die
Heraufregulation von IRF8 beschleunigte. Eine Ko-Kultur der PGE>-behandelten cDC1 mit
CD3 Zellen aus dem tdLK hatte diesen Effekt nicht (Abbildung 17E). Passend dazu konnte
auch eine direkte Behandlung der cDC1 mit IFNy, welches aktivierte T Zellen im tdLK in hohen
Mengen produzieren, die IRF8-Expression in cDC1 retten. Es lasst sich daraus schlieBen,
dass die PGE;-vermittelte Herunterregulation von IRF8 in cDC1 einen langanhaltenden Effekt

hat, der aber in IFNy reichen Umgebungen aufgehoben wird, wie beispielsweise tdLK.
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Abbildung 17: PGE; Exposition reguliert in cDC1 den Transkriptionsfaktor IRF8 herunter.

(A) Vorhersage der Upstream-Transkriptionsfaktoren durch EnrichR auf der Grundlage von Genen, die durch RNA-
seq als beeintrachtigt in Poly I:C-stimulierten cDC1 nach Exposition mit PGE; identifiziert wurden. (B) IRF8-
Expression in cDC1, die mit oder ohne PGE; (100ng/ml) fir 24 Stunden inkubiert wurden (n=4). (C) Analyse der
IRF8-Expression in cDC1 nach Behandlung mit PGE, (100ng/ml) fur die angegebenen Zeitrdume (n=4). (D) CD103*
cDC1 aus in vitro Kulturen wurden mittels Duchflusszytometrie sortiert und mit oder ohne PGE, (100ng/ml) fir die
angegebenen Zeitrdume inkubiert. Durchflusszytometrische Analyse des Uberlebens von cDC1 durch LIVE/DEAD-
Farbung. (n=3). (E, F) Analyse der IRF8-Expression in cDC1, die mit oder ohne PGE. vorbehandelt wurden, bevor
das Medium abgewaschen und sie in PGE>-freiem Medium rekultiviert wurden, in Gegenwart von (E) CD3* T Zellen
oder CD3 Zellen, die aus dem tdLK von WT Mé&usen mit Kontroll-BRAF'6°€ Tumoren isoliert wurden, sowie anti-
CD3/CD28 Dynabeads oder (F) IFNy (100ng/ml) (n=3). Die Daten in (B) sind als Mittelwert + SEM, die Daten in C,D
als Mittelwert und die Daten in E,F als Mittelwert + SD angegeben. **p < 0,01, **p < 0,001, ***p < 0,0001
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2.8 Tumoren kontrollieren die cDC1-Dysfunktion durch PGEz-vermittelte
IRF8 Regulation

Wir dehnten diese Analysen auf intratumorale cDC1 aus und fanden eine deutlich reduzierte
IRF8-Proteinexpression in cDC1 innerhalo von BRAFY-Tumoren (Abbildung 18A),
verglichen mit cDC1 in PGE.-defizienten Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'* -Tumoren und in tdLK
(Abbildung 18A,B). Wir wiederholten zudem unsere RNA-Seqg-Analyse mit cDC1, die aus
Kontroll- und Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®-Tumoren isoliert wurden. Ahnlich wie cDC1, die PGE:
in vitro ausgesetzt waren, zeigten cDC1, die aus PGE.-produzierenden BRAF'®c-Kontroll-
Tumoren isoliert wurden, ein verandertes Genexpressionsprofil (Abbildung 18C,D), das durch
die Herunterregulierung von Irf8 und IRF8-abhéngigen cDC1-Genen gekennzeichnet war
(Abbildung 18E,F). Auch konfokale Mikroskopie bestatigte uns eine verringerte IRF8-
Expression in intratumoralen cDC1 innerhalb der PGE;-produzierenden Tumoren. Zudem
stellten wir fest, dass dies mit dem Fehlen von cDC1-CD8* T Zell Interaktionen (Abbildung
18G) und der N&he von cDC1 zu PGEz-produzierenden Tumorzellen verbunden war
(Abbildung 18H). Der Verlust von IRF8 in cDC1 in PGEz-produzierenden Tumoren korrelierte
auBerdem mit einer beeintrachtigten CXCL9- und IL-12-Produktion und der Tatsache, dass
die wenigen cDC1, die IRF8 nicht verloren hatten, die Fahigkeit behielten, CXCL9 und IL-12
zu produzieren (Abbildung 18lI).
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Abbildung 18: PGE:-produzierende Tumoren regulieren cDC1-Dysfunktion durch IRF8 Herunterregulation.
(Fortsetzung der Legende auf der ndchsten Seite)
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(A) Durchflusszytometrische Analyse der intrazelluldren IRF8-Expression in cDC1 aus Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2
-BRAF®%E_Tumoren isoliert wurden (n=6). (B) IRF8-Expression in migratorischen CD103* ¢DC1 in tdLK von WT
Mausen 6 Tage nach Inokulation mit Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'*-Tumoren (n=6 pro Gruppe). (C) PCA
basierend auf den 1000 am h&ufigsten exprimierten Genen in cDC1 aus Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF -
Tumoren 6 Tage nach Tumortransplantation (n=11-12). (D) Heatmap mit allen differenziell exprimierten Genen.
(E) Vorhersage der Upstream-Transkriptionsfaktoren durch EnrichR auf der Grundlage von Genen, die in cDC1
aus Kontroll-BRAFY®° Tumoren herunterreguliert wurden. (F) Expression von Irf8 und IRF8-abhangigen cDC1-
Genen aus (D). (G) Konfokale Mikroskopie-basierte Visualisierung der IRF8-Expression in ¢cDC1, die in einem
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®°€ Tumor (links) oder cDC1 in einem Kontroll-BRAF'6F Tumor (rechts) mit CD8* T Zellen
clustern. Pfeile markieren CD8* T Zellen, die mit cDC1 in Kontakt stehen. MaBstabsbalken 10pym (représentativ fur
n=3 Replikate). (H) Mikroskopie-basierte Analyse der IRF8-Expression im Verhéltnis zur cDC1-Lokalisierung in
einem Kontroll-BRAF'"€-ZsG-Tumor(reprasentativ fir 3 Proben). (I) Quantitative Analyse der CXCL9- und
IL12p40-Expression durch IRF8 hoch- (IRF8") und IRF8 niedrig- (IRF8"°) exprimierende cDC1 in PGE;-
produzierenden Kontroll- oder PGE.-defizienten Ptgs1/Ptgs2’-BRAF®*-Tumoren an Tag 6 nach
Tumortransplantation in WT Mause. Die Daten in (A,B) sind als Mittelwert + SEM und in (F) als SEM angegeben.
Die Fehlerbalken in (F) entsprechen den Minimal- und Maximalwerten. **p < 0,01, ***p < 0,0001, ns, nicht
signifikant.

SchilieBlich versuchten wir mit Hilfe eines Gain-of-Function-Experiments festzustellen, ob eine
artifiziell verstérkte IRF8-Expression die PGE.-vermittelte cDC1-Dysfunktion verhindern kann.
Wir transduzierten dazu cDC1 retroviral, damit diese IRF8 Uberexprimieren. Transduzierte
cDC1 waren dadurch teilweise resistent gegen den Verlust von IRF8 bei PGE. Exposition und
behielten IRF8 Mengen bei, die identisch mit denen von Mock-transduzierten Zellen waren,
welche unter PGE.-freien Bedingungen kultiviert wurden (Abbildung 19A). Diese
Aufrechterhaltung der IRF8-Expression rettete die Fahigkeit der PGEz-exponierten cDC1,
CXCL9 und IL-12 nach Poly I:C-vermittelter Stimulierung in &hnlichen Mengen zu produzieren,
wie es unbehandelte, mock-transduzierte cDC1 taten (Abbildung 19B,C). Allerdings stellten
wir fest, dass PGE: trotz der Uberexpression die IRF8-Expression regulieren konnte.
Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass die PGE:-induzierte cDC1-Dysfunktion auf

einer selektiven Beeintrachtigung der IRF8-Aktivitat beruht.
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Abbildung 19: IRF8-iiberexprimierende cDC1 sind teilweise resistent gegeniiber einer PGE,-vermittelten
Dysfunktion.

(A) IRF8-Expressionsniveaus in IRF8-transduzierten oder mock-transduzierten cDC1 nach Behandlung mit oder
ohne PGE2 fur 24 Stunden. Die Zahlen stellen MFI-basierte Expressionswerte dar (Reprasentativ fur n=2
Replikate). (Fortsetzung der Legende auf der néchsten Seite)
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(B,C) Analyse der (B) CXCL9- und (C) IL-12p40-Produktion durch IRF8-transduzierte oder mock-transduzierte
¢cDC1 nach Vorbehandlung mit PGE, und Aktivierung mit Poly I:C (n=2). Die Daten in (B, C) sind als Mittelwert +
SD angegeben. *p < 0,05, *p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001; ns, nicht signifikant.

2.9 PGE: aktiviert den cAMP Signalweg in cDC1

Um Naheres Uber den Mechanismus dieser PGE;-vermittelten Herunterregulation von IRF8
zu erfahren, untersuchten wir die unmittelbaren transkriptionellen Verédnderungen in cDC1
nach Kurzzeitexposition mit PGE,, ohne die Zellen dabei zu aktivieren. Um PGE;-
unspezifische Effekte der Behandlung auf die Genregulation auszuschlieBen, behandelten wir
die Zellen zudem mit Tumorzell-K.M. von PGE;-produzierenden und nicht-produzierenden
BRAFY-Tumorzellen (Abbildung 20A). Synthetisches PGE. und K.M von PGE,-
produzierenden BRAF'* -Tumorzellen induzierten dabei vergleichbare
Transkriptionsveranderungen  in  cDC1 (Abbildung  20B), einschlieBlich  der
Herunterregulierung von Irf8 und IRF8-abhangiger Zielgene (Abbildung 20C) "'. Wir stellten
zudem eine verringerte Expression der cDC1 spezifischen LDTF BATF3 und ID2 fest, was auf
die Rolle von IRF8 als Hauptregulator der cDC1-ldentitat zuriickzufiihren ist ¢, (Abbildung
20C). Die Expression anderer SITF (IRF1, IRF3 und NFkB) wurde durch eine PGE>-Exposition
nicht veréndert (Abbildung 20C), was mit der Annahme Ubereinstimmt, dass PGE, nicht
generell die Reaktionsfahigkeit auf aktivierende Immunstimuli unterdriickt, sondern selektiv in

die IRF8-abhangigen cDC1-Funktionen eingreift.

Mit Hilfe der in beiden Vergleichen identifizierten Zielgene von PGE. versuchten wir nun die
von PGE: beeinflussten Signalwege zu identifizieren, die zu einer cDC1-Dysfunktion flhren.
Eine hierarchische TF-Netzwerkanalysen prognostizierte den cAMP-responsive element
modulator (CREM) als priméren Treiber der beobachteten Transkriptionsverdnderungen in
cDC1 nach Exposition mit PGE;, was auf eine Beteiligung der cAMP-Signallbertragung
hindeutet (Abbildung 20D). Diese Vorhersage wurde durch die Beobachtung bestatigt, dass
mit PGE. behandelte cDC1 eine unmittelbare Hochregulierung von CREM (Abbildung 20E)
und einen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration (Abbildung 20F) aufwiesen.
Um die Rolle des cAMP-Signaliibertragung bei der Regulation der cDC1-Dysfunktion naher
zu untersuchen, behandelten wir cDC1 mit dem Adenylylcyclase-Agonisten Forskolin. Dieses
Experiment bestatigte, dass eine direkte Aktivierung des cAMP-Signalwegs ausreicht, um
eine spezifische cDC1-Dysfunktion auszuldsen, eminent durch einen Rickgang der IRF8-
Proteinexpression (Abbildung 20G), eine verringerte IL-12- und CXCL9-Produktion
(Abbildung 20H) und einen Anstieg der cAMP-abhdngigen Proteinkinase A (PKA)-
Phosphorylierung (Abbildung 20I). Auch eine cAMP-unabhéngige Aktivierung der PKA durch

Sp-8-Br-cAMPS fiuhrte zu einer signifikanten Herunterregulierung der IRF8-Expression in
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cDC1 (Abbildung 20J). Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass PGE:

Uber den cAMP-PKA-Signalweg eine cDC1-Dysfunktion ausldst.
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Abbildung 20: Die PGE;-induzierte Dysfunktion in cDC1 wird liber den cAMP Signalweg vermittelt.

(A) Experimenteller Aufbau fiir (B-D). (B) Venn-Diagramm von Genen, die sowohl durch PGE; als auch K.M. von
Kontroll-Tumorzellen unterschiedlich hoch- oder herunterreguliert werden. (C) Heatmap mit Z-transformierten
Genexpressionswerten fir die angegebenen Gene. Gene, die in PGEz-behandelten cDC1 signifikant
herunterreguliert wurden sind mit einem Asterisk markiert. (Fortsetzung der Legende auf der ndchsten Seite)
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LDTF, Lineage-defining transcription factors. SITF, Stimulation-induced transcription factors (n=4). (D)
Hierarchisches Transkriptionsfaktornetzwerk, basierend auf Genexpressionsdaten fir cDC1, die PGE, oder K.M.
von Kontroll-Tumorzellen ausgesetzt waren oder nicht. (E) Induktion der Crem-mRNA-Expression in cDC1 bei
Exposition mit PGE, (100ng/ml) (n=3). (F) Analyse der cAMP-Konzentration in cDC1 nach Behandlung mit den
angegebenen Konzentrationen an PGE. fir 30 Minuten (n=3). (G) Durchflusszytometrische Analyse der
intrazelluléren IRF8-Expression in cDC1, die 20 Stunden lang mit PGE; (100ng/ml) oder Forskolin (5pM) behandelt
wurden (n=4). (H) Auswirkung der Behandlung mit PGE, oder Forskolin auf die Produktion von CXCL9 und IL-
12p40 durch cDC1 nach Poly [:C-Stimulation (n=4). (I) Durchflusszytometrische Analyse der PKA-
Phosphorylierung in cDC1, die 2 Stunden lang mit PGE, (100ng/ml) oder Forskolin (5uM) behandelt wurden (n=4).
(J) Analyse der IRF8-Expression in cDC1, die 20 Stunden lang mit PGE; (100ng/ml) oder Sp-8-Br-cAMPs (10uM)
behandelt wurden (n=4). Die Daten in (F) sind als Mittelwert + SD, die Daten in (G-J) sind als Mittelwert + SEM
angegeben. *p < 0,05, *p < 0,01, ™*p < 0,0001; ns, nicht signifikant.

2.10 PGE: wirkt auf cDC1 lber die Rezeptoren EP2 und EP4

Die PGE; SignalUbertragung kann durch vier verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren,
EP1, EP2, EP3 und EP4, vermittelt werden, von denen EP2 und EP4 beide den cAMP
Signalweg induzieren kdnnen (siehe Abbildung 8). Um zu testen ob eine kombinierte Inhibition
von EP2 und EP4 die durch PGE: induzierten Transkriptionsveranderungen wirksam
verhindert, analysierten wir das Transkriptom von cDC1, die PGE. in Abwesenheit oder
Anwesenheit von selektiven EP-Inhibitoren ausgesetzt waren, mittels RNA Sequenzierung.
Die Analyse der globalen Genexpressionsverdnderungen zeigte, dass die kombinierte
Blockade in der Tat einen PGE,-Effekt verhinderte, wahrend die Blockade eines der beiden
Rezeptoren alleine oder die Blockade von EP1 oder EP3 dies nicht tat (Abbildung 21A). In
Ubereinstimmung mit unseren bisherigen Analysen stellten wir fest, dass die duale EP2- und
EP4-Blockade den IRF8-Verlust und die Herunterregulierung IRF8-spezifischer Zielgene
vollsténdig aufhob (Abbildung 21B). Als Folge daraus waren aktivierte cDC1 bei gleichzeitiger
EP2- und EP4-Blockade in der Lage IL-12 und CXCL9 zu exprimieren, obwohl sie zuvor PGE;
ausgesetzt waren. (Abbildung 21C). Insgesamt =zeigen diese Daten, dass die
SignalUbertragung Uber die PGE>-Rezeptoren EP2 und EP4 zu einer Dysfunktion der cDC1
fuhrt.
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Abbildung 21: PGE; wirkt auf cDC1 sowohl {iber EP2 als auch EP4.

(A, B) Genexpressionsanalyse von cDC1, die 4 Stunden lang PGE; in Gegenwart oder Abwesenheit der
angegebenen EP-Inhibitoren ausgesetzt waren (n=3-4). (A) PCA fir alle differenziell exprimierten Gene. (B)
Vulkandiagramm, das die Regulierung der Genexpression in cDC1 zeigt, die PGE, in Anwesenheit oder
Abwesenheit von EP2/EP4-Inhibitoren ausgesetzt waren, im Vergleich zu unbehandeltem cDC1. (C) cDC1 wurden
20 Stunden lang mit PGE. (100ng/ml) in Anwesenheit oder Abwesenheit der EP2/EP4-Inhibitoren vorbehandelt
und zusétzlich 4 Stunden lang mit Poly I:C stimuliert, bevor die Expression von CXCL9 und IL-12p40 mittels
intrazellulérer Farbung durchflusszytometrisch analysiert wurde (n=4). Die Daten in (C) sind als Mittelwert + SEM
angegeben. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, nicht signifikant.
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2.11 Gleichzeitige Ablation von Ptger2 und Ptger4 in cDC1 verhindert die
cDC1-Dysfunktion

Die Identifizierung der PGE»-EP2/EP4-IRF8 Signallbertragung als Mechansismus der cDC1-
Dysfunktion warf die Frage auf, ob eine gezielte Blockade von EP2 und EP4 auf cDC1 deren
Funktionalitdt in Tumoren wiederherstellen und dadurch eine schitzende anti-tumorale
Immunantwort férdern kénnte. Um dies zu untersuchen, entwickelten wir das Clec9a®°Ptger2-
"Ptger4™-Mausmodell (Abbildung 22A), in dem eine CRE-Rekombinase spezifisch in
CLEC9A* cDC1 und CLEC9A* cDC-Vorlaufern ' die Deletion von EP4 auf einem globalen
EP2-defizienten Hintergrund induziert. Um in diesem Modell zu kontrollieren inwieweit bereits
die globale EP2-Defizienz PGE; Effekte verringert, erzeugten wir zudem Kontrollm&use, denen
nur der EP2-Rezeptor fehlte (Ptger2”Ptger4™) (Abbildung 22A). Ein ausbleibender Anstieg
der intrazellularen cAMP-Konzentration nach PGE;-Behandlung (Abbildung 22B) zeigte uns,
dass die gleichzeitige Ablation der Rezeptoren effektiv und auch notwendig zur Unterbindung
der Signallbertragung in ¢cDC1 war. Die Behandlung dieser Rezeptor-defizienten cDC1
zeigte, dass die gleichzeitige EP2- und EP4-Ablation die hemmende Wirkung von PGE; auf
IRF8-Expression und Funktionalitédt der cDC1 in vitro vollstandig aufhob (Abbildung 22C,D,E).
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Abbildung 22: EP2/EP4-defiziente cDC1 sind resistent gegeniiber PGE..

(A) Mausmodelle zur Analyse des Effekts von PGE, auf cDC1 Uber EP2 und EP4. (B) Analyse der cAMP-
Konzentrationen in WT, Ptger2”Ptger4"" oder Clec9a®*Ptger2”-Ptger4" cDC1 aus in vitro DC-Kulturen nach
Behandlung mit den angegebenen PGE,-Konzentrationen fiir 30 Minuten (n=2). (C-E) WT oder Clec9a®*Ptger2”-
Ptger4™ cDC1 aus in vitro DC-Kulturen wurden mittels Durchflusszytometrie sortiert und mit PGE; (100ng/ml) fiir
20h inkubiert und mittels intrazellularer Durchflusszytometrie auf (C) Expression von IRF8 oder Produktion von (D)
CXCL9 oder (E) 1I-12p40 nach zusatzlicher Stimulation mit Poly 1:C: fir 4 Stunden analysiert (n=4). Die Daten in (B)
sind als Mittelwert + SD, die Daten in (C-E) als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
ns, nicht signifikant.
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2.12 EP2/EP4-Defizienz verhindert die Dysfunktion intratumoraler cDC1

Um nun den Einfluss von PGE; auf intratumorale cDC1 in vivo zu analysieren, untersuchten
wir die anti-tumorale Immunantwort gegeniber PGE;-produzierenden Tumoren im
Clec9a®Ptger2” Ptger4""-Mausmodell. Dafiir kontrollierten wir vorerst inwieweit die
genetische Ablation der beiden Rezeptoren einen Einfluss auf Anzahl, Zusammensetzung
sowie Aktivierung der cDC in diesen Tieren hatte. Wir konnten nachweisen, dass sowohl
Clec9a®*Ptger2” Ptger4™™ als auch Ptger2”Ptger4™ Mause insgesamt eine unverinderte
Anzahl und Zusammensetzung an cDC1 und cDC2 aufwiesen, sowie keine Anzeichen einer
abnormalen DC-Aktivierung zeigen (Abbildung 23A,B,C). In diesen Mausen untersuchten wir
nun die Dysfunktion der intratumoralen cDC1 in der TMU. Wir fanden heraus, dass die
gleichzeitige Ablation der EP2- und EP4-Rezeptoren zu einer erhdhten IRF8-Expression und
einer deutlich verstarkten CXCL9- und IL-12-Produktion der cDC1 in PGE2-produzierenden
BRAFY®E-Tumoren flhrte, wahrend cDC1 in WT- oder Ptger2”Ptger4™ Mausen in ihrer
Funktionalitat eingeschrankt waren (Abbildung 23D,E,F). Clec9a®°Ptger2”Ptger4™ Mause
wiesen zudem eine erhdhte Anzahl an cDC1 in den Tumoren auf (Abbildung 23G), was dafir
spricht, dass der EP2/EP4-Signalweg auch die Akkumulation von cDC1 in der TMU begrenzt.
Die Anzahl migratorischer cDC1 in tdLK blieb jedoch unverandert (Abbildung 23H).
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die PGE:-Signaliibertragung Uber die

Rezeptoren EP2 und EP4 die lokale Funktion von cDC1 im Tumorgewebe einschrankt.
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Abbildung 23: cDC1 in Clec9a®*Ptger2”-Ptger4™" Mausen sind Resistent gegeniiber PGE: in vivo.

(A-C) Durchflusszytometrische Analyse der cDC-Untergruppen in Milz und Inguinalen Lymphknoten (iLK) von WT,
Ptger2”-Ptger4”" und Clec9a®*Ptger2”Ptger4"" Mausen (n=3). (A) Quantifizierung der Zellzahlen, (B) Haufigkeit
der Immunzellen, (C) Anteil der aktivierten MHCII"CD86* Zellen. (D-F) WT, Ptger2” Ptger4"" oder Clec9a®Ptger2
"Ptger4" Mause wurden mit 2x10° PGE, produzierenden Kontroll-BRAF'®® Melanomzellen inokuliert und
intratumorale cDC1 wurden 6 Tage spéter mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von (D) intrazellularem
IRF8 oder (E) CXCL9 oder (F) IL-12p40 Produktion untersucht (n=5-7 pro Gruppe). (G, H) WT-, Ptger2”Ptger4""
oder Clec9a®Ptger2”Ptgerd™ Mausen wurden s.c. 2x10° Kontroll-BRAFY® Tumorzellen injiziert und 6 Tage
spater durchflusszytometrisch analysiert. (G) Quantifizierung von cDC1 in Tumoren und (H) migratorische CD103*
cDC1 in tdLK (n=6 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. **p < 0,01, **p < 0,001, ***p <
0,0001 ns, nicht signifikant.
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2.13 EP2/EP4-defiziente cDC1 sind in der Lage CD8* T Zell Antworten in
der TMU effektiv zu steuern

Ausgehend von der Erkenntnis, dass der Verlust von EP2 und EP4 in cDC1 ihre Dysfunktion
in PGE2-produzierenden Tumoren verhindert, untersuchten wir nun ihre Fahigkeit, CD8* T Zell
Antworten in PGE.-produzierenden Tumoren zu steuern. Dazu analysierten wir Interaktionen
zwischen cDC1 und CD8"* T Zellen in der TMU friiher Kontroll-BRAF'*°°F Tumoren sechs Tage
nach Transplantation. Die Ergebnisse zeigten eine Wiederherstellung der cDC1-CD8* T Zell
Ansammlungen in Clec9a®*Ptger2” Ptger4"" Mausen (Abbildung 24A,B,C). Die Zunahme der
cDC1-CD8* T Zell Interaktionen korrelierte zudem mit einer deutlich erhdhten Ki-67-
Expression der intratumoralen CD8" T Zellen (Abbildung 24D), ein Hinweis auf deren
verstérkte Proliferation und Aktivierung. Der alleinige Mangel von EP2 hingegen hatte keinen
Einfluss auf Positionierung oder Proliferation der CD8* T Zellen in PGE,-produzierenden
Tumoren, wie die Analyse der Ptger2” Ptger4"" Mausen zeigte. (Abbildung 24A-D). Insgesamt
deuten diese Daten darauf hin, dass der gleichzeitige Verlust von EP2 und EP4 in cDC1 deren
Fahigkeit wiederherstellt, die Positionierung und Aktivierung von CD8* T Zellen innerhalb der

TMU zu regulieren.
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Abbildung 24: EP2/EP4 defiziente cDC1 kénnen die Positionierung und Aktivierung intratumoraler CD8* T
Zell Antworten in PGE,-produzierenden Tumoren steuern.

(A-D) Analyse von cDC1-CD8* T Zell Interaktionen in PGE;-produzierenden Tumoren, die 6 Tage nach s.c. Injektion
von 2x10° Kontroll-BRAFY®E Zellen in WT, Ptger2”Ptger4" oder Clec9a®*Ptger2” Ptger4™" Mazuse mittels
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert wurden. (A) Visualisierung intratumoraler cDC1 und CD8* T
Zellen nach Zellrendering in reprasentativen Tumoren. Gelbe Quadrate kennzeichnen die in (B) gezeigten
vergroBerten Tumorregionen. MaBstab 500um. (B) VergréBerte Tumorregion aus (A) mit Clustern aus cDC1 und
CD8* T Zellen. Gelbe Kreise markieren cDC1-CD8* T Zell-Cluster, MaBstab 50pm. (C) Quantifizierung der cDC1-
CD8+ T Zell-Clustern (n=5-6). (D) Analyse der intrazelluléaren Ki-67-Expression in Tumor-infiltrierenden mit cDC1
interagierenden (Interag.) oder nicht-interagierenden (Nicht-int.) CD8* T Zellen. Pfeile markieren Ki-67* CD8* T
Zellen in Kontakt mit cDC1 (n=5-6). MaBstab 20pm. Die Bilder in (A,B,D) sind repréasentativ fir drei unabhangige
Experimente. ). Die Daten in (C,D) sind als Mittelwert + SEM angegeben *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, ns,
nicht signifikant.
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Bei der Analyse PGE.-produzierender Tumoren zu einem spéteren Zeitpunkt (Tag 11) zeigten
diese in Clec9a®Ptger2”Ptger4”" Mausen eine deutlich gesteigerte Anzahl an TIM3* Effektor
CD8* T Zellen verglichen mit WT und auch Ptger2”Ptger4”™ Mausen (Abbildung 25A). Anhand
der gesteigerten Expression von Ki-67 (Abbildung 25B) und des zytotoxischen
Effektormolekiils GzmB (Abbildung 25C) ladsst sich auf eine verstarkte Differenzierung und
Expansion der Effektor CD8* T Zellen innerhalb der TMU schlieBen. Bemerkenswerterweise
fihrte diese gesteigerte lokale Unterstiitzung der CD8* T Zell Antwort in Clec9a®*Ptger2”
Ptger4™ Mausen nach einer ersten Phase des Tumorwachstums zu einer vollstandigen
AbstoBung von Kontroll-BRAFY*® Tumoren (Abbildung 25D). Diese Immunkontrolle lieB sich
durch eine Antikdrper-vermittelte Depletion der CD8* T Zellen unterbinden (Abbildung 25E),
was darauf schlieBen lasst, dass PGE.-produzierende Tumore durch eine effektive CD8* T

Zell Antwort kontrolliert werden.

Ebenso flihrte die Antikérper-vermittelte Blockade von IL-12 oder dem CXCL9-Rezeptor
CXCR8 zu einer Unterbindung der AbstoBung von PGE,-produzierenden BRAF'***-Tumoren
in Clec9a®°Ptger2” Ptger4™ Mausen (Abbildung 25F), was die prominente Rolle dieser
Molekile fur die CD8" T Zell-vermittelte Immunkontrolle durch ¢cDC1 aufzeigt.
Interessanterweise zeigten Clec9a®*Ptger2”Ptger4”" Mause, die ab dem sechsten Tag des
Tumorwachstums mit dem S1P1R-Antagonisten FTY720 ' behandelt wurden, welcher den
tdLK-Austritt geprimter CD8* T Zellen verhindert, eine unverminderte intratumorale Expansion
von TIM3* CD8* T Zellen (Abbildung 25G). Dies deutet darauf hin, dass die Differenzierung
und Expansion von T Zellen lokal im Tumorgewebe stattfindet. SchlieBlich dehnten wir unsere
Analysen auf ein weiteres PGE:;-produzierendes = Tumormausmodell, = MC38-
Kolonkarzinomzellen, aus (Abbildung 25H). Ahnlich wie BRAF"*® -Tumoren zeigten MC38-
Tumoren, die in Clec9a®°Ptger2” Ptgerd™ Méause transplantiert wurden, eine verstirkte
Anzahl an TIM3* CD8* T Zellen (Abbildung 25I), eine erhéhte GzmB-Expression (Abbildung
25J), sowie ein beeintrachtigtes Tumorwachstum (Abbildung 25K).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass der selektive Verlust der EP2/EP4-
vermittelten PGE;-Signalgebung auf intratumorale cDC1 die Orchestrierung wirksamer CD8*
T Zell Antworten innerhalb der TMU wiederherstellt und dadurch zu einer schiitzenden anti-

tumoralen Immunantwort fihrt.
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Abbildung 25: EP2/EP4-defiziente cDC1 kénnen PGE>-produzierende Tumoren effektiv kontrollieren.

(A-C) WT, Ptger2”Ptger4™ oder Clec9a®Ptger2” Ptgerd™ Mause wurden mit 2x10° PGE.-produzierenden
Kontroll-BRAFY6% Zellen inokuliert. 11 Tage spater wurden die TIM3* Effektor CD8* T Zellen quantifiziert (A) und
auf die Expression von Ki-67* (B) oder GzmB (C) hin untersucht (n=4-8). (D) Tumorwachstumsprofile nach s.c.
Inokulation von 2x10° PGEz-produzierenden Kontroll-BRAF'*t Tumorzellen in WT, Ptger2”Ptgerd™ oder
Clec9a®*Ptger2”-Ptger4™ Mause (n=10). (E) Auswirkung der CD8* T Zell-Depletion auf das Wachstum von
Kontroll-BRAF'6° Tumoren in WT oder Clec9a®Ptger2”Ptgerd™ Mausen (n=10). (F) Auswirkung der CXCR3-
und IL-12-Blockade auf das Wachstum von Kontroll-BRAF'®E Tumoren in Clec9a®*Ptger2”-Ptger4"" Mausen
(n=6). (G) Clec9a’*Ptger2”Ptger4™" Mausen mit Kontroll-BRAF'®F Tumoren wurden mit FTY720 oder NaCl als
Kontrolle behandelt. Intratumorale TIM-3* Effektor-CD8*-T Zellen wurden 11 Tage nach Tumortransplantation
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (=5-6 pro Gruppe). (H) PGE.-Konzentration in Lysaten von Tumoren
und tdLK von MC38-Tumor-tragenden WT Mausen (n=4 pro Gruppe). (I,J) Durchflusszytometrische Analyse der
intratumoralen CD8* T Zellen in MC38-Tumoren 11 Tage nach Transplantation von Tumorzellen in WT, Ptger2™”-
Ptger4™ oder Clec9a®Ptger2” Ptger4™ Mause. (I) Quantifizierung der TIM3* CD8* T Zellen. (J) GzmB-Expression
durch intratumorale TIM3*CD8* T Zellen (n=4-6). (K) Tumorwachstumsprofile nach s.c. Inokulation von 2x10°
MC38-Tumorzellen in WT, Ptger2”Ptger4" oder Clec9a®Ptger2”Ptger4"" Mause (n=10). Die Daten sind als
Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001; ns, nicht signifikant.

2.14 PGE: insensitive NK Zellen kénnen eine cDC1-Dysfunktion nur
teilweise kompensieren

Neben cDC1 sind auch andere Zellen des Immunsystems dem Einfluss von PGE, ausgesetzt.
So kédnnen NK Zellen beispielsweise cDC1 in Tumoren rekrutieren und unterstiitzen deren
Effektor-Funktion, sind aber in PGE.-produzierenden Tumoren oft beeintréchtigt (siehe 1.3.4)
% Um den bereits bekannten Effekt der PGE,-Signalwegstibertragung auf NK Zellen sowie
den in dieser Arbeit beschriebenen Effekt auf cDC1 zu vergleichen, erzeugten wir
Nkp46°°Ptger2” Ptger4" Méause, in denen NK Zellen die PGE.-Rezeptoren EP2 und EP4

fehlen 12

. In diesen Mausen lieB sich die Hypothese testen, dass der Verlust der PGE--
SignalUbertragung auf NK Zellen die cDC1-vermittelte anti-tumorale Immunantwort verstarkt.
Bei Injektion PGE2-produzierender Kontroll-BRAF'*® Tumoren in NKp46'°"*Ptger2” Ptger4™"
Mé&use stellten wir eine erhéhte cDC1 Akkumulation fest, was auf eine NK Zell-vermittelte
cDC1 Rekrutierung hindeutet (Abbildung 26A). Jedoch zeigten diese cDC1 nur eine geringe
Expression von IRF8 und waren in ihrer Fahigkeit, CXCL9 und IL-12 zu produzieren,
beeintrachtigt (Abbildung 26B-D). In Ubereinstimmung mit diesem dysfunktionalen cDC1-
Phanotyp konnten wir keine vollstdndige Rettung der intratumoralen CD8* T Zell Antwort
beobachten (Abbildung 26E), und NKp46°*“Ptger2” Ptger4” Mause konnten Kontroll-
BRAF'** Tumoren weitgehend nicht abstoBen (Abbildung 26F,G). Dennoch war das
Tumorwachstum in NKp46'°Ptger2”Ptger4™ Mausen im Vergleich zu Ptger2”Ptger4™"
Mausen beeintrachtigt, was daflr spricht, dass eine erhdhte NK Zell vermittelte

Immunantwort die cDC1-Dysfunktion zumindest teilweise kompensieren kann.
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Abbildung 26: EP2/EP4-defiziente NK Zellen kénnen PGE. produzierende Tumoren nicht effektiv
kontrollieren.

(A-E) WT, Clec9a®Ptger2”Ptger4" oder Nkp46°°Ptger2”Ptgerd" Mause wurden mit 2x10° PGE,-
produzierenden Kontroll-BRAF'8%E Zellen inokuliert und intratumorale Immunzellen wurden 11 Tage spéter mittels
Durchflusszytometrie analysiert (n=5). (A) Quantifizierung intratumoraler cDC1 (n=5). (B,C) Quantifizierung der
Expression von (B) intrazellularem IRF8 und (C) der Produktion von CXCL9 und IL-12 durch intratumorale cDC1
(n=5). auf der Grundlage von (L) (n=5). (D) Représentative Diagramme auf der Grundlage von (B,C). (E)
Quantifizierung intratumoraler TIM3* Effektor CD8* T Zellen (n=5). (F,G) Analyse des Tumorwachstums und der
TumorabstoBung nach s.c. Inokulation von 2x10° PGE.-produzierenden Kontroll-BRAFY5°° Tumorzellen in Ptger2
"Ptgers™,  Clec9a®°Ptger2”-Ptgerd” oder Nkp46°°Ptger2”’Ptgerd" Mausen (n=10). (G) Individuelle
Tumorwachstumsprofile. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001, ***p
< 0,0001.

2.15 PGE: induziert eine Dysfunktion in humanen cDC1 tber EP2 und EP4

Um basierend auf der Identifikation der PGE.-vermittelten cDC1-Dysfunktion Aussagen Uber
Tumorpatienten treffen zu kénnen, fragten wir uns, ob dieser Mechanismus in humanen cDC1
konserviert ist und, &hnlich wie bei Mausen, auf einer EP2/EP4-Signalibertragung beruht.

Analog zu murinen cDC1 fiihrte die PGE.-Exposition bei humanen cDC1 zu Veranderungen
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der Genexpression (Abbildung 27A). Wir stellten fest, dass PGE. auch hier selektiv die
Hochregulierung von Zytokin- und Chemokin-Signalwegen, einschlieBlich CXCL9, CXCL10
und IL12B, beeintrachtigte (Abbildung 27B,C). Diese selektive Dysfunktion war unabhangig
von der cDC1-Aktivierung reguliert, da andere Molekile, die mit DC-Aktivierung,
Antigenverarbeitung und Migration in Verbindung stehen, weitgehend unbeeinflusst blieben
(Abbildung 27C). Wie auch in murinen cDC1, legten unsere Analysen der humanen cDC1
nahe, dass die PGE>-vermittelte Beeintrachtigung durch den Verlust der IRF8-Expression
verursacht wurde (Abbildung 27D,E). Als Nachstes untersuchten wir, ob auch bei humanen
cDC1 die EP2/EP4-Signallbertragung fir die PGE.-induzierte Dysfunktion verantwortlich ist.
Die Aufhebung der hemmenden Wirkung von PGE; auf die Féhigkeit humaner cDC1, CXCL9
und IL-12 zu produzieren, durch eine Behandlung mit EP2- und EP4-Inhibitoren (Abbildung

27F) lasst vermuten, dass dies der Fall ist.
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Abbildung 27: PGE; induziert in humanen cDC1 iiber EP2 und EP4 eine Dysfunktion.
(Fortsetzung der Legende auf der néchsten Seite)
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(A-D) Humane cDC1 wurden aus dem peripheren Blut vier gesunder Personen sortiert, 20 Stunden lang mit PGE,
inkubiert und anschlieBend 4 Stunden lang mit dem Poly I:C aktiviert, bevor die Genexpression mittels RNA-seq
analysiert wurde. (A) PCA auf der Grundlage aller differentiell exprimierten Gene(n=4). (B) Signalwege, die in Poly
I:C-aktivierten cDC1 nach PGE,-Exposition am starksten beeintréchtigt sind. (C) Vulkandiagramm, das die
Wirkung der PGE,-Exposition vor Poly I:C-Stimulation auf die cDC1-Genexpression zeigt. (D) Vorhersage von
Upstream-Transkriptionsfaktoren auf der Grundlage von Genen, deren Expression in Poly I:C-stimulierten cDC1
nach PGE;-Exposition beeintrachtigt ist. (E) Humane cDC1 wurden 20 Stunden lang mit PGE. behandelt bevor die
IRF8-Expression bestimmt wurde (n=6). (F) Humane cDC1 wurden 20 Stunden lang mit PGE, in Gegenwart oder
Abwesenheit von EP2/EP4-Inhibitoren behandelt und daraufhin 4 Stunden lang mit Poly I:C stimuliert, bevor die
Cxcl9 und IL12b Expression quantifiziert wurde (n=5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05,
**p < 0,01, ns, nicht signifikant.

SchlieBlich wollten wir wissen, inwieweit PGE: in humanen Tumoren produziert wird und dort
zur Dysfunktion von cDC1 beitragt. Dazu inkubierten wir humane cDC1 mit K.M. von humanen
Tumorzellen (HTGZ). Diese Tumorzellen waren zuvor frisch aus dem Krebsgewebe von 6
behandlungsfreien Patienten mit Melanom- oder Eierstock-Krebs isoliert worden (Abbildung
28A). Durch die Messung der Expression von IRF8, CXCL9 und IL-12B in cDC1, die nach der
Exposition mit K.M. mit Poly I:C aktiviert wurden, stellten wir fest, dass das K.M von HTGZ
eine deutliche Dysfunktion der cDC1 ausldste (Abbildung 28C). Diese hemmende Wirkung
ging verloren, als wir die PGE>-Produktion der HTGZ mit einem selektiven COX-2 Inhibitor,
Celecoxib (CXB), blockierten (Abbildung 28B,C). Zusammengenommen zeigen diese Daten,
dass die mechanistischen Merkmale, die der PGE;-induzierten cDC1-Dysfunktion zugrunde
liegen, zwischen Mausen und Menschen konserviert sind, und deuten auf eine wichtige Rolle

von PGE: bei der Férderung der cDC1-Dysfunktion bei humanen Krebserkrankungen hin.
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Abbildung 28: Tumor-PGE; in Patientenproben induziert eine Dysfunktion in humanen cDC1.

(A) Aus humanen Tumoren gewonnene Zellen (HTGZ) wurden 48h in Gegenwart oder Abwesenheit von Celecoxib
(CXB) inkubiert. (B) PGE2-Konzentration im CM von HDTC oder CXB-behandelten HDTC, die in (G) verwendet
wurden. (C) Humane cDC1 wurden fur 20 Stunden mit HTGZ K.M. behandelt und 4 Stunden lang mit Poly I:C
stimuliert, bevor die sie auf die Expression von Irf8, Cxcl9 und IL12b untersucht wurden (n=3-6). Die Daten sind
als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05, “*p < 0,01.
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2.16 Gensignaturen funktionaler cDC1 in humanen Tumoren korrelieren mit
dem Uberleben von Patienten und dem Ansprechen auf Anti-PD-1-
Immuntherapien

SchlieBlich untersuchten wir, inwieweit die lokale Funktionalitdt von cDC1 mit dem

Krankheitsverlauf von Krebspatienten zusammenhéngt. Auf der Grundlage unserer

Genexpressionsanalysen erstellten wir eine humane Gensignatur fir uneingeschrénkt

funktionale cDC1 (Abbildung 29A) und analysierten das Auftreten dieser Signatur in Tumor-

Genexpressionsdatensédtzen von Hautkrebspatienten aus ‘The Cancer Genome Atlas’ (TCGA).

Tumoren mit niedriger Expression einer funktionalen cDC1-Gensignatur wiesen hdhere

Mengen an PTGS2-Transkripten auf, was in Ubereinstimmung mit unseren Analysen auf eine

funktionale Einschrankung von cDC1 durch COX-2 Aktivitat hindeutet (Abbildung 29B). Wir

stellten fest, dass die Expression dieser funktionalen cDC1-Signatur in hohem MaBe positiv
mit einer Gensignatur fir CD8* T Zellen korreliert (Abbildung 29C), was mit der Vorstellung

Ubereinstimmt, dass sich die Funktionalitdt von cDC1 im Tumorgewebe positiv auf die

Infiltration von Tumoren durch CD8* T Zellen auswirkt. Die Korrelation dieser Expression

funktionaler cDC1-Gene in Primartumoren mit der Uberlebensdauer der Patienten ergab,

dass diese signifikant mit dem Uberleben der Patienten verbunden war (Abbildung 29D). Um
naher zu untersuchen, inwieweit die funktionale Einschrankung der lokalen cDC1 oder deren
generelle Anwesenheit einen gréBeren Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat, teilten
wir die Patienten weiter auf, in Gruppen mit hoher oder niedriger Expression von cDC1-
spezifischen Markern *), um Tumoren mit hohem cDC1-Gehalt zu identifizieren. Innerhalb
dieser beiden Gruppen definierten wir Subgruppen anhand der Expression funktionaler Gene,
die durch PGE;-Exposition in cDC1 eingeschrankt sind (siehe Tabelle 13). Dadurch lieB sich
feststellen, dass die Expression funktionaler Gene selektiv das Gesamtliberleben in der

Patientengruppe mit hohem cDC1-Gehalt, aber nicht in der Gruppe mit niedrigem cDC1-

Gehalt, vorhersagte (Abbildung 29E). Da die Funktion von cDC1 insbesondere bei

Immuntherapien eine groBe Rolle spielt, untersuchten wir den Zusammenhang zwischen der

Expression der funktionalen cDC1 Signatur und dem Erfolg von anti-PD-1 Immuntherapien.

In der Tat fanden wir bei Patienten mit fortgeschrittenem metastasiertem Melanom, die sich

einer Anti-PD-1-Therapie unterzogen '#

, eine Korrelation zwischen der Expression der
funktionalen cDC1-Signatur mit dem Patiententberleben (Abbildung 29F). Die Analyse der
Expression der funktionalen cDC1-Signatur vor der Behandlung besaB zudem eine hohe
Vorhersagekraft flr die Therapieergebnisse (Abbildung 29G). Wir bestatigten diese
Ergebnisse durch die Analyse einer separaten Kohorte von Melanompatienten, die sich einer
Anti-PD-1-Immuntherapie unterzogen (Abbildung 29H,l) '?*. Insgesamt deuten diese Daten

darauf hin, dass bei Menschen wie bei Mausen das Fehlen von funktionalen cDC1 in Tumoren
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mit einem verschlechterten Krankheitsverlauf einhergeht und mit einer abgeschwéachten

antitumoralen CD8" T Zell Antwort und Resistenz gegentber einer T Zell-basierten

Immuntherapie korreliert.
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Abbildung 29: Die Expression einer Gensignatur funktionaler cDC1 korreliert mit dem Uberleben von
Patienten und dem Ansprechen auf Anti-PD-1-Immuntherapien.

(A) Heatmap mit z-transformierten Expressionswerten flr funktionale cDC1-Gene (siehe Tabelle 13) in
Tumorproben geordnet nach Expression (n=153). (B) Expression von PTGS7 und PTGS2 fir die obersten und
untersten Quartile der Melanompatienten auf der Grundlage von (A). (C) Punktdiagramm, das die Korrelation
zwischen der funktionalen cDC1-Gensignatur und einer Gensignatur fiir CD8* T Zellen * in Genexpressionsdaten
primérer Melanome aus dem TCGA-Datensatz fur kutane Hautmelanome (SKCM) zeigt (n=153). (D) Kaplan-Meier
Kurve fir das Gesamtliberleben erstellt anhand des Vergleichs der oberen und unteren Quartile der Patienten des
SKCM-TCGA-Datensatzes, welche die funktionalen cDC1-Gensignatur hoch oder niedrig exprimieren. HR, Hazard
Ratio. (E) Die TCGA SKCM-Patientenkohorte wurde anhand der Expression von cDC1-spezifischen Genen * in
50 % obere (cDC1™") und untere (cDC1"%"%) Untergruppen stratifiziert. Die Untergruppen wurden auf den
prognostischen Wert der funktionalen Genexpression (siehe Tabelle 13) fir das Gesamtlberleben der
Krebspatienten untersucht, wobei die obere und die untere Halfte verglichen wurden. (F) Kaplan-Meier Kurve fir
das Gesamtliberleben erstellt anhand des Vergleichs der oberen und unteren Quartile von Patienten, die eine Anti-
PD-1-Checkpoint-Blockade Therapie erhalten "2, welche die funktionalen cDC1-Gensignatur hoch oder niedrig
exprimieren. HR, Hazard Ratio. (G) Korrelation der Expressionswerte der funktionalen cDC1-Gensignatur in
Tumorbiopsien mit dem Ansprechen der Patienten auf Anti-PD-1-Checkpoint-Blockade fur die Patientenkohorte
aus "%, (H) Expression der funktionalen cDC1 Gensignatur in Patienten einer humanen Melanom-Patientenkohorte
aus '?* geordnet nach dem Ansprechen der Patienten auf eine Anti-PD-1-Therapie. () Heatmap, die die geordnete,
z-transformierte Expression von Gensignaturen fur funktionale cDC1 (siehe Tabelle 13) und ihre Assoziation mit
einer Gensignatur fiir zytotoxische CD8+ T Zellen (CTL) *® in Tumoren flr eine humane Melanompatientenkohorte
aus ' zeigt. Die Daten in (B) sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die Fehlerbalken in (B) entsprechen den
Minimal- und Maximalwerten. ). *p < 0,05; ns, nicht signifikant. CR, komplettes Ansprechen; PR, partielles
Ansprechen; SD/MR, stabile Erkrankung und gemischtes Ansprechen; PD, progressive Erkrankung.
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3 Diskussion

cDC1 sind essentiell fUr eine erfolgreiche CD8* T Zell-vermittelte Immunantwort gegen Krebs
173234 ' sowie den Erfolg T Zell basierter Immuntherapien 3¢, Welche Mechanismen die lokale
Unterstitzung intratumoraler T Zellen durch cDCH1 regulieren ist aber bisher nicht bekannt. In
der vorliegenden Arbeit wird ein neuartiger Mechanismus der cDC1 Regulation beschrieben,
bei dem intratumorale cDC1 funktional eingeschrénkt werden, was zu einer Beeintrachtigung
der T Zell Antwort flihrt. Die Verhinderung dieser PGE,-vermittelten Einschrankung fuhrt zu
einer effektiven Immunkontrolle progressiv wachsender Tumoren. Die Experimente haben
gezeigt, dass die PGE:-Signallbertragung in cDC1 zu einer Herunterregulierung des
Transkriptionsfaktors IRF8 fihrt, einem essentiellen Transkriptionsfaktor flir die Chemokin-
und Zytokinproduktion der cDC1, wodurch diese in ihrer Fahigkeit, CD8* T Zell Antworten
lokal zu orchestrieren, eingeschrankt wurden. Die Blockierung der PGE»-Signallibertragung
durch Elimination der PGE. Reptoren EP2 und EP4, oder die Uberexpression des TF IRF8
konnten die cDC1-Funktion wiederherstellen. PGE. unempfindliche cDC1 sind in der Lage,
CD8" T Zellen effektiv zu unterstitzen und das Tumorwachstum vollstdndigen zu
kontrollieren. Der PGE>-Signalweg bewirkt in humanen c¢cDC1 ein sehr &hnliches
dysfunktionales Programm und steht mit einer fehlenden Immunkontrolle humaner Tumoren

sowie einer schlechten Uberlebensprognose der Krebspatienten in Verbindung.

Lokale cDC1-vermittelte Dysfunktionale
antitumor CD8* T cell cDC1 CD8* T cell
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Abbildung 30: PGE-vermittelte Dysfunktion intratumoraler cDC1 fiihrt zur Inmunevasion des Tumors.
Wahrend eine effektive Immunantwort die lokale Rekrutierung und Restimulation von CD8* T Zellen durch
stimulatorische cDC1 zu Effektor CD8* T Zellen beinhaltet, unterbindet PGE; die produktive Orchestrierung der
CD8* T Zell Antwort, indem es in cDC1 Uber die Rezeptoren EP2 und EP4 IRF8 herunterreguliert und dadurch
einen dysfunktionalen Zustand ausldst. Adaptiert von Bayerl et al.'®
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Zusammengenommen decken diese Daten einen Mechanismus auf, der fiur die cDC1-
Dysfunktion in Tumoren verantwortlich ist und fir die Krebstherapie genutzt werden kdnnte.
AuBerdem unterstreicht diese Studie die Bedeutung intratumoraler cDC1 fir die anti-tumorale
Immunantwort und deutet darauf hin, dass eine gezielte Pravention der lokalen cDC1-

Dysfunktion eine vielversprechende Strategie fur Immuntherapien sein kdnnte.

3.1 Die Regulierung des Transkriptionsfaktors IRF8 programmiert die
lokale cDC1-Dysfunktion

Der Transkriptionsfaktor IRF8 ist essentiell fir die Entwicklung von cDC1 *. Inwieweit die

Regulierung von IRF8 in vollstandig differenzierten cDC1 eine Rolle spielt, war jedoch bisher

nicht bekannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen auf eine prominente Rolle der Regulierung

von IRF8 in cDC1 im Tumorkontext schlieBen.

Wahrend die Dysfunktion intratumoraler cDC1 und der fehlende Kontakt mit CD8* T Zellen
stark mit der Herunterregulation von IRF8 assoziiert war, lieB sich diese
Funktionseinschrédnkung PGE.-behandelter cDC1 durch eine Ubermé&Big starke Expression
von IRF8 kompensieren. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte auch der
Kontakt mit Lymphknotenzellen, oder eine Behandlung der Zellen mit IFNy die Expression von
IRF8 retten und cDC1 in Lymphknoten PGE.-produztierender Tumoren waren in ihrer
Funktion nicht eingeschrankt. Interessanterweise schien diese dynamisch regulierte
Dysfunktionalitdt durch den cAMP Signalweg reguliert zu sein, welcher extrem schnell und

dynamisch reguliert ist 12718

und in cDC1 sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Wirkungen haben kann. Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse auf eine sehr
dynamische, reversible und lokal begrenzte Regulation der cDC1 Funktionalitét hin, gesteuert

durch den Transkriptionsfaktor IRF8.

Wahrend bisherige Studien insbesondere die Bedeutung von IRF8 fir die cDC1 Identitat

14,18

aufgeklart haben , zeigt die vorliegende Arbeit zum ersten Mal die zentrale Rolle von IRF8
bei der Regulation einer lokal begrenzten Dysfunktionalitt. Dieser neuartige Mechanismus
liefert eine mdgliche Erklarung fir die lokale Begrenzung der PGE;-induzierten
Immunsuppression und zeigt die Relevanz der Vorgéange innerhalb der TMU flr den Ausgang

der Krebserkrankung auf.
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3.2 PGE: inhibiert das Potential zur Clusterbildung intratumoraler
Immunzellen
Fir ein funktionales Zusammenspiel aus cDC1 und CD8" T Zellen ist ein positiver
Feedbackmechanismus von Néten, bei dem cDC1 T Zellen stimulieren und dabei gleichzeitig
von T Zellen durch deren IFNy Produktion unterstiitzt werden *%'2*'%°_ Dass IFNy vorteilhaft fir
effektive CD8* T Zell Antworten ist, ist zwar schon langer bekannt *"'¥ der genaue
Wirkmechanismus war aber lange Zeit nicht detailliert beschrieben. Aktuelle Studien haben
aufgezeigt, dass IFNy hauptsé&chlich lokal wirkt, beschrankt auf einen Umkreis von 30-40pm
innerhalb der TMU ',

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass Tumor-PGE. die Responsivitat von
cDC1 gegentber Interferonen und den von ihnen regulierten Signalwegen einschrénkt. Durch
die Herrunterregulation des Transkriptionsfaktors IRF8 waren cDC1 bei Stimulation nicht in
der Lage, Chemokine und Zytokine zu produzieren. Dies hatte zur Folge, dass CD8* T Zellen
seltener und ineffektiver mit cDC1 interagierten. Dies lasst vermuten, dass die Anzahl
produktiver Interaktionen zwischen cDC1 und CD8* T Zellen innerhalb der TMU Uber kurze
Distanz durch IFNy-abhangige positive Feedbackmechanismen reguliert wird und in PGE--

produzierenden Tumoren aktiv unterbunden wird.

Neben der ausbleibenden Stimulation von CD8* T Zellen hat dieser Mangel an cDC1-CD8* T
Zell Kontakten auch Konsequenzen fiir cDC1 innerhalb der TMU ‘. Die Folgen solcher
Interaktionen fir cDC1 sind bisher mangels passender Modellsysteme hauptsachlich in
Lymphknoten untersucht worden. Dort beginnen T Zellen bei Stimulation durch cDC1 mit der

135,136

Ausschittung von IL-2 und IFNy . Dadurch kommt es zu stabileren und langer
anhaltenden Wechselwirkungen zwischen T Zellen und DC ¥, welche nach etwa 24 Stunden,
einhergehend mit dem Beginn der T Zell Proliferation, von kiirzerer Dauer sind, abhangig von
Antigendosis und Bindeaffinitat des T Zell Rezeptors '*'°, Wahrend dieser intensiven, lang
anhaltenden Interaktionen kommt es zu umfassenden transkriptionellen Verdnderungen der
CD8" T Zellen als auch der cDC1, bedingt durch Zytoskelett Rearrangements %,
Signalswegskaskaden kostimulatorischer Molekile ™', MHC-Il Signaling und auch
Zytokinrezeptor Aktivierungen '*. Es wurde gezeigt, dass cDC1 bei solch lang anhaltenden T
Zell Interaktionen, wie sie auch in der TMU von Bedeutung sind, Gene hochregulieren, die
Zellmigration ' und auch das Uberleben "* der Zellen steuern "'. Es wurde gezeigt, dass
cDC1 nach der Migration in den Lymphknoten bei intensiven Wechselwirkungen mit IFNy-
produzierenden T Zellen bis zu 15 Tage Uberleben kénnen ®'*°. Inwieweit intratumorale Zell-
Zell Interaktionen das Schicksal aktivierter cDC1 beeinflussen, inklusive ihrem Verbleiben und

Uberleben in peripheren Geweben, oder ihrer Migration in lymphoide Gewebe, ist aber bisher
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leider nicht im Detail untersucht, obwohl es bedeutende therapeutische Implikationen hatte.
Da PGE. aber das Potential zur Clusterbildung in cDC1 inhibiert, ist zu vermuten, dass
dadurch (iber lange Sicht auch deren weitere Differenzierung und verlangertes Uberleben in
der TMU beeinflusst wird.

3.3 Die Funktionalitat intratumoraler cDC1 bestimmt den Ausgang der
Krebserkrankung

Im Kontext neuester Erkenntnisse legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass intratumorale

cDC1 eine zentrale Rolle bei der lokalen Unterstitzung adaptiver Immunantworten

Ubernehmen, indem sie CD8* T Zellen durch Chemokin- und Zytokin- lokal positionieren und

restimulieren.

Wahrend cDC1 in PGE>-produzierenden Tumoren unbeeintréchtigt in ihrer Aktivierung, der
Kreuzprésentation von Tumorantigenen und der Heraufregulation ko-stimulatorischer
Molekile waren, hatte PGE; einen starken Einfluss auf die CXCL9 und IL-12 Produktion von
cDC1. Durch die selektive Deletion der PGE>-Rezeptoren auf cDC1 wurde ihre Funktionalitat
selektiv wiederhergestellt. Die wiedererstarkte Chemokin- und Zytokin- Produktion durch
cDC1 war ausreichend, um in der Folge die CD8* T Zell Antwort effektiv zu steuern, was zu
einer vollstdndigen TumorabstoBung fiihrte. Diese cDC1 vermittelte Immunantwort war
charakterisiert durch eine gesteigerte Anzahl an cDC1-CD8* T Zell Clustern. Diese
Interaktionen steigerten die Proliferation und Differenzierung der T Zellen, sowie die Akquise
von Effektorfunktionen und vermittelte dadurch die vollstdndige AbstoBung der
transformierten Zellen. Zusammengenommen lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die
CXCL9 und IL-12 vermittelte Steuerung der CD8* T Zellen durch cDC1 innerhalb der TMU

von essentieller Bedeutung fur den Erfolg anti-tumoraler Immunantworten ist.

Jingste Ergebnisse haben bereits gezeigt, dass von cDC1 produziertes IL-12 essentiell ist fir
den Erfolg CD8* T Zell basierter Imnmuntherapien ist “*. Zudem wurde gezeigt, dass Zell-Zell
Interaktionen, wie sie in Immunzell-Clustern auftreten, fur die lokale Restimulation und
Expansion von CD8* T Zellen sowie fiir die Regulierung des Uberlebens und der
Effektorfunktion von T Zellen innerhalb der TMU relevant sind *"*%. Jiingste Studien haben mit
Hilfe von Einzelzellsequenzierungen festgestellt, dass es auch innerhalb der cDC1 noch zu
einer Arbeitsteilung kommt, bei der CCR7* cDC1 den Transport von Neoantigenen in tdLK
und die dortige Initilerung von CD8+ T Zell Antworten Ubernehmen, wéhrend sich CXCL9*
cDC1 auf die Unterstltzung der intratumoralen CD8* T Zell Restimulation spezialisieren *°.
Insbesondere CXCL9* cDC1 schienen dabei in PGE. produzierenden Tumoren eingeschrankt

zu sein. Ungeachtet der wichtigen Rolle von cDC1 flr anti-tumoralen Immunantworten ist es
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trotzdem wichtig zu erwdhnen, dass cDC1 fur Immunantworten auf einige Krebsarten
entbehrlich sein kénnen "% Zusammengefasst mit den in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnissen lasst das den Schluss zu, dass es in einigen Tumorarten ausreichend sein kann,
die Funktionalitdt der cDC1 zu steuern, um den Ausgang der Krebserkrankung zu

beeinflussen.

3.4 Das Verstandnis der cDC1-Dysfunktion erméglicht neue
Therapiansatze

Die vorliegende Studie beschreibt einen bisher nicht bekannten intratumoralen Kontrollpunkt

fur die durch cDC1-vermittelte anti-tumorale Immunantwort, den PGE;-produzierende

Tumoren ausnutzen, um das Immunsystem zu umgehen, was mehrere therapeutische

Implikationen mit sich bringt.

Das Verstédndnis dieses Mechanismus ermdglicht eine gezieltere Stratifizierung von
Tumorpatienten zur Anwendung moderner Immuntherapien, welche in einer PGE:-
produzierenden TMU wenig erfolgreich sind. Derzeitige Therapieansédtze berlcksichtigen
allerdings noch nicht die tumorspezifischen Unterschiede in der
Eicosanoidzusammensetzung der TMU. Solche Analysen, beispielweise mittels
Massenspektrometrie, wéren ein aussagekréftiger Indikator fur die Wirksamkeit geplanter
Immuntherapien. Leider lasst sich eine UbermaBige PGE. Produktion der Tumoren nicht leicht
feststellen, wie beispielsweise die Mutation onkogener Signalwege oder die Expression
einzelner Gene, da sie neben der Menge und Aktivitdt der Cycloxygenasen auch von der
Verfligbarkeit der Substrate, wie z.B. Arachidonsaure, abhéngt. Wie bereits beschrieben
(siehe 1.3.2) unterliegt die Verfligbarkeit dieser Substrate Prozessen die im Tumorkontext
meist aberrant reguliert sind, wie Zellteilung, Zelldifferenzierung oder auch Zelltod. Ein
standartisiertes Screening groBer Patientenkohorten mittels Massenspektrometrie hat sich
leider bisher nicht als praktikabel erwiesen, allerdings wird eine erhdhte PGE, Produktion mit
verschiedenen Sonderformen solider Tumoren in Verbindung gebracht. So gilt die
Hochregulierung von PTGS2 als Marker flr Lipidperoxidation, welche wahrend Ferroptose
auftritt, einer besonderen Form des Tumorzelltods '*°. Inwieweit in ferroptotischen TMU aber
auch eine gesteigerte PGE, Produktion und Immunsuppression stattfindet ist bisher nicht
untersucht. Ein anderes Beispiel ist die Uberaktivierung des MAPK Signalwegs in
Tumorzellen, einem wichtigen Wachstumssteigernden Signalweg in BRAF mutierten Tumoren
%0, Auch die Aktivitat dieses Signalwegs steht mit der Aktivat von Cyclooxygenasen, sowie
einer gesteigerten PGE, Produktion in Verbindung *'"'**. Es ist gut denkbar, dass es, bedingt
durch den Selektionsdruck des Immunsystems, noch weitere Mechanismen gibt, durch die

Tumorzellen ihre PGE, Produktion steigern. Die Kenntnis Uber besonders PGE. -reiche

71



Diskussion

Sonderformen solider Tumoren, oder sogar die PGE. Mengen innerhalb der TMU selber,
wiirde es Arzten erméglichen, Immuntherapien gezielter anzuwenden und Krebspatienten

unndtige Nebenwirkungen zu ersparen.

Klinische Studien haben bereits untersucht, inwieweit sich die PGE, Produktion mit
Cycloxygenase-Hemmern, wie Diclofenac oder Ibuprofen, unterbinden lasst '*>'*°. Leider
hatte dieser Ansatz keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten, was auf eine
unvollstdndige Hemmung der PGE; Produktion zuriickzuflihren sein kdnnte. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie zeigen, dass die gezielte Beeinflussung von EP2 und EP4 Rezeptoren
auf cDC1 die Immunkontrolle der Tumoren vollstédndig wieder herstellen kann, was EP2 und
EP4 als potenzielle therapeutische Ziele identifiziert. Das Ziel sollte sein, mittels gezielter
Blockade der Wirkung von PGE; auf Immunzellen in der TMU entgegenzuwirken und dadurch
eine gezieltere Anwendung potenter Immuntherapien zu ermdéglichen. Insbesondere im
Kontext aktueller CAR-T Zell (Engl.: Chimeric antigen receptor T cell) Therapien oder auch
DC-Vakzinierungsstudien sind produktive Interaktionen innerhalb der TMU zwischen cDC1
und CD8* T Zellen von groBer Bedeutung. Darliber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass
Strategien, die das Auftreten der intratumoralen Cluster und Interaktionsrdume zwischen
cDC1 und CD8* T Zellen durch eine Starkung der endogenen Funktionalitdt der cDC1
bewirken, groBes Potential haben. Eine Férderung der intratumoralen Interaktionen durch die
kombinierte Blockade der PGE,-vermittelten cDC1-Dysfunktion, wie sie in dieser Studie

beschrieben ist, stellt eine Mdglichkeit dar, solche Therapieansatze zu starken.

Eine weiterere Erkenntnis der vorliegenden Studie ist die Bedeutung von Immunzell-Clustern
innerhalb der TMU, in denen die Konzentration inflammatorischer Zytokine einen gewissen
Schwellenwert Uberschreiten kann. Die klassische Unterteilung von Tumoren in immun-

rt 5715 sollte demnach erweitert werden durch eine

infiltriert oder nicht-immuninfiltrie
Charakterisierung der méglichen Immunzellinteraktionen innerhalb der TMU. Entsprechende
Ansatze werden bereits entwickelt, bei denen computergestitzte Analysen die raumliche
Orientierung von Immunzellen in Tumorbiopsien automatisiert charakterisieren und

53,159

interpretieren und kdnnten bald in der Klinik Anwendung finden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Studie verschiedene Aspekte der
Regulation intratumoraler Immunzellinteraktionen bearbeitet werden, welche interessante
Aspekte einer erfolgreichen Immuntherapie sind. Diese sollten weiter untersucht werden um
eine effektivere und gezieltere Anwendung aktueller Therapieansdtze mdglich zu machen,

sodass Patienten von diesem Wissen profitieren kénnen.
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3.5 Der Effekt von PGE: auf andere Immunzellen in der TMU

Die gezielte Beeinflussung von EP2 und EP4 Rezeptoren selektiv auf cDC1 konnte die
Immunkontrolle der Tumoren vollstédndig wiederherstellen. Auch eine Blockierung des PGE;
Signaling auf NK Zellen fihrte zu einer teilweisen Kontrolle des Tumorwachstums. Die NK
Zell-vermittelte Kontrolle PGE.-produzierender Tumoren ist jedoch trotzdem abh&ngig von
der Anwesenheit von cDC1 *, obwohl, wie die Ergebnisse vorliegender Arbeit vermuten
lassen, die Funktionalitat der cDC1 eingeschrankt ist. PGE insensitive NK Zellen sind in der
Lage, cDC1 in PGE>-produzierende Tumoren zu rekrutieren und innerhalb der TMU zu
stimulieren *?. Die Experimente der vorliegenden Studie zeigen, dass die Mehrheit der cDC1
initial eingeschrankt war, spater aber in manchen Tieren eine erfolgreiche Immunabwehr
vermitteln konnte. Es I&sst sich demnach vermuten, dass die erfolgreiche Restimulation der
tumorinfiltrierenden CD8* T Zellen in lokalen Nischen innerhalb der TMU geschah, in denen
die engen Interaktionen zwischen cDC1 und NK Zellen dazu fihrten, dass cDC1 ihre
Funktionalitat behalten, sowohl durch eine UbermaBig starke Stimulation durch IFNy von NK
Zellen, als auch ein Abschirmen vor Tumor-PGE. durch umgebende Zellen. In Anbetracht der
Tatsache, dass die TumorabstoBung in Mausen mit PGE: insensitiven cDC1 weitaus
effizienter und zuverldssiger ablduft, I&sst sich schlussfolgern, dass eine Unterbindung des

PGE: Signalings auf cDC1 potenter ist, als wenn NK Zellen geschitzt sind.

Es ist zudem wichtig zu bedenken, dass auch andere myeloide als auch lymphoide
Immunzellen innerhalb der TMU von PGE:; beeinflusst werden. So gibt es bereits seit 1971
Studien, die zeigen, dass auch T Zellen direkt durch PGE, beeinflusst werden '®. Seitdem
haben verschiedene Studien gezeigt, dass PGE: in verschiedenen Konzentrationen sowohl
positive als auch negative Effekte auf die T Zell Aktivierung, Differenzierung, Proliferation,
Migration, und auch Effektorfunktion von CD8" T Zellen aber auch regulatorischen T Zellen
haben kann ', Inwieweit dies die Rolle tumorinfiltrierender Effektor CD8* T Zellen innerhalb
der TMU PGE;-produzierender Tumoren beeinflusst, ist hingegen bisher nicht ausreichend
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untersucht worden und bedarf weiterer Forschung.
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3.6 PGE: als regulatorisches Signalwegsmolekiil in der
Gewebehomobostase

Die Abschwéchung effektiver CD8" T Zell Antworten durch die PGEz-vermittelte cDC1-
Umprogrammierung ist ein konservierter Regulationsmechanismus, den sich Tumoren zu
nutzen machen, um dem Immunsystem zu entkommen. Obwohl er in Tumoren schéadlich ist,
kénnte dieser Mechanismus in anderen Zusammenhdngen zu angemessenen
Immunantworten beitragen und helfen, Immunpathologien zu verhindern. Insbesondere
mukose Barrieren, in denen Immunzellen durch eine stdndige Aufnahme potentieller
Krankheitserreger aktiv zum Schutz des Gewebes beitragen kommen hier in Frage. Im
Zusammenhang mit viralen Infektionen der Lunge kommt es beispielsweise zu einem Anstieg
der lokalen PGE, Konzentration *. Die Immunabwebhr ist in diesem Fall durch Makrophagen,
insbesondere alveolare Makrophagen, sowie rekrutierte Makrophagen vermittelt '**"°®. Auch
deren Funktionalitat ist stark von IRF8 abhangig ° und es wére interessant inwieweit PGE; im
Kontext einer viralen Infektion der Lunge eine Rolle bei der Einschrdnkung der Makrophagen

und der Resultion der Inflammation spielt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Laborgerate

In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Geréate aufgelistet, die in den in dieser Arbeit

gezeigten Experimenten verwendet wurden.

Tabelle 2: Laborgerate

Gerat Hersteller Modell
Zellkultur Inkubator Thermo Fisher Heracell 150i
Zentrifugen Thermo Fisher Fresco 17
Megafuge 8R
Multifuge X3R
Sterile Werkbank Thermo Fisher Herasafe
PCR-Plattform Roche LC480 Il
Durchlichtmikroskop Zeiss AX10

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld & Co.KG

Neubauer-improved

Spektralanalysegerat fur Zellen

Sony Biotechnology

SA3800

SP6800
Spektrales Zellsortiergerat Sony Biotechnology SH800Z
Konfokales Mikroskop Leica SP8
Kryostat Leica CM3050 S
Transwell Einsatz Corning HTS 96-Well-Einsatz 5 pm

4.1.2 Allgemeine Lésungen

Allgemeine Lésungen, die fur die hier aufgefiihrten Versuche verwendet wurden sind

folgender Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 3: Allgemeine Lésungen

L&sung Zusammensetzung
Ammoniumchlorid-Kalium (ACK) Lysepuffer | 150 mM NH4CI

10 mM KHCO3

0.1 mM EDTA
RPMI Vollmedium RPMI 1640

10 % (v/v) fotales Kalberserum

1 % (v/v) L-Glutamin

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
0.1 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Verdaupuffer

RPMI 1640

1 % (v/v) L-Glutamin

1 % (v/v) Penicillin / Streptomycin
0.1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
XX Collagenase Typ IV

XX DNAse Typ |

FACS-Puffer

2 mM EDTA

1x PBS, pH 7.0
1 % (v/v) fétales Kalberserum

75




Material und Methoden

Farbe-Puffer fur die Mikroskopie

0.1 M Tris
1% BSA
0,3% Triton X-100

1% Normalisiertes Mausserum

1% Eselserum

4.1.3 Antikérper

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper aufgelistet. Alle

Antikoérper wurden in gesattigter Konzentration verwendet, welche zuvor durch einen

Titrationsversuch bestimmt wurde.

Tabelle 4: Antikdrper, benannt nach den Epitopen, die sie binden, als auch dem direkt gekoppelten Fluorochrom

Antikérper (Klon) Hersteller Identifikationshummer
Anti-Human CD3 FITC (UCHT1) Biolegend Kat#300405;
RRID:AB_314059
Anti-Human CD141 PerCP/Cy5.5 (M80) Biolegend Kat#344112;
RRID:AB_2561625
Anti-Human CD370 PE (8F9) Biolegend Kat#353804;
RRID:AB_10965546
Anti-Maus CD103 (polyklonal aus der Ziege) R&D Systems Kat#AF1990;
RRID:AB_2128618
Anti-Maus CD103 FITC (M290) BD Biosciences Kat#557494;
RRID:AB_396731
Anti-Maus CD11b BV605 (M1/70) Biolegend Kat#101257;

RRID:AB_2565431

Anti-Maus CD11c eFluor450 (N418)

Thermo Fisher

Kat#48-0114-82;
RRID:AB_1548654

Anti-Maus CD172a/SIRPa. APC (REA1201)

Miltenyi Biotec

Kat#130-123-150;
RRID:AB_2802002

Anti-Maus CD24 PE (M1/69)

Thermo Fisher

Kat#12-0242-82;
RRID:AB_465602

Anti-Maus CD25 eF450 (PC61.5)

Thermo Fisher

Kat#48-0251-82;
RRID:AB_10671550

Anti-Maus CD3 AF647 (17A2)

Biolegend

Kat#100209;
RRID:AB_389323

Anti-Maus CD3 PerCP/Cy5.5 (145-2C11)

Thermo Fisher

Kat#45-0031-82;
RRID:AB_1107000

Anti-Maus CD31 AF594 (MEC13.3) Biolegend Kat#102520;
RRID:AB_2563319
Anti-Maus CD40 PE (3/23) Biolegend Kat#124610;
RRID:AB_1134075
Anti-Maus CD44 BV711 (IM7) Biolegend Kat#103057;
RRID:AB_2564214
Anti-Maus CD45.1 PE/Dazzle (A20) Biolegend Kat#110748;
RRID:AB_2564295
Anti-Maus CD45.2 BV510 (104) SONY Kat#1149190
Biotechnology
Anti-Maus CD64 BV711 (X54-5/7.1) Biolegend Kat#139311;
RRID:AB_2563846
Anti-Maus CD8a. BV421 (53-6.7) Biolegend Kat#100738;

RRID:AB_11204079
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Anti-Maus CD8a PE/Cy7 (53-6.7)

Thermo Fisher

Kat#25-0081-82;
RRID:AB_469584

Anti-Maus CD80 PE (16-10A1)

Thermo Fisher

Kat#12-0801-83;
RRID:AB_465753

Anti-Maus CD86 PE/Cy7 (GL1)

Thermo Fisher

Kat#25-0862-82;
RRID:AB_2573372

Anti-Maus CLEC9A (1F6) Abcam Kat#ab1049083;
RRID:AB_10859587
Anti-Maus Collagen IV (polyklonal aus dem Abcam Kat#ab6586;

Kaninchen)

RRID:AB_305584

Anti-Maus F4/80 PE/Cy7 (BM8)

Thermo Fisher

Kat#25-4801-82;
RRID:AB_469653

Anti-Maus CXCL9 PE (MIG-2F5.5) Biolegend Kat#515604;
RRID:AB_2245489
Anti-Maus GzmB APC (GB11) Thermo Fisher Kat#GRBO05;

RRID:AB_2536539

Anti-Maus H-2K?/H2-DP FITC (REA932) Miltenyi Kat#130-115-585;
RRID:AB_2727101
Anti-Maus H-2K® bound to SIINFEKL PE (25-D1.16) Biolegend Kat#141603;

RRID:AB_10897938

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

Thermo Fisher

Kat#11-5321-82;
RRID:AB_465232

Anti-Maus I-A/I-E (MHC class Il) AF700 (M5/114.15.2) | Biolegend Kat#107622;
RRID:AB_493727
Anti-Maus IL-12/1L-23 p40 PerCP/Cy5.5 (C15.6) Biolegend Kat#505212;

RRID:AB_2566225

Anti-Maus IRF4 PE (3E4)

Thermo Fisher

Kat#12-9858-80;
RRID:AB_10853179

Anti-Maus IRF8 APC (V3GYWCH)

Thermo Fisher

Kat#17-9852-82;
RRID:AB_2573318

Anti-Maus Nur-77 PE (12.14)

Thermo Fisher

Kat#12-5965-82;
RRID:AB_1257209

Anti-Maus PD-1 BV605 (29F.1A12) Biolegend Kat#135220;
RID:AB_2562616
Anti-Maus pPKA (pS114) AF647 (47/PKA) BD Biosciences Kat#560205;
RRID:AB_1645434
Anti-Maus TCF1 PE (S33-966) BD Biosciences Kat#564217;
RRID:AB_2687845
Anti-Maus TCRp PerCP/Cy5.5 (H57-597) Biolegend Kat#109228;
RRID:AB_1575173
Anti-Maus TIM3 BV421 (RMT3-23) Biolegend Kat#119723;
RRID:AB_2616908
Anti-Maus XCR1 AF647 (ZET) Biolegend Kat#148214;

RRID:AB_2564369

Anti-Maus/Human Ki-67 APC (SolA15)

Thermo Fisher

Kat#17-5698-82;
RRID:AB_2688057

Anti-Maus/Human Ki-67 AF488 (SolA15)

Thermo Fisher

Kat#53-5698-82;
RRID:AB_2802330

Anti-Ziege 1gG AF680 (polyklonal aus dem Esel) Jackson Kat#705-625-147;
ImmunoResearch | RRID:AB_2340440
Anti-Kaninchen IgG BV510 (polyklonal aus dem Esel) | Biolegend Kat#406419;
RRID:AB_2563453
Anti-Ratte IgG AF647 (Esel) Abcam Kat#ab150155;

RRID:AB_2813835

Anti-Maus
(P3.6.2.8.1)

IgG1 kappa Isotypkontrolle APC

Thermo Fisher

Kat#17-4714-82;
RRID:AB_763649
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Anti-Maus CD8p (53-5.8) BioXCell Kat#BE0223;
RRID:AB_2687706
Anti-Maus CXCR3 (CXCR3-173) BioXCell Kat#BE0249;
RRID:AB_2687730
Anti-Maus IL-12p40 (C17.8) BioXCell Kat#BE0051;
RRID:AB_1107698
Anti-Maus IgG2a Isotypkontrolle BioXCell Kat#BE0089;
RRID:AB_1107769
Anti-Maus IgG Isotypkontrolle polyklonal BioXCell Kat#BE0091;
RRID:AB_1107773
Anti-Maus IgG1 Isotypkontrolle BioXCell Kat#BEO0088;
RRID:AB_1107775

4.1.4 Chemikalien und Reagenzien

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Peptide und

rekombinanten Proteine aufgelistet.

Tabelle 5: Chemikalien, Peptide und rekombinante Proteine

Reagenzie Hersteller Identifikationshummer
Murines IFNy Biolegend Kat#575308
Brefeldin A Merck Kat#B7651
Rekombinantes FIt-3L-Ig (hum/hum) BioXCell Kat#BE0098
Antigenfix Diapath Kat#P0016
FTY720 Merck Kat#SML0700
Prostaglandin E2 (PGE>) Thermo Fisher Kat#P0409
Polyinosinische—polycytidylséaure (poly 1:C) Thermo Fisher Kat#P1530
ODN 1668 (CpG) Thermo Fisher Kat#tlrl-1668
2,3 -cGAMP Thermo Fisher Kat#SML1229
Adenosin 5 -triphosphat (ATP) Thermo Fisher Kat#A1852
B-nicotinamid adenin dinucleotid hydrat (NADH) | Thermo Fisher Kat#NAD100-RO
Forskolin Thermo Fisher Kat#F3917
SC-19220 (EP1 Antagonist) Cayman Chemicals | Kat#14060
PF-04418948 (EP2 Antagonist) Cayman Chemicals | Kat#P20213
L-826,266 (EP3 Antagonist) Cayman Chemicals | Kat#18538
L161,982 (EP4 Antagonist) Cayman Chemicals | Kat#10011565
Dynabeads Maus T-Aktivator CD3/CD28 Thermo Fisher Kat#11456D
Accutase PAA Kat#L11-007
Collagenase IV Worthington Kat#LS004189
Hyaluronidase Thermo Fisher Kat#H6254
Murines IL-2 Peprotech Kat#212-12
DNase | Thermo Fisher Kat#D5025
Pancoll PAN Biotech Kat#P04-60500
Sp-8-Br-cAMPS Cayman Chemicals | Kat#16002
Rp-8-Br-cAMPS Cayman Chemicals | Kat#21584
Wortmannin Thermo Fisher Kat#10301154
UO-126 Thermo Fisher Kat#15403859
Celecoxib Thermo Fisher Kat#SML3031
B-Mercaptoethanol Thermo Fisher Kat#31350010
Zahlpartikel Thermo Fisher Kat#C36950
EDTA Carl Roth Kat#8043
Fotales Kalberserum PAA Kat#A15-649
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Fixierbarer Viabilitatsfarbstoff APC-eF780 Thermo Fisher Kat#65-0865-14
Isofluran CP-Pharma Kat#1214
L-Glutamin Thermo Fisher Kat#25-0300-81
Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher Kat#15-0700-63
RPMI 1640 Thermo Fisher Kat#11-8750-93
Trypanblau Thermo Fisher Kat#T8154
Typsin-EDTA Thermo Fisher Kat#25-3000-54
OVA

SIINFEKL

Tissue-Tek OCT Sakura

4.1.5 Kit Systeme

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erworbenen

Chemikaliensets aufgelistet. Die Sets wurden entsprechend der Herstellerangaben

verwendet.

Tabelle 6: Kritische kommerziell erworbene Sets

Chemikalienset Hersteller Identifikationshummer
cAMP-Glo Assay Promega Kat#130-096-543
PKH26 Linker-Kit fUr rot fluoreszierende Zellen Sigma Kat#MINI26

Puffer fir intrazellulare Fixierung und
Permeabilisierung

Thermo Fisher Kat#88-8823

True-Nuclear Transkriptionsfaktor Puffer Set Biolegend Kat#424401
FoxP3 Transkriptionsfaktor Puffer Set Thermo Fisher Kat#00-5523-00
Monarch Total RNA Miniprep Kit NewEngland BioLabs | Kat#T2010

SensiFAST cDNA Synthese Kit

Bioline Kat#BIO-65053

Taykon ROX SYBR Mastermix Blau dTTP

Eurogentec Kat# UF-RSMT-B0701

LIVE/DEAD fixierbarer Lebensfahigkeitsfarbstoff

Thermo Fisher Kat#65-0865-14

PGEz ELISA

Cayman Chemicals Kat#514010

Kit zur Isolation naiver CD8" T Zellen

Miltenyi Biotec Kat#130-096-543

Kit zur Isolation aller T Zellen Il

Miltenyi Biotec Kat#130-095-130

4.1.6 Bioinformatische Datensets

Alle in dieser Arbeit verwendeten Datensets sind 6ffentlich zuganglich und in der folgenden

Tabelle aufgelistet.
Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Datensets

Verwendetes Datenset Quelle Identifikationshummer
Murine cDC1 RNA-seq Datenset GSE213205 Diese Arbeit | GSE213205;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/gds
Murine Tumor c¢DC1 RNA-seq Datenset | Diese Arbeit | GSE222782;
GSE222782 https://www.ncbi.nim.nih.gov/gds
Humane cDC1 RNA-seq Datenset GSE213691 | Diese Arbeit | GSE213691;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/gds
Melanompatienten RNA-seq Datenset Liu et al,  phs000452.v3.p1; Melanoma
2019 Sequencing Genome Project
Tumorpatienten RNA-seq Datenset Riaz et al., | GSE91061;
2017 https://www.ncbi.nim.nih.gov/gds

79




Material und Methoden

The Cancer Genome Atlas (TCGA) Firehose,
The Broad

Institute

https://gdac.broadinstitute.org/

4.1.7 Software
In der folgenden Tabelle sind sémtliche zur Analyse der vorliegenden Daten verwendeten

Analysesoftwares, sowie deren Quellen aufgelistet.

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Software

Software und Version Hersteller Quelle:

Affinity Designer v1.6.0 Serif https://affinity.serif.com/de/designer/

FlowJo v10 BD https://www.flowjo.com/solutions/flowjo/

Imaris v9.7 Oxford Instruments https://imaris.oxinst.com

NumPy NumPy https://www.numpy.org
Pandas W. McKinney https://pandas.pydata.org
Prism v9 GraphPad https://www.graphpad.com

4.1.8 Biologische Systeme

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten experimentellen biologischen
Tumormodelle, sowie Mauslinien aufgelistet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden
am Klinikum Rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen (TUM) unter spezifisch-
pathogenfreien Bedingungen gemaB den Richtlinien der Federation of European Laboratory
Animal Science Associations gehalten und geziichtet. Die Mause wurden im Alter von 6-12
Wochen fir Experimente verwendet. Bei allen Experimenten wurden die Mause
geschlechtsspezifisch ausgewdhlt und Mause desselben Geschlechts nach dem
Zufallsprinzip den Behandlungs- oder Kontrollgruppen zugewiesen. Alle Tierversuche wurden
von den értlichen Behérden genehmigt und in Ubereinstimmung mit nationalen Richtlinien
durchgefihrt.

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete experimentelle biologische Modelle

Biologisches Modell

\ Quelle

\ Identifikationshummer

Zelllinien

Kontroll-BRAF600F C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015) | N/A

Ptgs1/Ptgs2~'--BRAF600E C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015) | N/A

CT26 WT The Francis Crick Institute, London, | N/A
UK

Ptgs2~- CT26 C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015) | N/A

4T1 The Francis Crick Institute, London, | N/A
UK

Ptgs1/Ptgs2~'~ 4T1 C. Reis e Sousa (Zelenay et al., 2015) | N/A

MC38 Institute flir Molecular Immunology, | N/A
TUM

Kontroll-BRAF6E-7ZsG Diese Arbeit N/A

Kontroll-BRAF6E-QVA Diese Arbeit N/A

80




Material und Methoden

Batf3mikmm/j)

Ptgs1/Ptgs2~'--BRAF'6E-ZsG Diese Arbeit N/A

Ptgs1/Ptgs2~'--BRAF'6®E-QVA Diese Arbeit N/A

Mauslinien

C57BL/6J Charles River RRID:
IMSR_JAX:000664

oT-l (C57BL/6- | The Jackson Laboratory RRID:

Tg(TcraTcrb)1100Mijb/J) IMSR_JAX:003831

OT-l x CD45.1 Institut fir Molekulare Immunologie, | N/A

TUM
Batf3~- (B6.129S(C)- | The Jackson Laboratory RRID:

IMSR_JAX:013755

Ptger2~-Ptger4™"

Institut fir Molekulare Immunologie, | N/A
TUM

Clec9a‘*Ptger2~'-Ptger4™"

Institut fir Molekulare Immunologie, | N/A
TUM; Clec9a°" publiziert in '%°

Nkp46™Ptger2~'-Ptger4™"

Institut fir Molekulare Immunologie, | N/A
TUM; Nkp46°° publiziert in 2

Beschreibung der Mausstdmme:

C57BL/6J

oT-l

OT-I x CD45.1

Batf3™

Der Mausstamm C57BL/6J ist ein Inzuchtstamm, der in dieser Arbeit
als Wildtyp Kontrollstamm verwendet wurde. C57BL/6J Mé&use
tragen den MHC-I Haplotyp H-2".

OT-l ist ein OVAssr26s Peptid (SIINFEKL)-spezifischer TCR-
transgener Mausstamm auf C57BL/6J Hintergrund. Fir die TCR-
Transgene wurden die variablen Regionen Va2 und VB5 des T
Zellrezeptors von CD8* OVA-spezifischem T Zellklon 149.42
verwendet. In diesen Mausen exprimieren CD8* T Zellen
transgene TCRs, die die von OVA stammenden Peptidkette 257-
264 (SIINFEKL) erkennen, die auf MHC-I Molekilen prasentiert

werden 67168

Die Kreuzung dieses Stammes mit CD45.1 Mausen (OT-l x
CD45.1) ergab einen Mausstamm, dessen Immunzellen sich
durch die Expression eines Allels des Molekiils CD45 (CD45.1) ™,
von Immunzellen aus C57BL/6 Wildtyp Mausen (CD45.2)
unterscheiden. Diese OT-I T Zellen lassen sich demnach nach
adaptivem Transfer in C57BL/6 Wildtyp Mausen durch

spezifische Anfarbung von CD45.1 identifizieren.

Batf3”" Tiere sind C57BL/6J Mause, die aufgrund ihrer Defizienz
des Transkriptionsfaktors Batf3 nicht in der Lage sind cDC1 zu

entwickeln 7.
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Ptger2”-Ptger4""

Diese Tiere besitzen eine globale Defizienz in Ptger2, dem Gen fir

den PGE:-Rezeptor EP2. Der Ptger4-Locus ist flankiert durch

LoxP-Sequenzen.

Clec9A“*Ptger2” Ptger4™"

Durch Kreuzung dieses Mausstamms mit Clec9A®® Tieren

120

wurde ein Mausstamm mit einer globalen EP2-Defizienz, sowie

einer zusatzlichen EP4-Defizienz in Clec9A exprimierenden

Zellen, generiert.
Nkp46'°°Ptger2”Ptgerd™ Ahnlich ergab die Kreuzung der Ptger2”Ptgerd™ Tiere mit

Nkp46°® Mausen einen Mausstamm mit EP4-Defizienz in Nkp46

exprimierenden Zellen auf einem globalen EP2-Defizienten

Hintergrund.

4.1.9 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit zur Amplifikation von RNA-

Transkripten eingesetzt. Selbst erstellte Primer-Sequenzen wurden hier mit Hilfe von Primer-

BLAST (NCBI) auf eine hohe Bindungsgenauigkeit und geringe sonstige
Bindungsmoglichkeiten  Uberpruft. In  jedem  Experiment wurde durch eine
Schmelzkurvenanalyse die eindeutige Bindung an das Zieltranskript Uberpruft.
Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete gRT-PCR Primer
Zielgen Quelle Sequenz (5 zu 3)
murines Cxcl9 (vorwarts) S. W. Chensue CTAGGCTCACGTCACCAAGTC
(Chiu et al., 2003)
murines Cxcl9 (rickwéarts) S. W. Chensue GGCTCTAGGCTGACCCAAATG
(Chiu et al., 2003)
murines //12b (vorwarts) F.E. Yull (W. Barham et al.,, | GGAAGCACGGCAGCAGAATA

2015)

murines I/12b (rickwarts)

F.E. Yull (W. Barham et al.,
2015)

AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATG
G

murines Hprt (vorwarts)

E. A. Miska (Matsushima et
al,, 2019)

GCCTAAGATGAGCGCAAGTTG

murines Hprt (rickwarts)

E. A. Miska (Matsushima et
al., 2019)

TACTAGGCAGATGGCCACAGG

murines Irf8 (vorwarts)

S. I. Abrams (Stewart et al.,
2009)

CGTGGAAGACGAGGTTACGCTG

murines Irf8 (rlickwarts)

S. I. Abrams (Stewart et al.,

GCTGAATGGTGTGTGTKATAGGC

2017)

2009)
murines Crem (vorwarts) Diese Arbeit AGTGGCTCTAGATTACCCAG
murines Crem (rickwarts) Diese Arbeit CTAAAATGTCGGGAACAGGC
humanes CXCL9 (vorwérts) S. Porter (Marshall et al.,, | CCAACACCCCACAGAAGTGC
2017)
humanes CXCL9 (rickwarts) | S. Porter (Marshall et al., GCCAGCACCTGCTCTGAGAC

humanes IL12B (vorwarts)

B. Xia (Song et al., 2013)

AGTAGTTATGGCTAAGGAKATGA

humanes IL12B (rlckwérts)

B. Xia (Song et al., 2013)

AGGGATTCCAGATTTTCTTTGCA
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humanes IRF8 (vorwarts)

W. Fu (Yang et al., 2018)

TGGCTGATCGAGCAGATTGACAGT

humanes IRF8 (rickwarts)

W. Fu (Yang et al., 2018)

AAGGGATCCGGAAKATGCTCTTCT

humanes HPRT (vorwarts) N. Regev-Rudzki (Sisquella et | CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT
al., 2017)

humanes HPRT (rickwarts) N. Regev-Rudzki (Sisquella et | AGACGTTCAGTCCTGTCKATAA
al., 2017)

4.1.10 Plasmide und rekombinante DNA
Die folgende Tabelle enthalt alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und sonstige

rekombinante DNA, sowie deren Quellen.

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete rekombinante DNA

Rekombinante DNA Quelle Identifikationsnummer
Plasmid: VSV-G Wiibbenhorst et al., 2010 N/A
Plasmid: ZsGreen1-N1 Michael Davidson, via Addgene RRID: Addgene_54702
pHIV-7 transfer vector Wiibbenhorst et al., 2010 N/A

pMSCV-IRES-mCherry Daria Vignali, via Addgene RRID: Addgene_52114

pFUW-tetO-Irf8 Filipe Pereira, via Addgene RRID: Addgene _139838

Diese Arbeit N/A

pMSCV-IRES-Irf8-mCherry

4.2 Methoden

4.2.1 Humanes Probenmaterial
Periphere mononukleére Blutzellen (PBMCs) wurden geméaB eines von der Ethikkommission
der TUM genehmigten Protokolls (564/18S-AS) von gesunden Spendern gewonnen.
Krebspatienten wurden am Universitdtsspital Basel mit Genehmigung der lokalen
Ethikkommission Nordwestschweiz rekrutiert. Alle Blutspender und Patienten gaben ihr
Einverstindnis, und die Studien wurden in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen der
lokalen Ethikkommission und den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki des
Weltarztebundes (WMA) durchgefiihrt. PBMCs wurden durch Dichtegradientenzentrifugation
(Pancoll) isoliert. Fur die Praparation humaner Tumorzellen (HTGZ) wurden chirurgische
Tumorproben mechanisch dissoziiert und mit Verdaupuffer (DMEM gemischt mit 50%
gebrauchsfertiger v,

Hyaluronidase, 10U/ml DNase | und 10% FCS) fir 60 Minuten bei 37°C verdaut. Daraufhin

Accutase-L6sung, ergdnzt mit 1mg/ml Kollagenase 1mg/ml
wurden die Zellen in PBS gewaschen, filtriert und als Einzelzellsuspension zur spéteren
Verwendung eingefroren. HTGZ konditioniertes Medium wurde durch Kultivierung von
2,5x10° Zellen in 200ul komplettem RPMI-Medium fiir 48h in An- oder Abwesenheit des COX-

2-Inhibitors Celecoxib (5uM) hergestellt.
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4.2.2 Mauskrebs-Zelllinien und primare Zellkultur

Die Melanomzelllinie BRAF'** wurde in komplettem RPMI-Medium (RPMI 1640 mit 10%
fétalem Kélberserum (FCS), 50mM 2-Mercaptoethanol, 100U/ml Penicillin, 100mg/ml
Streptomycin, 292ug/ml L-Glutamin) gezichtet. Die Kolonadenokarzinom-Zelllinie MC38
wurde in komplettem DMEM-Medium (DMEM mit hohem Glukosegehalt und 10% FCS,
50mM 2-Mercaptoethanol, 100U/ml Penicillin, 100mg/ml Streptomycin) kultiviert.
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®F wurden durch CRISPR/Cas9-vermitteltes Gene Editing wie zuvor
beschrieben erzeugt (Zelenay et al., 2015). Fir Tumorantigen-Aufnahmeexperimente wurden
BRAFY®-Zellen stabil mit ZsGreen (ZsG) transduziert, einem Fluorophor, der gegen
intrazelluldren Abbau resistent ist (Nakamura et al., 2013; Katayama et al., 2008) und der in
cDC1 nach Aufnahme von Bestandteilen ZsG-exprimierender Zellen nachgewiesen werden
kann (Roberts et al., 2016). Fiir Kreuzprésentationsexperimente wurden BRAF°5-Zellen mit
dem Modellantigen Ovalbumin (OVA) transduziert. Fiir die virale Transduktion der BRAFY0%%-
Zellen wurde die OVA-cDNA aus einem pcDNAS3.10VA-Plasmid in einen pHIV-7-
Transfervektor unter Kontrolle des Phosphoglyceratkinase (PGK)-Promotors subkloniert, der
das Puromycin-Resistenzgen Uber IRES mitexprimiert. ZsGreen1 cDNA wurde aus ZsGreen1-
N1 (Addgene, #54702) ausgeschnitten und in den lentiviralen pHIV-7-Transfervektor unter der
Kontrolle des Spleen Focus Forming Virus (SF)-Promotors (Wlbbenhorst et al., 2010)
subkloniert. VSV.G-pseudotypisierte, selbstinaktivierende lentivirale Vektoren der dritten
Generation wurden wie zuvor beschrieben hergestellt (Wibbenhorst et al., 2010). Kurz
gesagt: 2 Tage nach der Transfektion von Verpackungszellen wurde der ZellUberstand
geerntet, gefiltert und fir die Transduktion von Tumorzelllinien in Gegenwart von 8 pg/ml
Polybren (Merck) verwendet. Die Zielzellen wurden nach der Transduktion mindestens dreimal
passagiert. OVA-exprimierende Zellen wurden mit Puromycin selektiert, ZsG-exprimierende
Zellen wurden durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) anhand der ZsG-Expression
aufgereinigt. Die In-vitro-Differenzierung von cDC1 wurde, angepasst an bereits publizierte
Protokolle, durchgefiihrt (Mayer et al., 2014). Hierbei wurden Knochenmarkzellen aus murinen
Ober- und Unterschenkelknochen isoliert. Nach der Lyse der roten Blutkérperchen mit ACK-
Lysepuffer fir 2min bei Raumtemperatur (RT) wurden 1,5x10° Zellen/ml mit GM-CSF
(800pg/ml) und FLT3L (55ng/ml) in komplettem RPMI Medium inkubiert. Nach 9 Tagen
wurden die kultivierten Zellen gewaschen und fur weitere 5 Tage in frischem Medium mit GM-
CSF und FLT3L inkubiert, bevor vollstandig differenzierte cDC1 anhand ihrer CD103- und
XCR1-Expression durch eine FACS-Sortierung aufgereinigt wurden. Um CD8* Effektor-T
Zellen fur In-vitro-Experimente zu generieren, wurden CD8+" T Zellen aus der Milz durch
MACS-Separation mit anti-CD8-Mikropartikeln (Miltenyi) isoliert und 3 Tage lang mit Anti-
CD3/Anti-CD28-Dynabeads plus IL-12 (1ng/ml) stimuliert.
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4.2.3 Injektion von Tumorzellen

Tumorzellen wurden zur Injektion durch Trypsinierung geerntet und dreimal in PBS
gewaschen. Die Zellen wurden subkutan (s.c.) in 100pl endotoxinfreiem PBS in die Flanke der
Empféangermause injiziert, wobei 2x10° Zellen fiir Tumorwachstumsstudien und 2x10° Zellen
fir alle anderen Experimente verwendet wurden. Das Tumorwachstum wurde mit einer
digitalen Schieblehre gemessen. Die in den Abbildungen angegebenen Tumordurchmesser
beziehen sich auf den Durchschnitt des langsten Durchmessers und seiner Senkrechten jedes

Tumors.

4.2.4 In-vivo Behandlung mit FLT3-L

Zur Induktion der cDC1-Akkumulation in den Tumoren erhielten die Mause ab dem dritten
Tag nach Tumorzellinokulation taglich intraperitoneale (i.p.) Injektionen von 30ug/100ul FLT3-
L (Celldex) oder PBS als Kontrolle.

4.2.5 In-vivo-Depletion von CD8+ T Zellen
Zur Depletion von CD8" T Zellen wurden den Mausen 200 pg/100 pl des Antikdrpers anti-
CD8p (Klon 53-5.8) i.p. injiziert. Die Injektionen wurden alle 3 Tage wiederholt.

4.2.6 Adaptiver OT-I T Zell-Transfer

Fir die Analyse des CD8* T Zell-Primings in tdLK wurden OT-1 CD8* T Zellen aus der Milz von
OT-l x CD45.1 Spendermausen mit dem Kit zur Isolierung naiver CD8" T Zellen (Miltenyi
Biotec) isoliert. 1x10° Zellen wurden 6 Stunden vor der s.c.-Transplantation von Kontroll- oder
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'***-OVA-Melanomzellen intravenés (i.v.) in sterilem PBS in

Empfangerm&use Ubertragen.

4.2.7 CXCR3-Blockade in vivo

Zur Blockade der CXCRS3-Signallbertragung wurde den Mausen zwei Tage nach der
Tumortransplantation i.p. 50 pl des Anti-CXCR3-Antikdrpers (300 ug/Maus, Klon CXCR3-173)
oder eines isotyp-spezifischen Kontrollantikdrpers injiziert. Die Antikdrperinjektionen wurden

im Verlauf des Experiments alle 2 Tage durchgefuhrt.

4.2.8 IL-12-Blockade in vivo

Zur Blockade der IL-12-Signalibertragung wurde den Mausen zwei Tage nach der
Tumortransplantation i.p. 50 pl des Anti-IL-12p40-Antikérpers (300 pg/Maus, Klon C17.8)
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oder eines isotyp-spezifischen Kontrollantikdrpers injiziert. Die Antikdrperinjektionen wurden

im Verlauf des Experiments alle 2 Tage durchgefuhrt.

4.2.9 FTY720-Behandlung in vivo

Zur Blockade des Lymphknotenaustritts der CD8" T Zellen wurde den Mausen i.p. 100pl
FTY720 (20pg/Maus in 0,9% NaCl in H20) injiziert. Je nach Behandlungsgruppe erfolgten die
Injektionen an Tag 6 oder an Tag 1 und Tag 6 nach Tumorzellinjektion. Die M&use in den

Kontrollgruppen erhielten Injektionen mit 100ul NaCl-Ldsung.

4.2.10 Aufbereitung von Mausgeweben

Tumoren sowie tumordrainierende Lymphknoten (tdLK) wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten entnommen. Die Masse der einzelnen Tumoren oder tdLK wurde mit einer Waage
gemessen. Fir die anschlieBende Isolierung der Immunzellen wurden Tumoren und tdLK in
Stlicke geschnitten und 40 Minuten lang bei 37°C mit Kollagenase IV (200U/ml) und DNase |
(100pg/ml) enzymatisch verdaut. Die Gewebe wurden durch ein 70-pm-Zellsieb (Miltenyi
Biotec) gerieben und mit FACS-Puffer gewaschen, bevor die Antikdrperfarbung durchgefihrt
wurde. Fur die Analyse des PGE,-Gehalts wurden die Tumoren oder Organe in 0,1 M PBS mit
1 mM EDTA und 10 pM Indomethacin homogenisiert. Der PGE>-Gehalt in den Lysaten wurde
mittels ELISA (Cayman) quantifiziert.

4.2.11 Ex-vivo-Analyse der cDC1-Funktionen

Die Aufnahme von Tumorantigenen in vivo wurde durch die durchflusszytometrische
Quantifizierung der intrazellularen ZsG-Proteine in cDC1, stammend aus Kontroll-BRAF6°-
ZsG-tumoren oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'*°€-ZsG-Tumoren, bestimmt. Zur Analyse der Kreuz-
Prasentation von c¢DC1 aus BRAF"™-OVA-Tumoren wurden cDC1 mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikérper gegen das an das MHC-Klasse-I-Molekil H-2Kb
gebundene OVA-Peptid SIINFEKL (S8:H-2Kb) angefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Zur Analyse der cDC1-Zytokinproduktion wurden M&use 6 Stunden vor der
Entnahme der Kontroll-BRAF'®® Tumoren oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF®F Tumoren i.v. mit
Brefeldin A (10 pg/g Kdérpergewicht; Thermo Fisher) injiziert. Die Produktion von CXCL9 und

IL-12p40 wurde durch intrazellulare Farbung bestimmt und durchflusszytometrisch analysiert.
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4.2.12 In vitro cDC1-Experimente

Fur die in vitro PGE;-Behandlung wurden murine CD103* ¢cDC1 mit 1 - 100ng/ml PGE. bei
37°C fur 4 oder 20 Stunden kultiviert, bevor sie analysiert oder in funktionalen Assays
weiterverwendet wurden, wie in den Legenden der Abbildungen angegeben. Humane cDC1
wurden mit 1mg/ml PGE; bei 37°C fir 20h kultiviert. Wo angegeben, wurden cDC1 vor der
Behandlung mit PGE, 1 Stunde lang mit EP-Inhibitoren (5 pM) vorbehandelt. Die
intrazellularen cAMP-Konzentrationen wurden mit dem cAMP-Glo-Assay-Kit (Promega)
gemessen. Zur Bewertung der PKA-Phosphorylierung wurden ¢cDC1 mit RP-8-br-cAMPS
(10uM) vorbehandelt, um eine niedrige Basis-PKA-Phosphorylierung zu erreichen, und
dreimal in PBS gewaschen, bevor das Experiment fortgesetzt wurde. Zur Untersuchung der
Aufnahme toter Zellen, wurden Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®-Zellen mit UV-Licht bestrahlt
(250mdJ/cm2), Uber Nacht bei 37°C inkubiert, um eine sekunddre Nekrose zu erreichen, und
mit dem PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma) markiert. Die Zellen wurden
anschlieBend mit cDC1 in verschiedenen Verhaltnissen (10:1, 3:1, 1:1, 0,3:1, 0,1:1) kultiviert,
zusammen mit dem TLR3-Liganden Poly I:C (10pg/ml). Nach 4 Stunden wurde die Aufnahme
toter Tumorzellen durch c¢DC1 durch Messung der PKH26-Konzentration mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Zur Untersuchung aktivierter cDC1 wurden diese 4 Stunden
lang mit Poly I:C (10 pg/ml) stimuliert. Bei mit PGE, vorbehandelten cDC1 wurde die
Stimulation in Gegenwart von PGE; durchgefihrt, sofern nicht anders angegeben. Zur
Untersuchung der Zytokin- und Chemokinproduktion wurde fir die letzten 3 Stunden der
Stimulation Brefeldin A (5 pg/ml) zugegeben, bevor mit der Antikdrperfarbung fir
durchflusszytometrische Analysen fortgefahren wurde. In einigen Experimenten wurden cDC1
mit CpG (5ug/ml), IFNy (10ng/ml), 2°,3'-cGAMP (10pM), NAD (10uM), ATP (100uM) und/oder
Ptgs1/Ptgs2”-BRAF** -Tumorzellen ~ (cDC1:Tumorzellverhaltnis  1:2,5)  stimuliert.
Zur Analyse der Kreuzprasentation von Antigenen toter Tumorzellen wurden cDCH1
gemeinsam mit UV-bestrahlten Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'®-OVA-Zellen (Verhaltnis 1:2,5) fur 4
Stunden inkubiert. Die Kreuzreprasentation wurde durch Farbung mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikdrper gegen das an H-2Kb gebundene OVA257-264-Peptid
SIINFEKL (S8:H-2Kb) analysiert. Fur die Ko-Kultur von cDC1 mit Zellen aus dem
Lymphknoten wurden Letztere aus tdLK von WT Mausen mit Kontroll-BRAF'**-Tumoren
isoliert und mit Hilfe des Pan-T Zell-Isolationskits (Miltenyi) in T Zellen sowie sonstige Zellen
getrennt. Die Ko-Kultur geschah anschlieBend in Anwesenheit von Anti-CD3/CD28-
Dynabeads (Verhéltnis 1:1) und 100 U/ml IL-2 (Peprotech) und c¢DC1 wurde wie in den

Legenden angegeben analysiert.
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4.2.13 Retrovirale Transduktion von cDC1

GP2-293-Verpackungszellen wurden mit einer Mischung aus Lipofectamin 3000
(ThermoFisher), einem fiir das VSV-G-Houllprotein kodierenden Plasmid und einem pMSCV-
IRES-mCherry-Plasmid, das fur IRF8 kodiert (cDNA isoliert aus pFUW-tetO-Irf8, Addgene,
#139838), oder einem Leervektor als Mock-Kontrolle (Addgene, #52114) transfiziert. An zwei
aufeinanderfolgenden Tagen nach der Transfektion wurde das virushaltige Kulturmedium
geerntet, gefiltert, mit 8ug/ml Polybren (Sigma-Aldrich) versetzt und zur stabilen Transduktion
von PlatE-Produktionszellen mittels Spinfektion durch Zentrifugation (90min, 2000xg bei RT)
verwendet. Die transduzierten Produktionszellen wurden anschlieBend mindestens dreimal
passagiert, mCherry exprimierende Zellen durch FAC-Sortierung aufgereinigt und daraufhin
kultiviert, um einen Virus-enthaltenden Uberstand fiir die cDC1-Transduktion zu erzeugen.
Zur Transduktion der cDC1 wurden die Uberstiande auf Retronectin-beschichtete (20ug/ml in
PBS) 24-Well-Zellkulturplatten herunterzentrifugiert (120min, 3000xg bei 32°C). Pro
Vertiefung wurden 5x10° Zellen aus cDC1-Kulturen (Tag 2) durch Spinfektion transduziert
(120min, 800xg bei 32°C). cDC1 wurden daraufhin 7 Tage lang in den 24-Well-Platten in
Gegenwart von FLT3L und GM-CSF kultiviert, bevor das cDC1-Differenzierungsprotokoll an
Tag 9 fortgesetzt wurde. Fir Experimente wurden CD103+ cDC1 anhand der mCherry-

Expression sortiert, um eine gleichmaBige Transduktion sicherzustellen.

4.2.14 In-vitro Analyse der CD8+ T Zell Interaktion

Zur Analyse der CD8* T Zell Rekrutierung durch cDC1 wurden 5x10* CD8" Effektor T Zellen
in Transwell-Platten (Corning) mit einer PorengréBe von 5um platziert. Diese migrierten fur 2
Stunden bei 37°C in Richtung konditionierten Mediums (KM) von je 5x10° PGE:-
vorbehandelten, gewaschenen cDCH1, die zuvor fiir 4 Stunden mit Poly I:C (10ug/ml) stimuliert
wurden. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wurden die migrierten T Zellen im
Zielkompartiment des Transwells abgenommen und mittels Durchflusszytometrie
quantifiziert.

Um die Fahigkeit von cDC1 zur Aktivierung von CD8* T Zellen unabh&ngig von der
Antigenverarbeitung zu beurteilen, wurden cDC1 mit OVA257-264-Peptid (100pM) gepulst
und 30 Minuten lang mit Poly I:C (10pg/ml) stimuliert. Die mit Peptid beladenen cDC1 wurden
dreimal gewaschen und mit Effektor OT-I T Zellen (Verhéltnis 1:1) ko-kultiviert. 48 Stunden
spater wurde die Expansion der OT-I-T Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Um die Wirkung der von cDC1 produzierten I6slichen Mediatoren auf die Aktivierung von
CD8* T Zellen zu analysieren, wurden cDC1 20 Stunden lang mit PGE. behandelt, dreimal
gewaschen und weitere 4 Stunden lang mit Poly I:C (10 pg/ml) stimuliert. Das hierdurch

konditionierte Medium wurde gesammelt und zu CD8* Effektor T Zellen gegeben, die mit Anti-
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CD3/CD28-Dynabeads (Verhéltnis 1:1) kultiviert wurden. Die T Zell-Expansion wurde 48

Stunden spater mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

4.2.15 Durchflusszytometrie und fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

Durchflusszytometrische Analysen wurden mit einem SP6800 Spektralanalysegerét fir Zellen
(SONY Biotechnology) durchgeftihrt. Die Daten wurden mit FlowJo (BD) ausgewertet. In allen
Experimenten wurde ein fixierbarer Viabilitatsfarbstoff (Thermo Fisher) verwendet, um tote
Zellen auszuschlieBen. Die Farbung von Zelloberflachenmarkern mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern wurde 15 Minuten lang bei 4 °C in FACS-Puffer durchgefiihrt. Die Farbung mit
anti-Maus H-2K" bound to SIINFEKL PE Antikérpern wurde auf 40 Minuten ausgedehnt. Die
intrazelluldre Farbung von CXCL9 oder IL-12 wurde mit dem intrazelluldren Fixierungs- und
Permeabilisierungspufferset (Thermo Fisher) durchgefihrt. Fir die intrazellulare Farbung von
IRF8 wurde das True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) verwendet. Der
Nachweis von intrazellularem TCF1, Ki-67 und GzmB in CD8" T Zellen erfolgte mit dem
FOXP3 Transkriptionsfaktor-Farbepufferset (Thermo Fisher). Die Quantifizierung der
Zellzahlen durch Durchflusszytometrie erfolgte mit fluoreszierenden Zahlpartikeln (Thermo
Fisher). Nach Gating auf lebende Einzelzellen wurden folgende Immunzellpopulationen
identifiziert: intratumorale cDC1 (CD45*CD11c*MHCII*CD103*CD11b’), migrierende cDC1 im
tdLK (CD45*CD11c*MHCII*CD103*CD8a'CD11b’), Effektor CD8* T Zellen im Tumor
(CD45*CD3*CD8*CD44*TIM3"). Die Sortierung von cDC1 aus Mausetumoren (lebende
CD45*CD11c*MHCII*CD103*CD11b7), cDC1 aus Mauseknochenmarkskulturen (lebende
CD103*XCR1*) oder humanen cDC1 (lebende CD141*CLEC9A*CD3’) aus PBMCs erfolgte mit
einem FACSAria-Sorter (BD) oder SH800 spektralen Zellsortiergerat (SONY Biotechnology).
Die Reinheit der Zellpopulationen wurde durch Reanalyse einer Fraktion der sortierten

Zellproben bestimmt.

4.2.16 Antikorper fir Durchflusszytometrie und Zellsortierung
Die folgenden Anti-Maus-Antikérper wurden fur die Durchflusszytometrie verwendet: Anti-
CD3 (Klon 145-2C11), AntiCD8a (Klon 53-6.7), Anti-CD11b (Klon M1/70), Anti-CD11c (Klon
N418), Anti-CD24 (Klon M1/69), Anti-CD25 (Klon PC61. 5), anti-CD40 (Klon 3/23), anti-CD44
(IM7), anti-CD45.1 (Klon A20), anti-CD45.2 (Klon 104), anti-CD64 (Klon X54-5/7. 1), anti-CD80
(Klon 16-10A1), anti-CD86 (Klon GL1), anti-CD103 (Klon M290), antiSIRPa. (Klon REA1201),
anti-CLEC9A (Klon 1F6), anti-CXCL9 (Klon MIG-2F5. 5), anti-F4/80 (Klon BM8), anti-GzmB
(Klon GB11), anti-IRF4 (Klon 3E4), anti-IRF8 (Klon V3GYWCH), anti-H-2Kb gebunden an
SIINFEKL (Klon 25-D1. 16), anti-H2-Kb (Klon REA932), anti-MHC Klasse Il (MHC II) I-A/I-E
(Klon M5/114.15.2), anti-Nur77 (Klon 12.14), anti-IL-12/IL-23p40 (Klon C15.6), anti-PD1
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(29F.1 A12), anti-pPKA (pS114, Klon 47/PKA), anti-S8:H2-Kb (Klon 25-D1.16), anti-TCF1
(Klon S33-966), anti-TCRB (Klon H57-597), anti-TIM3 (Klon RMT3-23), anti-Ki-67 (Klon
SolA15), anti-XCR1 (Klon ZET). Die folgenden Anti-Human Antikérper wurden flir die
Durchflusszytometrie verwendet: Anti-Human CLEC9A (Klon 8F9), Anti-Human CD141 (Klon
M80), Anti-Human CD3 (Klon UCHT1). Alle in dieser Studie verwendeten
durchflusszytometrischen Antikdrper wurden vom Hersteller fur Durchflusszytometrie

validiert.

4.2.17 Volumetrische Immunofluoreszenzmikroskopie und Bildanalyse

Die volumetrische Mikroskopie der Tumorgewebe wurde durchgefihrt wie kuirzlich
beschrieben (Bayerl et al., 2023). Kurz zusammengefasst wurden Tumoren in Antigenfix-
Lésung (Diapath) fixiert, die Proben in 30%iger Saccharose dehydriert, in TissueTek OCT-
Gefriermedium (Sakura Finetek) eingebettet und bei -80°C gelagert. Mit einem Leica CM3050
S Kryostat wurden aufeinanderfolgende Schnitte mit einer Dicke von 50um erstellt. Die
Schnitte wurden permeabilisiert, in Farbepuffer geblockt und in 0.1 M Tris (Carl Roth) mit 1%
BSA, 0,3% Triton X-100 (Merck), 1% normalem Mausserum (Merck) und 1% Eselserum
(Merck) gefarbt. Die geférbten Schnitte wurden in Mowiol (Merck) eingebettet und auf einem
konfokalen TCS SP8 Mikroskop (Leica) mit einem HC PL APO CS2 20x/0.75NA Obijektiv
analysiert. Der Z-Abstand der einzelnen Bildstapel der gekachelten Bilder betrug 2 pm. Durch
ein Zusammensetzen der Bildkacheln war es anschlieBend mdglich, groBe dreidimensionale
Bildvolumina von mindestens 20um Tiefe zu erhalten. Fir die Bildanalyse wurden die Bilder
durch adaptive Bilddekonvolution mit dem Leica TCS SP8 LIGHTNING Tool digital bearbeitet
und mit der Imaris 9.7 Software (Oxford Instruments) analysiert. Das Imaris-Tool zur
Oberflachenerzeugung wurde zur Rekonstruktion und Visualisierung von 3D-Objekten fir
einzelne Zellen verwendet. In einigen Experimenten wurden die Fluoreszenzsignale auBerhalb
der gerenderten Zellen maskiert, um intrazellulare Proteine sichtbar zu machen. Fir die
Analyse der Ki-67-Expression in CD8* T Zellen durch Histozytometrie wurden Statistiken fir
T Zell-Objekte in Excel (Microsoft) exportiert und mit der Software GraphPad Prism
(GraphPad) analysiert oder in CSV-Dateien zur Analyse in FlowJo (BD) konvertiert. Cluster von
interagierenden cDC1 und CD8* T Zellen wurden in einem mehrstufigen Prozess anhand der
Positionsinformationen der Zellobjekte identifiziert. CD8* T Zell-Cluster wurden mit Hilfe der
in Imaris integrierten Funktion "Abstand zu 5 nachsten Nachbarn" definiert als Gruppen von
minimal finf Zellen innerhalb eines Radius von 20pm, gemessen ab der duBeren Oberflache
jeder Zelle. cDC1, die mit CD8* T Zell-Clustern interagierten ("interagierende cDC1"), wurden
mit Hilfe der ,minimaler Objekt-Objekt-Abstand” Funktion (Abstand < 5um) identifiziert. Zur
Identifizierung von CD8* T Zell-Clustern, die mit cDC1 interagierten ("Interagierende CD8" T
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Zellen"), wurden CD8* T Zellen, die mehr als 15um von interagierenden cDC1 entfernt waren,
durch  Abstandsschwellenwertbildung mit der Imaris-Filterfunktion entfernt. Die
Quantifizierung von Zell-Clustern oder der Anzahl an nicht-interagierenden Zellen wurde

relativ zum Volumen des abgebildeten Abschnitts durchgefiihrt.

4.2.18 Antikorper fir die Immunofluoreszenzmikroskopie

Die folgenden Antikérper wurden fir die Farbung von Mausgewebe verwendet: Anti-CD3
(Klon 17A2), AntiCD8a. (Klon 53-6.7), Anti-CD31 (Klon MEC13.3), Anti-CD103 (Ziege
polyklonal), Anti-Collagen IV (Kaninchen polyklonal), Anti-MHCII I-A/I-E (Klon M5/114.15.2),
Anti-Ki-67 (Klon SolA15), Anti-IRF8 (Klon V3GYWCH). Alle Antikérper wurden entweder vom
Hersteller fur die Verwendung zur Immunofluoreszenzmikroskopie validiert oder waren bereits

fur die Verwendung zur Immunfluoreszenzmikroskopie bekannt.

4.2.19 RNA-Isolierung und quantitative RT-PCR

RNA wurde mit Hilfe des Monarch Total RNA Miniprep Kits (New England Biolabs) isoliert und
mit Hilfe des SensiFAST cDNA-Synthesekits (Bioline) in cDNA umgeschrieben. Die
quantitative RT-PCR (gRT-PCR) wurde mit dem TAKYON gPCR SYBR green Assay auf einem
LightCycler 480 (Roche) durchgefihrt. Zur Bestimmung der relativen Genexpression ACt
wurde die Expression des Zielgens in Relation zur Expression des Referenzgens HPRT
berechnet. Die Primersequenzen sind in Tabelle 10 zu finden. Alle Primer wurden von Eurofins

bezogen.

4.2.20 RNA-seq Analysen von murinen cDC1 aus in vitro DC-Kulturen

RNA-Extrakt aus murinen cDC1 wurde fir die Konstruktion von 3'-mRNA-seqg-Bibliotheken
verwendet (Macosko et al., 2015). Kurz zusammengefasst wurde die RNA der einzelnen
Proben mit einer Maxima RT-Polymerase (Thermo Fisher) unter Verwendung von Oligo-dT-
Primern, die Barcodes und eindeutige molekulare Identifikatoren enthalten (UMI, Integrated
DNA Technologies), zu cDNA revers transkribiert. Die Adapter-5'-Enden der cDNAs wurden
mit einem Template-Switch-Oligo (TSO) verlangert. Die Proben wurden gepoolt und die cDNA
in voller Ldange mit Hilfe der TSO- und Adapter-spezifischen Primern amplifiziert.
AnschlieBend wurde die cDNA mit dem Nextera XT Kit (lllumina), 3’-End-Fragmenten sowie
P5- und P7-lllumina-Uberhéngen ergénzt. Die mit Barcodes versehene cDNA-Bibliothek
wurde daraufhin mit einem NextSeq 500-System (lllumina) sequenziert. UMI-Tabellen wurden

fur Proben und Gene mithilfe der Drop-Seqg-Pipeline (https://github.com/broadinstitute/Drop-
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seq) erstellt. Die Rohsequenzierdaten wurden bei GEO unter der Zugangsnummer
GSE213205 hinterlegt.

4.2.21 RNA-seqg-Analyse von murinen Tumor cDC1

WT Méausen wurden s.c. 2x10° Kontroll- oder Ptgs1/Ptgs2”-BRAF'5°°€-Zellen transplantiert.
Nach 6 Tagen wurden Immunzellen durch Dichtezentrifugation (Pancoll, PAN Biotech) aus
den Tumoren isoliert. Aus dieser Zellsuspension wurden intratumorale cDC1 direkt in RNA-
Lysepuffer sortiert, wobei 10 Zellen pro Tumor gesammelt wurden und mit Hilfe des SMART-
Seq3 Protokolls sequenziert. RNA-Extraktion, Bibliotheksvorbereitung und Sequenzierung
wurden von der VBCF.NGS Core Facility unter Verwendung des Smart-Seq3-Protokolls
(Hagemann-denssen et al., 2020) durchgefuihrt. Die Konstruktion der Bibliothek wurde gemaB
den Anweisungen des Herstellers unter Verwendung des Nextera-Kits durchgefuhrt. Die
Sequenzierung wurde mit lllumina NextSeq 550 (lllumina) durchgefihrt, um 72-bp paired-end
Sequenzierungs-Reads zu erhalten. Die nicht demultiplexierten fastg-Dateien wurden mit
zUMIs (Version 2.4.1) und STAR (Version 2.5.4b) verarbeitet, um Expressionsprofile zu
erstellen. Die Ergebnisse wurden gegen das GrCm38 (mm10)-Referenzgenom (Ensembl
GRCm38.91) gemappt. Proben mit geringer Sequenzierabdeckung wurden fir die weitere
Analyse ausgeschlossen. Die Rohsequenzierdaten wurden bei GEO unter der Zugriffsnummer
GSE222782 hinterlegt.

4.2.22 RNA-seq-Analyse von humanen cDC1

Fir die Vorbereitung der RNA-seq Bibliotheken wurde die aus humanen cDC1 isolierte mRNA
fragmentiert und der erste Strang der cDNA mit Hilfe von Random-Hexamer-Primern
synthetisiert, gefolgt von der Synthese des zweiten Strangs der cDNA mit dTTP-Primern.
Nach Single-End-Repair, A-Tailing, Adapter-Ligation, GréBenselektion, Amplifikation und
Reinigung wurde die Bibliothek mit Qubit und Real-Time-PCR zur Quantifizierung sowie mit
dem Bioanalyzer zur Bestimmung der GréBenverteilung Uberprift. Quantifizierte Bibliotheken
wurden gepoolt und auf einer lllumina NovaSeq 6000-Plattform sequenziert. Die Reads
wurden gegen das humane Referenzgenom (Ensembl GRCh38/hg38) gemappt. Transkripte
und Gendefinitionen wurden geméaB der ENSEMBL-Annotation Release 75 definiert. Indizes
des Referenzgenoms wurden mit STAR (v2.5) erstellt und gepaarte, saubere Reads wurden
mit der STAR Maximal Mappable Prefix (MMP)-Methode gemappt. Die Alignments wurden
mit dem Programm Tophat geparst, HTSeq v0.6.1 wurde verwendet, um die Anzahl der jedem
Gen zugeordneten Reads zu z&hlen. Die Fragmente pro Kilobase des Transkripts pro

Millionen zugeordneter Reads (FPKM) wurden auf der Grundlage der Lédnge des Gens und
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der Anzahl der diesem Gen zugeordneten Reads berechnet. Die Rohsequenzdaten wurden
bei GEO unter der Zugriffsnummer GSE213691 hinterlegt.

4.2.23 Bioinformatische Analysen der RNA-seqg-Daten

Differenziell exprimierte Gene (DEGs) wurden mit dem DESeq2 R-Paket 2_1.6.3 (Love et al.,
2014) berechnet mit einem Fold Change (FC) von 1.5 und einem angepassten p-Wert (p.adj)
kleiner als 0.05. Die Visualisierung der DEGs in Vulkanplots erfolgte mit dem R-Paket ggplot2.
Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde mit der Funktion prcomp in R durchgefihrt und
mit ggplot2 und ggrepel visualisiert. Die Gene Ontology (GO) Anreicherungsanalyse fir
biologische Prozesse auf DEGs wurde mit METASCAPE (Y. Zhou et al., 2019) durchgefihrt.
Biologische Prozesse wurden ab einem p-Wert kleiner als 0.05 als statistisch signifikant

angesehen.

4.2.24 Analyse des Transkriptionsfaktor-Netzwerks

Die Vorhersageanalyse flr Upstream-Transkriptionsfaktoren (TF) basierte auf
aktivierungsinduzierten Genen, die in Poly l:C-aktivierten cDC1 durch vorherige PGE:-
Exposition signifikant herunterreguliert wurden. Die Analysen wurden mit ENRICHR (E. Y.
Chen et al., 2013) durchgeflhrt. Die hierarchische TF-Netzwerkanalyse basierte auf Genen,
die zwischen den beiden Behandlungsgruppen "Unbehandelt" vs. " PGE;-behandelt" und
zwischen "Ptgs1/Ptgs2”-BRAFY KM." vs. "Kontroll-BRAF'®t K.M." differenziell
exprimiert wurden. Regulierte TF wurden mithilfe des Maus-TF-Atlas (Q. Zhou et al., 2017)
identifiziert, und die Daten fur TF, die in beiden Vergleichen reguliert wurden, wurden
verwendet, um das ko-regulatorische TF-Netzwerk mithilfe des h-LICORN-Algorithmus zu
konstruieren (Teil des CoRegNet-Pakets (Nicolle et al., 2015; Chebil et al., 2014)). Kurz
zusammengefasst wurde das TF-Netzwerk auf Grundlage des "TF-Einflusses", als
Stellvertreter fur die TF-Aktivitdt, und der Anzahl der regulierten TF-Zielgene unter
Verwendung des Jaccard-Ahnlichkeitskoeffizienten (J) konstruiert. Der "TF-Einfluss" wurde
probenspezifisch berechnet, indem die Genexpressionswerte fir TF-induzierte und TF-
unterdriickte Ziele verglichen wurden. Die Korrelation zwischen den TF-Expressionsniveaus
wurde unter Verwendung der Pearson-Korrelation als MaB fur TF-Interaktionen berechnet und
zusammen mit den Werten fir gemeinsame TF-Ziele zur Bestimmung des Jaccard-

Ahnlichkeitskoeffizienten (J) verwendet, berechnet nach folgender Formel

j = TR NTE,
TF, UTF

wobei TFi die Anzahl der Targets fur einen bestimmten TF im TF-Target-Netzwerk 1 und TFj

die Anzahl der Targets fur einen bestimmten TF im TF-Target-Netzwerk 2 ist. SchlieBlich
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wurde die Hierarchie des TF-Netzwerks auf der Grundlage des "TF-Einflusses" und der
Anzahl der regulierten TF-Zielgene konstruiert, wobei die wichtigsten TFs an die Spitze des
TF-TF-Netzwerks gesetzt wurden. Die Netzwerkdiagramme wurden in Cytoscape 3.8.2
(Shannon et al., 2003) gerendert.

4.2.25 Analyse der Anreicherung von Genséatzen

Die Gensatzanreicherungsanalyse (gene enrichment analysis, GSEA) wurde fir DEGs aus
Vergleichen zwischen den cDC1-Gruppen " PGE>-behandelt + poly I:C" und "unbehandelt +
poly I:C" bzw. "unbehandelt" und " PGE:-behandelt" durchgefiihrt. Die DEGs wurden nach
log2-Fold-Change-Werten geordnet und mit GSEA v3.0 auf Anreicherung von veréffentlichten
Gensétzen analysiert. Die Gensatze fUr zelluldre Prozesse umfassten Genséatze fir
Zytokinsignalisierung, Zellmigration und DC-Reifung (Subramanian et al., 2005) sowie einen
Gensatz fur Antigenaufnahme und Kreuzprasentation (Kelly und Trowsdale, 2019). Die GSEA-
Analyse der TF-Zielgene wurde mit Gensétzen fur IRF8 (Langlais et al., 2016), PU.1 (Jones et
al., 2021), BATF3 (Theisen et al., 2019), ID2 (Mercer et al., 2011), IRF1 (Langlais et al., 2016)
und NFkB (Han et al., 2018) durchgefiihrt. Das PreRanked-Tool von GSEA 3.0 wurde
verwendet, um den normalisierten Anreicherungs-Score (NES) zu bewerten, und die
statistische Signifikanz des NES wurde anhand der Falschpositivrate (False discovery rate,

FDR) bemessen.

4.2.26 Bioinformatische Analysen der Daten von Krebspatienten

RSEM-normalisierte Genexpressionsdatensatze aus dem The Cancer Genome Atlas (TCGA)
wurden von Firehose (https://gdac.broadinstitute.org/) heruntergeladen und nach Daten fur
Primartumorbiopsien gefiltert. Analysen fur zwei Kohorten von Melanompatienten, die sich
einer Immun-Checkpoint-Blockade-Therapie unterzogen hatten, wurden auf Grundlage von
Genexpressionsdaten aus (Riaz et al., 2017) und (Liu et al., 2019) durchgefihrt. Fir die
Analysen der Genexpressionssignaturen wurden die normalisierten Expressionsgene log2-
transformiert und nach dem mittleren Expressionswert der Signaturgene geordnet.
Gesamtlberlebensanalysen wurden flr Patienten mit hohen und niedrigen Signatur-
Expressionswerte durchgefuhrt, wie in den Legenden der Abbildungen angegeben, und fir
Kaplan-Meier-Kurven mit GraphPad Prism (GraphPad) aufgetragen. Der Signatur-Score zur
Bewertung der Immunzellinfiltration in Krebsproben von Patienten, die sich einer Anti-PD1-
Therapie unterziehen (Abbildungen 21G und 211), wurde auf der Grundlage des
durchschnittlichen Rangs der Expressionswerte der einzelnes Signaturgene berechnet, wie

zuvor beschrieben (Cursons et al., 2019). Hierzu wurden alle Transkripte flir jede Probe nach
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abnehmender Expression geordnet und der Signatur-Score wurde definiert als "1- (mittlerer
Rang der Signatur-Transkripte / Anzahl aller Transkripte)". Es wurden nur Patienten mit
sowohl Vor- als auch Nachbehandlungsproben und dokumentiertem Therapieverlauf

analysiert.

4.2.27 Quantifizierung und statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism (GraphPad)
durchgeflihrt. Die statistische Signifikanz wurde mit einem ungepaarten zweiseitigen
Student's t-Test ermittelt. Statistische Analysen fir drei oder mehr Gruppen und
Tumorwachstumsprofile wurden mittels ANOVA durchgefiihrt. Korrelationsanalysen wurden
mit der Pearson-Korrelation durchgeflihrt. Wenn nicht anders angegeben, sind die Daten als
Mittelwert + SD oder Mittelwert + SEM angegeben. Signifikanz wurde angenommen bei *p <
0,05; **p < 0,01; **p < 0,001; ***p < 0,0001. Die statistischen Parameter flr jedes Experiment

sind in der jeweiligen Abbildungslegende angegeben.
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6 Anhang

6.1 Glossar

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Fremdbegriffe und Abkiirzungen sind in dieser Tabelle erlautert.

Begriff Erlauterung

AICE AP1-IRF Transkriptionsfaktor (AP7-IRF Composite Element)

Ang. Angepasst

ANOVA Analyse der Varianz (Analysis of variance)

AP1 Transkriptionsfaktor (Activator protein 1)

Batf3 Transkriptionsfaktor (Basic leucine zipper ATF-like transcription factor 3)

BRAF Serin/Threonin Kinase (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat (Cyclic adenosine monophosphate)

CAR Chimérer Antigenrezeptor

CD Erkennungsrezeptor (Cluster of differentiation)

cDC1 Konventionelle dendritische Zellen Typ 1 (Type 1 Conventional dendritic
cells)

Cluster Ansammlung (von Zellen)

CREB cAMP-abhéngiger TF (CAMP-response element binding protein)

CREM cAMP-abhéngiger TF (CAMP-responsive element modulator)

CTL Zytotoxische Lymphozyten (Cytotoxic lymphocytes)

CXCL Chemokin (C-X-C motif ligand)

DC Dendritische Zelle (Dendritic cell)

DNA Desoxyribonukleinséaure (Desoxyribonucleic acid)

EICE Ets-IRF Transkriptionsfaktor (Ets-IRF Composite Element)

ELISA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

Ets Transkriptionsfaktor (E26 transformation specific)

FMO Negativkontrolle der Immunfluoreszenzfarbung (Fluorescence minus one)

FSC Vorwértsstreuung (Forwards scatter)

Fsk Forskolin

Gain of Funktionsgewinn

Function

gg. Gegenuber

GSEA Genset Anreicherungsanalyse (Gene set enrichment analysis)

GzmB Granzym B

ho hoch

i.p. intraperitoneal
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V.
ICB
ICER
ID2

IFN
IL

iLK
Intr.

IRF

ISRE

K.M.
LDTF

Lineage
MAPK
Metascape
MFI

MFI

Mock

n.a.
n.d.

n.s.
NFkB

PGE,
pPKA, PKA
Priming

Ptger
Ptgs
PU.1

RNA
RNA-Seq
RQ

S.C.
S1P1R

Intraven6s

Immun-Checkpoint-Blockade

cAMP-abhéngiger TF (Inducible cAMP early repressor)
Transkriptionsfaktor (Inhibitor of DNA-binding 2)
Interferon

Interleukin
Inguinaler Lymphknoten

Intrinsisch

Familie Interferon-stimulierter Transkriptionsfaktoren (Interferon regulatory
factor)

Interferon-stimulierter Tranksriptionsfaktor (Interferon-stimulated response
element)
Konditioniertes Medium

Abstammungs-spezifischer
transcription factor)

Transkriptionsfaktor (Lineage-defining

Abstammung

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Online-Ressource zur Annotation und Analyse von Gensets
Mittlerwe Fluoreszenzintensitat

Mittlere Fluoreszenzintensitat

Attrappe

Nicht analysiert
Nicht definiert

Nicht signifikant
Transkriptionsfaktor (Nuclear factor kappa B)

Prostaglandin E:
(Phosphorylierte) Proteinkinase A

Aktivierung und Expansion naiver T Zellen durch den ersten Kontakt mit
Antigen

Prostaglandin E Rezeptor
Prostaglandin-endoperoxid Synthase, Cyclooxygenase
Transkriptionsfaktor der Ets Familie (PU-box binding protein 1)

Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
RNA Sequenzierung
Risikoquotient (Hazard ratio, HR)

Subkutan (subcutaneous)
Sphingosin-1 Phosphat Rezeptor
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Signaling
SIINFEKL

SITF

SSC
STAT

TCF1
TCGA

tdLK
TF
TF

TGF-B
TIM-3
Unbeh.
WT
ZsG

116

Signalwegsibertragung

Aminosauresequenz 257-264 des Modellantigens Ovalbumin, welches an
H2-K" bindet

Stimulations-induzierter =~ Transkriptionsfaktor  (Stimulation  induced
transcription factor)

Seitliche Streuung (Sidewards Scatter)
Transptionsfaktorfamilie (Signal transducer and activator of transcription)

T Zell Transkriptionsfaktor 1 (T cell factor 1)

Online-Ressource, welche Molekulare Daten von Tumorpatienten zur
Verfligung stellt (The Cancer Genome Atlas)

Tumor-drainierender Lymphknoten
Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor

Transformierender Wachstumsfaktor (Transforming growth factor beta)
T Zell Immunoglobulin und Mucin Doméne 3
Unbehandelt

Wildtyp
Grin fluoreszierendes Protein der Krustenanemone (ZsGreen)
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6.2 Tabellen

Tabelle 13: Expression funktionaler Gene, die durch PGE; Exposition in humanen cDC1 eingeschrénkt sind.
Bezogen auf Abbildung 29.

Relative Anderung

Mittlere Expression Mittlere Expression log?2
log2 RSEM log2 RSEM 9
Gensymbol (humane cDC1
(humane cDC1 (humane cDC1 PGE+Poly I:C vs
- - 2 - -
unbehandelt+Poly I:C) PGE2+Poly I:C) unbehandelt+Poly I:C)

XCR1 7.243 8.872 1.632
CLNK 4.292 2.878 -1.413
BATF3 11.232 9.254 -1.978
CLEC9A 3.823 2.114 -1.743
IRF8 16.060 13.869 -2.191
CXCL9 16.481 11.010 -5.470
CXCL10 16.256 12.436 -3.820
CXCL11 14.486 10.829 -3.657
IL12B 10.257 5.779 -4.476
IL27 10.878 6.713 -4.168
TNF 11.973 9.037 -2.936
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