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2. Einleitung

2.1 Die Funktionsweise von CD8* T-Zellen in chronisch
viralen Infektionen und malignen Neoplasien

2.1.1 Aktivierung, intrazellulare Signaltransduktion und
Effektormechanismen zytotoxischer T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen gelten als einer der wichtigsten Effektorzellen in der antitumoralen
und Human Immunodeficiency Virus (HIV)-spezifischen Immunantwort. lhre Funktion ist
die Basis einer Vielzahl von Krebsimmuntherapien, wie der Immuncheckpointblockade
oder der chimaren Antigenrezeptor (CAR)-T-Zell-Therapie (June et al., 2018; Ribas and
Wolchok, 2018; Waldman, Fritz and Lenardo, 2020). Auf3erdem spielen sie eine zentrale
Rolle in der Major Histocompatibility Complex-(MHC)-Klasse-I-restringierten, spontanen
HIV-Kontrolle und kdnnen als Vakzin-induzierte CD8" T-Zellen anhaltende Remissionen
hervorrufen (Collins, Gaiha and Walker, 2020).

Antigen-spezifisches T-Zell-Priming spielt sich in den meisten Fallen in sekundar
lymphatischen Organen ab, wobei Antigene aus der Peripherie durch dendritische Zellen
via MHC-I-Komplexe an naive antigenspezifische CD8" T-Zellen kreuzprasentiert
werden (Nouri-Shirazi et al., 2000). Dabei sind neben dem MHC-I:Antigen-Komplex
(Signal 1), kostimulatorische Rezeptoren (insbesondere CD28, Signal 2) und spezifische
I6sliche Faktoren (Signal 3), beispielsweise Interleukin (IL)-12 oder Typ-I-Interferone,
notwendig, um eine robuste klonale Expansion, suffiziente Effektorfunktionen und
Gedachtniszellformation hervorzurufen (Curtsinger and Mescher, 2010). Nach optimaler
T-Zell-Aktivierung werden intrazellular mitogen-activated protein kinase (MAPK)-, c-jun
N-terminal kinase (JNK)-, phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B (PI3K-AKT)-
und IxB kinase (IKK)-Signalkaskaden induziert, welche zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren nuclear factor of activated T cells (NFAT) und activator protein 1
(AP-1) fuhren. NFAT wird im Zytosol durch die Calmodulin-abhéngige Phosphatase
Calcineurin dephosphoryliert und transloziert in den Zellkern, in welchem es mit AP-1 als
Transkriptionsfaktor Effektorgene aktiviert (Muller and Rao, 2010; Philip and Schietinger,
2022).

Als wichtige Effektorfunktion zytotoxischer T-Zellen gilt der induzierte Zelltod der
Zielzelle mittels verschiedener Effektormechanismen. Hierbei gelten die durch
Zellmotilitat mechanisch begunstigte Membranporenbildung und die Zelltod-
induzierende Sezernierung von Granula mit Perforinen, Granzymen, Kathepsin C und

Granulysin innerhalb einer geformten immunologischen Synapse als zentrale
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Effektorfunktionen. Zusatzlich ist die Expression des Fas-Ligands der tumor necrosis
factor (TNF)-Familie durch CD8" T-Zellen und die konsekutive Bindung dessen an Fas-
Rezeptoren ein potenter Induktor der intrazelluldren Todesdomanen Fas-associated
death domain protein (FADD), was zur Aktivierung von Caspasen und Endonukleasen
und letztlich zur Fragmentation der Zielzell-DNA flhrt (Dustin and Long, 2010; Basu et
al., 2016; Fu et al., 2016; Raskov et al., 2021). SchlieBlich sezernieren CD8" T-Zellen
Zytokine, wie Interferon (IFN)-y, TNF-a und IL-2, welche eine Vielzahl autokriner,
parakriner und endokriner Effekte auf selbige Zelltypen, andere Immunzellpopulationen,
Tumorzellen und weitere Zelltypen ausiiben (Thomas and Massagué, 2005; Saez-Ciridn
et al., 2007; Parker, Rautela and Hertzog, 2016; Farhood, Najafi and Mortezaee, 2019;
Liu et al., 2021).

2.1.2 Differenzierungszustiande und resultierende hyporeaktive Stadien
von CD8* T-Zellen

Wahrend der CD8" T-Zell-Differenzierung fiihrt die molekulare Struktur des Antigens,
der inflammatorische Kontext der Antigenprasentation und die Dauer der
Antigenexposition entweder zu funktionalen, effektiven T-Zell-
Differenzierungszustanden, wie beispielsweise in akuten bakteriellen Infektionen, oder
zu hyporeaktiven T-Zell-Zustanden, wie in Krebserkrankungen oder chronisch viralen
Infektionen (Philip and Schietinger, 2022). Zusatzlich beeinflussen eine Bandbreite an
weiteren Faktoren, wie Chemokine, Integrine, Zytokine, metabolische Signale und
intrazellulare Transkriptionsfaktoren den Differenzierungsverlauf von T-Zellen (Raskov
etal., 2021).

In verschiedenen Arbeiten zu intratumoralen CD8" T-Zell-Differenzierungszustanden
und in chronisch viralen Infektionen konnten zwei verschiedene zytotoxische
T-Zellpopulationen identifiziert werden: TCF-1P°° stem-like/memory-like und weiter
differenzierte TCF-1"9"°% T.Zellen. Diese Populationen unterscheiden sich
phanotypisch, transkriptorisch, epigenetisch und funktionell voneinander (He et al.,
2016; Im et al., 2016; Leong et al., 2016; Wu et al., 2016). Daraus leiteten sich zwei
unterschiedliche Modelle der T-Zell-Differenzierungsverlaufe ab (Philip and Schietinger,
2022): Im verzweigten Differenzierungsmodell, wie es in chronischen Infektionen
validiert wurde (Utzschneider et al., 2016), differenzieren sich effector-like T-Zellen —
vermutlich im Zuge asymmetrischer Zellteilung (Borsa et al., 2019) — von CXCR5" PD-
1Md TIM-3 EOMES"" T-bet" TCF-1P°* progenitor exhausted T-Zellen, welche sich
selbst regenerieren kénnen, in CXCR5~ PD-1" TIM-3" EOMES" T-bet®* TCF-1"¢
terminally exhausted T-Zellen innerhalb von peripheren Geweben oder der splenischen

roten Pulpa. Zusatzlich wurde im lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)-Modell
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chronisch viraler Infektion beschrieben, dass TCF-1°°* CD8" T-Zellen zunéchst in ein
transitorisches, proliferierendes Stadium (bergehen, in denen CD101~ TIM-3*
zytotoxische T-Zellen den Chemokinrezeptor CX3CR1 (Gerlach et al., 2016)
exprimieren, bevor sie das terminal differenzierte CD101" TIM-3" Exhausted-Stadium
erreichen (Wiliam H. Hudson et al., 2019). Im linearen Differenzierungsmodell
exprimieren infiltrierende T-Zellen initial TCF-1, nach Antigenexposition und
suboptimalem Priming gehen sie in ein frihes dysfunktionelles Stadium Uber, welches
sich phanotypisch durch die Expression von PD-1" LAG-3" CD38"°* CD39"" TIM-3""
TOX™d TCF-1P° auszeichnet. Nach anhaltender, chronischer Antigenexposition und
dem Einfluss eines immunsuppressiven Mikromilieus geht dieser
Differenzierungszustand in das spate dysfunktionelle Stadium Uber, gekennzeichnet
durch die Expression von PD-1" LAG-3" CD38" CD39" TIM-3" TOX" TCF-1"9. Bisher
wird vom linearen Differenzierungsmodell in malignen, neoplastischen Erkrankungen
ausgegangen. Weitere Studien sind notwendig, um zu determinieren, ob die
intratumorale tumorantigen-spezifische Population TCF-1"° T-Zellen durch TCF-1°°®
Vorlaufer in sekundaren lymphatischen Organen, insbesondere tumordrainierender
Lymphknoten, aufrechterhalten wird oder ob tumorspezifische TCF-1"°9 fahig sind, sich
selbst zu regenerieren (Philip and Schietinger, 2022), vor allem jene in tertidren

lymphoiden Strukturen (TLS) oder intratumoralen Nischen.

CD8" T-Zell-Dysfunktion als Unterform hyporeaktiver T-Zell-Stadien, unter denen auch
immunologische Anergie, Toleranz oder Ignoranz fallen, ist durch die Expression
multipler inhibitorischer Rezeptoren, wie PD-1, CTLA-4, TIM-3 und LAG-3, und durch
gleichzeitiger Insuffizienz Effektorzytokine, wie IFN-y oder TNF-a, oder Granula, mit
beispielsweise Granzym B oder Perforine, zu sezernieren gekennzeichnet (McLane,
Abdel-Hakeem and Wherry, 2019). In chronischen viralen Infektionen, in denen antigen-
spezifische T-Zellen durch ihr kognates Antigen chronisch stimuliert werden, beschrieb
initial der Begriff Exhaustion hyporeaktive T-Zell-Stadien (Wherry et al., 2007). Analog
zur tumorinduzierten T-Zell-Dysfunktion wurde hierbei eine strikt orchestrierte
Hochregulation inhibitorischer Rezeptoren und gleichzeitiger sukzessiver Verlust von
Effektorfunktionen beobachtet, um vermutlich den Organismus vor exzessiver
Immunpathologie zu schitzen (Frebel et al., 2012; Zinselmeyer et al., 2013). Die Begriffe
der T-Zell-Differenzierungsstadien Exhaustion und der Tumor-induzierten Dysfunktion
werden jeweils in unterschiedlichem Kontext uneinheitlich verwendet, allerdings teilen
diese wichtige phanotypische, transkriptorische und epigenetische Charakteristika
(Philip and Schietinger, 2022).
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2.1.3 Die Rolle von antigenspezifischen, zytotoxischen T-Zellen in der
HIV-Infektion und in soliden Tumoren

Ein zentrales Charakteristikum der HIV-Infektion ist eine insuffiziente Viruskontrolle,
wobei CD4" T-Zell-Depletion, Escape-Mutationen und CD8* T-Zell-Exhaustion eine
effektive Immunantwort limitieren. Das Immunsystem einer Subgruppe HIV-infizierter
Personen ist jedoch in der Lage, ohne jegliche therapeutische Intervention, die virale
Replikation auf eine Viramie unter 2000 RNA-Kopien / ml zu supprimieren (Collins, Gaiha
and Walker, 2020). Genomweite Assoziationsstudien und experimentelle Daten zum
Simian Immunodeficiency Virus (SIV) suggerierten eine zentrale Rolle der CD8" T-Zell-
Antwort in der spontanen Kontrolle von HIV-Infektionen (Schmitz et al., 1999; Pereyra et
al., 2010; Chowdhury et al., 2015). Die entscheidenden, zytotoxischen T-Zell-
vermittelten Effektorfunktionen bestehen aus der Fahigkeit mehrere Zytokine und
Effektormoleklile zu sezernieren, welche Polyfunktionalitdt genannt wird, der
Expansionsfahigkeit von HIV-Antigen-stimulierten und -spezifischen CD8" T-Zellen in
vitro und ihrer Kapazitat die HIV-Replikation zu unterdriicken. Weitere Charakteristika
einer effektiven HIV-Kontrolle ist die Fahigkeit von T-Zellen Gedéachtnis- und
Effektorpotential zu erhalten und frihzeitig infizierte Zellen zu eliminieren (Sacha et al.,
2007; Monel et al., 2019). Aufgrund dessen werden aktuell — neben humoral-vermittelten
Ansatzen — an einer Bandbreite von prophylaktischen und therapeutischen HIV-
Vakzinen gearbeitet, welche diese CD8" T-Zell-vermittelte Immunitat nutzen (Ng’uni,
Chasara and Ndhlovu, 2020).

CD8" T-Zellen kénnen nach Priming mit tumoralen Antigenen maligne Zellen spezifisch
erkennen und eliminieren (van der Bruggen et al., 1991; Coulie et al., 1995). Bereits in
den frihen 2000er wurden Tumor-infiltrierende effector memory T-Zellen mit der Absenz
frdher Metastasierung, einer weniger fortgeschrittenen, histopathologischen
Klassifizierung und einem erhéhten Uberleben in humanen kolorektalen Karzinomen
korreliert (Pages et al., 2005). Seither wurde die zentrale Bedeutung zytotoxischer
T-Zellen weiter etabliert, ihre Funktion mechanistisch in verschiedensten Krebsentitaten
untersucht und als Basis von beachtenswerten Krebsimmuntherapien verwendet
(Fridman et al., 2012; Raskov et al, 2021). Bereits vielversprechende Daten
entstammen von der Immuncheckpointblockade, dem Einsatz T-Zell-Rezeptor-
transduzierter T-Zellen und von CAR-T-Zell-Therapien (Waldman, Fritz and Lenardo,
2020). Allerdings wurde festgestellt, dass maligne Neoplasien trotz Infiltration von
tumorspezifischen T-Zellen fortschreiten, welches als ,Hellstrom-Paradoxon® bezeichnet
und auf immunsuppressive Mechanismen zurtickgefuhrt wird (Hellstrom and Hellstrom,
2019). Hierbei wird zwischen kalten, immunexkludierten, immunsupprimierten und

heiRen beziehungsweise entziindeten Tumoren unterschieden, welche unter anderem
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auf Basis der Infiltration und Funktionsféhigkeit von CD8" Effektor-T-Zellen differenziert
werden (Galon and Bruni, 2019). Aktuell werden die genauen funktionellen zellularen
Zusammenhange und molekularen Programme zytotoxischer T-Zellen untersucht,
welche fir die Differenzierung und Dysfunktion dieser Funktionsstadien verantwortlich
sind, um diese im Zusammenspiel tumorimmunologischer Prozesse therapeutisch in der

Krebsbekampfung zu optimieren.

2.2 Migration und resultierende Interaktionen von CD8"*
T-Zellen mit myeloiden Zellen als Einflussfaktoren auf
Krankheitsentstehung und -bekampfung

2.2.1 Chemokine, neutrophile Granulozyten und potentielle Interaktionen
mit zytotoxischen T-Zellen in HIV-Infektionen

2.21.1 Die Sonderrolle von Chemokinrezeptoren in der Pathogenese und
CD8* T-Zell-immunantworten von HIV-Infektionen

Chemokine regulieren die gezielte Zellmigration, intraparenchymale Zellpositionierung,
Adhasion und Zell-Zell-Interaktionen durch Bindung an a-Untereinheiten G-Protein-
gekoppelter Chemokinrezeptoren aus der Chemokin-Superfamilie. Aktuell sind
annahernd 50 verschiedene  Chemokine, 20 klassische heptahelikale
Transmembrandomanen-Chemokinrezeptoren und 4 atypische Chemokinrezeptoren
(ACKR) bekannt. Aufgrund der Diversitat, ihrer Expressionsdynamik und differenziellen
Expression auf unterschiedlichen Zelltypen, wie Immunzellen, Stromazellen und
Tumorzellen, gelten die Funktionen von Chemokinliganden und -rezeptoren in HIV-
Infektionen und soliden Tumorerkrankungen als vielfaltig (Griffith, Sokol and Luster,
2014; Nagarsheth, Wicha and Zou, 2017; Hughes and Nibbs, 2018).

Erste Arbeiten, welche Chemokine mit der HIV-Biologie in Verbindung brachten,
identifizierten zunachst die HIV-supprimierenden Chemokinliganden CCL3, CCL4 und
CCL5. Allerdings ging ebenfalls hervor, dass die Chemokinrezeptoren CXCR4 und
CCR5 als Korezeptoren fur HI-Viren fungieren kdénnen, was grundlegend zum
Verstandnis der Pathogenese des Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) beitrug
(Cocchi et al., 1995; Feng et al., 1996). Hierbei wurde gezeigt, dass das externe Huill-
Glykoprotein gp120 des HI-Virus sequentiell mit CD4 und anschliefend mit einem
Chemokinrezeptor, CXCR4 oder CCRYS5, interagiert (Lusso, 2006). Dabei evolviert meist
im Laufe einer HIV-Infektion der Chemokinrezeptortropismus in einer charakteristischen
Reihenfolge: Die meisten transmittierten Stamme sind CCR5-trop und replizieren in

aktivierten oder Gedachtnis-T-Zellen primar im gut-associated lymphoid tissue (GALT)
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(Scarlatti et al., 1997; Veazey et al., 1998). Im weiteren Krankheitsverlauf kénnen,
vermutlich durch Selektionsdruck von CCRS5-Liganden, CXCR4-trope Stamme
entstehen, welche meist fahig sind, weitere Co-Rezeptoren, wie CCR2b, CCR3, CCRS,
CX3CR1 und CXCR6, zu nutzen. CXCR4 wird von einer groReren Bandbreite von Zellen
exprimiert, unter anderem naiven T-Zellen und thymischen Vorlauferzellen, was der
Aufrechterhaltung des viralen Reservoirs dient (Connor et al., 1997; Balabanian et al.,
2005; Lusso, 2006).

In der HIV-Kontrolle spielt die T-Zell-Lokalisation eine entscheidende Rolle (Collins,
Gaiha and Walker, 2020). HIV-spezifische T-Zellen missen zur Krankheitsbekampfung
in die anatomischen Kompartimente der HIV-Reservoirs migrieren. Insbesondere
sekundare und Mukosa-assoziierte, gastrointestinale tertidre lymphatische Gewebe, in
denen sich HIV-infizierte follikulare CD4* T-Helferzellen in den B-Zell-Follikeln befinden,
stellen einen Grofteil des HIV-Reservoirs in chronischen Infektionen dar, welche von
den meisten zytotoxischen T-Zellen nicht infiltriert werden kénnen (Connick et al., 2007;
Perreau et al., 2013; Banga et al., 2016). Allerdings wurde gezeigt, dass einige follikulare
CD8" T-Zellen, welche CXCR5 exprimieren, in den Lymphknoten und teils in B-Zell-
Follikeln und Keimzentren akkumulieren kénnen (He et al., 2016; Leong et al., 2016).
Zudem wurde beschrieben, dass HIV-spezifische CD8" T-Zellen den Phanotyp von
CCRY7" tissue-resident memory T cells (Tm) in verschiedenen peripheren Geweben
aufzeigten und in sogenannten elite controllers angereichert waren (Mueller and
Mackay, 2016; Buggert et al., 2018; Nguyen et al., 2019). Die Aufdeckung der
funktionellen Bedeutung von follikularen CD8" T-Zellen und Tm und ihrer antiviralen
Mechanismen werden vermutlich grundlegend flr die Entwicklung von prophylaktischen

und therapeutischen HIV-Therapien sein (Collins, Gaiha and Walker, 2020).

2.21.2 Antivirale Effekte von neutrophilen Granulozyten in HIV-Infektionen

Die protektive Rolle von neutrophilen Granulozyten in HIV-Infektionen stammen
insbesondere aus empirischen Studien. In einer Arbeit wurde festgestellt, dass eine hohe
Neutrophilenzahl im peripheren Blut slidafrikanischer Frauen mit einer erniedrigten
vertikalen, perinatalen Transmissionswahrscheinlichkeit von HIV korrelierte (Kourtis,
Hudgens and Kayira, 2012). Fur die Exekution HIV-supprimierender Effekte werden
mehrere modgliche antivirale Mechanismen diskutiert (Hensley-McBain and Klatt, 2018a):
Von Neutrophilen sezernierte a-Defensine haben eine antivirale Wirkungen durch
direkte Inaktivierung von HI-Viren und durch ihre Fahigkeit die Replikation mittels
Beeinflussung intrazellularer Signalwege von infizierten Zellen zu mindern. Zuséatzlich
wurde gezeigt, dass diese zur Rekrutierung von T-Zellen, Monozyten und unreifen

dendritischen Zellen fihren und damit die adaptive Immunitat unterstitzen (Klotman and
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Chang, 2006). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass Myeloperoxidase und reaktive
Sauerstoffspezies von Neutrophilen viruzide Effekte auf HI-Viren austben (Klebanoff
and Coombs, 1992). Diese antiviralen Mechanismen kénnen Neutrophile potenzieren,
indem diese HIV-1 durch Toll-like-Rezeptoren (TLR) 7 und 8 erkennen und mittels
neutrophil extracellular trap (NET)-Generierung lokal binden (Saitoh et al., 2012).
SchlieBlich sind neutrophile Granulozyten in der Antikérper-abhangigen, zellvermittelten
zytotoxischen Eliminierung und der Phagozytose HIV-infizierter Zellen involviert (Smalls-

Mantey, Connors and Sattentau, 2013; Ackerman et al., 2016).

2.2.1.3 Hinweise auf Interaktionen zwischen neutrophilen Granulozyten und
CD8* T-Zellen in der HIV-Kontrolle

Die Bedeutung myeloider Zellen, wie Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen,
in der Transmission, Zielzellinfektion und als Reservoir wahrend der Pathogenese von
HIV-Infektionen wurde in einer Vielzahl von Studien aufgezeigt (Wu and KewalRamani,
2006; Groot, Welsch and Sattentau, 2008; Rodrigues et al., 2017). Allerdings haben
dendritische Zellen ebenso die Fahigkeit CD4* und CD8" T-Zell-Immunantworten gegen
HIV-Antigene zu erzeugen (Ng et al., 2013; Manches, Frleta and Bhardwaj, 2014).
Neutrophilen Granulozyten wurden sowohl pro- als auch antivirale Effekte
zugeschrieben, wobei direkte und indirekte Inhibition der HIV-Replikation durch diese
und ihre Rolle in der Unterstitzung der adaptiven Immunantwort noch unvollsténdig
untersucht sind (Hensley-McBain and Klatt, 2018; Dunsmore et al., 2021; Reif et al.,
2021).

Neutrophile Granulozyten sind in der Lage in Lymphknoten zu migrieren und das Priming
naiver T-Zellen durch Kreuzprasentation durchzuflihren (Beauvillain et al., 2007;
Chtanova et al., 2008). Vor allem durch Exposition von granulocyte macrophage-colony-
stimulating factor (GM-CSF), TNF-a, IL-4 oder IFN-y nehmen Neutrophile
antigenprasentierende Eigenschaften an (Matsushima et al., 2013; Lin and Loré, 2017).
Im Kontext der attenuated vaccinia virus (VACV)-Infektion wurde gezeigt, dass
spezifische Subtypen neutrophiler Granulozyten, No. und NB, generiert werden und diese
Virus-spezifische zytotoxische T-Zellen in Lymphknoten und der Milz aktivieren kdnnen.
Unterschiedliche Zytokin- und Chemokinprofile, insbesondere IL-6, Keratinocyte
chemoattractant (KC), Monocyte Chemoattractant Protein (MCP)-1, Macrophage
inflammatory protein (MIP) 1B und MIP 2, bestimmen differentielle Rekrutierungen dieser
Subtypen. Dabei wurde beobachtet, dass diese Migration partiell von CCR1, allerdings
nicht von CCR5, abhangig ist. In der gleichen Studie wurde aufgedeckt, dass eine
erhéhte Neutrophilenmigration vom Infektionsherd zu sekundaren lymphatischen

Organen mit einer verbesserten HIV-spezifischen, zytotoxischen T-Zell-Antwort
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korreliert. Vor allem exprimierten N3 vermehrt CD80 und CD86 und wiesen eine erhdhte
Kapazitat auf als antigenprasentierende Zelle CD8" T-Zell-Antworten zu generieren (di
Pilato et al., 2015, 2017).

2.2.2 Interaktionen mit dendritischen Zellen diktieren T-Zell-
Aktivierung, -Rekrutierung und -Differenzierung in malignen
Neoplasien

2.2.21 Chemokine als Einflussfaktoren auf zytotoxische T-Zell-Aktivierung in
tumordrainierenden Lymphknoten

Tumordrainierende Lymphknoten sind integrale immunologische Kompartimente, in
denen durch ein System Chemokin-vermittelter Interaktionen zwischen residenten
beziehungsweise migratorischen dendritischen Zellen und T-Zellen das Priming von
tumorantigen-spezifischen CD4" und CD8" T-Zellen stattfindet. Eine effektive CD8"
T-Zell-Aktivierung bedingt die Expression von CCR4- und CCRS5-Liganden durch
dendritische Zellen, um stabile Interaktionen von naiven CD8" T-Zellen in der peripheren
interfollikularen Region nahe des subkapsularen Sinus zu ermdglichen (Lian and Luster,
2015). Zentrale Gedachtnis-T-Zellen Tcm hingegen exprimieren hohe Mengen an
CXCR3, um an CXCL10-reiche Regionen im Lymphknoten zu gelangen. Die
anschlieRende Makrophagen- und Stromazellen-Sezernierung von CXCL9 verursacht
ein Feed-Forward-Mechanismus, um unter anderem weitere Immunzellen zu rekrutieren
(Sung et al., 2012).

Dabei ist fur die Generierung zytotoxischer T-Zellen de novo die Kreuzprasentation
wahrend des Primings durch meist CD103" konventionelle dendritische Zellen 1 (cDC1)
notwendig, wobei angenommen wird, dass einige naive T-Zellen ebenfalls in der Nahe
der Effektorkompartimente, wie beispielsweise dem tumoralen Mikromilieu, aktiviert
werden (Thompson et al., 2010; Bottcher and Reis e Sousa, 2018). Hierbei werden CD8*
T-Zellen und dendritische Zellen in Lymphknoten geleitet und ihre Interaktionen mittels
CCR7 und dessen Liganden CCL19 und CCL21 optimiert (Griffith, Sokol and Luster,
2014). Zuvor exprimieren cDC1 bereits innerhalb maligner Neoplasien nach Exposition
tumorassoziierter Antigene oder Neoantigene CCR7. Bei CCR7-Depletion konnte eine
verminderte Migration dieser in tumordrainierende Lymphknoten und eine reduzierte
antitumorale T-Zell-Antwort festgestellt werden (Roberts et al., 2016). Ebenso konnte
eine Rolle fur den atypischen Chemokinrezeptor ACKR4 als scavanger fir CCL19,
CCL21 und CCL25 in der Rekrutierung von cDC1 in das lymphatische System
identifiziert werden (Heinzel, Benz and Bleul, 2007; Bryce et al., 2016).
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Fur cDC2 wurde beschrieben, dass deren Migrationsfahigkeit vom Tumormikromilieu bis
zum tumordrainierenden Lymphknoten und somit das CD4" T-Zell-Priming ebenso von
CCR7 abhangig ist (Binnewies et al., 2019). Die Rolle der Chemokin-abhangigen
Migration dieser ist ebenfalls von Bedeutung, da in einer weiteren Arbeit zusatzlich
gezeigt werden konnte, dass IL-21-vermittelte CD4" T-Zell-Hilfe fur die Differenzierung
CX3CR1" zytolytischer CD8" T-Zellen notwendig ist (Zander et al., 2019). SchlieBlich
wurde aufgedeckt, dass CCL21 von fibroblastischen retikuldren Zellen (FRC) flr die
Rekrutierung von T-Zellen und dendritischen Zellen notwendig ist. Bei verminderter
Expression von CCL21 und dem Zytokin IL-7 wurde eine veranderte intranodale
Immunzelllokalisation und -komposition identifiziert, was vermutlich eine verminderte
tumorspezifische T-Zell-Antwort bedingte (Riedel et al., 2016).

2.2.2.2 Die Rolle von Chemokinen in der Rekrutierung von CD8" T-Zellen in
das tumorale Mikromilieu

Bereits 2009 wurde eine Vielzahl von Chemokinen im humanen metastasierten
Melanom mit der zytotoxischen T-Zell-Infiltration korreliert: CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CXCL9 und CXCL10 (Harlin et al., 2009). Eine weitergehende Analyse multipler solider
Tumore assoziierte insbesondere die CCL5- und CXCL9-Expression mit der CD8"
T-Zell-Infiltration und einem verlangertem Uberleben (Dangaj et al., 2019). Die CCR5-
CCL5-Achse ist in der Rekrutierung von CD8" T-Zellen und regulatorischen T-Zellen
(Treg) involviert (Gonzalez-Martin et al., 2011; Ozga, Chow and Luster, 2021).
Insbesondere eine CXCR3-abhangige Migration von T-Zellen, welche Gradienten von
CXCL9, CXCL10 und CXCL11 folgen, wurden in mehreren Tumorentitdten gezeigt
(Reckamp et al., 2007; Mikucki et al., 2015; Chheda et al., 2016). Aullerdem wurde
beobachtet, dass CXCR2-Expression in myeloiden Zellen zur vermehrten Infiltration von
myeloid derived suppressor cells (MDSC) und Verminderung von CXCL11-
produzierender B1b-Zellen im Tumormikromilieu (TME) flhrt und letztlich die
Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen reduziert (Yang et al., 2021). Zudem wurde in
mehreren Arbeiten gezeigt, dass CCL2, welches auch posttranslational mittels Nitrierung
modifiziert werden kann, ebenfalls mit der CD8" T-Zell-Infiltration korreliert (Molon et al.,
2011; Kerdidani et al., 2019). In Tumormodellen kolorektaler Karzinome, welche
CX3CL1 exprimieren, wurde eine rekrutierende Funktion von T-Zell-stammendem
CX3CR1 aufgezeigt (Siddiqui et al., 2016). Im Gegensatz dazu wurde aufgedeckt, dass
die Expression von CXCL12 durch FAP* Karzinom-assoziierte Fibroblasten (CAF) zur
Exklusion von T-Zellen in einem autochthonen pankreatischen duktalen Adenokarzinom-
Modell fuhrte (Feig et al., 2013). In einigen therapeutischen Ansatzen wurden multiple

Chemokinsysteme zur Steigerung der tumoralen T-Zell-Infiltration verwendet: CXCR6
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(Lesch et al., 2021), CCR8 (Cadilha et al., 2021), CXCR2 (Idorn et al., 2018) und CCR4
(Rapp et al., 2016).

2.2.2.3 Intratumorale Interaktionen zwischen CD8* T-Zellen und
dendritischen Zellen und ihre Einflisse auf die T-Zell-Funktion

Aufgrund der intratumoralen Heterogenitat der Zellkomposition und des entstehenden
Mikromilieus, hat die Lokalisation von Immunzellen im TME einen signifikanten Einfluss
auf den Immunzellphanotyp und der -funktion. Dabei ist das intratumorale Wechselspiel
zwischen CD8* T-Zellen und myeloiden Zellen als wichtiger Einflussfaktor auf die
zytotoxische T-Zell-Antwort etabliert, insbesondere sind cDC1 in der tumorspezifischen
CD8" T-Zell-Antwort bedeutsam. cDC2 sind womdglich auch in der Lage
tumorassoziierte Antigene zu kreuzprasentieren, allerdings sind diese fir die CD4"
T-Zell-Funktion vermutlich relevanter. Interessanterweise wurde eine neuartige DC-
Subpopulation beziehungsweise DC-Stadium beschrieben, namens LAMP3* DC,
mregDC oder CCL22" c¢DC1. lhr Ursprung und insbesondere ihre Rolle in der
tumorspezifischen Immunantwort ist noch unvollstandig untersucht (Zhang et al., 2019;
Maier et al., 2020; Wculek et al., 2020; Zhang, Li, Katarzyna M Skrzypczynska, et al.,
2020; Cheng et al., 2021). Intratumorale cDC1 sind entscheidend an der Sezernierung
von CXCL9 und CXCL10 und sind deswegen in der Rekrutierung von CXCR3* CD8" T-
Zellen in das Tumormikromilieu (Mikucki et al., 2015) beteiligt. Die intratumorale
Rekrutierung von cDC1 selbst ist von der XCL1-XCR1-Achse abhangig und damit
indirekt fur die Akkumulation zytotoxischer T-Zellen von Bedeutung. Zusatzlich ist CD8*
DC-exprimiertes XCR1 im Rahmen von T-Zell-DC-Interaktionen fiir die zytotoxische T-
Zell-lmmunitat nétig (Dorner et al., 2009). Die intratumorale Akkumulation von cDC1 ist
ebenfalls abhangig von natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), welche CCL5 und XCL1
exprimieren. cDC1 selbst exprimieren XCR1, den einzig bekannten Rezeptor fir XCL1,
zusatzlich zu CCR1 und CCRS5, welche beide CCL5 binden (Boéttcher et al., 2018).
Interessanterweise wurde gezeigt, dass tumorintrinsisches p-Catenin-Signaling in einem
murinen BRAFY®%%€/Pten”-Melanommodell zu einer Suppression von CCL4 und folglich
zur reduzierten Rekrutierung von CD103* ¢cDC1 fiihrte (Spranger, Bao and Gajewski,
2015). SchlieBlich wurde eine erhdhte Infiltration dendritischer Zellen bei vermehrter
Expression von tumorstammendem CCL20, einem Liganden von CCRG6, beschrieben
(Furumoto et al., 2004).

Im Differenzierungsverlauf von TCF-1P°° stem-like in TCF-1"9 effector-like CD8" T-Zellen
findet eine Hochregulation bestimmter Chemokinrezeptoren, wie CX3CR1 und CXCR®,
und eine Reduktion von beispielsweise CXCR5 und CXCR3 statt (He et al., 2016; Philip

et al., 2017). In diesem Kontext wurden ebenfalls differenzielle intratumorale
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Lokalisationen dieser T-Zell-Differenzierungsstadien in murinen (Siddiqui et al., 2019)
und humanen (Jansen et al., 2019) Tumoren — insbesondere in umschriebenen Nischen
mit antigenprasentierenden Zellen - gezeigt. Die Expression von CXCR3 in TCF-1P*®
stem-like T-Zellen kdnnte hierbei entscheidend in der Migration dieser zu CXCL9-
/CXCL10-exprimierenden cDC1 sein, um vielleicht die weitere Effektor-Differenzierung
und/oder Proliferation dieser zu ermdglichen (Broz et al., 2014; Maurice et al., 2019).
Ebenso wird die Rolle von CXCR3 in der Unterstiitzung der Effektorfunktion von CD8"
T-Zellen durch Positionierung dieser in die Nahe von IL-12-produzierenden
dendritischen Zellen und Tumorzellen diskutiert (Ruffell et al., 2014; Hickman et al.,
2015; Garris et al., 2018).

Die Bedeutung und die Mechanismen, in welchen CD8" T-Zell-Interaktionen
Immunzellphanotypen und -funktion innerhalb des Tumormikromilieus regulieren, sind
Gegenstand aktueller Forschung. Insbesondere intratumorale Nischen, wie tertiare
lymphoide Strukturen (TLS) und myeloide Nischen stellen umschriebene anatomische
Kompartimente dar, in welchen zelluldre Interaktionen zu transkriptorischen,
epigenetischen, phanotypischen und letztlich funktionellen Veranderungen in
Immunzellen fihren kénnen. Mit TLS-reichen soliden Tumoren wurden bereits eine
erhohte Anzahl von CD38*, CD69" T-Zellen und effector memory CD8" T-Zellen
assoziiert. Zudem korrelierten diese mit einer erhdhten Expression von Genen, welche
mit T-Zell-Aktivierung, -Zytotoxizitdt und Chemotaxis in Verbindung stehen (Sautés-
Fridman et al., 2019). Darlber hinaus korrelierte der DC-LAMP-Marker mit ebendiesen
Genexpressionen, was eine intratumorale TLS-abhangige Tw1-Polarisierung und CD8*
T-Zell-limmunantwort nahelegt (Goc et al,, 2014). In diesem Zusammenhang wurde
ebenfalls gezeigt, dass sich PD-1" CD8"* T-Zellen und DC-LAMP* DC in den follikularen
B-Zell-Zonen von TLS befinden und TLS damit antitumorale Effektor- und Gedachtnis-

Immunantworten generieren und aufrechterhalten (Thommen et al., 2018).

In weiteren Arbeiten wurden spezifische und abgegrenzte intratumorale Nischen, welche
teils mit myeloiden Zellen besetzt sind, beschrieben, die sowohl pro- als auch
antitumorale Effekte propagieren (Zhang, Li, Katarzyna M. Skrzypczynska, et al., 2020;
Casanova-Acebes et al., 2021; Duraiswamy et al., 2021; Pelka et al., 2021; Wu et al.,
2021). Besonders beachtenswert ist eine Arbeit, in der der Verlust von Nischen
antigenprasentierender Zellen innerhalb humaner Nierenzellkarzinome als Immune-
Escape-Mechanismus postuliert wurde, da innerhalb dieser die Aufrechterhaltung und
Effektordifferenzierung von TCF-17°° stem-like CD8" T-Zellen festgestellt wurde (Jansen
et al., 2019).
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2.3 Ubergeordnete Fragestellung der einzelnen Publikationen
und verbindende Aspekte

Diese Arbeit setzt sich mit der Fragestellung auseinander, inwiefern Interaktionen
zytotoxischer T-Zellen mit myeloiden Zellen im pathologischen Kontext — hier
insbesondere in immunogenen, malignen Neoplasien und HIV-Infektionen — die
adaptive, antigenspezifische Immunantwort zur Krankheitsbekdmpfung reguliert. Des
Weiteren wird in beiden Arbeiten auf das krankheitsspezifische anatomische
Kompartiment, in welchen diese Interaktionen von Bedeutung sind, untersucht und
dynamische migratorische Eigenschaften von CD8" T-Zellen und ihrer
Interaktionspartner in vivo analysiert. Uberdies werden zentrale Orchestratoren dieser
Interaktionen aufgedeckt und deren Zusammenspiel mit weiteren Oberflachenproteinen
mechanistisch untersucht. Schliellich wird auf die phanotypischen, transkriptionellen
und funktionellen Charakteristika der interagierenden Subpopulationen myeloider
Zelltypen eingegangen und das Ausmal} und die Mechanismen des Einflusses auf
relevante  Funktionen, der zelluldaren Homodostase und letztlich  den
Effektormechanismen dieser auf zytotoxische T-Zellen objektiviert. In jeweiliger
Publikation werden auflerdem translational-therapeutische Applikationen, in denen
aufgedeckte Mechanismen bereits genutzt werden, diskutiert beziehungsweise bereits

validiert.
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3. Ergebnisse als veroffentlichte Originalarbeiten

3.1 Publikation I: CXCRG6 positions cytotoxic T cells to receive
critical survival signals in the tumor microenvironment

Mauro Di Pilato*, Raphael Kfuri-Rubens*, Jasper N. Pruessmann*, Aleksandra J.
Ozga*, Marius Messemaker, Bruno L. Cadilha, Ramya Sivakumar, Chiara Cianciaruso,
Ross D. Warner, Francesco Marangoni, Esteban Carrizosa, Stefanie Lesch, James
Billingsley, Daniel Perez-Ramos, Fidel Zavala, Esther Rheinbay, Andrew D. Luster,
Michael Y. Gerner, Sebastian Kobold, Mikael J. Pittet, Thorsten R. Mempel.

*Geteilte Erstautorenschaft

Cell, 2021

DOI: 10.1016/j.cell.2021.07.015
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Abbildung 1: Der Chemokinrezeptor CXCRG6 ist essentiell fiir das Uberleben des CX3CR1-
exprimierenden, hochfunktionellen transitorischen Stadiums CD8* T-Zellen. Dieser fiihrt effector-
like zytotoxische T-Zellen in spezifische intratumorale Gebewebenischen, in welchen selbige
Zelltypen mit einem CCR7* Aktivierungsstadium dendritischer Zellen, den sogenannten DC3,
interagieren. Diese Interaktionen werden durch DC3-exprimiertes CXCL16 optimiert und
ermdglichen diesen zytotoxischen T-Zellen Uberlebenssignale, unter anderem das Zytokin IL-15,
zur Verfligung zu stellen, was eine effektive Tumorkontrolle erméglicht (adaptiert von Di Pilato,
Kfuri-Rubens et al., 2021).
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3.2 Publikation ll: Neutrophil subtypes shape HIV-specific
CD8 T cell responses after vaccinia virus infection

Mauro Di Pilato, Miguel Palomino-Segura, Ernesto Mejias-Pérez, Carmen E Gdémez,
Andrea Rubio-Ponce, Rocco D’Antuono, Diego Ulisse Pizzagalli, Patricia Pérez,
Raphael Kfuri-Rubens, Alberto Benguria, Ana Dopazo, lvan Ballesteros, Carlos Oscar
S. Sorzano, Andrés Hidalgo, Mariano Esteban and Santiago F. Gonzalez.

npj Vaccines, 2021
DOI: 10.1038/s41541-021-00314-7
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Abbildung 2: Die Subpopulationen Na und N neutrophiler Granulozyten weisen nach Vaccinia
Virus (VACV)-Infektion intrasplenisch unterschiedliche migratorische Verhalten und
Interaktionskapazitaten mit zytotoxischen T-Zellen auf. Dariiber hinaus zeigen diese
differenzielle Expressionen von multiplen inflammatorischen und migratorischen Markern, wie
IL-1R und CXCR2, und insbesondere von Adhasionsmolekiilen, wie das a4B1-Integrin (Very
late antigen-4, VLA-4) auf. Die Inhibition von VLA-4 fiihrt zu einem héheren NB/Na-Quotienten
und folglich zu einer effektiveren VACV-induzierten zytotoxischen T-Zell-Antwort auf Pol-1-/Pol-
2-HIV-Antigene (adaptiert von Di Pilato et al., 2021, publiziert unter der Creative Commons

Attribution 4.0 International License!").

[ https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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3.3 Erklarung zum Beitrag der Veroffentlichungen

3.3.1 Beitrag zur Publikation |

Als einer der vier Erstautoren der Publikation I: ,CXCR6 positions cytotoxic T cells to
receive critical survival signals in the tumor microenvironment” (Cell, 2021) habe ich den
Grolteil der Experimente geplant, durchgefiihrt, die anschlieRenden Analysen

vorgenommen und visualisiert.

Genauer habe ich das zugrundeliegende single cell RNA sequencing-Experiment
(scRNA seq) mitgeplant und vollstandig durchgefihrt, in Form der Tumorimplantation
und -explantation, der durchflusszytometrische Sortierung von CD45" Immunzellen und
CD45 Nicht-Immunzellen und der anschlieRenden Einspeisung von Einzelzellen in
Tropfsuspensionen (inDrop-Plattform). Bei der anschlieRenden bioinformatischen
Auswertung war ich mafdgeblich als Teil eines Bioinformatiker-Teams beteiligt. Auf Basis
dieser Arbeit sind die Ergebnisse der Figure 1 A, B, C, D, Figure 4 A, B, C, Figure 5 A

und Figure 6 E, F entstanden.

Bezuglich  durchflusszytometrischer Analysen explantierter, tumorinfiltrierender
Immunzellen und ex vivo-kultivierten TCF-1P°* und TCF-1"*9 CD8" T-Zellen habe ich die
entsprechenden Experimente der Figure 1 H, I, J, K, L, M, N, O, teils in Zusammenarbeit
mit Dr. Mauro Di Pilato geplant, allerdings samtlich eigenstéandig durchgefihrt und
ausgewertet. Die in vivo-Proliferationsassays und die durchflusszytometrischen
Experimente tumorinfiltrierender WT und Cxcr6”, CX3CR1* und CX3CR1~ TCF-1"¢ und
TCF-1P°° zytotoxischer T-Zellen der Figure 2 A, B, C,D, E, F, G, H, I, J, K, L, M wurden
von Dr. Mauro Di Pilato und mir geplant und schlieBlich von samtlich von mir

durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Experimente der Figure 3A, B, C,D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, inklusive der
Kultur und retroviralen Transduktion von TCF-17°® und TCF-1"°9 CD8" T-Zellen, deren
Injektion in murine, subkutane Tumormodelle, die Messung der Tumorvolumina und
anschliefsender durchflusszytometrischer Auswertung multipler
Immunzellsubpopulationen wurden alle von mir durchgefihrt, ausgewertet und
visualisiert. FACS-basierte Analysen intratumoraler myeloider Zellen, wie Makrophagen,
cDC1, cDC2, CCR7™ und CCR7" DC3 in Figure 4 D, E und Figure 5 B wurden ebenfalls

von mir durchgefuhrt.
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Die intravitale Multiphoton-Mikroskopie (MP-IVM) intratumoraler zytotoxischer T-Zellen,
IL-12" dendritischer Zellen im Tumorstroma und -parenchym wurden génzlich von mir
etabliert und ausgefiihrt, welche in der Figure 5 C, D, F und G abgebildet ist. Die
konsekutive Analyse und Quantifizierung dynamischer Tracking-Parameter wurden von
Dr. med. Jasper Primann und mir in Zusammenarbeit durchgefuhrt (Figure 5 H, |, J, K,
L, M).

AbschlieRend wurden weitergehende durchflusszytometrische Analysen von Tumor-
assoziierten Makrophagen (TAM), cDC 1/2 und DC3 und von zytotoxischen T-Zellen in
verschiedenen murinen Knochenmarkchimare-Modellen von Dr. Mauro Di Pilato und mir
geplant, durchgeflihrt und analysiert (Figure 6 A, B, C,Dund G, H, |, J, K, L, M, N, O).

Die geteilte Erstautorenschaft kam dadurch zu Stande, dass Dr. Mauro Di Pilato und ich
den Hauptanteil der Experimente zusammen geplant, durchgefiihrt, ausgewertet und
visualisiert haben und gemeinsam das Projekt begonnen, inhaltlich weiterentwickelt und
abgeschlossen haben. Dr. Jasper PriRmann hatte zuvor wichtige Methoden etabliert
und Dr. Aleksandra Ozga konnte wahrend der Abwesenheit von Dr. Mauro Di Pilato und
mir aufgrund der COVID-19-Pandemie abschlieBende Experimente im Rahmen des

Revision-Prozesses ausfuhren.
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3.3.2 Beitrag zur Publikation Il

Als Co-Autor der Publikation Il: ,Neutrophil subtypes shape HIV-specific CD8 T cell
responses after vaccinia virus infection” (npj Vaccines, 2021) war ich maf3geblich an der
Planung, der Durchfiihrung und der anschlieBenden Analyse und Visualisierung der
Interaktionen zwischen den neutrophilen Granulozyten, Na. und NB, und zytotoxischen
T-Zellen in murinen Milzen in vivo (Figure 3 A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K) beteiligt.

Dieser Prozess bestand aus der mikrochirurgischen Vorbereitung der Mausmodelle, den
intravendsen Injektionen von GFP-markierten neutrophilen Granulozyten, der
intraperitonealen Immunisierung mittels der Vakzine NYVAC-C A3 und der

anschlieftenden intravitalen Multiphotonenmikroskopie.

Die Rohdaten bestanden aus Videos multipler optischer Querschnitte, welche das
bildgebende Volumen von Na, N und CD8" T-Zellen im Milzparenchym darstellten. Da
das Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten relativ zu den T-Zellen von
Interesse war, wendete ich Matlab-Skripte an, um dynamische Zellbahnparameter zu
kalkulieren, basierend auf zeitlich abhangigen Koordinaten rekonstruierter
Zelloberflachen in Imaris. Daraus habe ich entscheidende Parameter, wie Displacement

Length, Speed und mehrere Kontaktparameter ableiten kénnen (Figure 3 H, |, J, K).

Letztlich habe ich die graphische Aufarbeitung dieser Arbeit, Figure 7, samtlich

konzeptionell erarbeitet und erstellt.
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4. Deutsche Zusammenfassung

41 Zusammenfassung der Publikation |

4.1.1 Der Chemokinrezeptor CXCR® ist fur die antitumorale
Immunantwort zytotoxischer T-Zellen essentiell

Im immunogenen, murinen Melanommodell D4M.3A-pOVA konnte durch
transkriptionelle Einzelzellanalysen gezeigt werden, dass intratumorale CD8" effector-
like T-Zellen, welche durch Expression der Effektorgene Gzmb und Haver2
charakterisiert sind, und memory-like T-Zellen, gekennzeichnet durch Nsg2- und Tcf7-
Expression, von allen Chemokinrezeptorgenen Cxcr6 am starksten exprimierten. Auf
Proteinebene wurden PD-1" zytotoxische T-Zellen (CTL) untersucht, um die
Chemokinrezeptorexpression auf aktivierten (Honda et al., 2014), tumorspezifischen
T-Zellen zu beschranken (Simoni et al., 2018; Scheper et al., 2019). Hierunter zeigte
sich in TCF-17*° stem-like T-Zellen eine negative/niedrige, intermedidare und hohe
Expression und in TCF-1"°9 effector-like T-Zellen eine homogen hohe Expression von
CXCR®, was im Zusammenhang bekannter Differenzierungsverlaufe
antigenspezifischer T-Zellen (Utzschneider et al., 2016; Siddiqui et al., 2019) eine
chemotaktische Reprogrammierung nach Verlust von TCF-1 suggeriert. Schlief3lich
konnte in den Tumormodellen D4M.3A-pOVA, YUMM1.1 und LLC1 ein beschleunigtes
Tumorwachstum in Cxcr6”~ Mausen im Vergleich zu wildtypischen (WT) Mausen gezeigt

werden.

4.1.2 Die Expansion und das Uberleben von effector-like, zytotoxischen
T-Zellen im Tumormikromilieu ist abhangig von CXCR6

Nachdem eine grof3ere Rolle von CXCR6 im Priming naiver CTL ausgeschlossen wurde,
konnte allerdings eine signifikant starkere Akkumulation und Persistenz von WT
TCF-1"9 OT-I-Zellen im Vergleich zu Cxcr6™~ OT-I-Zellen im Mikromilieu von D4M.3A-
pOVA-Tumoren gezeigt werden. Diese Diskrepanz konnte insbesondere durch eine
verminderte Proliferation und eine erhohte Apoptoserate der hochfunktionellen,
transitorischen TCF-1"*¢ CTL der Cxcr6”'-Zellen, welche durch die Expression von
T-bet, Granzym B und CX3CR1 charakterisiert sind (William H Hudson et al., 2019;
Zander et al., 2019), erklart werden. Um eine Rolle CXCRG6-abhangiger Programmierung
des zelluldren Uberlebens von CTL in tumordrainierenden Lymphknoten
auszuschlieBen, wurden in vitro differenzierte TCF-1"% WT und CXCRG6-depletierte
zytotoxische T-Zellen, welche sich phanotypisch und funktionell nicht unterschieden, in

tumortragende Mause injiziert, wobei sich hier eine komplette Absenz jeglicher
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antitumoralen Aktivitat der Cxcr6”~ CTL zeigte. Dieser Effekt konnte hauptsachlich der
héheren Apoptoserate der Cxcr6”~ CX3CR1"™ TCF-1"¢ CTL innerhalb des
Tumormikromilieus zugeschrieben werden. Folglich ist die Foérderung des
Zelliberlebens die zentrale Funktion von intratumoral exprimiertem CXCRG6 in

zytotoxischen T-Zellen.

4.1.3 CXCRG6 fordert intratumorale Interaktionen zwischen zytotoxischen
T-Zellen und perivaskularen Clustern von CXCL16* CCR7* DC3

Bei Exploration der transkriptionellen Einzelzelldaten intratumoraler Immunzellen in
D4M.3A-pOVA-Tumoren stellte sich heraus, dass CCR7" dendritische Zellen 3 (DC3)
die starkste Expression des CXCR6-Liganden Cxcl16  aufwiesen.
Durchflusszytometrisch konnten sowohl bekannte Marker von cDC1, XCR1 und CD103,
und von cDC2, wie CD172a, in Subpopulationen von DC3 identifiziert werden, was
darauf hindeutet, dass diese von beiden cDC-Subtypen entstammen kénnen. Um die
Rolle von CXCRG6 in der Orchestrierung von Interaktionen zwischen zytotoxischen
T-Zellen und DC3 zu erproben, wurden DC3 im IL-12 p40-YFP-Mausmodell nach
Implantation der amelanotischen H2B-Cerulean-markierten D4M.3A-Tumorzellen
selektiv mittels intravitaler Multiphotonenmikroskopie (MP-IVM) dargestellt (Zilionis et al.,
2019; Maier et al., 2020). Hierbei wurden DC3 hauptsachlich im Tumorstroma,
insbesondere um umschriebene BlutgefaRabschnitte, identifiziert. Bei der Untersuchung
des dynamischen Migrationsverhaltens von WT und Cxcr6’~ TCF-1"% OT-I-Zellen
konnte eine signifikant praferenzielle Akkumulation von WT im Vergleich zu Cxcr6”~
OT-I-Zellen proximal der perivaskularen YFP* DC3-Cluster festgestellt werden. Nach
Quantifizierung multipler Migrationsparameter konnte besonders in Regionen distal der
DC3-Cluster eine langsamere, weniger gerade und vermindert gesamtdislozierte

Migration von WT im Vergleich zu Cxcr6™~ OT-I-Zellen beobachtet werden.

4.1.4 DC3 transprasentieren das Uberlebenssignal IL-15 an effector-like,
zytotoxische T-Zellen im tumoralen Mikromilieu

Um die funktionelle Relevanz von CXCL16 auf DC3 zu testen, wurden murine Cxcl16
KO: zDCP™ - B6 Knochenmarkchimare generiert, in welchen cDC spezifisch durch
systemische Diphtherietoxin-Gabe depletiert werden konnten. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass sich nach DC-Ablation die Apoptoserate von WT OT-I-Zellen signifikant
steigerte, was auf einen entscheidenden Einfluss der CXCL16-Expression in DC3 auf
das Uberleben von TCF-1"*¢ CTL hindeutete. Zur Identifikation der verantwortlichen
Faktoren, welche die Proliferation und das Uberleben von zytotoxischen T-Zellen férdern

kénnen, wurden samtliche Kandidaten auf transkriptioneller Ebene analysiert. Im
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Vergleich aller intratumoralen antigenprasentierenden Zellen (APC) exprimierten DC3
die hochsten mRNA-Level von Cd80 und Cd86 der B7-Familie, zuséatzlich zu Tnfsf4
(OX40-Ligand), Tnfsf9 (4-1BB-Ligand) und an der p40-Untereinheit des Zytokins
IL-12/IL-23 und schlieBlich IL-15. DC3, insbesondere CCR7" DC3, wiesen zusétzlich die
héchste Expression von IL-15Ra auf, welches in vivo zur Transprasentation von IL-15
an CTL nétig ist (Dubois et al., 2002; Stonier et al., 2008). Zur Klarung der spezifischen
Rolle von IL-15Ra auf c¢DC, wurden murine [l[15ra KO:zDC°™® > B6
Knochenmarkchimare geschaffen, in welchen IL-15-kompetente cDC selektiv abladiert
werden konnten. Erneut konnte nach der Depletion eine Erhéhung der Apoptoserate und
zusatzlich der Bim-Expression in WT TCF-1"*9 OT-I CTL festgestellt werden, was eine
CXCR®6-abhangige IL-15-Transprasentation durch IL-15Ra* ¢cDC an TCF-1"%9 CTL zur
Férderung des zelluldren Uberlebens und letztlich der intratumoralen Akkumulation der
CTL nahelegt.

4.1.5 CXCRG6-Expression als prognostischer Marker in humanen
Krebserkrankungen

In offentlichen Datensatzen des The Cancer Genome Atlas (TCGA) wurden RNA-
Sequenzierungsdaten von Patienten mit malignen Melanomen analysiert. Hierbei
korrelierte CXCR6 im Tumorgewebe mit CD8b, allerdings weniger stark mit CD4 oder
der NK-Zell-Signatur, was — analog zu murinen Daten — auf eine praferenzielle
Expression von CXCR6 in zytotoxischen T-Zellen in humanen Melanomen hinweist.
Dartber hinaus zeigten die Patienten im héchsten Drittel der CXCR6-Expression eine
hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als die Patienten im untersten Drittel. Des
Weiteren korrelierte CXCR6 mit der Expression seines Liganden CXCL 16, mit IL12B und
mit der NK-Zell-Signatur, allerdings erwies sich CXCR6 unter diesen als besserer
Pradiktor fir das Gesamtliberleben. Bei Vergleich von stetigen, normalisierten
Expressionslevels aller Chemokinrezeptoren, fiel CXCR6 als bester Pradiktor fur das
Gesamtuberleben von Melanompatienten auf, gefolgt von CCR2, CCR5 und CXCRS3.
Nach Heranziehen der Datensatze aller verfiigbaren, soliden Tumorentitaten der TCGA-
Datenbank stellte sich CXCRG6 zusatzlich als Pradiktor fur das Gesamtuberleben von

Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, Adenokarzinomen der Lunge und Brustkrebs heraus.
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4.2 Zusammenfassung der Publikation Il

4.2.1 Intrasplenische Akkumulation neutrophiler Granulozyten geht der
HIV-spezifischen T-Zell-lmmunantwort voraus

Nach intraperitonealer Injektion von 107 Plaque-bildender Einheiten (PFU) des Vaccinia
Virus (VACV)-angehdrigen Stamms NYVAC-C AA52RAB15RAK7R (NYVAC-C A3) (di
Pilato et al., 2015, 2017) konnte nach zwei Stunden eine Akkumulation Ly6G* CD11b*
neutrophiler Granulozyten im Blut, der Peritonealhdhle und Milz von BALB/c-Mausen
beobachtet werden. Insbesondere im Bereich CD21/35" Regionen in den Marginalzonen
der Milz und spezifisch um CD3" CD8" Areale konnte eine préaferentielle Ansammlung
von Ly6G™* Neutrophilen im Gegensatz zu den Kontroll-Tieren identifiziert werden. Bei
Anwendung eines heterologen Immunisierungsprotokolls, welches aus einer initialen
intramuskularen Injektion rekombinanter DNA (rDNA) und einer anschlieBenden
Applikation von NYVAC-C/NYVAC-C A3 intraperitoneal bestand, konnte eine hdhere
T-Zell-spezifische Immunogenitat erreicht werden (Goémez et al.,, 2007). Nach
Stimulation von Splenozyten immunisierter Mause mittels HIV-1 Pol-1- oder Pol-2-
Peptiden wurden hohere absolute und relative Mengen polyfunktioneller, HIV-
spezifischer CD8" T-Zellen gemessen, was anhand der Expression von IFN-y und/oder
TNF und/oder lysosomal-associated membrane protein-1 (LAMP-1 oder auch CD107a)

durchflusszytometrisch erfasst wurde.

4.2.2 Die Subpopulationen Na und N neutrophiler Granulozyten zeigen
intrasplenisch unterschiedliche Migrationsverhalten und
Interaktionskapazitaten mit zytotoxischen T-Zellen auf

In der Peritonealhdhle NYVAC-C A3-infizierter Tiere konnten zwei Subpopulationen
neutrophiler Granulozyten, No. und N, durch unterschiedliche GréRRe, transkriptorischer
Aktivitat und Ly6G/CD11b-Expression, bei ahnlicher Ly6B.2-Expression, differenziert
werden. Durch Visualisierung GFP? Neutrophiler mittels intravitaler
Multiphotonenmikroskopie konnten Na und Nf durch das mittlere Zellvolumen
computergestutzt unterschieden und das jeweilige dynamische, migratorische Verhalten
in vivo untersucht werden. Hierbei wurden eine vergroRerte Dislokationslange, eine
héhere Geschwindigkeit und ein gréRerer Arrestkoeffizient fir Nf im Vergleich zu Na
gezeigt, was auf ein ausgepragteres patrouillierendes Verhalten dieser Zellen hinwies.
Zur Testung, ob das divergierende Migrationsverhalten mit einer veranderten
Interaktionsfahigkeit mit CD8" T-Zellen korreliert, wurden zytotoxische T-Zellen
Pockenvirus-infizierter Mause mit GFP-markierten neutrophilen Granulozyten in
NYVAC-C3 A3-immunisierte Tiere adoptiv transferiert. Obwohl beide Neutrophilen-
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Subpopulationen ahnliche Interaktionsdauern und vergleichbare Kontaktzeiten relativ
zur visualisierten Zeit aufzeigten, war ein héherer Prozentsatz von Nf in Kontakt mit
CD8" T-Zellen. Zudem wiesen diese eine hohere Kapazitdt auf langere

Migrationsstrecken zu Uberwinden, um mit T-Zellen in Interaktion treten zu kdnnen.

4.2.3 Na und N weisen lokalisationsspezifisch unterschiedliche a4p1-
Integrin-Expressionen auf

Die Expressionen multipler Oberflachenproteine, welche in der Migration und Adhasion
neutrophiler Granulozyten involviert sind, wurden zur Klarung der verschiedenen
Migrationsverhalten der Neutrophilen-Subpopulationen herangezogen. CXCR2 wurde in
der Peritonealhdhle von NYVAC-C A3-infizierten C57BI/6 J-Mausen von Na und Nf
ahnlich stark exprimiert, allerdings wiesen N eine signifikant hdhere Expression von
IL-1R, CD49d (a4) und CD29 (B1) auf. Im Blut der gleichen Tiere zeigten N3 ebenfalls
héhere Expressionen von CD49d und CD29 im Gegensatz zu No auf, allerdings in
hoheren Mengen als Np der Peritonealhdhle. In der Milz konnten vergleichbare
Expressionen von IL-1R und CXCR2 auf sowohl Na und NP beobachtet werden,
allerdings Uberexprimierten N nach wie vor das a4p1-Integrin, auch very-late-antigen 4
(VLA-4) genannt. SchlieBlich konnten im Blut, der Peritonealhdhle und Milz signifikant
gréRere Populationen von VLA-4" NB identifiziert werden, wahrend in allen untersuchten

Organen VLA-4 in Na homogen niedrig exprimiert wurden.

4.2.4 Inhibition des a4pB1-Integrins verbessert die HIV-spezifische
zytotoxische T-Zell-Antwort durch Erhohung des NB/Na-Quotienten

Zur Uberpriifung, ob eine gezielte Manipulation des Neutrophilen-Infiltrats im priméren
Infektionsherd durch Inhibition des auf Noa und Np differentiell exprimierten VLA-4
zugunsten einer effektiveren, zytotoxischen T-Zell-Antwort mdéglich ist, wurden Mause
mit dem inhibitorischen, monoklonalen anti-a4p1 Antikérper Natalizumab (Niino et al.,
2006) therapiert und anschlieffend mit NYVAC-C A3 infiziert. In der Peritonealhéhle und
der Milz behandelter Mause fanden sich vergleichbare Mengen an CD4* und CD8*
T-Zellen, NK- und B-Zellen, sowie dendritischen Zellen und Makrophagen wie in den
Organen der Tiere, die einen IgG2b-Kontrollantikrper erhielten. Allerdings konnte ein
signifikant hdherer NB/No-Quotient sowohl in der Peritonealhdhle als auch in der Milz
Natalizumab-behandelter Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden,
mutmallich aufgrund alterierter Neutrophilenrekrutierung und folglich Akkumulation. Um
eine Veranderung der daraus resultierenden adaptiven zytotoxischen T-Zell-Antwort zu

testen, wurden BALB/c-Mause mit dem oben erwahnten Protokoll heterolog immunisiert
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und mit Natalizumab/lgG2b behandelt. Bei Quantifizierung der CD8" T-Zell-Antwort auf
Pol-1-/Pol-2-Antigene konnte in Natalizumab-therapierten Tieren eine deutliche gréRere
absolute und relative Menge Effektorzytokine-sezernierender CD8" T-Zellen (IFN-y*
und/oder TNF* wund/oder CD107a") festgestellt werden, bei vergleichbarer
polyfunktionaler Kapazitat, welche anhand der Moglichkeit mehr als eine dieser
Effektorzytokine exprimieren zu kénnen definiert wurde. Die Abhangigkeit dieser HIV-
spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort von neutrophilen Granulozyten wurde durch
Depletion dieser mittels Injektion eines anti-Ly6G monoklonalen Antikdrpers vor dem
NYVAC-C A3-Booster Uberprift. Dabei zeigte sich eine ahnliche, verminderte CD8"
T-Zell-Antwort sowohl in anti-VLA-4-Antikdrper- als auch in Kontrollantikérper-

behandelten Mausen.
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5. English Summary

5.1 Summary of publication |

5.1.1 The chemokine receptor CXCRG6 is pivotal for antitumor immune
responses mediated by cytotoxic T cells

Utilizing the immunogenic, murine melanoma model D4M.3A-pOVA, we analyzed single
cell transcriptomes of enriched intratumoral immune cells in order to systematically
explore chemokine receptor expression levels of tumor-infiltrating cytotoxic T cells (CTL).
Both the CD8" effector-like T cell state, which was characterized by Gzmb and Havcr2
expression, and the memory-like T cell state, which was defined by expression of Nsg2
und Tcf7, expressed among all chemokine receptor genes most highly Cxcr6. On protein
level PD-1* CTL were assessed by flow cytometry to focus our analyses on activated
(Honda et al., 2014) and tumor-specific (Simoni et al., 2018; Scheper et al., 2019) CD8*
T cells. Among these, TCF-1P°° stem-like T cells displayed a negative/low, intermediate
and high CXCRG6 expression whereas TCF-1"* effector-like T cells showed an uniformly
high expression. In the light of published differentiation trajectories of antigen-specific T
cells in chronic viral infections and cancer (Utzschneider et al., 2016; Siddiqui et al.,
2019), this suggests a major chemotactic reprogramming resulting from loss of TCF-1.
Lastly, multiple immunogenic tumor types, such as D4M.3A-pOVA, YUMM1.1 und LLCA1,
exhibited accelerated tumor growth rates in Cxcr6”~ mice compared to wildtype (WT)

animals.

5.1.2 The expansion and survival of effector-like cytotoxic T cells in the
tumor microenvironment is dependent on CXCR6

After excluding a significant role of CXCRG6 in optimizing CTL priming, we identified
significant accumulation and persistence of WT TCF-1"°9 OT-l cells compared to
Cxcr6” OT-l cells within the D4M.3A-pOVA tumor microenvironment. This discrepancy
was mainly due to reduced proliferation and higher apoptotic rates of a highly functional
transitory TCF-1"¢ CTL subset of Cxcr6'~ cells, which is characterized by T-bet,
granzyme B and CX3CR1 expression (William H Hudson et al., 2019; Zander et al.,
2019). In order to exclude survival-enhancing CXCR6-dependent pre-programming in
tumor-draining lymph nodes, we injected in vitro differentiated TCF-1"*¢ WT und Cxcr6”
cytotoxic T cells, which did not differ phenotypically and functionally, into tumor-bearing
mice. Here, Cxcr6”~ TCF-1"¢ CTL were completely devoid of antitumoral effects
compared to their WT counterparts. This effect could be mainly ascribed to higher
apoptotic rates of CXCR6-deficient CX3CR1M TCF-1"¢ CTL within the tumor
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microenvironment. Thus, supporting cellular survival is the central function of

intratumorally expressed CXCRG6 in cytotoxic T cells.

5.1.3 CXCRG6 promotes intratumoral interactions between cytotoxic T
cells and perivascular clusters of CXCL16" CCR7* DC3s

When exploring single cell transcriptomes of intratumoral immune cells of D4M.3A-pOVA
tumors we found that CCR7" dendritic cells 3 (DC3) displayed the highest expression of
the CXCRG6 ligand Cxcl/16. By flow cytometry we detected that subsets of DC3 expressed
known markers of both conventional dendritic cell (cDC) 1, such as XCR1 and CD103,
and cDC2, like CD172a, which indicated that DC3 might derive from either cDC subset.
To better understand the role of CXCR6 in orchestrating interactions between cytotoxic
T cells and DC3, we implanted amelanotic H2B-Cerulean-tagged D4M.3A tumor cells
into Interleukin (IL)-12 p40-YFP reporter mice, which allowed us to selectively visualize
DC3 by intravital multiphoton microscopy (MP-IVM) (Zilionis et al., 2019; Maier et al.,
2020). Hereby, DC3 mainly localized within the tumor stroma, especially aligned around
discrete vessel segments. Analyzing the dynamic migration behavior of WT and
Cxcr6” TCF-1"9 OT-I cells we found enhanced accumulation of WT compared to Cxcr6
= OT-l cells proximal of perivascular YFP* DC3 clusters. When quantifying multiple
dynamic track parameters of migrating cytotoxic T cells we observed significantly
reduced speeds, less straight paths and diminished displacements of WT OT-I cells in

comparison to Cxcr6”~ CTL in regions distal of DC3 clusters.

5.1.4 DC3 trans-present the survival signal IL-15 to effector-like cytotoxic
T cells in the tumor microenvironment

To test for the functional relevance of CXCL16 expressed by DC3, we generated murine
Cxcl16 KO: zDCP™ > B6 mixed bone marrow chimera, in which ¢cDC could be
specifically ablated by systemic diphtheria toxin treatment. Here, we could show that
cDC depletion elevated apoptotic rates of WT OT-I cells significantly which suggested a
critical role of CXCL16 expression in DC3 in regard to the cellular survival of TCF-1"9
cytotoxic T cells. In order identify responsible factors, which might support proliferation
and survival of CTL, we systematically explored potential candidates on transcriptional
level. Comparing all intratumoral antigen presenting cells (APC) DC3 expressed the
highest levels of B7 family Cd80 and Cd86 mRNA, in addition to Tnfsf4 (OX40 ligand),
Tnfsf9 (4-1BB ligand) and the p40 subunit of the cytokine IL-12/IL-23 and finally IL-15.
Furthermore, DC3, particularly CCR7" DC3, exhibited the highest expression of IL-15Ra.
which is required to trans-present IL-15 to CTL in vivo (Dubois et al., 2002; Stonier et al.,
2008). To determine the role of IL-15Ra specifically on ¢cDC, murine //15ra KO:zDCP™
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- B6 mixed bone marrow chimera were created in which IL-15-competent cDC could
be selectively ablated. Again, depletion of cDC subsets raised the apoptotic rate and
additionally Bim expression of WT TCF-1"*9 OT-I CTL considerably which indicated
CXCR6-dependet IL-15 trans-presentation via IL-15Ra* ¢cDC to TCF-1"¢ CTL in order

foster cellular survival and thus intratumoral accumulation of the latter cell type.

5.1.5 CXCRG6 expression as prognostic marker in human cancer patients

In publicly available data sets of The Cancer Genome Atlas (TCGA) we analyzed RNA
sequencing data of melanoma patients. Here, we found that CXCR6 strongly correlated
with CD8b in tumor tissue, however less so with CD4 or the NK cell signature, which —
analogous to murine data — suggested a preferential expression of CXCR6 in cytotoxic
T cells in human melanoma. Moreover, the upper third of patients with the highest
CXCRG6 expression displayed a significantly better survival probability compared to
patients of the bottom third. In addition, CXCR6 correlated with the expression of its
ligand CXCL16, with IL12B and with the NK cell signature, CXCR6, however, revealed
to be a better predictor for overall survival. When comparing continuous normalized
expression levels of all chemokine receptor genes CXCR6 turned out to be the best
predictor for overall survival of melanoma patients, followed by CCR2, CCR5 und
CXCRa3. After extending our analyses to all available solid tumor entities of the TCGA
data base, we found that CXCR6 was able to predict survival of patients with head and

neck tumors, adenocarcinoma of lungs and breast cancer.

5.2 Summary of publication Il

5.2.1 Intrasplenic accumulation of neutrophils precedes HIV-specific
CD8* T-cell responses

After intraperitoneal injection of 107 plaque-forming units (PFU) of the vaccinia virus
(VACV) strain NYVAC-C AA52RAB15RAK7R (NYVAC-C A3) (di Pilato et al., 2015, 2017)
into BALB/c mice, Ly6G* CD11b" neutrophil granulocytes accumulated within two hours
in the blood, peritoneal cavity and spleen of aforementioned animals. In particular within
CD21/35" areas of the marginal zones in the spleen and more specifically around CD3*
CD8" regions Ly6G" neutrophils localized preferentially compared to PBS-injected mice.
By deploying a heterologous immunization protocol, which consisted of an initial
intramuscular injection of recombinant DNA (rDNA) and a following application of
NYVAC-C/NYVAC-C A3 intraperitoneally we achieved a more immunogenic antigen-
specific T cell response (Goémez et al., 2007). After exposing splenocytes of immunized

mice to human immunodeficiency virus (HIV)-1 pol-1 or pol-2 peptides, higher absolute
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and relative amounts of polyfunctional, HIV-specific CD8" T cells were measured, which
was assessed by the expression levels of interferon-y (IFN-y) and/or tumor necrosis

factor (TNF) and/or lysosomal-associated membrane protein-1 (LAMP-1 or CD107a).

5.2.2 Neutrophil subsets Na and Nf§ exhibit different dynamic migration
behaviors and interaction capacities with cytotoxic T cells
intrasplenically

Within the peritoneal cavity of NYVAC-C A3-infected mice we could differentiate two
subpopulations of neutrophil granulocytes, No. and Np, by their different sizes,
transcriptomic activity and Ly6G/CD11b expression. However, they exhibited similar
Ly6B.2 expression. By visualizing GFP* neutrophils via intravital multiphoton microscopy
Noa and Nf could be discriminated computationally utilizing tracked mean volumes and
their dynamic migratory behavior in vivo could be analyzed. Here, we found higher
displacement lengths, speeds and arrest coefficients for N3 compared to Na, which
suggested a pronounced patrolling behavior of these. To test whether the diverging
migratory behavior resulted in different interaction capacities with CD8" T cells, we
adoptively transferred cytotoxic T cells of poxvirus-infected mice with GFP-tagged
neutrophil granulocytes into NYVAC-C3 A3-immunized animals. Although both
neutrophil subpopulations displayed comparable interaction durations and percentages
of elapsed time in contact with CD8" T cells, a higher proportion of Nf demonstrated
CD8" T cell contacts. In addition, Np exhibited an enhanced capacity to overcome longer

distances in order to establish CD8" T cell interactions.

5.2.3 Na and Np display distinct localization-specific a4p1 integrin
expression

The expression levels of multiple surface proteins, which are involved in migration and
adhesion of neutrophil granulocytes, were analyzed to investigate different migration
behaviors of both neutrophil subpopulations. Na. and NP expressed comparable levels
of CXCR2 within the peritoneal cavity of NYVAC-C A3-infected C57BI/6 J mice, however,
Np showed significantly higher expressions of IL-1R, CD49d (a4) and CD29 (B1). In the
blood of the same animals Nf displayed higher expression levels of CD49d and CD29
compared to Na as well, even higher amounts than N in the peritoneal cavity. In the
spleen IL-1R and CXCR2 in Na. and N were similarly expressed, however, N still
expressed increased amounts of a4p1 integrin respectively very-late-antigen-4 (VLA-4).

Lastly, we could identify significantly larger populations of VLA-4" NB in blood, the
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peritoneal cavity and the spleen, whereas in all tested organs Na expressed VLA-4 in

homogenously low levels.

5.2.4 Inhibition of a4p1 integrin enhances HIV-specific cytotoxic T-cell
responses by increasing Np/Na ratio

To investigate whether we could manipulate neutrophil subpopulations in the primary
infection site by inhibiting differentially expressed VLA-4 by Na and N to elicit an effective
HIV-specific, cytotoxic T-cell response, we treated mice with the inhibitory monoclonal
anti-a4p1 antibody natalizumab (Niino et al., 2006) and subsequently infected them with
NYVAC-C A3. In the peritoneal cavity and the spleen of treated mice we found
comparable amounts of CD4* and CD8" T cells, NK and B cells, as well as dendritic cells
and macrophages compared to the organs of control IgG2b-injected mice. However, we
identified significantly higher NB/Na. ratios in both the peritoneal cavity and the spleen of
natalizumab-treated mice in comparison to the control group, putatively because of
altered neutrophil recruitment and thus accumulation. To test whether this effect affected
the resulting adaptive cytotoxic, HIV-specific T-cell response, BALB/c mice were
immunized with aforementioned protocol and additionally treated with natalizumab or
control IgG2b. When quantifying the CD8" T cell response against HIV pol-1 and pol-2
antigens natalizumab-injected animals exhibited higher amounts of absolute and relative
amounts of effector-cytokine secreting CD8" T cells (IFN-y* and/or TNF* and/or
CD107a"). However, polyfunctionality, which was assessed by the capacity of CTL to
express more than one effector cytokine, was not altered. The dependency of the HIV-
specific, cytotoxic T-cell response on neutrophil granulocytes was tested by depleting
the latter via injection of anti-Ly6G monoclonal antibodies before the NYVAC-C A3
booster. Here, both anti-VLA-4 antibody and control antibody-treated mice showed a

similar and diminished CD8" T-cell response.
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