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Summary

1 Summary

Since high grade serous ovarian cancer is one of the deadliest cancers in women,
efforts to establish new therapies are of great interest. Undoubtedly, the reversion of the
suppressive and protumorigenic functions of tumor-associated immune cells would be a
significant therapeutic approach.

The interactive network of tumor-associated immune cells and metastatic tumor
cells, especially macrophages, is determined to a large extend by the secretome of the
peritoneal fluid, which occurs at advanced stages as a malignancy-associated effusion,
termed ascites. Published data have shown a correlation of high concentrations of IL-10,
IL-6 or TGF in ascites with a poor prognosis.

In this thesis, high concentrations of polyunsaturated fatty acids, such as linoleic
acid or arachidonic acid, were identified in the ascites as natural agonists of the lipid
sensor PPARp/5, a member of the nuclear receptor superfamily. In tumor-associated
macrophages, high concentrations of these fatty acids, which are stored in intracellular
lipid droplets, result in the constitutive overexpression of PPARp/6 specific target genes.
Consistent with this finding, these cells were found to be refractory to synthetic PPARp/3
agonists in vitro but repressible by inhibitory PPARB/3 ligands. Expression of ANGPTL4,
one of the major target genes of PPARP/3, with functions in metastasis, is associated
with a reduced relapse free survival of the patients, underscoring the potential clinical
significance of our results.

In human macrophages from healthy donors, we identified two fundamentally
different mechanisms of agonist-induced transcriptional regulation of PPARp/3 target
genes. On the one hand, there is the canonical, cell-type-independent induction of
different target genes of lipid and glucose metabolism (including ANGPTL4) by specific
synthetic agonists. On the other hand, a macrophage-specific inverse regulation, which
does not require direct PPARp/6 chromatin binding and mainly affects the regulation of
immune functions, could be identified. PPAR/6 agonists mainly lead to the repression
of proinflammatory genes, which might be relevant in view of the predominantly anti-
inflammatory effect of the ascites. However, antiinflammatory genes are also repressed
by the same ligands. This suggests the induction of a specific, hitherto not described
polarisation state of macrophages that is regulated by PPARf/5.

In order to gain a better understanding of the protumorigenic macrophages within
the tumor microenvironment, the regulation of IL-12, a central cytokine responsible for
the proinflammatory functions of macrophages, was investigated in detail. IL-12 is not

expressed in TAMs, and is not inducible by Interferon-y (IFNy) and lipopolysaccharide in
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ascites-treated macrophages from healthy donors. However, the observed reversibility
of ascites-mediated suppression by subsequent ascites withdrawal or
IFNy supplementation is potentially interesting from a therapeutical view.

One of the major roles of IL-10 is to repress transcription of /L7128, which encodes
for the limiting subunit of the IL-12 heterodimer. IL-10 is known to impinge on nuclear
translocation of the NF-kB subunits ¢c-REL and RELA/p65. Since IL12B has been
described as an NF-xB target gene, we hypothesized that NF-kB signaling is an
important target of ascites-mediated suppression of IL12B induction via IL-10. This
hypothesis could not be confirmed. The ascites-mediated suppression of /L12B indeed
coincided with a markedly reduced translocation of ¢c-REL and p65/RELA in primary
human macrophages in vitro. Surprisingly, however, chromatin binding by these factors
to a newly identified upstream regulatory binding site was largely unaltered. These
findings suggest that besides a possible role for NF-kB, other regulatory mechanisms
play an essential role in the suppression of IL12B transcription. This conclusion is
supported by the finding that another c-REL target gene, CXCL10, is not repressed by

ascites.
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Zusammenfassung

Da das ser6se Ovarialkarzinom einer der tédlichsten Tumorerkrankungen bei
Frauen darstellt, sind neue Therapieansatze von erheblichem Interesse. Eine Reversion
der Suppression und protumorigenen Funktionen Tumor-assoziierter Immunzellen ware
dabei zweifellos ein bedeutender therapeutischer Ansatz.

Das interaktive Netzwerk aus Tumor-assoziierten Immunzellen und
metastasierenden Tumorzellen, insbesondere Makrophagen, wird maf3geblich Gber das
Sekretom des Aszites bestimmt. Publizierte Daten zeigten bereits eine Korrelation hoher
Konzentrationen von IL-10, IL-6 oder TGFf im Aszites mit einer schlechten Prognose.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrfach ungesattigte Fettsduren wie
Linolsaure oder Arachidonsaure im Aszites als natirliche Agonisten des als Lipidsensor
fungierenden Kernrezeptors PPARf/S identifiziert werden. In  Tumor-assoziierten
Makrophagen des Aszites fuhren hohe Konzentrationen dieser Fettsduren, die in
intrazelluléren Lipidtropfchen gespeichert werden, zu einer konstitutiven Uberexpression
PPARp/3-spezifischer Zielgene. Im Einklang mit diesem Befund erwiesen sich diese
Zellen als refraktar gegenuber synthetischen PPARp/6 Agonisten in vitro, allerdings
reprimierbar durch inhibitorische PPARp/5-Liganden. Die Expression von ANGPTL4,
eines der wichtigsten Zielgene von PPARp/d mit Funktionen bei der Metastasierung ist
mit einem verkiirztem rezidivfreien Uberleben der Patientinnen korreliert, was die
mdgliche klinische Bedeutung unserer Ergebnisse unterstreicht.

In humanen Makrophagen gesunder Spender konnten wir zwei grundsatzlich
unterschiedliche  Mechanismen einer Agonisten-induzierten transkriptionellen
Regulation von PPARp/5 Zielgenen identifizieren. Zum einen existiert eine kanonische,
zelltypunabhangige  Induktion  verschiedener  Zielgene des  Lipid- und
Glukosemetabolismus (einschlieBlich ANGPTL4) durch spezifische synthetische
Agonisten. Zum anderen konnte eine Makrophagen-spezifische inverse Regulation
identifiziert werden, die keiner direkten PPARp/3-Chromatinbindung bedarf und
hauptsachlich die Regulation von Immunfunktionen betrifft. Hierbei fuhren PPARB/5
Agonisten hauptsachlich zu einer Repression proinflammatorischer Gene, was im
Hinblick auf die vorrangig antiinflammatorische Wirkung des Aszites relevant sein
konnte. Allerdings werden durch dieselben Liganden auch antiinflammatorische Gene
reprimiert. Dies spricht fur die Induktion eines spezifischen, bislang nicht beschriebenen
PPARp/3—-regulierten Polarisierungsstatus der Makrophagen.

Um ein besseres Verstandnis der protumorigenen Makrophagen innerhalb des

Tumormikromilieus zu erhalten wurde die Regulation von IL-12, einem fir die
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proinflammatorische Funktion von Makrophagen zentralen Zytokin, ndher untersucht. IL-
12 ist in TAM nicht exprimiert und ist in Aszites-behandelten Makrophagen gesunder
Spender nicht durch proinflammatorische Stimuli, wie Interferon-y (IFNy) und
Lipopolysaccharid induzierbar. Andererseits kénnte die beobachtete Reversibilitdt der
Aszites-vermittelten Suppression durch nachfolgenden Aszitesentzug oder IFNy
Supplementation aus therapeutischer Sicht interessant sein.

Eine wichtige Rolle von IL-10 ist die Repression der Transkription von IL12B, das
fur die limitierende p40 Untereinheit des IL-12 Heterodimers kodiert. IL-10 hemmt
bekanntermalen die Kerntranslokation der NF-kB-Untereinheiten c-REL und p65/RELA.
Da IL12B als NF-kB-Zielgen beschrieben wurde, liegt die Vermutung nahe, dass der NF-
kB-Signalweg ein zentrales Ziel der durch Aszites vermittelten, von IL-10 abhangigen
Suppression der IL12B-Induktion ist. Diese Hypothese konnte allerdings nicht bestatigt
werden. Die Behandlung primarer Makrophagen mit Aszites in vitro supprimierte zwar
die Stimulus-abhangige Transkription von [L12B und ging mit einer deutlich
verminderten Translokation von ¢-REL und p65/RELA einher. Uberraschenderweise
erwies sich jedoch die Chromatinbindung dieser Faktoren an eine neu identifizierte, der
TSS vorgelagerten Bindestelle des IL12B Lokus, als weitgehend unbeeinflusst. Diese
Befunde legen nahe, dass neben einer Rolle fir NF-«xB andere
Regulationsmechanismen eine essentielle Rolle bei der Suppression der IL12B-
Transkription spielen. Diese Schlussfolgerung wird bestarkt durch den Befund, dass ein

anderes c-REL-Zielgen, CXCL10, nicht durch den Aszites reprimiert wird.
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2 Einleitung

2.1 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist die Haupttodesursache aller gynakologischen
Erkrankungen weltweit (Parkin et al. 2005), (Lengyel 2010), (Jemal et al. 2009). Es
betrifft meist Frauen Uber dem 50. Lebensjahr (Pignata et al. 2011) und betragt je nach
Fortschritt der Erkrankungen zum Zeitpunkt der Diagnose eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 17-95 % (American Cancer Society, 2017).

Die Besonderheit des Ovarialkarzinoms, im Gegensatz zu anderen
Tumorentitaten, liegt darin, dass sich der Tumor sehr leicht Uber die peritoneale
Flussigkeit ausbreiten kann und es somit zu einer schnellen Progression und
Metastasierung kommt. Aufgrund der sich erst in fortgeschrittenem Stadium
bemerkbaren Symptome, wird der Krebs in 75 % aller Falle erst sehr spat diagnostiziert
und die Uberlebenschancen sinken auf nur 30 % (Lengyel 2010).

Die Klassifizierung des Ovarialkarzinoms unterliegt vielfaltigen Faktoren und wird
in mehr als finf verschieden histologische Subtypen unterteilt. Diese unterscheiden sich
stark in der Schwere ihrer Auspragung. Zu den prominentesten Subtypen zahlen das
Klarzellkarzinom, das endometroide Karzinom, das muzindése Zystadenokarzinom, das
am haufigsten diagnostizierte serdse-papillare Zystadenokarzinom (high grade serous
ovarian carcinoma, HGSOC) und das serdse tubare intraepitheliale Karzinom (serous
tubal intraepithelial carcinoma, STIC). Letzteres besitzt ahnliche Eigenschaften wie das
HGSOC und wird haufig als Vorlauferstufe des HGSOCs angesehen (Matulonis et al.
2016).

Nebst Punktmutationen von TP53 (in Uber 90% aller Falle) und somatischen
Mutationen von BRCA1 und BRCAZ spielt die chromosomale Instabilitat im HGSOC eine
groRe Rolle. In etwa der Halfte aller Tumore besteht ein Defekt in der homologen
Rekombination (Network 2011).

Die Therapie des HGSOC besteht hauptsachlich in der chirurgischen Entfernung
des Tumors mit anschlieBender Platin-basierter Chemotherapie (Pignata et al. 2011).
Der Tumor wirkt zunachst sehr sensitiv gegenlber der Therapie, entwickelt jedoch eine
zunehmende Resistenz, welche in den meisten Fallen zu einem Rezidiv der Erkrankung

und zu einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate fiihrt (Bowtell et al. 2015).

2.1.1 Aszites des Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist gekennzeichnet durch das schnelle Wachstum und die

Dissemination des Tumors in den Peritonealraum aufgrund der Akkumulation maligner
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Aszitesflissigkeit (Lengyel 2010). Unter physiologischen Bedingungen werden zwei
Drittel der Peritonealfllissigkeit in das lymphatische System reabsorbiert (Feldman and
Knapp 1974). Die vermehrte Ansammlung des Aszites im Ovarialkarzinom entsteht
hdchstwahrscheinlich durch die Dissemination des Tumors und der damit
einhergehenden verstarkten Mikrovaskularisierung (Sherer, Eliakim, and Abulafia 2000).

Aufgrund der physiologischen Stromung und Verteilung des Aszites im Peritoneum
erfolgt die Metastasierung hauptsachlich an drei Regionen: dem grofien Omentum, dem
rechten subphrenischen Raum und dem Douglas Raum (Buy et al. 1988).

Neben den Tumorzellen beherbergt der Aszites ein grof3es Reservoir an 16slichen
Faktoren, dazu zahlen diverse Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Extrazellulare Matrix (ECM) Bestandteile (Matte et al. 2012), (G. B. Mills et al. 1988),
aber auch Phospholipide wie Lysophosphatidsaure (LPA) (Mukherjee et al. 2012) und
dessen Derivate (Shen et al. 2001) sind in hohen Konzentrationen vorhanden. Die
Konzentrationen verschiedener Zytokine, darunter IL-10, IL-6 (Reinartz et al. 2014) und
Leptin (Matte et al. 2012) korrelieren mit einer schlechten Prognose der Patientinnen.
Auch die Expression von Vascular endothelial growth factor (VEGF) korreliert mit einer
schlechten Prognose aufgrund erhéhter Metastasierung des Tumors (Santin et al. 1999).
Hier gibt es bereits erste Erfolge in der Therapie mittels eines humanisierten Antikérpers,
Bevacizumab, der mittlerweile standardmafig in der Therapie angewendet wird (Ferriss
et al. 2015).

Neben den léslichen Faktoren besteht der Aszites aus vielen Zellen, die dem
Immunsystem entspringen (Worzfeld et al. 2017). Darunter befinden sich Tumor-
assoziierte CD4"/ CD8" T-Zellen, regulatorische T-Zellen (Leffers et al. 2009), natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und nattrliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) (Bamias et al. 2007)
sowie Zellen monozytaren Ursprungs, hauptsachlich Tumor-assoziierte Makrophagen
(TAM) (Mantovani et al. 2002), aber auch CCL2-produzierende plasmacytoide
dendritische Zellen (PDC) sind in geringer Anzahl vorhanden. Mittels eines anti-CCL2
Antikérpers konnte bereits die Anzahl der regulatorischen T-Zellen, die mit einer
schlechten Prognose korrelieren (Giuntoli et al. 2009) minimiert werden (Curiel, Coukos,
et al. 2004). Hingegen sind IL-12 produzierende myeloide dendritische Zellen (MDC)
nicht im Aszites vorhanden. /n vivo konnte gezeigt werden, dass durch die Produktion
von IL-12 der MDC die Angiogenese gehemmt wird. Der Aszites favorisiert demnach die
Anwesenheit von PDC im Gegensatz zu MDC (Curiel, Cheng, et al. 2004).

10
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2.2 Makrophagen

Makrophagen werden den Zellen des angeborenen Immunsystem zugeordnet und
entstehen aus hamatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks. Eine weitere
Population von Makrophagen sind die Gewebsmakrophagen. Diese entstehen sehr friih
wahrend der Embryonalentwicklung aus Vorlauferzellen im Dottersack und sind in der
Lage sich im Gewebe standig selbst zu erneuern (Gomez Perdiguero et al. 2014).
Makrophagen stellen einen divergenten, adaptiven und plastischen Zelltyp mit
vielfaltigen Funktionen in der Immunregulation, Gewebshomoéostase, Wundheilung,
allergischen und chronischen Entziindungsprozessen, der daraus bedingten
Krankheitspathogenese und Krebs dar (Sica and Mantovani 2012), (C. D. Mills and Ley
2014). Aus diesem Grund verliert die gangige, bindre Klassifizierung in M1 und M2
Makrophagen, also pro- und antiinfammatorische Makrophagen zunehmend an
Bedeutung. Makrophagen werden vielmehr in ein Netzwerk anhand ihrer Herkunft, ihrer
Aktivatoren und Marker eingeteilt und koexistieren oft in unterschiedlichen
Aktivierungszustanden (Murray et al. 2014), (Sica and Mantovani 2012). /n vitro werden
Makrophagen jedoch haufig in zwei Aktivierungszustande eingeteilt. Mit Hilfe der
Zytokine Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) werden sie zu einem alternativen
Aktivierungszustand und mit Lipopoysacchariden (LPS) und Interferon gamma zu einem
starken proinflammatorischen Phanotyp polarisiert (Martinez, Helming, and Gordon
2009), (Chanput et al. 2013). Humane Makrophagen kénnen kein Stickstoffmonoxid als
Mechanismus der unspezifischen Immunantwort produzieren (Gross et al. 2014). Somit
leiten sie eine starke proinflammatorische Antwort ein, indem sie proinflammatorische
Zytokine, wie IL-12 freisetzen und damit eine zytotoxische Antwort von NK- und T-Zellen

ausldsen (Trinchieri 1995).

2.21 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)

Die Mikroumgebung solider Tumore wund die damit verbundenen
Entziindungsprozesse spielen in der Tumorigenese eine zentrale Bedeutung und sind
Teil der ,Hallmarks of cancer (Cavallo et al. 2011). Tumor-assoziierte Makrophagen
dienen oft der Verbindung von Entziindungsprozessen und Kanzerogenese. Sie sind in
der Lage die Tumorzellproliferation und Angiogenese zu steigern, fordern die
Matrixreorganisation und reprimieren die Immunantwort. Sie stellen somit ein sehr
interessantes therapeutisches Ziel in der Bekampfung diverser Krebserkrankungen,
darunter dem Ovarialkarzinom, dar (Solinas et al. 2009), (Mantovani and Locati 2013),
(Mantovani et al. 2002).

11
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Die Hauptsignalwege und Transkriptionsfaktoren, welche in Korrelation mit einem
protumorigenen Phanotyp von TAM stehen sind NF-xB, STAT1, STAT3, STAT6, IRF3
und C/EBPp (Antonio Sica and Bronte 2007). In TAM wird ein funktioneller STAT1/ IRF3
Signalweg beschrieben, der zu einer hohen Expression von IL-10 im Fibrosarkom Modell
fuhrt (Subhra K. Biswas et al. 2006). Des Weiteren kommt es in Mausen zu einem
verstarkten Tumorwachstum nach Stat1 Depletion (Kaplan et al. 1998) und einer STAT1
vermittelten funktionellen T-Zell Antwort in TAM (Kusmartsev and Gabrilovich 2005).

Im Ovarialkarzinom konnte gezeigt werden, dass es aufgrund einer hohen
Expression der Zytokine IL-10 und transforming growth factor-8 (TGF-3) oder Arginase-
1 von TAM zu einer immunsuppressiven Mikroumgebung des infiltrierenden Tumors
kommt (Hao et al. 2012), (Santin et al. 2001). Im HGSOC nehmen Tumor-assoziierten
Makrophagen einen gemischten Polarisierungszustand ein, bei dem die Anzahl dieser
Makrophagen im Aszites, bzw. die hohe Expression antiinflammatorischer Marker wie
CD163 und IL-10 negativ mit dem riickfallfreien Uberleben der Patientinnen korrelieren
(Reinartz et al. 2014).

Jedoch wurde in weiteren eigenen Studien gezeigt, dass TAM im Ovarialkarzinoms
ein ahnliches Transkriptom und Polarisierungsmarker wie peritoneale Makrophagen von
Patientinnen mit benignen Erkrankungen besitzen. Der einzige Unterschied konnte in
der Expression von Genen festgestellt werden, die die extrazellulare Matrix und somit
Wundheilung und Tumorigenese betreffen (Finkernagel et al. 2016).

TAM des HGSOC kénnen anhand der Expression einer Interferon-regulierten
Gruppe von Genen in zwei distinkte Gruppen unterteilt werden. Die Gruppe mit
verstarktem IFN Signaling zeigte einen deutlich verbesserten klinischen Verlauf im
Vergleich zu einer Gruppe mit niedriger IFN-Antwort (Adhikary et al. 2017). Des Weiteren
konnte bereits gezeigt werden, dass unter 32 Zytokinen allein IFNy in der Lage ist den
immunsuppressiven, protumorigenen IL-12"°%, IL-10"" Phanotyp zu revertieren (Duluc
et al. 2009), (Adhikary et al. 2017). Zusammengefasst lasst dies vermuten, dass TAM
antiinflammatorischen Peritonealmakrophagen ahneln, wie sie bei nicht an Tumoren
erkrankten Patienten anzutreffen sind, und zumindest ein Teil der Population die
Fahigkeit besitzen kdnnte, pro-inflammatorische und anti-tumorigene Transkripte zu

exprimieren.
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2.3 NF«B

NF-xB ist einer der wichtigsten Regulatoren in Immunfunktionen und
Entziindungsprozessen. NF-kB wurde 1986 erstmals erwahnt von Sen und Baltimore,
als k- light chain bindendes Protein in B-Zellen im Elektrophoretic-mobility-shift-Assays
(EMSA) (Sen and Baltimore 1986). Heutzutage ist jedoch allgemein bekannt, dass die
meisten der funf Mitglieder der NF-xB Familie ubiquitar exprimiert werden. Zu diesen
zahlen NF-xB1 (p50), NF-xB2 (p52) und die zugehdrigen Vorlauferproteine p105, bzw.
p100, RELA (p65), c-REL und RELB (Liou and Baltimore 1993). Allen
Familienmitgliedern gemeinsam ist eine REL-homology domain (RHD). Diese Region
dient der Heterodimerisierung mit anderen Familienmitgliedern, der Homodimersierung,
der Translokation in den Kern und DNA-Bindung sowie der Interaktion mit den
inhibitorischen Proteinen, den IkBs. Darlber hinaus besitzen REL Proteine
Transaktivierungsdomanen, die zur Transkription diverser proinflammatorischer
Zielgenen fuhren kénnen (Thanos and Maniatis 1995).

NF-xB unterliegt nicht der Regulation durch de novo Synthese, sondern liegt als
primarer Faktor inaktiv im Zytoplasma vor und wird nach Aktivierung aufgrund der
Ubiquitinierung und proteasomalen Degradierung der inhibitorischen Proteine in den
Nukleus an responsive Zielgene transportiert und bindet dort an die Konsensussequenz
5’ GGGRAYYYYY-3' (Baeuerle 1994).

Die IkB Familie lasst sich in zwei Gruppen einteilen. Die klassischen,
zytoplasmatischen Mitglieder IkBa, IkBp, IkBeund die atypischen, kernstandigen
Proteine BCL-3, IkB(, IkBxs, IkBnyund IkBL (Annemann et al. 2016). Jeder dieser
Faktoren besitzt sich wiederholende Ankyrin Elemente, diese dienen der Proteinstabilitat
der REL-Proteine und der Interaktion mit der DNA-Bindungsdomane der NF-xB-Proteine
und halten diese in einem transkriptionell inaktiven Zustand. p105 und p100 besitzen als
Vorlauferproteine ebenfalls Ankyrin Elemente und sind somit eigene Inhibitoren der
aktiven Spaltprodukte p50 und p52 (Hoesel and Schmid 2013).

Da RELA eine hohe ,Turn-over® Rate besitzt, was als Sicherheitsmechanismus
gegen einen Verlust des Signalweges gedeutet werden kann, besitzt NF-xB neben
seiner Funktion in der =zellularen Immunitdt eine entscheidende Rolle als
Uberlebensfaktor, vor allem auch in Tumorzellen. Aus diesem Grund ist ein kompletter
Ausfall des Signalweges flr die Zelle nicht von Vorteil und somit meist nicht vorhanden
(Piva, Belardo, and Santoro 2006), (Wagner et al. 2015), (Ashall et al. 2009).

Der NF-xB Signalweg ist auch einer der wichtigsten Signalwege wahrend der

Polarisierung Tumor-assoziierter Makrophagen zu einem protumorigenen Phanotyp (S.
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K. Biswas and Lewis 2010). In vielen Tumoren wurde dieser Gruppe von
Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Krebs
zugeschrieben. Die Hauptursache scheint ein deregulierter Signalweg zu sein, (Subhra
K. Biswas et al. 2006), der (iber die Uberexpression des inhibitorischen p50 Proteins
erfolgt und zu einer verminderten IL-12p40 und TNFa Expression (A. Saccani et al.
2006) und erhdhten STAT1-Phosphorylierung flhrt (Subhra K. Biswas et al. 2006). Aber
auch der konstitutive Erhalt des NF-xB Weges kdnnte von Bedeutung sein (Hagemann
et al. 2008). Auch die physikalischen Interaktionen der NF-kB-Transkriptionsfaktoren
und die Wechselwirkungen des Signalweges mit anderen Transkriptionsfaktoren wie
STAT3 oder p53 ist von zentraler Bedeutung (Hoesel and Schmid 2013).

Im Gegensatz dazu fuhrt die Aktivierung des NF-kB Weges im Ovarialkarzinom
zur Aktivierung von NK Zellen aufgrund einer erhdhten Expression von l6slichem
Interleukin-18 (Bellora et al. 2014). Eine Antitumorresponsivitat und Reversibilitat
protumorigener TAM wurde erzeugt durch eine kombinierte Behandlung von CpG
Oligonukleotiden, die eine TLR9 Antwort auslésen, und einem antagonistisch wirkenden

anti-IL-10 Rezeptor spezifischen Antikdrper (Guiducci et al. 2005).

2.4 Interleukin 12 (IL-12)

Schon wahrend der Entdeckung des Zytokins IL-12 im Jahr 1989 erkannte man
seine Besonderheit. Bis dato war es das erste und einzige Zytokin, dass als Heterodimer
(IL-12p70), bestehend aus den zwei Untereinheiten p40 und p35, vorlag. Es wurde als
NK-Zell-stimulierendes Protein beschrieben und fihrt zur IFNy Produktion durch
Zielzellen (Kobayashi et al. 1989). Erst nach mehr als zehn Jahren wurde bekannt, dass
IL-12 zu einer Gruppe von vier heterodimerisierenden Zytokinen gehort.

Die IL-12 Familie besitzt eine zentrale Rolle in der Immunregulation. Neben seiner
Funktion in der Regulation verschiedener T-Zell Populationen hat IL-12 Einfluss auf die
Entwicklung dieser Zellen. Wahrend IL-12 und IL-23 allgemein proinflammatorische
Zytokine induzieren und die Entwicklung der proinflammatorischen Tu1 und Tu17 Zellen
regulieren, Uben IL-27 und IL-35 eher eine suppressive Funktion auf das Immunsystem
aus indem sie die Polarisierung zu regulatorischen T-Zellen férdern (Vignali and Kuchroo
2012).

IL-23 besteht aus der Untereinheit p19, welche allein biologisch inaktiv ist, und der
Untereinheit p40. IL-23 besitzt zwar strukturelle Ahnlichkeiten zu IL-12, hat aber eine
differentielle Rolle in der Immunabwehr (McKenzie, Kastelein, and Cua 2006). IL-23 ist
der Hauptmediator der IL-17 Produktion von Gedachtnis T-Zellen, fuhrt allerdings nicht

zu deren Differenzierung (Bettelli et al. 2006). Exogen Uberexprimiertes IL-23 fihrt Gber
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Gedachtnis-T-Zellen zu einem anti-tumoralen Effekt, wohingegen eine endogene
Expression von IL-23 die Tumorinzidenz und das Tumorwachstum férdert (Langowski et
al. 2006).

STATS3 ist in vielen Tumoren aufgrund verstarkter DNA-Bindung konstitutiv aktiv
(Yu and Jove 2004). Uber immunsuppressive Faktoren, wie IL-10, wird STAT3 aktiviert
und fiuhrt zu einem antiinflammatorischen Effekt, indem es die Produktion
proinflammatorischer Mediatoren wie IL-12 unterbindet, jedoch die Induktion von IL-23
fordert. Dies funktioniert hauptsachlich Uber die Aktivierung von IL-23p19 durch RelA. Im
Gegensatz dazu wird die durch c-Rel induzierte Expression von IL-12p35 in Tumor-
assoziierten dendritischen Zellen von Stat3 verhindert (Kortylewski et al. 2009).

IL-12 wird von antigen-prasentierenden Zellen, hauptsachlich von Makrophagen
und dendritischen Zellen aufgrund diverser Stimuli, darunter LPS und IFNy sezerniert.
Die Signalkaskade wird von IL-12 durch dessen Bindung an Transmembranrezeptoren
ausgeubt. Die p35 Untereinheit von IL-12 bindet an den IL-12 Rezeptor IL-12Rp2, p40
an den IL-12Rp1. Neben der Proliferation von NK- und T-Zellen fuhrt die Aktivierung von
STATA4 Uber IL-12 zu der Generierung und Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen. Einer
der wichtigsten regulatorischen Signalwege der IL-12 (Sanjabi et al. 2000), (Grumont et
al. 2001) und IL-23 (Carmody et al. 2007) Transkription ist NF-xkB und im speziellen der
Transkriptionsfaktor c-Rel (Rahim et al. 2005). Sanjabi et al konnten zeigen, dass im
Gegensatz zu p65 knockout Mausen c-Rel knockout Mause drastisch reduzierte /112b
mRNA und Proteinlevel aufzeigten (Sanjabi et al. 2000). Auch konnte fur die Expression
von p35 in CD8" dendritischen Zellen die Abhangigkeit von c-Rel-Komplexen aufgezeigt
werden (Grumont et al. 2001). Neben c-Rel gilt das Interferon-Konsensus-Sequenz-
bindende Protein (lcsbp/Irf8) als weiterer wichtiger Faktor fur die //72b Expression, da in
Irf8 knockout Mausen weder [[12b Transkription noch Promotoraktivitat in
Reportergenassays nachgewiesen werden konnte und dies vollstandig durch ektopische
Irf8 Expression aufgehoben wurde (Wang et al. 2000).

Um eine maximale IL-12p70 Antwort zu erreichen werden jedoch weitere
aktivierende Faktoren wie STAT1, IRF1 (Liu et al. 2003) und IRF8 (Wang et al. 2000)
benétigt (Wagner et al. 2015). Uber einen positiven Riickkopplungsmechanismus wird
die IL-12 Antwort zusatzlich gesteigert. Die von IL-12 induzierte IFNy Produktion durch
T-Zellen erhdht die Produktion von IL-12 in antigen-prasentierenden Zellen und verstarkt
zusatzlich die Tu1 Antwort (Becskei and Grusby 2007). Im Gegensatz dazu konnte
mittels siRNA Experimenten gegen TYK2, einer Tyrosinkinase der Januskinase (JAK)

Familie und RELB eine erhdhte IL-12 Sekretion gemessen werden (Wagner et al. 2015).
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Die bedeutende Rolle des IFNy-Signalweges in der IL-12 Regulation zeigten auch
Studien der ,Mendelian susceptibility to Mycobacterial disease“ (MSDM). Die erhdhte
Anfalligkeit gegenlber mykobakteriellen Infektionen konnte u.a. auf genetische Defekte
in IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B und IL12RB1, ISG15 und IRF8 zurickgefihrt
werden (Bustamante et al. 2014).

Neben pathogenspezifischen Stimuli, welche die IL-12 Signalkaskade aktivieren,
gibt es auch endogene Signale wie den CD40 Liganden, die zur Aktivierung des
Signalweges fiihren. CD40L alleine fihrt allerdings zur Induktion von IL-10. Erst in
Kombination mit weiteren Stimuli wie GM-CSF, IL-4 und IFNy kommt es zu einer IL-12
Induktion (Conzelmann et al. 2010).

IL-12p70 besitzt eine herausragende Rolle in der Vernetzung des angeborenen
und adaptiven Immunsystems. Letztendlich fuhrt die Sekretion des Proteins zu einer Ty1
Differenzierung und zytotoxischen Aktivitat von NK- und T-Zellen (Trinchieri 1995). IL-12
spielt in der antitumoralen-Aktivitat eine bedeutende Rolle. Viele Arbeiten in Maus-
Tumormodellen zeigten ein teils komplett inhibiertes Tumorwachstum nach
peritumoraler Injektion von IL-12 in subkutane Renca Tumore (Brunda et al. 1993). In
klinischen Studien zeigte IL-12 jedoch noch keine Erfolge aufgrund systemischer
Toxizitdten und einer geringen Wirksamkeit, hervorgerufen durch dominantere,
immunsuppressive Faktoren im Tumormilieu (Beyer and Schultze 2006), (Portielje et al.
2003), (Haicheur et al. 2000).

IL12-p40 kann als Monomer oder Homodimer (IL-12p80) eine antagonistische
Wirkung auf IL-12 haben und immunsuppressiv wirken, indem es kompetitiv an den IL-
12 Rezeptor bindet und so einen negativen Rickkopplungsmechanismus austbt
(Cooper and Khader 2007).

Die Synthese von IL-10 und IL-12 unterliegt in vivo einem Kreislauf und
gegenseitiger Kontrolle. Kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht, hat dies
gravierende Folgen auf die Polarisierung und Reaktion von Makrophagen auf das
Immunsystem (Segal, Dwyer, and Shevach 1998), (Xiaoyu Hu, Chakravarty, and
Ivashkiv 2008).

Wie bereits erwahnt inhibiert IL-10 Uber STAT3 die Synthese von IL-12. Dies
erfolgt durch die Suppression von IL12B und IL12A auf transkriptioneller Ebene. Diese
inhibitorische Aktivitat von IL-10 auf die Expression von p40 kann durch Cycloheximid,
einem Translationsinhibitor unterbunden werden. Dies trifft allerdings nicht auf p35 zu.
Die transkriptionelle Regulation der Untereinheiten von IL-12, p35 und p40 scheint nicht
identisch zu sein. Da der Translationsblocker in LPS oder S.aureus behandelten Zellen
lediglich das IL12B und nicht das IL12A mRNA Level und die Transkription vollstandig
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inhibieren konnte, wird p35 vermutlich Uber bereits vorhandene Transkriptionsfaktoren
reguliert, wohingegen die Regulation der IL12B Transkription einer de novo
Proteinsynthese unterliegt (Aste-Amezaga et al. 1998).

Auch Adenosin flhrt zu einer Suppression von IL-12 Uber A2A Rezeptor
abhangige und unabhangige Mechanismen. In einer Studie wurde gezeigt, dass
Adenosin zu einer verstarkten IL-10 Produktion in Maus Makrophagen flihrt, die
Suppression von IL-12 hier jedoch unabhangig von IL-10 erfolgt (HASKO 2000).

2.5 Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)

Makrophagen sind nicht nur zentrale Regulatoren von Immunreaktionen durch
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, sondern besitzen als residente Zellen eine
sehr wichtige Rolle in der Wundheilung und im Metabolismus. In diesen alternativ
aktivierten Makrophagen steht die Regulation der Homdostase im Vordergrund. Kang
und Odegaard et. al beschrieben den Kernrezeptor PPARf/S als maligeblichen
Regulator der alternativen Aktivierung von Makrophagen in Kupffer Zellen der Leber und
im Fettgewebe (Kang et al. 2008b), (Odegaard et al. 2008).

Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind lipidregulierte
Kernrezeptoren und wurden urspringlich als Regulatoren der pB-Oxidation in
Peroxisomen identifiziert (Issemann and Green 1990). PPARs umfassen drei Isoformen:
PPARa, PPARP/5 und PPARy (Desvergne and Wahli 1999). Allen gemeinsam ist ihre
Rolle im Lipid- und Glukosemetabolismus. PPARa wird hauptsachlich in der Leber, im
braunen Fettgewebe und Geweben mit hohem Fettsdurekatabolismus wie Herz, Niere,
Dinndarmarm und Skelettmuskel exprimiert. PPARP/S ist ein ubiquitar exprimierter
Faktor, gehauft kommt er jedoch in Hirn, Gastrointestinaltrakt und Dickdarm vor (Escher
et al. 2001), (Braissant et al. 1996). PPARy wird sowohl im Dickdarm, in der Retina, in
den Skelettmuskeln und lymphoiden Organen als auch verstarkt in weiRem und braunem
Fettgewebe exprimiert (Rosen and Spiegelman 2001).

PPAR bindet zusammen mit dem Heterodimerisierungspartner Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) an die PPAR Responsiven Elemente (PPRESs) in Kontrollregionen der
entsprechenden Zielgene. Durch PPARp/6 kommt es entweder zu einer Liganden-
unabhangigen Repression, zu einer Liganden-abhangigen Aktivierung bzw.
Derepression oder zu einer Liganden-unabhangigen Aktivierung der Zielgen-
Transkription (Adhikary et al. 2011).

Mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Arachidonsaure und Linolsdure wirken als
Agonisten aller drei Subtypen. Eicosanoide wie Leukotrien B4 (LTB4) oder 8S-HETE
sind physiologische Liganden von PPARa. Prostaglandin J2 ist ein physiologischer
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Agonist fur PPARy (Barry M. Forman et al. 1995) und 15-HETE st ein
PPARB/5 selektiver Agonist (Naruhn et al. 2009), (Kostadinova, Wahli, and Michalik
2005).

Aufgrund der Korrelation erhohter Fettsdurewerte mit Adipositas, Diabetes,
Arteriosklerose und Blutdochdruck, stellen PPARs einen wichtigen Regulator und auch
therapeutisch vielversprechende Zielstrukturen in der Bekdmpfung metabolischer
Erkrankungen dar (B M Forman, Chen, and Evans 1997).

Neben physiologischen Liganden wurden in den letzten Jahren auch selektive
synthetische Agonisten hergestellt. Hierzu zahlen Rosiglitazon und Pioglitazon, selektiv
fur PPARy, die bereits erfolgreich in der Behandlung von Diabetes Mellitus Typ 2
eingesetzt werden. Fibrate wie Bezafibrat und Gemfibrozil fur PPARa, die zur
Behandlung von Dislipidamien verabreicht werden (Kostadinova, Wahli, and Michalik
2005) und die selektiven Agonisten GW501516, L165,041, GW0742 und GW2433 fir
PPARB/d (Sznaidman et al. 2003), (Peraza et al. 2006), (Sen and Baltimore 1986).

Neben dem Einsatz PPAR selektiver Liganden ist auch der Einsatz inverser
Agonisten von therapeutischem Interesse. Inverse Agonisten fuhren im Vergleich zu
Agonisten zur transkriptionellen Repression kanonischer PPAR-Zielgene. Der inverse
PPARp/5 Agonist ST247 ist hochaffin zu PPARpB/d und fuhrt zu dessen verstarkter
Interaktion mit Korepressoren und reprimiert so die basale Expression von PPARp/6-
spezifischen Zielgenen wie ANGPTL4 (Naruhn et al. 2011). Des Weiteren vermindert er
durch kompetetive Bindung Agonisten-induzierte transkriptionelle Aktivitdt. Eine
verbesserte Bioverfligbarkeit bietet jedoch der der strukturell dhnliche inverse Agonist
PT-S264 (Toth et al. 2016).

2.5.1 PPARP/5 als Immunmodulator

PPARp/S besitzt neben seiner Funktion im Glukose- und Lipidmetabolismus, vor
allem in der Fettsaureoxidation, zusatzliche Funktionen in der Karzinogenese (T.
Adhikary et al. 2013), der Differenzierung und Apoptose und auch eine zentrale Rolle in
der Immunregulation, indem er den inflammatorischen Status in Makrophagen
kontrolliert (Maller 2017).

Die proinflammatorische Rolle des Rezeptors konnte zum einen in Pparf/s
knockout Makrophagen gezeigt werden, in denen die proinflammatorischen Zytokine IL-
18, MMP9 und das Chemoattraktant MCP-1 durch den spezifischen Agonisten
GW501516 herunterreguliert werden (C.-H. Lee 2003). Auch in Psoriasis, einer
Autoimmunerkrankung der Haut, waren PPARD mRNA und Proteinlevel drastisch erhoht
(Westergaard et al. 2003), (Romanowska et al. 2010).
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Auf der anderen Seite besitzt PPAR/S allerdings auch eine antiinflammatorische
Rolle, was in mehreren Studien gezeigt werden konnte.

In eigenen Analysen konnte ein Zusammenhang von PPARB/3 und anti- bzw.
proinflammatorischen Signalwegen wie TGF und IL-1p gezeigt werden (Kaddatz et al.
2010), (Stockert et al. 2013, 2011). Des Weiteren verringerten PPAR Agonisten die
VCAM1 Expression und reduzierten drastisch die p65 Translokation in endothelialen
Zellen (Rival et al. 2002). Auch die Aktivierung von PPAR/5 in Fibroblasten flhrte zu
einer Inhibition des IL-1 Signalweges (Chong et al. 2009). Die Expression von Tnx2
Zytokinen wie IL-13 und IL-4 antiinflammatorischer Adipozyten flihrte in Kokultur Gber
PPARB/d zu einer alternativen Polarisierung adipozytarer Gewebsmakrophagen (Kang
et al. 2008a). PPARp/6 Agonisten mindern aul3erdem die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) im Mausmodell, indem sie die IFNy und IL-17 Produktion der
Tu1 und Tu17 Zellen blockieren, IL-12 und IL-23 inhibieren und gleichzeitig die IL-4 und
IL-10 Produktion steigern (Kanakasabai et al. 2010).

2.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die Rolle I8slicher Mediatoren der
Tumormikroumgebung bei der Immunsuppression und pro-tumorigenen Polarisierung
von Tumor-assoziierten Makrophagen im menschlichen Ovarialkarzinom nur
ansatzweise verstanden. Besonders proinflammatorische Signalwege wie der NF-xB
Signalweg werden kontrovers in diesem Zusammenhang diskutiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss spezifischer Faktoren des Aszites
auf zwei zentrale Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, und zwar den lipidresponsiven
Kernrezeptor PPARB/5 sowie den zytokinregulierten Transkriptionsfaktor NF-kB. Dabei
sollten auch die Regulation von Immunfunktionen durch PPAR[B/® sowie die Rolle von
spezifischen Mitgliedern der NF-kB-Familie bei der Regulation von IL-12, ein fir die

Funktion inflammatorischer Makrophagen zentrales Zytokin, ndher untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Deregulation of PPAR/d target genes in tumor-associated
macrophages by fatty acid ligands in the ovarian cancer
microenvironment

Tim Schumann’, Till Adhikary’, Annika Wortmann’, Florian Finkernagel, Sonja
Lieber, Evelyn Schnitzer, Nathalie Legrand, Yvonne Schober, W. Andreas Nockher,
Philipp M. Toth, Wibke E. Diederich, Andrea Nist, Thorsten Stiewe, Uwe Wagner,
Silke Reinartz, Sabine Miller-Brisselbach and Rolf Miller (2015) Oncotarget 6(15):
13416-33

* These authors contributed equally to the paper as first authors.

Eine der haufigsten Begleiterscheinungen des Ovarialkarzinoms ist ein maligner
Aszites, der neben Tumorzellen und antiinflammatorischen Mediatoren eine grofe
Anzahl an Immunzellen, insbesondere Tumor-assoziierte Makrophagen beinhaltet. Eine
hohe Anzahl an Tumor-assoziierten Makrophagen Kkorreliert mit einer schlechten
Uberlebensprognose der Patientinnen. Aufgrund sezernierter Chemokine, Zytokine und
weiterer antiinflammatorischer Mediatoren besitzt dieser Zelltyp eine hohe Plastizitat und
einen gemischten pro- als auch antiinflammatorischen Phanotyp.

In dieser Publikation konnte nach Lipidomanalysen gezeigt werden, dass sich im
Aszites eine Reihe mehrfach ungesattigter Fettsduren befinden. Diese Lipide,
vorangestellt  Linolsdure, wirken als physiologische Liganden fur den
Transkriptionsfaktor PPARB/®, ein Typ Il Kernrezeptor, der neben wichtigen Aufgaben

im Fettsduremetabolismus maligeblich an der Makrophagenpolarisation beteiligt ist.

Tumor-assoziierte ~ Makrophagen  besitzen  einen  divergenten, eher
antiinflammatorischen Phanotyp, mit einer hohen Expression des scavenger rezeptor
CD163 und einer niedrigen Expression der Matrixmetalloprotease MMP9 (Abbildung
1A). Mikroskopisch auffallig ist, dass dieser Phanotyp einem durch einen synthetischen
Agonisten (L165,041) fir PPARB/® induzierbaren Phanotyp in Makrophagen gleicht und
nicht durch zusatzliche Gabe des synthetischen Liganden L165,041 verandert wird
(Abbildung 1B).

Als in vitro Modellsystem zur Aufklarung der Ligandenfunktion in TAM eignen sich
hervorragend Monozyten-abgeleitete Makrophagen (MDM), da sie eine vergleichbar
hohe messbare DNA-Bindung von PPARB/® und seinem Heterodimerisierungspartner
RXR an den genomischen PDK4 Enhancer Bereich besitzen. Im Gegensatz dazu

besitzen frisch isolierte Monozyten eine deutlich reduzierte Anwesenheit von PPARB/
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und RXR an dieser Region und wurden demzufolge als Modellsystem ausgeschlossen
(Abbildung 2A). Im Einklang hiermit war die geringe Expression von PPARD in
Monozyten.

Zur globalen Analyse der Liganden-abhangigen Effekte von PPARB/® in
Makrophagen oder Tumor-assoziierten Makrophagen wurden genomweite Studien
mittels RNA Sequenzierung durchgefuhrt. Es konnten direkte, durch Agonisten
induzierte oder durch inverse Agonisten reprimierte Zielgene in MDM als auch in Aszites
kultivierten TAM identifiziert werden. Hierbei zeigte sich erneut, dass TAM im Vergleich
zu MDM nicht responsiv auf synthetische Agonisten sind. Des Weiteren wurde in TAM
eine groflere Anzahl an Genen gefunden, die durch inverse Agonisten reprimiert werden.
Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass der Aszites vermutlich hohe Spiegel an
physiologischen PPARB/® Agonisten beinhaltet (Abbildung 2B, C). Auch ChIP
Sequenzierungsdaten unterstitzten diese Erkenntnis, da es eine grofe
Ubereinstimmung der Bindungsstellen von PPARB/S und RXR in MDM und in Aszites
kultivierten TAM gab (Abbildung 2E, F). Somit scheint die erhéhte Expression direkter
PPARp/®6-Zielgene in TAM nicht durch veranderte DNA-Bindung des Rezeptors
verursacht zu sein. Um zu Uberprifen, ob der Verlust der Ligandenregulation in TAM
durch Aszites stabil ist, wurden TAM in herkdmmlichem Medium kultiviert und der
Ligandeneffekt analysiert. Hierbei zeigte sich, dass es lediglich zu einer gering
gesteigerten Induktion kanonischer Zielgene von PPARB/® (PDK4 und ANGPTL4) in
TAM kam. Somit veranlasst der Aszites eine sehr stabile Veranderung der Makrophagen
im Hinblick auf die Responsivitat synthetischer PPARB/d Liganden (Abbildung 2D).

Etwa die Halfte aller induzierten Gene in kultivierten TAM zeigten auch eine
erhodhte und durch Agonisten unbeeinflussbare Expression in ex vivo TAM (Abbildung
3A, B, C). Diese Deregulation betraf unter anderem die Expression der kanonischen
PPARB/® Zielgene PDK4, ANGPTL4 und CPT1A (Abbildung 3D) und die
Proteinexpression von PDK4 (Abbildung 3E). ANGPTL4 ist in diesem Zusammenhang
besonders hervorzuheben, da dessen Expression mit einer schlechten Prognose der
Patientinnen mit HGSOC korreliert (Abbildung 3F, G) und es eine zentrale Rolle wahrend
der Metastasierung und Invasion spielt.

Weitere Funktionen der induzierten Transkripte in ex vivo TAM konnten mittels IPA
(Ingenuity Pathway Analysis) Uberwiegend dem Glukose- und Lipidmetabolismus,
Entztindungsfunktionen, Zellmigration als auch dem Uberleben zugeordnet werden
(Abbildung 4A). Deren wichtigste identifizierte Regulatoren sind die PPAR Liganden
Bezafibrat, Eicosapentaensaure (EPA), Lipopolysaccharide (LPS), Rosiglitazon und
Pirinixinsdure (Abbildung 4B).
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Zur Verifizierung der Aszites vermittelten Deregulation von PPARB/® Zielgenen in
TAM wurden MDM gesunder Spender in Aszites kultiviert und die Expression mehrerer
PPARB/® Zielgene untersucht. Die in Abbildung 5A und 5B dargestellten Gene zeigten
eine deutlich erhdhte Expression nach Aszitesbehandlung (&hnlich der Induktion durch
L165,041) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch hatte die zusatzliche Stimulation mit
L165,041 im Aszites keinen Einfluss mehr (Abbildung 5B).

Um zu zeigen, dass die Deregulation der Zielgene im Aszites vornehmlich
PPARB/® vermittelt ist, wurden Luziferase-Reportergenassays am PDK4 Enhancer
durchgefuhrt, die der Kontrolle von mutierten oder funktionsfahigen PPREs unterliegen.
Hierbei zeigte sich, dass die durch Aszites induzierte Luziferaseaktiviat bei mutierten
PPREs deutlich vermindert wurde, wohingegen der Aszites bei den Wildtyp-PPRE-
Sequenzen eine sehr starke Reportergenaktivitat verursachte (Abbildung 5C).

Nicht nur in humanen Makrophagen, sondern auch in Maus-
Knochenmarksmakrophagen konnte eine Aszites vermittelte Deregulation der Ppar3/
Zielgene Pdk4 und Angptl4 nachgewiesen werden. In Mausen mit Ppar3/6 knockout kam
es zu einem Verlust dieser Regulation (Abbildung 5D).

Alle bisher bekannten PPARB/d Agonisten sind Fettsauren oder Fettsaurederivate.
Da diese in Makrophagen in intrazellulare Lipidtropfchen eingelagert werden und auch
noch mehrere Tage nach Wegnahme des Aszites oder der gesondert zugeflihrten
mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFAs) noch nachweisbar sind, scheint die
Deregulation in Makrophagen sehr stabil zu sein (Abbildung 7A-F). Zur genaueren
Identifikation der Fettsduren im Aszites wurden Lipidomanalysen mittels LC-MS/MS
durchgefuhrt. Die gemessene Fettsdure mit der hdchsten Konzentration ist Linolsaure
(LA), gefolgt von Arachidonsdure (AA), Docosahexaensdure (DHA) und
Eicosapentaensaure (EPA). Bis auf EPA und alpha-Linolensaure (ALA) flhrte jede
dieser Fettsauren zu einer starken Induktion von PDK4 in humanen Makrophagen in vitro
(Abbildung 6A, B). Sowohl LA als auch dessen konjugierte Formen konnten bereits
innerhalb einer dreistindigen Behandlung dosisabhangig PDK4 in MDM induzieren
(Abbildung 6C). LA induzierte mehrere PPARB/d spezifische Zielgene dhnlich stark wie
der synthetische Agonist L165,041 und dies lasst sich durch inverse PPARB/d Agonisten
wie PT-S264 kompetitiv verhindern (Abbildung 6E), was méglicherweise Hinweise auf

eine therapeutische Anwendbarkeit dieser Liganden geben kdnnte.
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Der Eigenanteil zur Erstellung dieser Publikation umfasst die Beteiligung an Versuchsplanung,
Durchfiihrung und Datenanalyse zu Abbildung 1A, 2A, D-F, Abbildung 3D, 5A, B, Abbildung 6C,
E, Abbildung 7C, Abbildung S3, S4, Tabelle S1

Kollaborationspartner am Zentrum flr Tumorbiologie und Immunologie: PPARpB/®
selektive inverse Agonisten wurden synthetisiert und zur Verfugung gestellt von Philipp
M.Toth und Wibke E. Diederich aus dem Institut fir Pharmazeutische Chemie. RNA und
ChIP Sequenzierung wurden durchgefuhrt von Andrea Nist und Thorsten Stiewe aus der
Genomics Core Facility. Patientenproben wurden zur Verfugung gestellt von Uwe
Wagner und Silke Reinartz, Klinik fur Gynakologie, Gynakol. Onkologie und
Endokrinologie.

Kollaborationspartner der Philipps-Universitdt Marburg: Lipidomanalysen wurden
durchgeflihrt von Yvonne Schober and W. Andreas Nockher am Institut flir Labormedizin
und Pathobiochemie, Molekulare Diagonstik.
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3.2 The transcriptional PPARB/3 network in human macrophages
defines a unique agonist-induced activation state

Till Adhikary’, Annika Wortmann’, Tim Schumann’, Florian Finkernagel’, Sonja
Lieber, Katrin Roth, Philipp M. Toth, Wibke E. Diederich, Andrea Nist, Thorsten
Stiewe, Lara Kleinesudeik, Silke Reinartz, Sabine Miuller-Brisselbach and Rolf
Muller (2015) Nucleic Acids Research. 43(10): 5033-5051

* These authors contributed equally to the paper as first authors.

Die Rolle von PPARB/® in der Immunregulation ist bis zum heutigen Stand der
Forschung noch weitgehend ungeklart. Bereits bekannt ist jedoch, dass PPARp/®
spezifische Agonisten eine antiinflammatorische Immunantwort in Makrophagen
auslésen kdnnen (Daniel S. Straus and Glass 2007). Im Gegensatz dazu fihrt die
Uberexpression von PPARB/® in der Epidermis zur Psoriasis und erfiillt somit eine
proinflammatorische Funktion (Westergaard et al. 2003), (Romanowska et al. 2010).

In dieser hier dargestellten Publikation konnten erstmals immunregulatorische
Gene identifiziert werden, die durch PPARB/® selektive Agonisten Uber einen nicht-
kanonischen Weg reprimiert werden. Demhingegen konnte auch eine durch Liganden
geforderte Regulation proinflammatorischer Gene beobachtet werden. Daraus lasst sich

ein besonderer Liganden-gesteuerter Phanotyp humaner Makrophagen postulieren.

Zur Untersuchung PPARRB/® Liganden-abhangiger Effekte wurden von humanen
Monozyten abgeleitete Makrophagen gesunder Spender verwendet, die sowohl eine gut
messbare PPARD Genexpression, als auch PPARB/® Proteinlevel besitzen (Abbildung
1 A, B, Abbildung S1). In diesen Zellen ist die Ligandenregulation, messbar an der
PPARB/® Zielgenexpression von PDK4 (Abbildung 1C), gut sichtbar. Die
Chromatinbindung von PPARB/® und dem Heterodimerisierungspartner RXR an der
PDK4 Enhancer Region (Abbildung S2) legt nahe, dass die Induktion abhangig von
direkter DNA-Bindung des Heterodimers ist.

Um eine genauere Einsicht in das durch PPARB/® Liganden regulierte
Transkriptom und Cistrom zu bekommen wurden genomweite Studien mittels RNA und
ChIP Sequenzierung in humanen Makrophagen durchgeflhrt. Im Transkriptom zeigten
sich neben den kanonischen, durch den Agonisten L165,041 induzierte und inverse
Agonisten reprimierte Gene (Abbildung 2A) auch eine grof3e Anzahl an invers regulierten
Genen, die durch Agonisten reprimiert und durch inverse Agonisten induziert werden
(Abbildung 2B). Nach IPA Diseases and Functions Annotation Analyse konnten die
durch Agonisten induzierten Gene hauptsachlich der Inhibition des Zelltodes von

Immunzellen und der Suppression von Immunzellfunktionen zugeordnet werden.
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Allerdings gab es auch eine Gruppe von Genen die durch L165,041 induziert wurden
und mafRgeblich an der Entstehung von Entzindungsfunktionen wie der Colitis beteiligt
sind (Abbildung 2C). Durch die Analyse der Upstream Regulatoren mittels IPA konnten
zwei durch L165,041 regulierte Klassen unterschieden werden. Zum einen werden
kanonische Zielgene durch bereits bekannte Regulatoren des Lipidmetabolismus wie
Pirinixinsdure und Rosiglitazon induziert, zum anderen werden allerdings auch nicht
kanonische Zielgene von Immunmodulatoren wie TLR4, LPS, TNF, IFNG, IL1B, IL4, und
STAT3 reprimiert (Abbildung 2E).

Um auszuschliel3en, dass die inverse Regulation aus einem off target Effekt
resultiert, wurden Knochenmarksmakrophagen (BMDM) von Wildtyp (WT) und Ppar3/d
knockout Mausen mit dem PPARP/d Agonisten GW501516 behandelt. Die kanonischen
Zielgene Angptl4 und Pdk4 wurden lediglich in WT-Mausen durch den Agonisten
induziert. Auch die inversen Zielgene Ccl24, Tnfsf15 und Serpinb2 wurden nur in WT-
Mausen durch den Agonisten reprimiert. Zwei weitere Gene (Ccl8 und Enpp2) die einer
inversen Regulation in humanen Makrophagen unterlagen, wurden in diesem System
nicht durch den Agonisten reguliert, was mutmaflich an der differentiellen Regulation in
Maus und Mensch liegt.

ChIP-Seq Analysen in humanen Makrophagen zeigten eine Anreicherung von
PPARB/® und RXR an 3372 Regionen innerhalb des Genoms. 130 mit diesen
genomischen Regionen assoziierte Transkripte unterliegen der Regulation durch
L165,041. Die Bindung von PPARB/® und RXR erfolgte an annotierten
Transkriptionsstarts, innerhalb von Introns oder vorgelagerten Bereichen (Abbildung 3A-
C). Die Funktionen dieser kanonisch regulierten Gene liegen hauptsachlich im
Lipidmetabolismus, der Zellmigration, aber auch in der Immunregulation (Abbildung 3E,
Abbildung S4, Tabelle 1, Abbildung S6).

Im Gegensatz zur direkten Bindung von PPARPB/S und RXR an den kanonischen
Zielgenen konnte in den nicht kanonisch durch L165,041 reprimierten Genen lediglich
eine sehr schwache Bindung von PPARPB/® und RXR an den entsprechenden Loci
nachgewiesen werden (Abbildung 4A, B).

Die Hauptregulatoren dieser inversen Zielgene sind Modulatoren
proinflammatorischer Zytokin-Signalwege (Abbildung 4C, Tabelle 1). Einige dieser Gene
werden durch STAT1, STAT3, NF-xB, BCL6 und p300 reguliert (Abbildung 4D). Einen
weiteren Hinweis fur eine Rolle des NF-«xB Weges gab einer Behandlung von
Makrophagen mit dem Proteasominhibitor MG132 in Kombination mit L165,041. MG132
hemmt den Abbau der inhibitorischen Faktoren des NF-xB Weges, der IkBs. Bei

gleichzeitiger Behandlung mit L165,041 wurde die invers regulierte Repression der
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Gene, bis auf IL8, teilweise aufgehoben. Da die Repression jedoch nicht vollstandig
aufgehoben wird, sind hdéchstwahrscheinlich noch andere Signalwege an dieser
Regulation beteiligt (Abbildung 4E).

Morphologisch betrachtet ahneln L165,041-differenzierte Makrophagen sehr stark
einem IL-4 erzeugten, M2 polarisiertem Phanotyp. Die Funktion dieses Phanotyps
entspricht auch einer verminderten Phagozytoserate der mit L165,041 behandelten
Makrophagen (Abbildung 6F). Entgegengesetzt entsprechen in Gegenwart von LPS und
IFNy differenzierte, M1-artige Makrophagen eher einem morphologischen Phanotyp der
durch inverse Agonisten wie PT-S264 induziert wird (Abbildung 6, Abbildung S5).

Funktionelle Netzwerk-Analysen wie in Abbildung 5 dargestellt zeigen zum einen
eine Reihe durch Liganden reprimierte Immunfunktionen aber auch einige Liganden
erzeugten proinflammatorische Eigenschaften. Zum Beispiel kommt es zu einer
gesteigerten T-Zellaktivitdt, gemessen an IFNy produzierenden CD8" T-Zellen nach
Kokultur L165,041-differenzierter MDM, die zuvor einem CEFT Peptidpool ausgesetzt
wurden (Abbildung 7A).

IDO1 als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym im Aminosdureabbau von
Tryptophan zu Kynurenin wurde als inverses Zielgen identifiziert. Eine erhdéhte IDO
Aktivitat fihrt generell zur Suppression der T-Zell Aktivitat. L165,041 fuhrt jedoch in
Makrophagen zu einer verminderten /DO Expression, IDO Proteinlevel und
Kynureninlevel und somit generell zu einer proinflammatorischen Antwort (Abbildung 7B-
D, Abbildung S7). In diesem Fall reichte die verminderte Kynureninkonzentration
dennoch aus um die T-Zell-Aktivierung zu vermindern. Auch die Expression des PD-1
Liganden (CD274) und des Fcy-Rezeptors FCGR2B (CD32B) wurden deutlich durch
L165,041 reprimiert (Abbildung 7F-H).

Zur Ubertragung der gewonnen Erkenntnisse Uber die inverse Regulation durch
L165,041 auf andere Zelltypen wurden zunachst die Trankriptom und Cistrom Daten mit
denen der Myofibroblastenzelllinie WPMY-1 und der Brustzellkrebszellinie MDA-MB231
verglichen. Es kam zur Ubereinstimmung von 129 regulierten Genen in allen drei
Zelltypen, die hauptsachlich im Intermediarstoffwechsel zu finden sind (Abbildung 9A).
Allerdings kam es zu keiner Ubereinstimmung der invers regulierten Gene (Abbildung
9B). Auch sind diese Zellen refraktar gegentber der Regulation von CD52 und LRP5,
die in Makrophagen durch L165,041 induziert werden (Abbildung 9C, Abbildung S4).
Somit gibt es zusammengefasst eine kanonische Regulation bestimmter Transkripte die
zelltypunabhangig oder Makrophagen spezifisch ist und eine Makrophagen selektive

nicht kanonische Zielgenregulation.
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Der Eigenanteil zur Erstellung dieser Publikation umfasst die Beteiligung an Versuchsplanung,
Durchfihrung und Datenanalyse zu Abbildung 3A-C, Abbildung 4A, B, E, Abbildung 7D,
Abbildung 9C, Abbildung S2, Abbildung S4, Abbildung S6

Kollaborationspartner am Zentrum flr Tumorbiologie und Immunologie: PPARpB/®
selektive inverse Agonisten wurden synthetisiert und zur Verfugung gestellt von Philipp
M.Toth und Wibke E. Diederich aus dem Institut fir Pharmazeutische Chemie. RNA und
ChIP Sequenzierung wurden durchgefuhrt von Andrea Nist und Thorsten Stiewe aus der
Genomics Core Facility. FACS Phanotypisierung und T-Zell Aktivierungsassays von
Lara Kleinesudeik und Silke Reinartz, Klinik fir Gynakologie, Gynakol. Onkologie und
Endokrinologie. Video Mikroskopie von Kathrin Roth, Zellulare Bildgebung Core Facility.
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3.3 Chromatin Binding of c-REL and p65 Is Not Limiting for
Macrophage IL12B Transcription During Immediate
Suppression by Ovarian Carcinoma Ascites

Annika Unger, Florian Finkernagel, Nathalie Hoffmann, Felix Neuhaus, Barbara
Joos, Andrea Nist, Thorsten Stiewe, Alexander Visekruna, Uwe Wagner, Silke
Reinartz, Sabine Miller-Brisselbach, Rolf Muller and Till Adhikary (2018), Front.
Immunol. 9:1425. doi: 10.3389/fimmu.2018.01425

IL12p40, kodiert durch IL12B, ist der limitierende Faktor fur funktionelles IL-12 und
einer proinflammatorischen Immunantwort. Tumor-assoziierte Makrophagen des
Ovarialkarzinoms sind refraktar gegeniber proinflammatorische Stimuli (Gordon and
Freedman 2006) und sezernieren p40 nach Stimulation mit LPS und IFNy nicht oder nur
in geringen Mengen (Finkernagel et al. 2016). Sowohl das Verstandnis Uber die
Mechanismen der IL12B Suppression, als auch die Reversibilitdt dieses Zustandes sind
fur therapeutische Ansatzpunkte mafRgeblich und sind somit von hdchster Prioritat in der

Aufklarung immunsuppressiver Mechanismus im Ovarialkarzinom.

In dieser Arbeit wurde zunédchst der ex vivo Zustand von Tumor-assoziierten
Makrophagen des Ovarialkarzinoms in Bezug auf die Fahigkeit der IL12B Expression
untersucht. Es konnte keine IL12B mRNA (Abbildung 1A) und auch kein Protein
(Abbildung 1B) detektiert werden. Nach zwei Tagen Kultivierung in Aszites, mit
zusatzlicher IFNy Supplementation oder normalem Kulturmedium (R5) konnte in einem
Teil der Spenderinnen der supprimierende Effekt signifikant aufgehoben werden
(Abbildung 1A). Dies zeigt, dass TAM potentiell reaktivierbar sind und /L712B induzieren
kénnen. Hdchstwahrscheinlich sind I6sliche Faktoren im Aszites flr die Suppression
verantwortlich.

Um herauszufinden, welcher l6sliche Faktor des Aszites die IL-12 Suppression in
Makrophagen hervorruft, wurde aufgrund vieler Hinweise in der Literatur der Einfluss von
IL-10 untersucht (Segal, Dwyer, and Shevach 1998), (Xiaoyu Hu, Chakravarty, and
lvashkiv 2008). IL-10 fiihrte zu einer Reduktion der im Uberstand gemessenen IL12p40
Konzentrationen um ca. 50 % (von 10 auf 5 ng/ml, Abbildung 7B), konnte jedoch nicht
den Effekt des Aszites einer vollstdndigen Suppression von IL12p40 erreichen (Inhibition
um mehr als 80 % Abbildung 2B).

In weiteren Versuchen lief3 sich klaren ob der Aszites Uber Kurzzeitmechanismen
die Suppression hervorruft oder ob die Differenzierung der Zellen eine Rolle spielt.
Erstaunlicherweise reicht eine kurze Exposition der MDM gegeniber dem Aszites aus

um eine vollstdndige Suppression von IL-12 zu erreichen (Abbildung 2B). Dieser Effekt
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ist auf RNA-Ebene durch eine Depletion des Aszites und Ersetzen durch normales
Kulturmedium (+ 1 d R5) wieder reversibel (Abbildung 2A). Der Effekt lasst sich auf
Proteinebene nur partiell erkennen und ist aufgrund der Spenderdiversitat sehr variabel
und nicht signifikant (Abbildung 2B). Die durch Langzeitexposition des Aszites
vermittelte Suppression flhrt in einem Teil der Spender zu einer verbesserten IL12B
Expression und Sekretion nach Aszitesdepletion fur einen langeren Zeitraum (Abbildung
2C, D).

Da die TAM einiger Patientinnen durch Stimulation mit IFNy im Aszites die
Fahigkeit besitzen IL12B zu induzieren (5 von 8 TAM Proben, Abbildung 1A, B), stellte
sich die Frage ob eine Veranderung ihrer Polarisation flr diesen Zustand verantwortlich
ist. Umgekehrt stellte sich die Frage ob die Veranderung des Phanotyps, bzw. die
Expression verschiedener makrophagenspezifischer Marker erheblich fur die IL12B
Suppression ist. In Abbildung S3 sind FACS Messungen der Makrophagenmarker
CD163 (Abbildung S3A) und CD206 (Abbildung S3B) dargestellt, die sehr stark in
antiinflammatorischen Makrophagen exprimiert sind. Generell ist der Aszites
verantwortlich flr die hohe Expression dieser Marker in gesunden Spendermakrophagen
nach Differenzierung. Allerdings andert sich die Expression von CD163 nur geringfugig
in Gegenwart von Aszites und IFNy—differenzierten Zellen, bzw. erhdht sich die
Expression nicht mafgeblich nach kurzer Aszites Exposition. Dies bedeutet, dass die
Reinduzierbarkeit von IL12B keine Reduktion der antiinflammatorischen Marker, bzw.
die Suppression von IL-12 durch den Aszites keine Induktion von CD163 bedingt.

Aufgrund der aktuellen Literaturlage, die den NF-xB Weg, speziell c-REL als
mafigeblichen Regulator der IL12B Induktion beschreibt, untersuchten wir die
Involvierung des NF-xB Weges in unserem experimentellen System der Aszites
induzierten IL-12 Suppression.

Die Translokation von c-REL und RELA in Aszites differenzierten Zellen war in
einem Groldteil der Spenderinnen komplett inhibiert, da sehr geringe bis keine
detektierbaren nukledren Proteinkonzentrationen gemessen wurden (Abbildung 3A, C).
Auch in Zellen, die nur fur einen Tag mit Aszites kultiviert wurden ist die Translokation
deutlich verringert (Abbildung 3B, D). Diese ist nach Aszites Wegnahme im Vergleich
zur Langzeitexposition jedoch teils revertierbar (vergleiche A/C mit B/D).

Aufgrund dieser Ergebnisse untersuchten wir die Funktionalitat der
zytoplasmatischen NF-«xB Inhibitoren, IkBa, IkBp und IkBe. Entgegen der Annahme
einer Stabilitat dieser Faktoren welche die reduzierte Translokation verursacht, konnte
man einen funktionellen Abbau von I«xBf und IkBe im Aszites feststellen (Abbildung S4A,

S5B, C). IkBa unterliegt generell einer schnelleren Abbau-Kinetik und ist zu dem
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betrachteten Zeitpunkt in Medium-differenzierten Makrophagen durch positive
Ruckkopplung starker exprimiert (Abbildung S4A, S5A).

Um zu Uberprifen, ob der Aszites neben IL12B auch noch andere NF-xB Zielgene
supprimiert, wurde die Induktion von CXCL710 nach Aszites-Differenzierung oder
Kurzzeitbehandlung untersucht. Erstaunlicherweise verursachte der Aszites keine
Suppression des c-REL Zielgens CXCL10 (Abbildung S6A, B).

Um einen genaueren Einblick in die Aszites-vermittelte Regulation der REL und
p65 induzierten Zielgene zu gewinnen wurden ChIP Experimente durchgefihrt.

ChIP Sequenzierungen in ex vivo TAM gaben Hinweise auf regulatorische
Bereiche des IL12B Lokus. Ein Enhancer mark, Histon H3 Lysin4 Monomethylierung
(H3K4me1) wurde an vier Regionen innerhalb eines 25 kbp groRen Abschnitts des IL12B
Lokus detektiert (Abbildung 4A). 1200 bp stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle
(TSS) befindet sich ein Element mit an Lysin 4 trimethyliertem Histon H3 (H3K4me3),
welches im Allgemeinen direkt an TSSs gefunden wird (Abbildung 4A, B). Etwa 20 kbp
stromabwats des annotierten TSS konnte eine H3K27me3-markierte Region gefunden
werden (Abbildung 4A, D), die auf die Anwesenheit repressiver Faktoren wie dem
Polycomb repressive complex 2 deutet. Die Besonderheit der H3K4me3 Marks an einer
der TSS vorgelagerten Region, nicht aber an der TSS selbst, zeigte sich auch in anderen
c-REL Zielgenen, wie CXCL10 und IL-2 (Abbildung S9).

Da die Sequenzierungsdaten zwei eigentlich kontrare Marks (H3K4me3 und
H3K27me3) an einem Lokus zeigen, kann man die Besonderheit einer stabilen
Repression und gleichzeitig schnellen Aktivierungsmaoglichkeit dieser
proinflammatorischen Gene vermuten.

Im weiteren Schritt sollte herausgefunden werden, ob der Aszites einen Einfluss
auf die Chromatin-Bindung der NF-«xB Transkriptionsfaktoren hat. Es wurde gezeigt,
dass Aszites-differenzierte Zellen eine verminderte durch LPS/IFNy induzierte Bindung
von REL und RELA ausschlieBlich am vorgelagerten TSS (-1200 bp) von IL12B
aufweisen (Abbildung 5A). Kurzzeit-Aszites behandelte Makrophagen (R5 differentiation
+ 1 d ascites) wiesen jedoch kein deutlich verandertes Anreicherungsmuster im
Vergleich zu den Kontrollzellen auf, und die Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren
an zwei regulatorische Bereiche des CXCL10-Lokus war in keiner der Zellpopulationen
nach Stimulation verandert (Abbildung 7D, E). Auch konnten keine wesentlichen
Histonmodifikations- Unterschiede innerhalb dieser drei unterschiedlich differenzierten,
bzw. behandelten Makrophagengruppen am /L12B (Abbildung 4E-G) oder am CXCL10

Lokus (Abbildung S9 C, D) festgestellt werden. Dies zeigte, dass trotz verminderter
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Translokation der beiden Faktoren, eine ausreichende und funktionelle DNA-Bindung
von REL und p65 vorhanden war.

Die Vermutung, dass ¢c-REL zwar an der Regulation von IL12B beteiligt ist, aber
nicht ausschlieRlich fur die Induktion verantwortlich ist zeigte sich auch in siRNA
Versuchen in humanen Makrophagen und knockout Zellen in BMDM. Trotz verminderter
c-REL oder RELA Proteinkonzentration oder einem kompletten Verlust von c-Rel in
knockout Mausen, kam es lediglich zu einer reduzierten /IL12B oder p40 Induktion
(Abbildung 6A, B, S7).

Der Eigenanteil zur Erstellung dieser Publikation umfasst die Beteiligung an Versuchsplanung,
Durchfiihrung und Datenanalyse zu Abbildung 1, 2, 3, 4E-G, 5, Abbildung S2, S3, S4, S5, S6,
S7, S8, S9C, D, S10

Kollaborationspartner am Zentrum fur Tumorbiologie und Immunologie: ChlP-
Sequenzierung wurden durchgefuhrt von Andrea Nist und Thorsten Stiewe aus der
Genomics Core Facility. FACS Phanotypisierung von Silke Reinartz, Klinik far
Gynakologie, Gynakol. Onkologie und Endokrinologie, Patientenproben wurden zur
Verfligung gestellt von Uwe Wagner und Silke Reinartz, Klinik fir Gynakologie, Gynakol.
Onkologie und Endokrinologie.
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4 Diskussion

Aszites vermittelte Deregulation PPARB/6—spezifischer Zielgene

Die Suppression inflammatorischer Immunzellen in der Mikroumgebung des
Ovarialkarzinoms ist einer der bedeutendsten Mechanismen dieses Tumors um einen
protumorigenen Phanotyp zu generieren und zu erhalten. Eine aufderst wichtige Rolle
spielt in diesem Prozess die Akkumulation des Aszites, als Reservoir von Tumor- und
Stromazellen, antiinflammatorischer Immunzellen, l6slicher Faktoren und vor allem
Lipiden.

Lipide haben einen grof3en Einfluss auf die Tumorigenese und wie in neuesten
Studien gezeigt werden konnte, vor allem auf die Metastasierung des Tumors (Pascual
et al. 2017). Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Lipidomanalysen des Aszites
von Ovarialkarzinompatientinnen ergaben teils sehr hohe Konzentrationen an mehrfach
ungesattigten Fettsduren, wie Linolsdure, Arachidonsaure, oder Docosahexaensaure.
Einer der Hauptregulatoren des Fettsduremetabolismuses ist der Lipidsensor PPARf/S.
Da die im Aszites vorhandenen Fettsduren natirliche Liganden dieses Kernrezeptors
darstellen, wurde deren Einfluss auf die PPARp/S spezifische Zielgenregulation in
Makrophagen gesunder Spender und Tumor-assoziierten Makrophagen des
Ovarialkarzinom untersucht.

Neben morphologischer Ahnlichkeiten des durch PPARB/S selektive Agonisten
erzeugten antiinflammatorischen Phanotyps von MDM und ex vivo TAM zeigten RNA
Seq Daten eine Uberlappung der Agonisten-induzierten Zielgene in MDM und

unbehandelten ex vivo TAM, was auf eine Deregulation der Zielgene in TAM hinwies.

PPARf/6 im Immunsystem

Die Funktionen der deregulierten, durch PPARp/3-Agonisten induzierten Zielgene
konnten neben den bekannten, klassischen Metabolismus- und Migrationsaufgaben
auch dem Uberleben und Entziindungs- bzw. Immunfunktionen zugeordnet werden. Bei
Letzteren wurde LPS als Hauptmediator der Zielgene mit proinflammatorischer Funktion
identifiziert.

Immunmodulatorische Funktionen der PPARs wurden bisher Uberwiegend fir
PPARa und PPARy beschrieben. In Makrophagen wurde vor allem die Interaktion
Agonisten-abhangiger Effekte mit den Transkriptionsfaktoren NF-«xB, STAT, Aktivator
Protein 1 (AP1) und NFAT (nuclear factor of activated T-cells) beschrieben (Daynes and
Jones 2002). PPARa interagiert durch Transrepressions-Mechanismen beispielsweise

mit der RHD von p65 und dem Aminoterminus von JUN (Philippe Delerive et al. 1999)
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oder kontrolliert die Dauer der Immunantwort indem Agonisten die verstarkte
Transkription und Proteinsynthese des inhibitorischen NF-kB Proteins IkBa induzieren
(P. Delerive et al. 2000). Der selektive PPARy Agonist 15d-PGJ. inhibiert die kB
Komplex Kinase (IKK) und dadurch die NF-kB DNA Bindung (D S Straus et al. 2000),
wodurch es zu einer Hemmung proinflammatorischer Transkripte kommt. Uber den
Einfluss von PPARP/3 auf die Immunregulation gibt es bisher nur wenige Informationen,
(Rival et al. 2002), (Stockert et al. 2013), (Daynes and Jones 2002), die im Rahmen

dieser Arbeit, insbesondere in humanen Makrophagen genauer charakterisiert werden.

Makrophagen-spezifische inverse Regulation inflammatorischer Gene
durch PPARp/6-Agonisten

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse uber PPARPB/S spezifische Funktionen in
humanen Makrophagen wurden neue, transkriptionelle Mechanismen der
PPARB/3 spezifischen Zielgenregulation gefunden, die durch die selektiven Agonisten
erzeugt werden. PPARp/8 Agonisten besitzen nicht nur die Fahigkeit die Expression
kanonischer Zielgene zu induzieren, sondern fiihren auch zu einem nicht-kanonischen
Mechanismus, der keine oder nur eine sehr schwache direkte PPARB/d DNA Bindung
bendtigt und zur Repression dieser Gene fihrt. Diese inverse Regulation ist
zelltypspezifisch und betrifft hauptsachlich die Regulation in Makrophagen. Nicht
verwunderlich ist aufgrund dieser Tatsache, dass die reprimierten Gene Uberwiegend an
der Immunregulation beteiligt sind und vor allem tber NF-xB reguliert werden. Mittels
gleichzeitiger Behandlung des Agonisten L165,041 und dem Proteasominhibitor MG132,
der die Agonisten-induzierte Repression verschiedener NF-xB Zielgene aufhebt, konnte
ein Einfluss des NF-xB Weges auf die inverse Regulation durch PPARf/6 Agonisten
vermutet werden. Zu beachten ist allerdings, dass MG132 kein selektiver IKK-Inhibitor
ist und der Einfluss anderer Signalwege nicht ausgeschlossen werden kann.

Zusatzlich zur bisher beschriebenen Agonisten-induzierten antiinflammatorischen
Rolle von PPARB/din Makrophagen konnte im Rahmen dieser Arbeit auch eine
proinflammatorische Funktion von PPARp/d aufgezeigt werden, was zur allgemein
kontrovers diskutierten Rolle von PPARp/6 passt. Beispielsweise wird die T-
Zellaktivierung  durch  Agonistenbehandlung  geférdert, indem IDO1, das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Tryptophanabbau, und auch das Endprodukt
der enzymatischen Kette Kynurenin, in Makrophagen reduziert werden. Des Weiteren
kam es zu einer Agonisten vermittelten Anreicherung IFNy* positiver CD8 Zellen und
einer Reduktion der Expression des T-Zell inhibitorischen Faktors CD274 (PD-1).
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Die Expression der PPARp/S spezifischen Zielgene unterliegt somit einer
einzigartigen Regulation, die von hoher klinischer Bedeutung ist. Ein therapeutisch
wichtiger Aspekt ist in diesem Zusammenhang die dosisabhdngige Repression
verschiedener Aszites-induzierbarer Zielgene in MDM durch den inversen Agonisten PT-
S264. Durch bereits niedrige Konzentrationen des inversen Agonisten in Gegenwart von
Aszites kann die Transkription von z.B. ANGPTL4, dessen Expression mit einer
schlechten Prognose der Patientinnen korreliert, in vitro deutlich verringert werden. Der
Einsatz inverser Agonisten stellt somit einen therapeutischen Ansatzpunkt in der
Reversion des protumorigenen, immunsuppressiven Mikromilieus in ein funktionelles,

antitumorales Netzwerk diverser Immunzellen dar.

Der Einfluss von PPARs auf die Induktion des proinflammatorischen
Zytokins IL-12

Die detaillierte Beschreibung der Involvierung der PPARSs, vor allem von PPARf/3
auf viele weitere essentielle proinflammatorische Transkripte in humanen Makrophagen
wie IL12B wurde bisher jedoch wenig untersucht. IL-12 ist eines der wichtigsten
proinflammatorischen Zytokine, die durch NF-kB reguliert werden und ist in TAM nicht
exprimiert. Bereits bekannt ist, dass PPARp/6 Agonisten die Expression von IL-12
supprimieren und somit die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) im
Mausmodell schwachen (Kanakasabai et al. 2010). PPARy Agonisten supprimieren die
Produktion der limitierenden Untereinheit von funktionellem IL-12, IL-12p40 in LPS-
stimulierten Mikrogliazellen (Xu and Drew 2007) und modulieren die CD40 induzierte
Sekretion von II-12 in murinen dendritschen Zellen (Faveeuw et al. 2000). Der PPARa
Agonist Fenofibrat inhibiert die Sekretion von IL-12p40 und IL12p70 (Xu, Racke, and
Drew 2007).

Reversibilitat der IL12B Suppression in TAM

U.a. aufgrund des Einflusses von PPARp/5 Agonisten auf den NF-kB Signalweg
im Ovarialkarzinom wurde die transkriptionelle Induktion von /L712B im Hinblick auf die
Aszites-vermittelte Suppression des Zytokins hin untersucht.

Zunachst stellte sich die Frage, ob der Aszites, bzw. I6sliche Faktoren im Aszites
fur die Suppression in TAM oder auch in Aszites differenzierten Zellen fir die
Suppression verantwortlich ist. Da TAM nach einer Kultivierung von zwei Tagen in
normalem Kulturmedium (R5) wieder in der Lage sind auf transkriptioneller Ebene IL12B

zu induzieren, spricht dies fir eine maogliche Reversibilitdt dieser Zellen in einen
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proinflammatorischen Status. Die Suppression wird daher tiberwiegend durch I6sliche
Faktoren des Aszites hervorgerufen.

Des Weiteren konnte der immunsuppressive IL-10"", |L-12"°% Phanotyp der TAM
sowohl in dieser, als auch in anderen Studien durch IFNy revertiert werden (Duluc et al.
2009), (X Hu, Chakravarty, and Ivashkiv 2008). Auch konnten Arbeiten der eigenen
Gruppe zeigen, dass die Prognose von Ovarialkarzinompatientinnen mit verstarktem
Interferon signaling deutlich besser ist im Vergleich zu Patientinnen mit weniger stark

ausgepragter Interferonantwort (Adhikary et al. 2017).

Der Einfluss von IL-10 auf IL-12

Als einer der Hauptverursacher der IL12B Repression kam IL-10 in Frage, da
dieses Zytokin eine erheblich Rolle in der Differenzierung zu einem
antiinflammatorischen Phanotyp einnimmt und eine proinflammatorische Antwort
unterbindet (Ito and Ansari 1999), (A. Sica et al. 2000), (Williams et al. 2004). Zusatzlich
korreliert eine hohe IL-10 Konzentration im Aszites mit einer schlechten Prognose der
Patientinnen mit HGSOC (Reinartz et al. 2014). Gezeigt wurde auch, dass sich die IL-
10 und IL-12 Expression gegenseitig reguliert und ein Ungleichgewicht dieses
Mechanismus zu der Entstehung diverser Erkrankungen fihrt (Segal, Dwyer, and
Shevach 1998). Da TAM im Aszites hohen Konzentrationen an IL-10 ausgesetzt sind,
war die Annahme, dass dies zu einer Suppression von /L12B tUber eine NF-kB Inhibition
in Makrophagen gesunder Spender fuhrt. In unserem System hingegen konnte jedoch
keine vollstandige Suppression von IL12B durch IL-10 gezeigt werden, was auf die
Préasenz weiterer antiinflammatorischer Faktoren im Aszites hindeutet, die die

Suppression bedingen.

Die Rolle von NF«B in der Regulation von IL-12

Da c-REL als Hauptregulator von IL-12p40 beschrieben ist (Sanjabi et al. 2000)
wurde die Funktionalitat der Translokation dieses Faktors, als auch die Translokation
von RELA nach Aszitesbehandlung untersucht. Die Aszitesbehandlung, parallel zur
Stimulation und auch die Differenzierung in Aszites fuhrte zu drastisch verminderten
kernstdndigen REL und RELA Proteinkonzentrationen, welche durch Aszitesentzug
teilweise wieder erhdéht werden konnten. Aufgrund dieser Tatsache wurde die Stabilitat
der NF-xB Inhibitoren (IkBs) Uberprift. Hierbei ist zu erwahnen, dass die NF-xB Antwort
in zwei zeitliche Einheiten eingeteilt wird, zum einen kommt es zu einer sehr schnellen
Aktivierung des Signalweges, welche als primare Antwort gesehen wird und zum

anderen gibt es eine sekundare Antwort mit einer verzogerten Kinetik, die Zielgene
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dieser Gruppe langsamer induziert. Zu diesen Genen zahlt auch IL12B. Fir diese
verspatete Induktion der Zielgene ist vermutlich die Bindung der Transkriptionsfaktoren,
die eine Chromatinveranderung bedingt, verantwortlich (S. Saccani, Pantano, and Natoli
2001), (Schultze 2017). Da IkBa, als Inhibitor des NF-kB Signalweges, vielen schnell
induzierbaren  Zielgenen  zugeordnet wird, und flir einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus verantwortlich ist (Brown et al. 1993), lasst sich seine
verstarkte Proteinsynthese zum Betrachtungszeitpunkt nach LPS und IFNy Stimulation
in unseren Versuchen erklaren. Weiterhin Iasst sich aus diesen Ergebnissen schliefl3en,
dass ein IkBa Abbau vermutlich nicht essentiell fir die Induktion von /L712B ist, obwonhl
interessanterweise IL-10 zu einer Stabilisierung von IkBa und der somit verminderten
Translokation von RELA fihrt (Rahim et al. 2005), (Shames et al. 1998). Eine
Involvierung, bzw. nicht funktioneller IkB Abbau der zwei anderen zytoplasmatischen
inhibitorischen Faktoren kBB und IkBe konnte in dieser Arbeit weitgehend
ausgeschlossen werden, da der Abbau nach Aktivierung des Signalweges deutlich
sichtbar und somit funktionell ist.

Allerdings kann eine Involvierung anderer, atypischer IkBs nicht ausgeschlossen
werden. Nennenswert ist hier IKB, welches als Regulator der H3K4 Trimethylierung und
als Induktor des transkriptionellen Prainitiationskomplexes nach Nukleosomumbau
beschrieben wurde (Annemann et al. 2016) und durch Bindung an den //12b Promoter
dessen Aktivitat reguliert (Kayama et al. 2008).

Trotz der sehr geringen kernstandigen Konzentrationen von REL und RELA kam
es lediglich in Aszites differenzierten aber nicht in Kurzzeit-Aszites-exponierten Zellen
zu einer verminderten DNA Bindung an einen in dieser Arbeit neu identifizierten, dem
Transkriptionsstart vorgelagerten, erweiterten Promotorbereich. An der annotierten TSS
konnte keine NF-kB Bindung detektiert werden.

Auch am CXCL10-Lokus konnte eine der TSS vorgelagerte Bindungsstelle von
REL und RELA identifiziert werden. Hier kam es zu keiner Aszites vermittelten Anderung
in der Anreicherung der beiden Transkriptionsfaktoren. Dies bedeutet, dass eine
verminderte DNA-Bindung nach Langzeitexposition des Aszites vermutlich
genspezifisch ist. Mdglicherweise fehlt ein Komplex-stabilisierender Bindungspartner
oder es kommt zu einer Blockierung der Bindung durch einen Repressor. Auch kdnnten
posttranslationale Modifikationen der Transkriptionsfaktoren fur die Regulation
bedeutend sein.

ChIP Sequenzierungen von ex vivo TAM lieRen eine repressive Modifikation,
H3K27me3 an einem Bereich ca. 20 kbp stromabwarts der annotierten TSS erkennen.

In Aszites kultivierten Makrophagen konnte an diesem Bereich allerdings keine
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Veranderung der Histonmodifikation im Vergleich zu Makrophagen in normalem
Kulturmedium festgestellt werden.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass die Induktion von I[L12B zwar eine REL
und/oder RELA DNA Bindung bendétigt, (erkennbar auch an eigenen RNAi Daten von
von REL und RELA und knockout Daten von Rel), die Suppression jedoch aufgrund der
noch vorhandenen DNA Bindung der NF-xB Faktoren vermutlich noch durch andere

Faktoren reguliert wird.

Potentielle Beteiligung weiterer Signalwege an der IL-12 Suppression

Da eine volle Induktion von IL-12 nur durch eine Kombination der TLR4 oder
CD40L und IFNy gesteuerten Signalwege erreicht wird (Liu et al. 2003), (Conzelmann et
al. 2010) und eine STAT1 Defizienz zu einer Suppression des TLR Signaling flhrt,
welche die Aktivierung STAT3 regulierter Zielgene férdert (H. S. Kim et al. 2015), kbnnte
eine verminderte oder veranderte Funktion von STAT1 maldgeblich an der durch Aszites
induzierten Suppression von IL-12 beteiligt sein.

Auch weitere Faktoren wie Prostaglandin E2 (van der Pouw Kraan 1995),
(Mitsuhashi et al. 2004 ), Arachidonsaure (Zhang and Fritsche 2004), Adenosin (HASKO
2000) und die Phosphatidylserin vermittelte Phagozytose vermitteln einen
antiinflammatorischen Status, der die Inhibition der Synthese von IL-12 mit sich zieht (S.
Kim, Elkon, and Ma 2004), (Birge et al. 2016).

In Magen, Darm oder auch Leberkrebs konnte zum einen eine physikalische
Interaktion von STAT3 und dem NF-kB-Signalweg festgestellt werden. Zum anderen
konkurrieren die Transkriptionsfaktoren um die Bindung an Promotor und
Enhancerbereiche. Des Weiteren wird durch NF-xB die Expression von STAT3
Inhibitoren induziert (Grivennikov and Karin 2010), (Hoentjen et al. 2005). Da STAT3 in
Makrophagen im Ovarialkarzinom durch Phosphorylierung konstitutiv aktiv vorliegt (Saini
et al. 2017) und auch STAT3 Zielgenprodukte wie IL-6 in hohen Konzentrationen im
Aszites vorhanden sind (Reinartz et al. 2014), die im Mausmodell die Interleukin-12
Produktion Gber die Inhibition der Phosphorylierung von c-Rel supprimieren (E. J. Lee et
al. 2016), liegt es nahe, dass dieser Signalweg, héchst wahrscheinlich in Kooperation
mit NF-kB, einen groRen Einfluss auf die protumorigenen Eigenschaften der TAM
austibt. Da der NF-xB Weg als alleiniger Hauptregulator der IL-12 Induktion
ausgeschlossen werden kann, sollte in erweiterten Studien die Rolle anderer beteiligter
Signalwege und deren Mediatoren auf die IL-12 Suppression hin Uberprift werden um
zukunftige therapeutische Malnahmen fur eine funktionelle zytokinvermittelte

proinflammatorische Immunantwort zu generieren. Hierbei ist auf die hohe Diversitat der
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Makrophagen einzelner Spenderinnen zu achten, die auch in den hier dargestellten
Experimenten haufig vorhanden war und von héchstem therapeutischem Interesse ist.
Nur durch die genaue Charakterisierung der Zellen einzelner Spenderinnen kann eine

individuelle Therapie mit bestmdglichen effektiven Heilungschancen generiert werden.

38



Literaturverzeichnis

5 Literaturverzeichnis

Adhikary, T., D. T. Brandt, K. Kaddatz, J. Stockert, S. Naruhn, W. Meissner, F.
Finkernagel, et al. 2013. “Inverse PPARB/d Agonists Suppress Oncogenic
Signaling to the ANGPTL4 Gene and Inhibit Cancer Cell Invasion.” Oncogene 32
(44):5241-52. https://doi.org/10.1038/onc.2012.549.

Adhikary, Till, Kerstin Kaddatz, Florian Finkernagel, Anne Schénbauer, Wolfgang
Meissner, Maren Scharfe, Michael Jarek, Helmut Blocker, Sabine Muller-
Brisselbach, and Rolf Muller. 2011. “Genomewide Analyses Define Different
Modes of Transcriptional Regulation by Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-p/5 (PPAR B/3).” PLoS ONE 6 (1).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016344.

Adhikary, Till, Annika Wortmann, Florian Finkernagel, Sonja Lieber, Andrea Nist,
Thorsten Stiewe, Uwe Wagner, Sabine Miller-Brisselbach, Silke Reinartz, and
Rolf Mdller. 2017. “Interferon Signaling in Ascites-Associated Macrophages Is
Linked to a Favorable Clinical Outcome in a Subgroup of Ovarian Carcinoma
Patients.” BMC Genomics 18 (1):243. https://doi.org/10.1186/s12864-017-3630-9.

Annemann, Michaela, Carlos Plaza-Sirvent, Marc Schuster, Konstantinos Katsoulis-
Dimitriou, Stefanie Kliche, Burkhart Schraven, and Ingo Schmitz. 2016. “Atypical
IkB Proteins in Immune Cell Differentiation and Function.” Immunology Letters.
https://doi.org/10.1016/j.imlet.2016.01.006.

Ashall, Louise, Caroline a Horton, David E Nelson, Pawel Paszek, Claire V Harper,
Kate Sillitoe, Sheila Ryan, et al. 2009. “Pulsatile Stimulation Determines Timing
and Specificity of NF-kappaB-Dependent Transcription.” Science (New York, N.Y.)
324 (5924):242—-46. https://doi.org/10.1126/science.1164860.

Aste-Amezaga, Miguel, Xiaojing Ma, Alexandrina Sartori, and Giorgio Trinchieri. 1998.
“Molecular Mechanisms of the Induction of IL-12 and Its Inhibtion by IL-10.”
Journal of Immunology 160 (12):5963-5944.

Baeuerle, P. A. 1994. “Function and Activation of NF-Kappa B in the Immune System.”
Annual Review of Immunology 12 (1):141-79.
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.12.1.141.

Bamias, A., M. L. Tsiatas, E. Kafantari, C. Liakou, A. Rodolakis, Z. Voulgaris, G.
Vlahos, et al. 2007. “Significant Differences of Lymphocytes Isolated from Ascites
of Patients with Ovarian Cancer Compared to Blood and Tumor Lymphocytes.
Association of CD3+CD56+ Cells with Platinum Resistance.” Gynecologic
Oncology 106 (1):75-81. https://doi.org/10.1016/j.ygyno.2007.02.029.

39



Literaturverzeichnis

Becskei, Attila, and Michael J. Grusby. 2007. “Contribution of IL-12R Mediated
Feedback Loop to Th1 Cell Differentiation.” FEBS Letters 581 (27):5199-5206.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2007.10.007.

Bellora, Francesca, Roberta Castriconi, Alessandra Dondero, Anna Pessino, Alessio
Nencioni, Giovanni Liggieri, Lorenzo Moretta, Alberto Mantovani, Alessandro
Moretta, and Cristina Bottino. 2014. “TLR Activation of Tumor-Associated
Macrophages from Ovarian Cancer Patients Triggers Cytolytic Activity of NK
Cells.” European Journal of Immunology 44 (6):1814-22.
https://doi.org/10.1002/eji.201344130.

Bettelli, Estelle, Yijun Carrier, Wenda Gao, Thomas Korn, Terry B. Strom, Mohamed
Oukka, Howard L. Weiner, and Vijay K. Kuchroo. 2006. “Reciprocal
Developmental Pathways for the Generation of Pathogenic Effector TH17 and
Regulatory T Cells.” Nature 441 (7090):235-38.
https://doi.org/10.1038/nature04753.

Beyer, Marc, and Joachim L. Schultze. 2006. “Regulatory T Cells in Cancer.” Blood.
https://doi.org/10.1182/blood-2006-02-002774.

Birge, R. B., S. Boeltz, S. Kumar, J. Carlson, J. Wanderley, D. Calianese, M. Barcinski,
et al. 2016. “Phosphatidylserine Is a Global Immunosuppressive Signal in
Efferocytosis, Infectious Disease, and Cancer.” Cell Death and Differentiation.
https://doi.org/10.1038/cdd.2016.11.

Biswas, S. K., and C. E. Lewis. 2010. “NF- B as a Central Regulator of Macrophage
Function in Tumors.” Journal of Leukocyte Biology 88 (5):877—84.
https://doi.org/10.1189/jlb.0310153.

Biswas, Subhra K., Lisa Gangi, Saki Paul, Tiziana Schioppa, Alessandra Saccani,
Marina Sironi, Barbara Bottazzi, et al. 2006. “A Distinct and Unique Transcriptional
Program Expressed by Tumor-Associated Macrophages (Defective NF-kB and
Enhanced IRF-3/STAT1 Activation).” Blood 107 (5):2112-22.
https://doi.org/10.1182/blood-2005-01-0428.

Bowtell, David D., Steffen Bohm, Ahmed A. Ahmed, Paul-Joseph Aspuria, Robert C.
Bast, Valerie Beral, Jonathan S. Berek, et al. 2015. “Rethinking Ovarian Cancer Il:
Reducing Mortality from High-Grade Serous Ovarian Cancer.” Nature Reviews
Cancer 15 (11):668-79. https://doi.org/10.1038/nrc4019.

Braissant, O, F Foufelle, C Scotto, M Dauga, and W Wahli. 1996. “Differential
Expression of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARSs): Tissue
Distribution of PPAR-Alpha, -Beta, and -Gamma in the Adult Rat.” Endocrinology
137 (1):354—-66. https://doi.org/10.1210/endo.137.1.8536636.

40



Literaturverzeichnis

Brown, K, S Park, T Kanno, G Franzoso, and U Siebenlist. 1993. “Mutual Regulation of
the Transcriptional Activator NF-Kappa B and Its Inhibitor, | Kappa B-Alpha.”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
90 (6):2532-36. https://doi.org/10.1073/pnas.90.6.2532.

Brunda, M J, L Luistro, R R Warrier, R B Wright, B R Hubbard, M Murphy, S F Wolf,
and M K Gately. 1993. “Antitumor and Antimetastatic Activity of Interleukin 12
against Murine Tumors.” The Journal of Experimental Medicine 178 (4):1223-30.
https://doi.org/10.1084/jem.178.4.1223.

Bustamante, Jacinta, Stéphanie Boisson-Dupuis, Laurent Abel, and Jean Laurent
Casanova. 2014. “Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease: Genetic,
Immunological, and Clinical Features of Inborn Errors of IFN-y Immunity.”
Seminars in Immunology. https://doi.org/10.1016/j.smim.2014.09.008.

Buy, J N, A A Moss, M A Ghossain, C Sciot, L Malbec, D Vadrot, B J Paniel, and Y
Decroix. 1988. “Peritoneal Implants from Ovarian Tumors: CT Findings.”
Radiology 169 (3):691-94. https://doi.org/10.1148/radiology.169.3.3186993.

Carmody, Ruaidhri J, Qingguo Ruan, Hsiou-Chi Liou, and Youhai H Chen. 2007.
“Essential Roles of c-Rel in TLR-Induced IL-23 p19 Gene Expression in Dendritic
Cells.” Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950) 178 (1):186-91.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.178.1.186.

Cavallo, Federica, Carla De Giovanni, Patrizia Nanni, Guido Forni, and Pier Luigi
Lollini. 2011. “2011: The Immune Hallmarks of Cancer.” In Cancer Immunology,
Immunotherapy, 60:319-26. https://doi.org/10.1007/s00262-010-0968-0.

Chanput, Wasaporn, Jurriaan J. Mes, Huub F. J. Savelkoul, and Harry J. Wichers.
2013. “Characterization of Polarized THP-1 Macrophages and Polarizing Ability of
LPS and Food Compounds.” Food Funct. 4 (2):266—76.
https://doi.org/10.1039/C2FO030156C.

Chong, Han Chung, Ming Jie Tan, Virginie Philippe, Siew Hwey Tan, Chek Kun Tan,
Chee Wai Ku, Yan Yih Goh, Walter Wahli, Liliane Michalik, and Nguan Soon Tan.
2009. “Regulation of Epithelial-Mesenchymal IL-1 Signaling by PPARB/S Is
Essential for Skin Homeostasis and Wound Healing.” Journal of Cell Biology 184
(6):817-31. https://doi.org/10.1083/jcb.200809028.

Conzelmann, Michael, Andreas H. Wagner, Anke Hildebrandt, Elena Rodionova,
Michael Hess, Annika Zota, Thomas Giese, et al. 2010. “IFN—y Activated JAK1
Shifts CD40-Induced Cytokine Profiles in Human Antigen-Presenting Cells toward
High IL-12p70 and Low IL-10 Production.” Biochemical Pharmacology 80 (12).
Elsevier Inc.:2074-86. https://doi.org/10.1016/j.bcp.2010.07.040.

41



Literaturverzeichnis

Cooper, Andrea M., and Shabaana A. Khader. 2007. “IL-12p40: An Inherently Agonistic
Cytokine.” Trends in Immunology. https://doi.org/10.1016/.it.2006.11.002.

Curiel, Tyler J., Pui Cheng, Peter Mottram, Xavier Alvarez, Lieve Moons, Melina
Evdemon-Hogan, Shuang Wei, et al. 2004. “Dendritic Cell Subsets Differentially
Regulate Angiogenesis in Human Ovarian Cancer.” Cancer Research 64
(16):5535-38. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-04-1272.

Curiel, Tyler J., George Coukos, Linhua Zou, Xavier Alvarez, Pui Cheng, Peter
Mottram, Melina Evdemon-Hogan, et al. 2004. “Specific Recruitment of Regulatory
T Cells in Ovarian Carcinoma Fosters Immune Privilege and Predicts Reduced
Survival.” Nature Medicine 10 (9):942—49. https://doi.org/10.1038/nm1093.

Daynes, Raymond A., and Dallas C. Jones. 2002. “Emerging Roles of PPARs in
Inflammation and Immunity.” Nature Reviews Immunology.
https://doi.org/10.1038/nri912.

Delerive, P., P. Gervois, J. C. Fruchart, and B. Staels. 2000. “Induction of IkBa
Expression as a Mechanism Contributing to the Anti-Inflammatory Activities of
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-a Activators.” Journal of Biological
Chemistry 275 (47):36703-7. https://doi.org/10.1074/jbc.M004045200.

Delerive, Philippe, Karolien De Bosscher, Sandrine Besnard, Wim Vanden Berghe,
Jeffrey M. Peters, Frank J. Gonzalez, Jean Charles Fruchart, Alain Tedgui, Guy
Haegeman, and Bart Staels. 1999. “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a
Negatively Regulates the Vascular Inflammatory Gene Response by Negative
Cross-Talk with Transcription Factors NF-kB and AP-1.” Journal of Biological
Chemistry 274 (45):32048-54. https://doi.org/10.1074/jbc.274.45.32048.

Desvergne, B., and W. Wahli. 1999. “Peroxisome Proliferator-Activated Receptors:
Nuclear Control of Metabolism.” Endocrine Reviews.
https://doi.org/10.1210/er.20.5.649.

Duluc, Dorothée, Murielle Corvaisier, Simon Blanchard, Laurent Catala, Philippe
Descamps, Erick Gamelin, Stéphane Ponsoda, Yves Delneste, Mohamed Hebbar,
and Pascale Jeannin. 2009. “Interferon-y Reverses the Immunosuppressive and
Protumoral Properties and Prevents the Generation of Human Tumor-Associated
Macrophages.” International Journal of Cancer 125 (2):367—-73.
https://doi.org/10.1002/ijc.24401.

Escher, P., O. Braissant, S. Basu-Modak, L. Michalik, W. Wahli, and B. Desvergne.
2001. “Rat PPARs: Quantitative Analysis in Adult Rat Tissues and Regulation in
Fasting and Refeeding.” Endocrinology 142 (10):4195-4202.
https://doi.org/10.1210/en.142.10.4195.

42



Literaturverzeichnis

Faveeuw, C, S Fougeray, V Angeli, J Fontaine, G Chinetti, P Gosset, P Delerive, et al.
2000. “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Activators Inhibit
Interleukin-12 Production in Murine Dendritic Cells.” FEBS Letters 486:261—66.

Feldman, G.B.a b, and R.C.a b Knapp. 1974. “Lymphatic Drainage of the Peritoneal
Cavity and Its Significance in Ovarian Cancer.” American Journal of Obstetrics
and Gynecology 119 (7):991-94. https://doi.org/10.1016/0002-9378(74)90021-0.

Ferriss, James S., James J. Java, Michael A. Bookman, Gini F. Fleming, Bradley J.
Monk, Joan L. Walker, Howard D. Homesley, et al. 2015. “Ascites Predicts
Treatment Benefit of Bevacizumab in Front-Line Therapy of Advanced Epithelial
Ovarian, Fallopian Tube and Peritoneal Cancers: An NRG Oncology/GOG Study.”
Gynecologic Oncology 139 (1):17-22.
https://doi.org/10.1016/j.ygyno.2015.07.103.

Finkernagel, Florian, Silke Reinartz, Sonja Lieber, Till Adhikary, Annika Wortmann,
Nathalie Hoffmann, Tim Bieringer, et al. 2016. “The Transcriptional Signature of
Human Ovarian Carcinoma Macrophages Is Associated with Extracellular Matrix
Reorganization.” Oncotarget 7 (46):75339-52.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.12180.

Forman, B M, J Chen, and R M Evans. 1997. “Hypolipidemic Drugs, Polyunsaturated
Fatty Acids, and Eicosanoids Are Ligands for Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors Alpha and Delta.” Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 94 (9):4312-17.
https://doi.org/10.1073/pnas.94.9.4312.

Forman, Barry M., Peter Tontonoz, Jasmine Chen, Regina P. Brun, Bruce M.
Spiegelman, and Ronald M. Evans. 1995. “15-Deoxy-A12,14-Prostaglandin J2is a
Ligand for the Adipocyte Determination Factor PPARYy.” Cell 83 (5):803-12.
https://doi.org/10.1016/0092-8674(95)90193-0.

Giuntoli, Robert L., Tonya J. Webb, Alessia Zoso, Ophelia Rogers, Teresa P. Diaz-
Montes, Robert E. Bristow, and Mathias Oelke. 2009. “Ovarian Cancer-Associated
Ascites Demonstrates Altered Immune Environment: Implications for Antitumor
Immunity.” Anticancer Research 29 (8):2875-84. https://doi.org/29/8/2875 [pii].

Gomez Perdiguero, Elisa, Kay Klapproth, Christian Schulz, Katrin Busch, Emanuele
Azzoni, Lucile Crozet, Hannah Garner, et al. 2014. “Tissue-Resident
Macrophages Originate from Yolk-Sac-Derived Erythro-Myeloid Progenitors.”
Nature 518 (7540). Nature Publishing Group:547-51.
https://doi.org/10.1038/nature13989.

Gordon, llyssa O., and Ralph S. Freedman. 2006. “Defective Antitumor Function of

43



Literaturverzeichnis

Monocyte-Derived Macrophages from Epithelial Ovarian Cancer Patients.” Clinical
Cancer Research 12 (5):1515-24. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-05-
2254,

Grivennikov, Sergei |., and Michael Karin. 2010. “Dangerous Liaisons: STAT3 and NF-
kB Collaboration and Crosstalk in Cancer.” Cytokine and Growth Factor Reviews
21 (1):11-19. https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2009.11.005.

Gross, Thomas J, Karol Kremens, Linda S Powers, Brandi Brink, Tina Knutson,
Frederick E Domann, Robert A Philibert, Mohammed M Milhem, and Martha M
Monick. 2014. “Epigenetic Silencing of the Human NOS2 Gene: Rethinking the
Role of Nitric Oxide in Human Macrophage Inflammatory Responses.” J. Immunol.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1301758.

Grumont, R, H Hochrein, M O’Keeffe, R Gugasyan, C White, | Caminschi, W Cook, and
S Gerondakis. 2001. “C-Rel Regulates Interleukin 12 p70 Expression in CD8(+)
Dendritic Cells by Specifically Inducing p35 Gene Transcription.” The Journal of
Experimental Medicine 194 (8):1021-32. https://doi.org/10.1084/jem.194.8.1021.

Guiducci, Cristiana, Alain P. Vicari, Sabina Sangaletti, Giorgio Trinchieri, and Mario P.
Colombo. 2005. “Redirecting in Vivo Elicited Tumor Infiltrating Macrophages and
Dendritic Cells towards Tumor Rejection.” Cancer Research 65 (8):3437—-46.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-04-4262.

Hagemann, Thorsten, Toby Lawrence, lain McNeish, Kellie A. Charles, Hagen Kulbe,
Richard G. Thompson, Stephen C. Robinson, and Frances R. Balkwill. 2008. “Re-
Educating’ Tumor-Associated Macrophages by Targeting NF-kB.” The Journal of
Experimental Medicine 205 (6):1261-68. https://doi.org/10.1084/jem.20080108.

Haicheur, N., B. Escudier, T. Dorval, S. Negrier, P. H M De Mulder, J. M. Dupuy, D.
Novick, et al. 2000. “Cytokines and Soluble Cytokine Receptor Induction after IL-
12 Administration in Cancer Patients.” Clinical and Experimental Immunology 119
(1):28-37. https://doi.org/10.1046/j.1365-2249.2000.01112.x.

Hao, Ning Bo, Mu Han L{, Ya Han Fan, Ya Ling Cao, Zhi Ren Zhang, and Shi Ming
Yang. 2012. “Macrophages in Tumor Microenvironments and the Progression of
Tumors.” Clinical and Developmental Immunology 2012.
https://doi.org/10.1155/2012/948098.

HASKO, G. 2000. “Adenosine Inhibits IL-12 and TNF-Alpha Production via Adenosine
A2a Receptor-Dependent and Independent Mechanisms.” The FASEB Journal 14
(13):2065—74. https://doi.org/10.1096/f].99-0508com.

He, Weijing, Mei Qiang, Wugiong Ma, Anthony J. Valente, Marlon P. Quinones, Wen
Wang, Robert L. Reddick, et al. 2006. “Development of a Synthetic Promoter for

44



Literaturverzeichnis

Macrophage Gene Therapy.” Human Gene Therapy 17 (9):949-59.
https://doi.org/10.1089/hum.2006.17.949.

Hoentjen, Frank, R Balfour Sartor, Michitaka Ozaki, and Christian Jobin. 2005. “STAT3
Regulates NF-kappaB Recruitment to the IL-12p40 Promoter in Dendritic Cells.”
Blood 105 (2):689-96. https://doi.org/10.1182/blood-2004-04-1309.

Hoesel, Bastian, and Johannes A Schmid. 2013. “The Complexity of NF-kB Signaling
in Inflammation and Cancer.” Molecular Cancer 12 (1). Molecular Cancer:86.
https://doi.org/10.1186/1476-4598-12-86.

Hu, X, Sd Chakravarty, and Lb lvashkiv. 2008. “Regulation of IFN and TLR Signaling
During Macrophage Activation by Opposing Feedforward and Feedback Inhibition
Mechanisms.” Immunological Reviews, 41-56. https://doi.org/10.1111/j.1600-
065X.2008.00707.x.Regulation.

Hu, Xiaoyu, Soumya D. Chakravarty, and Lionel B. lvashkiv. 2008. “Regulation of
Interferon and Toll-like Receptor Signaling during Macrophage Activation by
Opposing Feedforward and Feedback Inhibition Mechanisms.” Immunological
Reviews. https://doi.org/10.1111/j.1600-065X.2008.00707 .x.

Issemann, |, and S Green. 1990. “Activation of a Member of the Steroid Hormone
Receptor Superfamily by Peroxisome Proliferators.” Nature 347 (6294):645-50.
https://doi.org/10.1038/347645a0.

Ito, S, and Parswa Ansari. 1999. “Interleukin-10 Inhibits Expression of Both Interferon—
and Interferon y—Induced Genes by Suppressing Tyrosine Phosphorylation of
STAT1.” Blood 93 (5):1456-63.
https://doi.org/papers3://publication/uuid/E13FC7A1-0D03-4F24-969C-
8391C8A400C3.

Jemal, A., R. Siegel, E. Ward, Y. Hao, J. Xu, and M. J. Thun. 2009. “Cancer Statistics,
2009.” CA: A Cancer Journal for Clinicians 59 (4):225-49.
https://doi.org/10.3322/caac.20006.

Kaddatz, Kerstin, Till Adhikary, Florian Finkernagel, Wolfgang Meissner, Sabine Muiller-
Brusselbach, and Rolf Mdller. 2010. “Transcriptional Profiling Identifies Functional
Interactions of TGFB and PPAR[B/& Signaling: Synergistic Induction of ANGPTL4
Transcription.” Journal of Biological Chemistry 285 (38):29469-79.
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.142018.

Kanakasabai, Saravanan, Wanida Chearwae, Crystal C Walline, Wade lams, Suzanne
M Adams, and John J Bright. 2010. “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Delta Agonists Inhibit T Helper Type 1 (Th1) and Th17 Responses in Experimental
Allergic Encephalomyelitis.” Immunology 130 (4):572—88.

45



Literaturverzeichnis

https://doi.org/10.1111/j.1365-2567.2010.03261.x.

Kang, Kihwa, Shannon M Reilly, Volkan Karabacak, Matthew R Gangl, Kelly Fitzgerald,
Ben Hatano, and Chih-hao Lee. 2008a. “Adipocyte-Derived Th2 Cytokines and
Myeloid PPARdelta Regulate Macrophage Polarization and Insulin Sensitivity.”
Cell Metabolism 7 (6):485-95. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2008.04.002.

Kang, Kihwa, Shannon M Reilly, Volkan Karabacak, Matthew R Gangl, Kelly Fitzgerald,
Ben Hatano, and Chih-Hao Lee. 2008b. “Adipocyte-Derived Th2 Cytokines and
Myeloid PPARdelta Regulate Macrophage Polarization and Insulin Sensitivity.”
Cell Metabolism 7 (6):485-95. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2008.04.002.

Kaplan, Daniel H, Vijay Shankaran, Anand S Dighe, Elisabeth Stockert, Michel Aguet,
Lloyd J Old, and Robert D Schreiber. 1998. “Demonstration of an Interferon #-
Dependent Tumor Surveillance System in Immunocompetent Mice.” Immunology
95 (June):7556—61. https://doi.org/10.1073/pnas.95.13.7556.

Kayama, Hisako, Vladimir R. Ramirez-Carrozzi, Masahiro Yamamoto, Taketoshi
Mizutani, Hirotaka Kuwata, Hideo Iba, Makoto Matsumoto, Kenya Honda, Stephen
T. Smale, and Kiyoshi Takeda. 2008. “Class-Specific Regulation of pro-
Inflammatory Genes by MyD88 Pathways and IkB{.” Journal of Biological
Chemistry 283 (18):12468-77. https://doi.org/10.1074/jbc.M709965200.

Kim, Hun Sik, Dong Chan Kim, Hong Mi Kim, Hyung Joon Kwon, Soon Jae Kwon, Suk
Jo Kang, Sun Chang Kim, and Go Eun Choi. 2015. “STAT1 Deficiency Redirects
IFN Signalling toward Suppression of TLR Response through a Feedback
Activation of STAT3.” Scientific Reports 5 (August). Nature Publishing Group:1—
15. https://doi.org/10.1038/srep13414.

Kim, Sunjung, Keith B. Elkon, and Xiaojing Ma. 2004. “Transcriptional Suppression of
Interleukin-12 Gene Expression Following Phagocytosis of Apoptotic Cells.”
Immunity 21 (5):643-53. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2004.09.009.

Kobayashi, M, Lori Fitz, Mary Ryan, Rodney M Hewick, Steven C Clark, Susan Chan,
Robert Loudon, Frederick Sherman, B Perussia, and G Trinchieri. 1989.
“Identification and Purification of Natural Killer Cell Stimulatory Factor (NKSF), a
Cytokine with Multiple Biologic Effects on Human Lymphocytes.” The Journal of
Experimental Medicine 170 (3):827—-45. https://doi.org/10.1084/jem.170.3.827.

Kortylewski, Marcin, Hong Xin, Maciej Kujawski, Heehyoung Lee, Yong Liu, Timothy
Harris, Charles Drake, Drew Pardoll, and Hua Yu. 2009. “Regulation of the IL-23
and IL-12 Balance by Stat3 Signaling in the Tumor Microenvironment.” Cancer
Cell 15 (2):114-23. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2008.12.018.

Kostadinova, Radina, Walter Wahli, and Liliane Michalik. 2005. “PPARs in Diseases:

46



Literaturverzeichnis

Control Mechanisms of Inflammation.” Current Medicinal Chemistry 12 (25):2995—
3009. https://doi.org/10.2174/092986705774462905.

Kusmartsev, S., and D. I. Gabrilovich. 2005. “STAT1 Signaling Regulates Tumor-
Associated Macrophage-Mediated T Cell Deletion.” The Journal of Immunology
174 (8):4880-91. https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.8.4880.

Langowski, John L., Xueqing Zhang, Lingling Wu, Jeanine D. Mattson, Taiying Chen,
Kathy Smith, Beth Basham, Terrill McClanahan, Robert A. Kastelein, and Martin
Oft. 2006. “IL-23 Promotes Tumour Incidence and Growth.” Nature 442
(7101):461-65. https://doi.org/10.1038/nature04808.

Lee, C.-H. 2003. “Transcriptional Repression of Atherogenic Inflammation: Modulation
by PPAR .” Science 302 (5644):453-57. https://doi.org/10.1126/science.1087344.

Lee, Eun Jung, Seo Jin Lee, Ji Hye Kim, Kyoung Jin Kim, Seung Hyun Yang, Keun
Yeong Jeong, and Jinsil Seong. 2016. “Radiation Inhibits Interleukin-12
Production via Inhibition of C-Rel through the Interleukin-6/signal Transducer and
Activator of Transcription 3 Signaling Pathway in Dendritic Cells.” PLoS ONE 11
(1). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0146463.

Leffers, Ninke, Marloes J.M. Gooden, Renske A. De Jong, Baukje Nynke Hoogeboom,
Klaske A. Ten Hoor, Harry Hollema, H. Marieke Boezen, Ate G.J. Van Der Zee,
Toos Daemen, and Hans W. Nijman. 2009. “Prognostic Significance of Tumor-
Infiltrating T-Lymphocytes in Primary and Metastatic Lesions of Advanced Stage
Ovarian Cancer.” Cancer Immunology, Immunotherapy 58 (3):449-59.
https://doi.org/10.1007/s00262-008-0583-5.

Lengyel, Emst. 2010. “Ovarian Cancer Development and Metastasis.” The American
Journal of Pathology 177 (3):1053—-64.
https://doi.org/10.2353/ajpath.2010.100105.

Liou, H C, and D Baltimore. 1993. “Regulation of the NF-Kappa B/rel Transcription
Factor and | Kappa B Inhibitor System.” Current Opinion in Cell Biology 5 (3):477—
87. https://doi.org/10.1016/0955-0674(93)90014-H.

Liu, Jianguo, Shanijin Cao, Lisa M Herman, and Xiaojing Ma. 2003. “Differential
Regulation of Interleukin (IL)-12 p35 and p40 Gene Expression and Interferon
(IFN)-Gamma-Primed IL-12 Production by IFN Regulatory Factor 1.” The Journal
of Experimental Medicine 198 (8):1265-76. https://doi.org/10.1084/jem.20030026.

Mantovani, Alberto, and Massimo Locati. 2013. “Tumor-Associated Macrophages as a
Paradigm of Macrophage Plasticity, Diversity, and Polarization Lessons and Open
Questions.” Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 33 (7):1478-83.
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.113.300168.

47



Literaturverzeichnis

Mantovani, Alberto, Silvano Sozzani, Massimo Locati, Paola Allavena, and Antonio
Sica. 2002. “Macrophage Polarization: Tumor-Associated Macrophages as a
Paradigm for Polarized M2 Mononuclear Phagocytes.” Trends in Immunology.
https://doi.org/10.1016/S1471-4906(02)02302-5.

Martinez, Fernando O., Laura Helming, and Siamon Gordon. 2009. “Alternative
Activation of Macrophages: An Immunologic Functional Perspective.” Annual
Review of Immunology 27 (1):451-83.
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.021908.132532.

Matte, Isabelle, Denis Lane, Claude Laplante, Claudine Rancourt, and Alain Piché.
2012. “Profiling of Cytokines in Human Epithelial Ovarian Cancer Ascites.”
American Journal of Cancer Research 2 (5):566-80.

Matulonis, Ursula A., Anil K. Sood, Lesley Fallowfield, Brooke E. Howitt, Jalid Sehouli,
and Beth Y. Karlan. 2016. “Ovarian Cancer.” Nature Reviews Disease Primers
2:1-22. https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.61.

McKenzie, Brent S., Robert A. Kastelein, and Daniel J. Cua. 2006. “Understanding the
IL-23-IL-17 Immune Pathway.” Trends in Immunology.
https://doi.org/10.1016/.it.2005.10.003.

Mills, Charles D., and Klaus Ley. 2014. “M1 and M2 Macrophages: The Chicken and
the Egg of Immunity.” Journal of Innate Immunity 6 (6):716—26.
https://doi.org/10.1159/000364945.

Mills, G B, C May, M McGill, C M Roifman, and A Mellors. 1988. “A Putative New
Growth Factor in Ascitic Fluid from Ovarian Cancer Patients: Identification,
Characterization, and Mechanism of Action.” Cancer Res 48 (5):1066—71..

Mitsuhashi, Maki, Jianguo Liu, Shanjin Cao, Xiaoyan Shi, and Xiaojing Ma. 2004.
“Regulation of Interleukin-12 Gene Expression and Its Anti-Tumor Activities by
Prostaglandin E 2 Derived from Mammary Carcinomas Tration of Recombinant IL-
12 Could Therapeutically.” Journal of Leukocyte Biology 76 (2):322-32.
https://doi.org/10.1189/jlb.1203641.1.

Mukherjee, Abir, Jinhua Wu, Suzanne Barbour, and Xianjun Fang. 2012.
“Lysophosphatidic Acid Activates Lipogenic Pathways and de Novo Lipid
Synthesis in Ovarian Cancer Cells.” Journal of Biological Chemistry 287
(30):24990-0. https://doi.org/10.1074/jbc.M112.340083.

Muller, Rolf. 2017. “PPARB/d in Human Cancer.” Biochimie 136:90-99.
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2016.10.019.

Murray, Peter J., Judith E. Allen, Subhra K. Biswas, Edward A. Fisher, Derek W. Gilroy,
Sergij Goerdt, Siamon Gordon, et al. 2014. “Macrophage Activation and

48



Literaturverzeichnis

Polarization: Nomenclature and Experimental Guidelines.” Immunity 41 (1):14-20.
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2014.06.008.

Naruhn, S, W Meissner, T Adhikary, K Kaddatz, T Klein, B Watzer, S Muller-
Brusselbach, and R Muller. 2009. “15-Hydroxyeicosatetraenoic Acid (15-HETE) Is
a Preferential PPARP/3 Agonist.” Mol.Pharmacol.
https://doi.org/10.1124/mol.109.060541.

Naruhn, S, P M Toth, T Adhikary, K Kaddatz, V Pape, S Dorr, G Klebe, S Muller-
Brusselbach, W Diederich, and R Muller. 2011. “High Affinity PPARpB/3-Specific
Ligands with Pure Antagonistic or Inverse Agonistic Properties.” Mol.Pharmacol.
80 (5). https://doi.org/10.1124/mol.111.074039.

Network, Cancer Genome Atlas Research. 2011. “Integrated Genomic Analyses of
Ovarian Carcinoma.” Nature 474 (7353):609-15.
https://doi.org/10.1038/nature10166.

Odegaard, Justin |., Roberto R. Ricardo-Gonzalez, Alex Red Eagle, Divya Vats,
Christine R. Morel, Matthew H. Goforth, Vidya Subramanian, Lata Mukundan,
Anthony W. Ferrante, and Ajay Chawla. 2008. “Alternative M2 Activation of
Kupffer Cells by PPARdelta Ameliorates Obesity-Induced Insulin Resistance.” Cell
Metabolism 7 (6):496-507. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2008.04.003.

Parkin, D M, F Bray, J Ferlay, and P Pisani. 2005. “Global Cancer Statistics, 2002.” CA
Cancer J Clin 55:74—-108. https://doi.org/10.3322/caac.20107 .Available.

Pascual, Gloria, Alexandra Avgustinova, Stefania Mejetta, Mercé Martin, Andrés
Castellanos, Camille Stephan Otto Attolini, Antoni Berenguer, et al. 2017.
“Targeting Metastasis-Initiating Cells through the Fatty Acid Receptor CD36.”
Nature 541 (7635):41-45. https://doi.org/10.1038/nature20791.

Peraza, Marjorie A., Andrew D. Burdick, Holly E. Marin, Frank J. Gonzalez, and Jeffrey
M. Peters. 2006. “The Toxicology of Ligands for Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors (PPAR).” Toxicological Sciences. https://doi.org/10.1093/toxsci/kfj062.

Pignata, Sandro, Lucia Cannella, Davide Leopardo, Carmela Pisano, Giovanni
Salvatore Bruni, and Gaetano Facchini. 2011. “Chemotherapy in Epithelial
Ovarian Cancer.” Cancer Letters. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2011.01.026.

Piva, Roberto, Giuseppe Belardo, and M. Gabriella Santoro. 2006. “NF-kB: A Stress-
Regulated Switch for Cell Survival.” Antioxidants & Redox Signaling 8 (3—4):478—
86. https://doi.org/10.1089/ars.2006.8.478.

Portielje, Johanna E.A., Cor H.J. Lamers, Wim H.J. Kruit, Alex Sparreboom, Reinder
L.H. Bolhuis, Gerrit Stoter, Christoph Huber, and Jan W. Gratama. 2003.

“Repeated Administrations of Interleukin (IL)-12 Are Associated with Persistently

49



Literaturverzeichnis

Elevated Plasma Levels of IL-10 and Declining IFN-I", Tumor Necrosis Factor-A,
IL-6, and IL-8 Responses.” Clinical Cancer Research 9 (1):76-83.
https://doi.org/10.1177/019262339902700112.

Pouw Kraan, T. C. van der. 1995. “Prostaglandin-E; Is a Potent Inhibitor of Human
Interleukin 12 Production.” Journal of Experimental Medicine 181 (2):775-79.
https://doi.org/10.1084/jem.181.2.775.

Rahim, Sheikh Showkat, Nooruddin Khan, Chandra Sekhar Boddupalli, Seyed E.
Hasnain, and Sangita Mukhopadhyay. 2005. “Interleukin-10 (IL-10) Mediated
Suppression of IL-12 Production in RAW 264.7 Cells Involves c-Rel Transcription
Factor.” Immunology 114 (3):313-21. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2567.2005.02107 .x.

Reinartz, Silke, Tim Schumann, Florian Finkernagel, Annika Wortmann, Julia M.
Jansen, Wolfgang Meissner, Michael Krause, et al. 2014. “Mixed-Polarization
Phenotype of Ascites-Associated Macrophages in Human Ovarian Carcinoma:
Correlation of CD163 Expression, Cytokine Levels and Early Relapse.”
International Journal of Cancer 134 (1):32—42. https://doi.org/10.1002/ijc.28335.

Rival, Yves, Nathalie Benéteau, Thierry Taillandier, Myléne Pezet, Elisabeth Dupont-
Passelaigue, Jean Francois Patoiseau, Didier Junquéro, Francis C. Colpaert, and
André Delhon. 2002. “PPARalpha And PPARdelta Activators Inhibit Cytokine-
Induced Nuclear Translocation of NF-xB and Expression of VCAM-1 in EAhy926
Endothelial Cells.” European Journal of Pharmacology 435 (2—3):143-51.
https://doi.org/10.1016/S0014-2999(01)01589-8.

Romanowska, Malgorzata, Louise Reilly, Colin N A Palmer, Mattias C U Gustafsson,
and John Foerster. 2010. “Activation of PPARp/6 Causes a Psoriasis-like Skin
Disease in Vivo.” PLoS ONE 5 (3). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009701.

Rosen, Evan D., and Bruce M. Spiegelman. 2001. “PPARy: A Nuclear Regulator of
Metabolism, Differentiation, and Cell Growth.” Journal of Biological Chemistry.
https://doi.org/10.1074/jbc.R100034200.

Saccani, Alessandra, Tiziana Schioppa, Chiara Porta, Subhra K. Biswas, Manuela
Nebuloni, Luca Vago, Barbara Bottazzi, Mario P. Colombo, Alberto Mantovani,
and Antonio Sica. 2006. “p50 Nuclear Factor-kB Overexpression in Tumor-
Associated Macrophages Inhibits M1 Inflammatory Responses and Antitumor
Resistance.” Cancer Research 66 (23):11432—40. https://doi.org/10.1158/0008-
5472.CAN-06-1867.

Saccani, Simona, Serafino Pantano, and Gioacchino Natoli. 2001. “Two Waves of

Nuclear Factor Kb Recruitment to Target Promoters.” The Journal of Experimental

50



Literaturverzeichnis

Medicine 193 (12):1351-60. https://doi.org/10.1084/jem.193.12.1351.

Saini, U., S. Naidu, A. C. Elnaggar, H. K. Bid, J. J. Wallbillich, K. Bixel, C. Bolyard, et
al. 2017. “Elevated STAT3 Expression in Ovarian Cancer Ascites Promotes
Invasion and Metastasis: A Potential Therapeutic Target.” Oncogene 36 (2):168—
81. https://doi.org/10.1038/0nc.2016.197.

Sanjabi, S., A. Hoffmann, H.-C. Liou, D. Baltimore, and S. T. Smale. 2000. “Selective
Requirement for c-Rel during IL-12 P40 Gene Induction in Macrophages.”
Proceedings of the National Academy of Sciences 97 (23):12705-10.
https://doi.org/10.1073/pnas.230436397.

Santin, A D, S Bellone, A Ravaggi, J Roman, C V Smith, S Pecorelli, M J Cannon, and
G P Parham. 2001. “Increased Levels of Interleukin-10 and Transforming Growth
Factor-Beta in the Plasma and Ascitic Fluid of Patients with Advanced Ovarian
Cancer.” BJOG : An International Journal of Obstetrics and Gynaecology 108
(8):804-8. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11510703.

Santin, A D, P L Hermonat, A Ravaggi, M J Cannon, S Pecorelli, and G P Parham.
1999. “Secretion of Vascular Endothelial Growth Factor in Ovarian Cancer.”
Eur.J.Gynaecol.Oncol. 20 (0392-2936):177-81.

Schultze, J. L. 2017. “Chromatin Remodeling in Monocyte and Macrophage Activation.”
In Advances in Protein Chemistry and Structural Biology, 106:1-15.
https://doi.org/10.1016/bs.apcsb.2016.09.001.

Segal, Benjamin M., Bonnie K. Dwyer, and Ethan M. Shevach. 1998. “An Interleukin
(IL)-10/1L-12 Immunoregulatory Circuit Controls Susceptibility to Autoimmune
Disease.” The Journal of Experimental Medicine 187 (4):537—46.
https://doi.org/10.1084/jem.187.4.537.

Sen, Ranjan, and David Baltimore. 1986. “Multiple Nuclear Factors Interact with the
Immunoglobulin Enhancer Sequences.” Cell 46 (5):705-16.
https://doi.org/10.1016/0092-8674(86)90346-6.

Shames, B D, C H Selzman, D R Meldrum, E J Pulido, H A Barton, X Meng, A H
Harken, and R C Mclintyre. 1998. “Interleukin-10 Stabilizes Inhibitory kappaB-
Alpha in Human Monocytes.” Shock (Augusta, Ga.) 10 (6):389-94.
https://doi.org/10.1097/00024382-199812000-00002.

Shen, Z, M Wu, P Elson, a W Kennedy, J Belinson, G Casey, and Y Xu. 2001. “Fatty
Acid Composition of Lysophosphatidic Acid and Lysophosphatidylinositol in
Plasma from Patients with Ovarian Cancer and Other Gynecological Diseases.”
Gynecologic Oncology 83 (1):25-30. https://doi.org/10.1006/gyn0.2001.6357.

Sherer, D M, R Eliakim, and O Abulafia. 2000. “The Role of Angiogenesis in the

51



Literaturverzeichnis

Accumulation of Peritoneal Fluid in Benign Conditions and the Development of
Malignant Ascites in the Female.” Gynecol Obstet Invest 50 (4):217-24.
https://doi.org/10320 [pii]10320 [doi].

Sica, A., A. Saccani, B. Bottazzi, N. Polentarutti, A. Vecchi, J. V. Damme, and A.
Mantovani. 2000. “Autocrine Production of IL-10 Mediates Defective IL-12
Production and NF- B Activation in Tumor-Associated Macrophages.” The Journal
of Immunology 164 (2):762—67. https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.2.762.

Sica, Antonio, and Vincenzo Bronte. 2007. “Altered Macrophage Differentiation and
Immune Dysfunction in Tumor Development.” Journal of Clinical Investigation.
https://doi.org/10.1172/JCI31422.

Sica, Antonio, and Alberto Mantovani. 2012. “Macrophage Plasticity and Polarization:
In Vivo Veritas.” The Journal of Clinical Investigation 122 (3). American Society for
Clinical Investigation:787-95. https://doi.org/10.1172/JC159643.

Solinas, G., G. Germano, A. Mantovani, and P. Allavena. 2009. “Tumor-Associated
Macrophages (TAM) as Major Players of the Cancer-Related Inflammation.”
Journal of Leukocyte Biology 86 (5):1065—73. https://doi.org/10.1189/jlb.0609385.

Stockert, Josefine, Till Adhikary, Kerstin Kaddatz, Florian Finkernagel, Wolfgang
Meissner, Sabine Muller-Briisselbach, and Rolf Muller. 2011. “Reverse Crosstalk
of TGFB And PPAR/6 Signaling Identified by Transcriptional Profiling.” Nucleic
Acids Research 39 (1):119-31. https://doi.org/10.1093/nar/gkq773.

Stockert, Josefine, Alexander Wolf, Kerstin Kaddatz, Evelyn Schnitzer, Florian
Finkernagel, Wolfgang Meissner, Sabine Muller-Brusselbach, Michael Kracht, and
Rolf Muller. 2013. “Regulation of TAK1/TAB1-Mediated IL-1p Signaling by
Cytoplasmic PPARB/8” PLoS ONE 8 (4).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063011.

Straus, Daniel S., and Christopher K. Glass. 2007. “Anti-Inflammatory Actions of PPAR
Ligands: New Insights on Cellular and Molecular Mechanisms.” Trends in
Immunology. https://doi.org/10.1016/.it.2007.09.003.

Straus, D S, G Pascual, M Li, J S Welch, M Ricote, C H Hsiang, L L
Sengchanthalangsy, G Ghosh, and C K Glass. 2000. “15-Deoxy-Delta 12,14-
Prostaglandin J2 Inhibits Multiple Steps in the NF-Kappa B Signaling Pathway.”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
97 (9):4844-49. https://doi.org/10.1073/pnas.97.9.4844.

Sznaidman, Marcos L., Curt D. Haffner, Patrick R. Maloney, Adam Fivush, Esther
Chao, Donna Goreham, Michael L. Sierra, et al. 2003. “Novel Selective Small

Molecule Agonists for Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 6 (PPARS)—

52



Literaturverzeichnis

synthesis and Biological Activity.” Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 13
(9):1517-21. https://doi.org/10.1016/S0960-894X(03)00207-5.

Thanos, Dimitris, and Tom Maniatis. 1995. “NF-xB: A Lesson in Family Values.” Cell.
https://doi.org/10.1016/0092-8674(95)90506-5.

Toth, Philipp M., Sonja Lieber, Frithjof M. Scheer, Tim Schumann, Yvonne Schober,
Wolfgang A. Nockher, Till Adhikary, Sabine Muller-Brusselbach, Rolf Muller, and
Wibke E. Diederich. 2016. “Design and Synthesis of Highly Active Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor (PPAR) B/ Inverse Agonists with Prolonged
Cellular Activity.” ChemMedChem 11 (5):488-96.
https://doi.org/10.1002/cmdc.201500594.

Trinchieri, Giorgio. 1995. “Interleukin-12: A Proinflammatory Cytokine with
Immunoregulatory Functions That Bridge Innate Resistance and Antigen-Specific
Adaptive Immunity.” Annual Review of Immunology 13 (1):251-76.
https://doi.org/10.1146/annurev.iy.13.040195.001343.

Vignali, Dario A A, and Vijay K. Kuchroo. 2012. “IL-12 Family Cytokines: Immunological
Playmakers.” Nature Immunology. https://doi.org/10.1038/ni.2366.

Wagner, Andreas H., Michael Conzelmann, Franziska Fitzer, Thomas Giese, Karsten
Gulow, Christine S. Falk, Oliver H. Kramer, Sascha Dietrich, Markus Hecker, and
Thomas Luft. 2015. “JAK1/STAT3 Activation Directly Inhibits IL-12 Production in
Dendritic Cells by Preventing CDK9/P-TEFb Recruitment to the p35 Promoter.”
Biochemical Pharmacology 96:52—64. https://doi.org/10.1016/j.bcp.2015.04.019.

Wang, | M, C Contursi, a Masumi, X Ma, G Trinchieri, and K Ozato. 2000. “An IFN-
Gamma-Inducible Transcription Factor, IFN Consensus Sequence Binding Protein
(ICSBP), Stimulates IL-12 p40 Expression in Macrophages.” Journal of
Immunology (Baltimore, Md. : 1950) 165 (1):271-79. https://doi.org/ji_v165n1p271
[pii].

Westergaard, Majken, Jeanette Henningsen, Claus Johansen, Sofie Rasmussen,
Morten Lyhne Svendsen, Uffe Birk Jensen, Henrik Daa Schragder, et al. 2003.
“Expression and Localization of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors and
Nuclear Factor kB in Normal and Lesional Psoriatic Skin.” Journal of Investigative
Dermatology 121 (5):1104-17. https://doi.org/10.1046/j.1523-1747.2003.12536..x.

Williams, Lynn M., Giuseppe Ricchetti, Usha Sarma, Timothy Smallie, and Brian M.J.
Foxwell. 2004. “Interleukin-10 Suppression of Myeloid Cell Activation - A
Continuing Puzzle.” Immunology 113 (3):281-92. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2567.2004.01988.x.

Worzfeld, Thomas, Elke Pogge von Strandmann, Magdalena Huber, Till Adhikary, Uwe

53



Literaturverzeichnis

Wagner, Silke Reinartz, and Rolf Muller. 2017. “The Unique Molecular and
Cellular Microenvironment of Ovarian Cancer.” Frontiers in Oncology 7.
https://doi.org/10.3389/fonc.2017.00024.

Xu, Jihong, and Paul D Drew. 2007. “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-
Gamma Agonists Suppress the Production of IL-12 Family Cytokines by Activated
Glia.” Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950) 178 (3):1904—13.
https://doi.org/178/3/1904 [pii].

Xu, Jihong, Michael K. Racke, and Paul D. Drew. 2007. “Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-a Agonist Fenofibrate Regulates IL-12 Family Cytokine
Expression in the CNS: Relevance to Multiple Sclerosis.” Journal of
Neurochemistry 103 (5):1801-10. https://doi.org/10.1111/j.1471-
4159.2007.04875 x.

Yu, Hua, and Richard Jove. 2004. “The STATs of Cancer--New Molecular Targets
Come of Age.” Nature Reviews. Cancer 4 (2):97-105.
https://doi.org/10.1038/nrc1275.

Zhang, Meijuan, and Kevin L Fritsche. 2004. “Fatty Acid-Mediated Inhibition of IL-12
Production by Murine Macrophages Is Independent of PPARgamma.” British
Journal of Nutrition 91 (5):733-39. https://doi.org/10.1079/BJN20041096.

54



Anhang

6 Anhang

6.1 Verzeichnis akademischer Lehrer

Meine akademischen Lehrer waren die Damen und Herren in

Saarbriicken/Homburg (Saar):

Bauer, Beck, Bernhardt, Breinig, Cavalié, Deicher, Faas, Flockerzi, Freichel, Grasser,
Heinzle, Helms, Hoth, Huber, Kallenborn, Katzmaier, Kohring, Lancaster, Maurer,
Meese, Meyerhans, Mohrmann, Montenarh, Mues, Miiller, Oberwinkler, Paulsen, Phillip,
Rémisch, Rother, Schmitt, Sester, Smola, Veith, Walldorf, Walter, Wisser, Wollenberg
Marburg:

Adhikary, Bauer, Brendel, Buchholz, Burchert, Dodel, Eming, Exner, Garn, Hertl, Hoyer,
Irle, Kinscherf, Moll, Muller-Briisselbach, Muller, Ocker, Pfefferle, Pucetti, Reinartz,

Rogosch, Schafer, Schmidt, Stiewe, Wrocklage

55



www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Vol. 6, No. 15

Deregulation of PPARB/J target genes in tumor-associated
macrophages by fatty acid ligands in the ovarian cancer
microenvironment

Tim Schumann®®, Till Adhikary'*, Annika Wortmann'*, Florian Finkernagel?,
Sonja Lieber?, Evelyn Schnitzer!, Nathalie Legrand?, Yvonne Schober?, W. Andreas
Nockher?, Philipp M. Toth3, Wibke E. Diederich?, Andrea Nist*, Thorsten Stiewe?,
Uwe Wagner®, Silke Reinartz®, Sabine Miiller-Briisselbach! and Rolf Miiller*

! Institute of Molecular Biology and Tumor Research (IMT), Philipps University, Marburg, Germany

2 Metabolomics Core Facility and Institute of Laboratory Medicine and Pathobiochemistry, Philipps University, Marburg,
Germany

3 Medicinal Chemistry Core Facility and Institute of Pharmaceutical Chemistry, Philipps University, Marburg, Germany

4 Genomics Core Facility, Philipps University, Marburg, Germany

5 Clinic for Gynecology, Gynecological Oncology and Gynecological Endocrinology, Center for Tumor Biology and Immunology
(ZTI), Philipps University, Marburg, Germany

“These authors have contributed equally to this work

Correspondence to: Rolf MUller, email: rmueller@imt.uni-marburg.de

Keywords: PPARB/S, ANGPTL4, ovarian carcinoma, tumor-associated macrophages, linoleic acid
Received: December 23, 2014 Accepted: March 29, 2015 Published: April 15, 2015

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

ABSTRACT

The nuclear receptor peroxisome proliferator-activated receptor /3 (PPARB/J)
is a lipid ligand-inducible transcription factor associated with macrophage
polarization. However, its function in tumor-associated macrophages (TAMs) has
not been investigated to date. Here, we report the PPARB/d-regulated transcriptome
and cistrome for TAMs from ovarian carcinoma patients. Comparison with monocyte-
derived macrophages shows that the vast majority of direct PPARB/d target genes
are upregulated in TAMs and largely refractory to synthetic agonists, but repressible
by inverse agonists. Besides genes with metabolic functions, these include cell type-
selective genes associated with immune regulation and tumor progression, e.g., LRP5,
CD300A, MAP3K8 and ANGPTLA4. This deregulation is not due to increased expression
of PPARB/0J or its enhanced recruitment to target genes. Instead, lipidomic analysis of
malignancy-associated ascites revealed high concentrations of polyunsaturated fatty
acids, in particular linoleic acid, acting as potent PPARB/d agonists in macrophages.
These fatty acid ligands accumulate in lipid droplets in TAMs, thereby providing a
reservoir of PPARB/J ligands. These observations suggest that the deregulation of
PPARB/J target genes by ligands of the tumor microenvironment contributes to the
pro-tumorigenic polarization of ovarian carcinoma TAMs. This conclusion is supported
by the association of high ANGPTL4 expression with a shorter relapse-free survival
in serous ovarian carcinoma.

INTRODUCTION macrophage density in different types of human cancer and
shown in mouse tumor models [1, 2]. Under the influence

Macrophages of the tumor microenvironment of chemokines, cytokines and growth factors secreted by

play a pivotal role in promoting the growth, invasion, tumor cells and other host-derived cells, monocytes are
metastazation and therapy resistance of malignant tumors, recruited from the circulation and differentiate into tumor-
as suggested by the correlation of disease progression with associated macrophages (TAMs) that are programmed
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to promote tumor progression [3-5]. Macrophages react
to their microenvironment with an extreme plasticity
[6], resulting in highly diverse phenotypes, with pro-
inflammatory “M1” and anti-inflammatory “M2”
macrophages [4] as the extremes. Macrophages can also
adopt mixed-polarization phenotypes with properties
of both M1 and M2 cells [6], TAMs being a prominent
example [4, 5, 7, 8].

Macrophage polarization is regulated by a plethora
of signaling molecules and transcriptional regulators.
These include the nuclear receptor proliferator-activated
receptor /6 (PPARP/S), a ligand-inducible transcription
factor with established functions in intermediary
metabolism and immune regulation [9, 10]. The latter has
been documented in several reports addressing the role of
PPARP/S in inflammatory responses of the skin [11, 12]
and the M2-like polarization of macrophages in adipose
tissue and liver [13, 14]. PPARP/S has also been implicated
in tumorigenesis in a number of studies with conflicting
results [15], which may be due to divergent functions of
the receptor in tumor cells and tumor-associated host cells
as well as differences in the experimental models used
(mouse strains, synthetic ligands).

PPARP/6 binds to PPAR response elements (PPREs)
at its target genes as a heterodimer with a retinoid X
receptor (RXR), which is activated only upon interaction
with an agonistic ligand (canonical regulation) [15].
These include unsaturated fatty acids [16], prostaglandin
I, (prostacyclin) [17], 15-hydroxyeicosatetraenoic
acid (15-HETE) [18] and a range of synthetic ligands,
originally developed in light of the association of PPARP/S
with metabolic diseases [15]. Genome-wide analyses
have identified PPRE-mediated repression as a major
mechanism of transcriptional regulation by unliganded
PPARP/S, and showed that an agonist-mediated switch
induces a subset of these genes [19]. PPRE-mediated
repression is enhanced by inverse agonists, such as ST247
[20], which establish a repressor complex that apparently
is different from the unliganded receptor complex [21].

PPARP/6 can also regulate genes by interacting with
specific transcription factors both in a PPRE-dependent
[22] and independent fashion [23]. For example,
unliganded PPARP/8 in murine macrophages sequesters
BCL6, a transcriptional repressor of inflammatory NFxB-
regulated genes [23]. PPARP/S also modulates NF«kB
signaling by other mechanisms, including its interaction
with the p65 subunit of NFxB [24-27].

We have recently addressed the function of
PPARP/S in normal human macrophages by determining
the global PPARP/d-regulated signaling network in
primary monocyte-derived macrophages [28]. Besides
canonically regulated genes with metabolic functions,
we also identified a number of target genes with immune
regulatory functions. These are type-selective and
subject to either canonical regulation, such as CDID,
CD52, CD300A, LRPS5, NLRC, or indirect repression by

agonists, mainly affecting NFxB and STAT target genes.
Consistent with these findings, PPARB/S agonists triggered
hallmarks of an anti-inflammatory phenotype. However,
we also identified positive regulatory effects on specific
immune modulatory modules, in particular a stimulation
of T-cell activation. PPARB/S agonists thus induce a
unique macrophage activation state with strong anti-
inflammatory but also specific stimulatory components,
suggesting a context-dependent function of PPARPB/S in
immune regulation.

To date, transcriptome data for human TAMs has
not been reported. Furthermore, the gene regulatory
function of PPARPB/d in TAMs has not been analyzed.
Ovarian cancer is an excellent model to study TAMs,
since these cells can be isolated in large quantities from
the malignancy-associated peritoneal ascites. These
ascites-derived macrophages display a mixed-polarization
phenotype expressing both M1 and M2 markers [8].
Consistent with this finding, interpatient polarization
differences unrelated to the M1/M2 classification scheme
showed a clear association with the clinical outcome
[8]. To elucidate the mechanisms underlying the pro-
tumorigenic polarization of TAMs in ovarian cancer and
the role of PPARP/S in this context we determined the
PPARp/-regulated transcriptome and PPARP/S cistrome
in ovarian carcinoma TAMs in comparison to normal
human monocyte-derived macrophages (MDMs).

RESULTS

Ligand-induced cellular alterations in human
MDMs

CD14" cells from human serous ovarian carcinoma
ascites (TAMs) rapidly adhere to cell culture dishes
and assume a macrophage-like morphology. We used
this experimental system to investigate the affects of
the synthetic PPARPB/S agonist L165,041 on freshly
isolated TAMSs in short-term culture in comparison
to normal monocyte-derived macrophages (MDMs).
This comparison is conceptually relevant, since TAMs,
including ascites-associated macrophages, are derived
from blood monocytes [29-32]. Under the experimental
conditions used TAMs showed a clearly enhanced
expression of CDI63 and a very low level of MMPY
mRNA relative to MDMs (Figure 1A), which is consistent
with the polarization phenotype of TAMs in vivo [8]. We
therefore conclude that our experimental system is suitable
to investigate ligand-induced changes in TAMs compared
to MDMs.

We have previously described that the synthetic
PPARP/S agonist 1.165,041 induces a morphology in
MDMs that resembles that of IL-4 treated macrophages
[28] (Figure 1B and 1C). TAMs, on the other hand,
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displayed an unchanged morphology upon L[165,041
treatment (Figure 1D and 1E). This observation suggests
that TAMs are largely unresponsive to exogenous
PPAR/S ligands. In order to address the mechanistic basis
of this observation we performed comprehensive genome-
wide studies as described below.

Impaired ligand response and upregulation
of PPARP/6 target genes in cultured ovarian
carcinoma TAMs

Ascites-derived adherent macrophages showed a
clear accumulation of PPARP/6 and RXR at the upstream
enhancer of the established PPARP/S target gene PDK4
[19, 33] in vivo (Figure 2A) with a strong enrichment of
both factors (30-fold relative to IgG control for PPARP/S;
40-fold for RXR). This is similar to the enrichment in
MDMs (30- and 43-fold, respectively), but much higher
compared to monocytes (4- to 5-fold, respectively).
These data are therefore consistent with the definition of
ascites-derived CD14" cells as TAMs rather than ascites-
associated monocytes and confirm their suitability for
PPARP/S centered genome-wide studies.

Toward this end, MDMs in normal growth medium
and freshly isolated TAMs in ascites were exposed to a
synthetic PPARB/S agonist, inverse PPARP agonists or
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solvent (DMSO) for 1 day and analyzed by RNA-Seq
(Table S2). The specificity of these ligands for PPARP/S is
illustrated in Figure S1. Only a small number of genes (n
= 30) were found to be induced by the agonist .165,041
in TAMs (logFC>1; FPKM>0.3) compared to MDMs (n
= 102) with a small intersection (n = 7; Figure 2B, top;
Figure 2C; Table S3). On the other hand, the number of
genes downregulated by the inverse agonists ST247 or PT-
S264 was considerably greater in TAMs (n = 50) relative
to MDMs (n = 18) with a minor overlap (n = 8; Figure
2B, bottom; Table S3). These findings would be consistent
with the presence of high concentrations of PPARP/S
agonists in TAMs relative to MDMs.

The observation that the majority of PPARB/S target
genes were refractory to synthetic agonists was confirmed
by RT-qPCR for PDK4 and ANGPTL4 (Figure 2D). Both
genes were induced by 1165,041 in MDMs >50-fold
(average; blue symbols), whereas induction in TAMs
cultured in ascites (orange symbols) was <10-fold (PDK4)
or undetectable (ANGPTL4). When TAMs were cultured
in R10 for 24 h instead of ascites, PDK+4 induction was
only slightly higher (grey symbols). These findings
indicate that the loss of ligand regulation in TAMs is not
dependent on the continuous presence of ascites, pointing
to a relatively stable alteration affecting the regulation of
PPARJ/ target genes.

We have previously identified canonical PPARB/
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Figure 1: Effects of PPARP/S ligands on the morphology of human MDMs and ovarian carcinoma TAMs. A. Expression
of the macrophage polarization marker genes CD163 and MMP9 in cultured TAMs and MDMs. The data were obtained by RT-qPCR
analysis of TAMs (red data points; n = 4) and MDMs (blue: n = 11) from different donors. Horizontal lines show the medians; asterisks
indicate statistical significance. B, C. Giemsa staining of human MDMs differentiated in XV0 medium for 8 days in the presence of the
PPARP/S agonist 165,041 or solvent (DMSO). D, E. TAMs treated with agonist or DMSO as in panel B and C.

www.impactjournals.com/oncotarget

13418

Oncotarget



target genes in human MDMs that are agonist-induced SLC25A420, CD52 and PHACTRI (Figure 2F).

and occupied by PPARP/6-RXR complexes [28]. In

combination with the additional RNA-Seq data of the Deregulation of PPARP/3 target genes in ovarian
present study, a total of 195 ligand-regulated target carcinoma TAMs in vivo

genes were identified, defined as “upregulated by agonist

versus inverse agonist”, 95 of which were associated with . .
PPARP/S enrichment sites (Figure 2E; Table S3, columns We next compared the expression and ligand
“L” and “K™). Delineation of the PPARP/3 cistrome for 3 regulation of PPARP/S tz?.rget genes in ascues—assocmt‘ed
different patient samples in the present study (Suppl. Table macrophages f“{m ten different patients (Tabl§ S5) with
S4) showed that at least 45 of these genomic loci were the set of 195 ligand-regulated target genes in MDMs

also occupied by PPARP/3 in TAM:s (Figure 2E; Table S3, identified by RNA-Seq analysis of cells from 5 healthy
column “J”), including those genes showing an altered donors (see above; Table S3). Intriguingly, a large fraction
ligand regulation in TAMs, exemplified by PDK4, CPTIA, of these PPARP/S target genes (dark blue dots; n = 54)
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Figure 2: Deregulation of PPARP/6 target genes in cultured ovarian carcinoma TAMs. A. PPARB/3 and RXR enrichment
at the PDK4 enhancer and an irrelevant control region in human monocytes, MDMs and TAMs (ChIP-qPCR; sample size: 4). B. Venn
diagrams of RNA-Seq data showing overlaps of ligand-regulated high-confidence direct target genes in MDMs grown in R10 medium or
purified TAMs cultured in ascites for 1 day in the presence of agonist (L165,041), inverse agonist (ST247or PT-S264) or solvent (DMSO).
C. Ligand response of PPARP/S target genes in TAMs versus MDMs. Data represents the log, fold change (L165,041 relative to DMS0)
calculated from RNA-Seq data. The diagonal line indicates equal regulation in both cell types. D. Expression and ligand response of PDK4
and ANGPTL4 by 1.165,041 in MDMs in R10 (n = 7) and TAMs (n = 3) cultured in either ascites or R10 medium. Cells were cultured in
the presence of ligand or DMSO for 24 h and analyzed by RT-qPCR. Data are expressed as fold regulation (FC) relative to DMSO-treated
cells. E. Overlap of genes regulated in MDMs (agonist versus inverse agonist), genomic regions with PPARPB/S binding sites in MDMs
and PPARP/S enrichment sites in TAMs (ChIP-Seq). F. PPARP/S enrichment (ChIP-Seq) at the PDK4, CPT1A, SLC25420, CD52 and
PHACTRI loci for 3 different TAM samples (bottom 3 lines: dark blue, green, red). The top 3 lanes (magenta, yellow, light blue) represent
the corresponding control IgG runs.

www.impactjournals.com/oncotarget 13419 Oncotarget



Table 1: PPARP/S target genes upregulated' in ovarian cancer TAMs.

Gene Description ?\‘/g[%r}\ijt(l:c)z PPA};eBz{lé-‘ refr%(itlc\)/lry in
ACADVL acyl-CoA dehydrogenase, very long chain 33 + +
ACSS3 acyl-CoA synthetase short-chain family member 3 2.3 - +
AMOTLI angiomotin like 1 1.9 - +
ANGPTL4 angiopoietin-like 4 37.8 + +
ANKRDI ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) 1.8 - -
C190rf59 chromosome 19 open reading frame 59 6.7 +
Clorfl62 chromosome 1 open reading frame 162 2.2 + +
cl1oc complement component 1, q subcomponent, C chain 1.5 - -
CABLES] CdkS and Abl enzyme substrate 1 3.2 -
CACNBI calcium channel, voltage-dependent, beta 1 subunit 24 +
CD3004 CD300a molecule 1.5 + -
CLDND?2 claudin domain containing 2 2.2 + +
CPTI14 carnitine palmitoyltransferase 1A (liver) 34 + +
CXorf21 chromosome X open reading frame 21 1.8 + +
DLG4 discs, large homolog 4 (Drosophila) 1.6 + +
FAM3B family with sequence similarity 3, member B 2.7 -
FCGR34 Fc fragment of IgG, low affinity Illa, receptor (CD16a) 1.5 + -
FCGRT Fc fragment of IgG, receptor, transporter, alpha 1.5 + -
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 1.1 + -
GPA33 glycoprotein A33 (transmembrane) 1.8 - +
HMOXI heme oxygenase (decycling) 1 1.3 + -
HP haptoglobin 2.2 - -
HPR haptoglobin-related protein 2.6 - -
HS3STI heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 1 4.4 - +
1L27 interleukin 27 1.2 - -
IMPA2 inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 2.6 + +
INF?2 inverted formin, FH2 and WH2 domain containing 1.5 - +
KBTBDI11 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11 1.3 - -
KLF11 Kruppel-like factor 11 1.4 - -
KRT4 keratin 4 1.9 -
LRPS5 low density lipoprotein receptor-related protein 5 6.6
MACCI metastasis associated in colon cancer 1 1.8 -
MAP3KS mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 1.5 - +
MEGF9 multiple EGF-like-domains 9 1.5 + -
MS4414 membrane-spanning 4-domains, subfam. A, member 14 1.6 - +
MS4A7 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 1.6 - -
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PCOLCE?2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 1.9 - -
PDEIB phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent 2.2 - -
PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase 4 99.0 + +
PHACTRI phosphatase and actin regulator 1 3.1 + +
PLIN2 perilipin 2 5.5 + +
PPPIRISB |protein phosphatase 1, regulatory subunit 15B 1.6 + -
RBP7 retinol binding protein 7, cellular 1.8 - +
RCN3 reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 2.6 +

RETN resistin 1.3 +

S100Z S100 calcium binding protein Z 3.1 + -
SIPAIL2 signal-induced proliferation-associated 1 like 2 2.1 + +
ST14 suppression of tumorigenicity 14 (colon carcinoma) 2.4 + +
TCF7 transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) 6.3 + +
TMEMI150B |transmembrane protein 150B 1.2 + -
TMEM37 transmembrane protein 37 1.7 +

TRIM14 tripartite motif containing 14 1.6 -

TSKS testis-specific serine kinase substrate 0.8 + -
VSIGIOL V-set and immunoglobulin domain containing 10 like 1.4 + -

! LogFC TAMs in vivo vs MDMs > 0.7 (Figures 4A and 4B; Tables S3, S5)

2 Ratio FPKM L165,041 / FPKM DMSO in MDMs (Figure 2B; Table S2)

3 Peak in MDMs or TAMs: ChIP-Seq data (Figures 2E ad 2F; Table S4; Adhikary et al., 2015)

* Refractory to synthetic agonist in TAMs (Figure 3C; Table S3); <2.0-fold (Fig. 2D, 4A, 4C; Table S2)

were upregulated (log FC >0.7) in freshly isolated TAMs
relative to MDMs (Figure 3A). Approximately half of the
genes upregulated in cultured TAMs (21/40) overlapped
with the genes upregulated in vivo (Figure 3B; Table
S3), thus validating the results obtained in vitro. Most of
the genes upregulated in TAMs were also refractory to
regulation by a synthetic agonist (n = 32; Figure 3C; Table
S3), suggesting a link between upregulation and loss of
ligand regulation. A summary of these data is shown in
Table 1.

Comparison of the expression levels of three
PPARP/S target genes, PDK4, ANGPTL4 and CPTIA
in TAMs from 12 patients and MDMs from 12 healthy
donors confirmed this result (Figure 3D). As shown
for PDK4, deregulation of gene expression in TAMs
correlated with increased protein levels, which, in contrast
to MDMs, were largely insensitive to ligand stimulation
(Figure 3E).

Interestingly, we also found a number of PPARB/S
target genes downregulated in TAMs relative to MDMs,
for example FABP4 and ABCG2 (Figure 3A; cyan data
points). Ovarian cancer is known to consist of a plethora
of signaling mediators, including cytokines [8] and lipids
(see data below). It is therefore likely that a subset of
target genes is downregulated by repressive signaling
pathways triggered by specific components of the ovarian
cancer microenvironment, thereby preventing their

potential stimulation analogous to the PPARP/S target
genes discussed in the preceding paragraph.

The deregulation of ANGPTL4 is of particular
interest, since its secreted product has been associated
with cancer cell invasion and metastasis and is present in
substantial amounts in the malignancy-associated ascites
of most serous ovarian carcinoma patients (Figure 3F). We
therefore tested the Cancer Genome Atlas (TCGA) cohort
of 506 high grade serous ovarian cancer patients [34] for
a potential link of ANGPTL4 expression to the clinical
outcome of the disease. As depicted by the Kaplan-Meier
plot in Figure 3G, ANGPTL4 levels showed a significant
inverse association with relapse-free survival (RFS) [p
= 0.0154; hazard ratio = 1.38 (1.06-1.79); median RFS:
15.63 versus 19.8 months].

Annotation of all PPARP/S target genes
constitutively upregulated in TAMs by Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) identified metabolism (glucose, lipid),
inflammation, cell migration and survival as top functions
(Figure 4A). As expected, the PPAR ligands (benzafibrate,
EPA, rosiglitazone, pirinixic acid) were found among the
top upstream regulators (Figure 4B). The presence of the
pro-inflammatory mediator LPS in this list is consistent
with the results obtained by the functional annotation
analysis (inflammation).
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Deregulation of PPARP/d target genes by soluble different ascites samples, which in several cases reached

mediators in malignancy-associated ascites the level of L165,041 induction (Figure 5B; blue dots).
Furthermore, induction of all 5 genes by L.165,041 was
severely diminished in the presence of ascites (Figure 5B;

The data in Figure 2 suggests that the unaltered orange dots).

oceupancy of .direct target genes by PPA.RB/ S-R_XR_ in Therefore, we sought to investigate whether
conjunction Wl.th a TAM-specific mef:hamsm ac'twatmg deregulation of target genes by ascites might be
these chromatin-bound complexes is responsible for attributable to the activation of PPARP/S, and thus

their dere.gulation in TAMs. One explat}ation for. this dependent on PPARB/S binding sites (PPRES) in these
deregulation could be the presence of ascites-associated genes. It has previously been shown that an upstream

activators of PPARP/5. We addressed this question by enhancer with three contiguous PPREs mediates
testing.the effect of cell-free ascitgs samples on the induction of PDK4 by PPARP/S ligands [19]. A luciferase
regulation of PPARB/S target genes in MDMs. Figure construct with a genomic 1.5 kb fragment encompassing

SA shows a clear upregulation of the target genes this enhancer showed a dramatic upregulation by three
PDK4, CPT14, ANGPTL4, LRP5 and CD300A by two
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Figure 3: Deregulation of PPARf/d target genes in ovarian carcinoma TAMs in vivo. A. Expression of PPARP/S target genes
(median FPKM values) in freshly isolated TAMs (median of 10 samples) versus MDMs (5 samples). The diagonal line indicates equal
levels in both cell types. Blue dots: upregulation in TAMs >2-fold; cyan dots: downregulation >2-fold in TAMs; grey dots: no change. B.
Overlap of PPARP/S target genes upregulated in freshly isolated TAMs versus MDMs (blue dots in A) and in cultured TAMs (experimental
setup as in Figure 2). C. Overlap of PPARP/S target genes upregulated in TAMs versus MDMs (blue dots in A) and target genes refractory
to synthetic agonists in TAMs (data from Figure 2B). D. RT-qPCR analysis of PDK4, ANGPTL4 and CPT14 mRNA expression levels in
freshly isolated TAMs and MDMs from ovarian cancer patients (n = 12) and healthy donors (n = 12), respectively. Horizontal bars indicate
the median. Statistical significance was tested between the respective TAM and MDM groups. E. Immunoblot analysis of PDK4 protein
induction by PPARP/3 agonist in MDMs and TAMs. The figure shows representative immunoblots (including PPARPB/6 and LDH as the
loading control) for both cell types and a quantitative evaluation of biological replicates with TAMs from 3 different patients and MDMs
from 3 donors. Cells were exposed to ligands for 1 d in R10 medium; TAMs were also analyzed directly after isolation (“ex vivo™). Signal
intensities were quantified and standardized to LDH. The diagram on the right depicts the induction by L165,041 (fold change) in TAMs
and MDMs in vitro; boxes show the ranges of inducibility and the median for each group of samples. Induction values for MDMs represent
estimations due to the extremely low basal level of PDK4 in MDMs. The a-PDK4 antibody was validated as shown in Figure S2. n.s., non-
specific band. F. Concentrations of ANGPTL4 protein in the ascites of serous ovarian carcinoma patients (n = 32) determined by ELISA.
The horizontal line indicated the median. G. Meier-Kaplan plot showing a correlation of high ANGPTL4 expression with the relapse-free
survival of high grade serous ovarian carcinoma patients of the TCGA cohort (n = 377 in ANGPTL4 high group; n = 129 ANGPTL4 low)
[62].
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different ascites samples (Figure 5SC). These effects were
clearly PPRE-dependent, since the mutation of 1, 2 or
3 sites gradually abrogated the induction of luciferase
activity by ascites (Figure 5C).

We found that PPARP/S target genes are inducible
by ascites in murine bone marrow-derived macrophages
(BMDMs), similar to human MDMs. We were therefore
able to show that the observed target gene deregulation
was dependent on functional PPARP/S. Ascites
upregulated the Pdk4 and Angptl4 genes and abrogated
their induction by L165,041 in wild-type BMDMs,
whereas no significant ascites effect was detected on
PDKH4 in cells with disrupted Ppard alleles (Figure 5D).
Likewise, the ascites-mediated induction of ANGPTL4
was either absent (Asc69) or strongly reduced (Asc78) in
Ppard null cells. These observations indicate that PPARB/d
is responsible for the deregulation of PPARP/S target
genes by ascites, even though a minor contribution by
other PPAR subtypes cannot be unequivocally ruled out.
ANGPTLA4 is induced by a plethora of signaling pathways
[35], which presumably explains the residual induction by
Asc78 in Ppard null cells.

Endogenous agonists present in ovarian
carcinoma ascites deregulate PPARP/0 target
genes in MDMs

The results described above suggest that ovarian
cancer associated ascites might contain high levels of
endogenous PPARP/S agonists. Since all known PPARP/S
agonists are fatty acids or fatty acid derivatives, we
performed a systematic lipidomic analysis of 97 molecules
in 38 different ascites samples by LC-MS/MS (Suppl.
Table S6). This analysis revealed consistently very high
concentrations of several polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) known as PPARP/S agonists [16], with the
highest levels observed with linoleic acid (LA) (Figure
6A). The median concentration for LA was ~50 pg/
ml (~180 pM), which is far above the described IC, of
0.75 uM for PPARP/S binding [16]. This also applies to
arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA)
with median ascites concentrations around 10 pg/ml
(Figure 6A).

Addition of AA, LA or DHA to MDM cultures at
a concentration of 20 uM for 24 h resulted in a strong
induction of the PDK4 gene, while eicosapentaenoic
acid (EPA) and a-linolenic acid (ALA) had only very
modest effects (Figure 6B). PDK+4 induction by LA was
dose-dependent and rapid with a nearly 10-fold induction

ACADVL, ALDH1A2, ANGPTL4, APOE, CD36,
CPT1A, DUSP1, DYX1C1, EPAS1, FBLIM1,
GREM1, HP, HS35T1, ITGA3, ITGBS, LIPA, LPL,
LRPS, MAP3K8, MME, MMP2, PDPN, RDH10,
SCARB2, SERPINE1, SPRY1, ST14, TIMP3, YES1

APOC1, APOE, CD36, CPT1A, FABP4, FABPS,
LPL, PDK4, PLIN2, SCARB2

ACADVL, APOE, CAT, CD1D, CD36, CD300A,
DUSP1, EPAS1, EPS8, FABP4, FABPS, FCGRT,
HP, ITGBS, LIPA, LPL, MAP3K8, MME, MMP2,
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Figure 4: Pathway analyses of PPARP/6 target genes constitutively upregulated in TAMs. A. IPA Diseases and Functions
Annotation (functionally different clusters with lowest p-values and highest z-scores). Gene names are shown for the clusters with the
largest number of genes. B. IPA Upstream Regulator Analysis (5 top regulators by p-value; z-score >2).
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already after 3 h (Figure 6C). Similar results were obtained
with the conjugated LAs 9(Z),11(E)LA and 10(Z),12(E)
LA (Figure 6C). LA also potently induced other direct
PPARP/S target genes, and this induction was close,
or even equal, to activation by L.165,041, as shown for
PDK4, CPTIA, PLIN2, SLC25420, ANGPTL4, LRP5 and
CD3004 in Figure 6D.

A number of PPARP/S target genes deregulated
by ovarian cancer ascites have functions in oncogenesis
and immune regulation. It was therefore of great interest
to investigate whether their overexpression could be
reverted by inverse PPAR/6 agonists in spite of the high
concentrations of agonists in ascites. As shown in Figure
6E, treatment of MDMs cultured in ascites with increasing
concentrations of PT-S264 for 24 h led to progressively
lower levels of PDK4 mRNA expression. At the highest
tested concentration (20 uM), expression was reduced to
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less than 5%. Likewise, CPT1A, SLC25A420, LRP5 and
ANGPTL4 mRNA expression was reduced to basal levels
by PT-S264, with LRP5 and ANGPTL4 being strongly
repressed already at concentrations of 1 puM. These
results clearly indicate that inverse agonists are suitable
to counteract the deregulation of PPAR[/S target genes in
ovarian carcinoma TAMs.

We also found two other endogenous PPARP/S
agonists, 15-HETE [18] and 6-keto-prostglandin F
(6-kPGF ), the stable degradation product of prostacyclin
[17,36] in all ascites samples (Figure 6F). Both, 6-kPGF
and 15-HETE were found at median levels of ~10 ng/ml
(~30 nM), which corresponds to approximately 3% of the
IC, concentrations required for PPARB/S activation [18,
36]. Both metabolites are therefore unlikely to play a role
in the deregulation of PPAR[/S target genes in TAMs.
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Figure 5: Ascites deregulates PPARP/0 target genes in normal macrophages and in a PPARp/6-dependent fashion.
A. Upregulation of PPARP/S target genes by ascites in MDMs (n = 8; 4 different MDM samples; 2 different ascites samples). RT-qPCR
data are expressed as fold change (FC) relative to MDMs R10 medium. B. Regulation of target genes by 165,041 in MDMs (n = 4) in
R10 or ascites (2 different samples). Data indicate FC relative to DMSO-treated cells. C. PPRE-dependent induction of a PDK4 enhancer-
luciferase construct in transiently transfected HEY cells (» = 3). Constructs were mutated in either 1, 2 or all 3 PPREs, as indicated. Data
were normalized to f-galactosidase activity from a co-transfected CMV-f-gal expression vector. D. Response of the direct PPAR[/S target
genes Pdk4 and Angptl4 to two different ascites samples and L165,041 in bone marrow-derived macrophages from wild-type and Ppard
null mice (sample size: 3 each). Statistical significance was tested for induction by ascites relative to DMSO-treated cells in C and D
(asterisks/ns above square brackets) and for induction by L165,041 or in D (asterisks/ns above blue bars).
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Fatty acid accumulation in lipid droplets
correlates with transcriptional deregulation

The data in Figure 2D showed that ligand regulation
in TAMs can only be partially restored by culturing the
cells in normal cell culture medium. Since macrophages
have a propensity to accumulate intracellular lipids,
which is enhanced by PPARP/S [37], we tested this for
ovarian carcinoma TAMs. As shown by staining with the
fluorescent dye Nile Red, ascites-derived TAMs harbor a
huge amount of lipid droplets, which remains basically
unchanged upon culturing these cells in normal growth
medium for 4 days (Figure 7A, 7B). The stability of
lipid droplets correlated with a compromised ligand
regulation of the PPARJ/S target gene PDK4 (Figure 7C).
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