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Zusammenfassung:

Bei der Multiplen Sklerose (MS) stellt die Einwanderung autoreaktiver T-Zellen in das
zentrale Nervensystem mit Induktion einer Inflammation einen zentralen
Pathomechanismus dar. Der Immunmodulator Fingolimod (FTY720/Gilenya®), der zur
Therapie der schubférmig remittierenden MS eingesetzt wird, beruht auf der
Ruckfihrung von CCR7+ Lymphozyten, darunter autoreaktive T-Zellen, in die
sekundaren Lymphorgane. In dieser Arbeit wurde das T-Zell-Rezeptor-g (TZR- )
Immunrepertoire von CD4+ CCR7+, darunter naive T-Zellen (Tnc) und zentrale
Gedachtnis-T-Zellen (Tcm), und CD4+ CCRY7- Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tewm)
Zellen von zwei MS Patienten vor und unter Fingolimod Therapie im Vergleich zu
einem MS Patienten ohne Therapie und einer gesunden Kontrolle im zeitlichen Verlauf
von 10 bzw. 12 Monaten untersucht. Mittels lllumina Next Generation Sequencing
wurden im TZR-B-Repertoire V-J-Kombinationsmadglichkeiten, Diversitat, Klonalitat,
dominante CDR3 Sequenzen und mdgliche Antigenspezifitaten mit dem Ziel einer
Abbildung MS spezifischer und therapieassoziierter TZR-B-Repertoireveranderungen
analysiert. Durchflusszytometrische Untersuchungen bestatigten  andere
Veroffentlichungen und zeigten eine Veranderung des CD4/CD8 Quotienten
zugunsten der CD8+ T-Zellen und eine Suppression der CD4+ Tnc und Tem Zellen, mit
Anstieg des Anteils der CD4+ Tewm Zellen unter 12-monatiger Fingolimod Therapie.
Gleichzeitig nahmen die V-J-Rekombinationsmdglichkeiten des TZR-B ab und es
zeigte sich, dass MS Patienten eine im Vergleich zur gesunden Kontrolle erhdhte
Frequenz des Segments TRBV5.1 aufwiesen. Unter Therapie nahm sowohl in den
CD4+ Tnc und Tewm als auch den CD4+ Tem Subpopulationen die Diversitat des TZR-
B-Repertoires zu. Die CD4+ Tnc und Tem Subpopulation der MS Patienten zeigten eine
geringere und die CD4+ Tem Subpopulation eine hdhere Diversitat als die der
gesunden Kontrolle. Wahrend es unter Fingolimod Therapie beinahe zu einem
kompletten Austausch des CD4+ CCR7+ Repertoires kam, zeigte das Tem Repertoire
unter Therapie anteilig zunehmende klonale Persistenzen. CDR3 Sequenzen aller
Probanden der Tnc und Tem sowie Tem Subpopulationen konnten den Epitopen des
Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus und Humanen Immundefizienz-Virus Typ |
zugeordnet werden. Es fanden sich keine héheren Frequenzen dieser Epitop Spezies
Zuordnung bei den MS Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrolle. Mdgliche
Amplifikationsartefakte, Unterschiede in der Sequenziertiefe und eine geringe
Korrelation der Ausgangszellzahl mit dem Sequenzierungsprodukt kénnten jedoch
Abbildungen des TZR-B-Repertoires quantitativ und qualitativ beeinflussen. Eine
grolere Kohorte an MS Patienten mit und ohne Therapie und gesunder Kontrollen
sowie die Korrelation von Patientenhistorie, Nebenwirkungsprofilen, klinischen
Verlaufsparametern und bildmorphologischen Krankheitsdquivalenten mit TZR-B-
Repertoire Variablen wie Diversitat, Klonalitat und hochfrequente CDR3 Sequenzen
wurde moglicherweise die Chance bieten, einen diagnostischen, prognostischen oder
behandlungsstratifizierenden Biomarker der MS zu ermitteln.



Abstract:

In multiple sclerosis (MS), the immigration of autoreactive T cells into the central
nervous system with induction of inflammation represents a central pathomechanism.
The immunomodulator Fingolimod (FTY720/Gilenya®), which is used to treat
relapsing-remitting MS, relies on homing of CCR7+ Ilymphocytes, including
autoreactive T cells, into secondary lymphoid organs. In this study, the T cell receptor-
B (TCR- B) immune repertoire of CD4+ CCR7+, including naive T cells (Tnc) and
central memory T-cells (Tcm), and CD4+ CCRY7- effector memory T cells (Tem) from
two MS patients before and on fingolimod therapy was examined in comparison to one
MS patient without therapy and a healthy control over a time course of 10 and 12
months, respectively. lllumina next generation sequencing was used to analyze V-J-
recombination, diversity, clonality, dominant CDR3 sequences and possible antigen
specificities in the TCR-B repertoire with the aim of mapping MS-specific and therapy-
associated TCR-B repertoire changes. Flow cytometry confirmed other publications
and showed a change in the CD4/CD8 quotient in favor of CD8+ T cells and
suppression of CD4+ Tnc and Tcwm cells, with increase in the proportion of CD4+ Tewm
cells under 12 months of fingolimod therapy. At the same time, V-J-recombination
potential of the TCR-3 decreased and MS patients were found to have an increased
frequency of the TRBV5.1 segment compared with healthy control. Under therapy, the
diversity of the TCR-B repertoire increased in both the CD4+ Tnc and Tem and the
CD4+ Tem subpopulations. The CD4+ Tnc and Tcm subpopulation of MS patients
showed lower and the CD4+ Tem subpopulation showed higher diversity than that of
healthy controls. While there was almost a complete replacement of the CD4+ CCR7+
repertoire under fingolimod therapy, the Tem repertoire showed proportionally
increasing clonal persistence under therapy. The CDR3 sequences of all subjects of
the Tnc and Tewm as well as Tem subpopulations could be assigned at high frequency to
the epitopes of cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, and human immunodeficiency
virus type I. No higher frequencies of these epitope species assignment were found in
the MS patients compared with healthy controls. However, possible amplification
artifacts, differences in sequencing depth, and lack of correlation of baseline cell
number with sequencing product could quantitatively and qualitatively affect mappings
of the TCR-[3 repertoire. A larger cohort of MS patients with and without therapy and
healthy controls, as well as correlation of patient history, adverse event profiles, clinical
course parameters, and image morphologic disease equivalents with TCR-f repertoire
variables such as diversity, clonality, and high-frequency CDR3 sequences, would
potentially provide an opportunity to identify a diagnostic, prognostic, or treatment-
stratifying biomarker of MS.
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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Definition

Die Multiple Sklerose (MS), auch Enzephalomyelitis disseminiata genannt, ist eine
chronisch  entzindliche und demyelinisierende Krankheit des zentralen
Nervensystems (ZNS). Sie ist der haufigste Grund flr neurologische Behinderungen.
Die haufigste Verlaufsform, die schubformige remittierende MS (relapsing remitting
multiple sclerosis - RR-MS), ist charakterisiert durch das Auftreten neurologischer
Dysfunktionen im Rahmen von Schiben, Perioden der Remission und schlie3lich bei
den meisten Patienten durch den Verlust kognitiver oder funktioneller Fahigkeiten.
Dabei finden sich demyelinisierende Lasionen im zentralen Nervensystem. Atiologisch
wird ein multifaktorielles Geschehen vermutet. Die Ursache fur die neurologischen
Dysfunktionen sind zentrale Entzindungsvorgange, deren Pathomechanismen trotz
groRen Fortschritten in der Forschung noch nicht vollstandig geklart sind. Im Fokus
steht die Hypothese einer T-Zell vermittelten autoreaktiven Inflammation des ZNS,
wobei ein Autoantigen bisher nicht gefunden wurde. Derzeit gibt es noch keinen
kurativen Therapieansatz fur die MS. Durch den Einsatz von immunsuppressiven und
immunmodulativen Medikamenten, wie Interferon-, Natalizumab, Fingolimod oder
Alemtuzumab, kann der Krankheitsverlauf positiv beeinflusst werden. Trotz allem |asst

sich die Progression der Krankheit nicht aufhalten (Binder, 2009).
1.1.2 Epidemiologie der MS

Die weltweite Pravalenz der MS lag 2020 bei 2,8 Millionen Menschen. Global stieg
die Pravalenz von 33 auf 35,9 pro 100.000 Einwohner im Zeitraum von 2013 bis 2020
(Walton et al., 2020). Im Zeitraum von 1950 bis 2010 stieg auch die Inzidenz der MS
in Westeuropa, mitunter Deutschland, und Nordamerika an (Koch-Henriksen und

Saerensen, 2010; Fasbender und Kdlmel, 2008). Bei gleichzeitiger Zunahme der



verfugbaren Magnetresonanztomographien (MRTs) und der Zahl der praktizierenden
Neurologen ist unklar, ob diese Veranderungen auf einen Anstieg der Erkrankung, auf
bessere Diagnostik und Dokumentation oder eine verlangerte Lebenserwartung
zuruckzufuhren ist (Browne et al., 2014; Koch-Henriksen und Sgrensen, 2010). Trotz
globalen Auftretens zeigt die Pravalenz der Multiplen Sklerose regionale Unterschiede.
So liegt 2020 die Pravalenz von MS in Europa bei 142,8 pro 100.000 Einwohner, in
Afrika hingegen bei 8,8 pro 100.000 Einwohner (Walton et al., 2020). Im Jahr 2013
erkrankten Frauen in Europa dabei rund drei Mal haufiger an MS als Manner (Kingwell
et al., 2013). In Deutschland zeigte sich, dass sowohl Frauen als auch Manner mit
einem durchschnittlichen Alter von 37,6 Lebensjahren erkrankten. Die Altersspanne
reichte bei beiden Geschlechtern etwa vom 20. bis 60. Lebensjahr (Fasbender und
Kdlmel, 2008).

1.1.3 Atiologie der MS

Die Atiologie der MS ist noch vollstandig verstanden. Zusammenhange mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV), einer Rauch- und Ultraviolett-B-Exposition sowie dem
Vitamin D Haushalt konnten gefunden werden. Eine multifaktorielle Genese mit
exogenen Umwelteinfllissen und genetischen Faktoren wird vermutet. (Ramagopalan
et al., 2010) In Migrationsstudien zeigte sich ein unverandert niedriges
Erkrankungsrisiko  bei  Umsiedlungen von Niedrig-Pravalenz- zu Hoch-
Pravalenzgebieten im adulten Lebensabschnitt. Bei Geburt in einem Hoch-
Pravalenzgebiet entsprach das Erkrankungsrisiko dem der regionalen Bevdlkerung
(Dean and Kurtzke, 1971; Kurtzke, 2013). Es zeigte sich, dass eine negative Serologie
fur EBV das Risiko, an einer MS zu erkranken, reduziert (Ascherio and Munger, 2007;
Pakpoor et al.,, 2013). Symptomatische Infektionen mit dem Virus verdoppelten
hingegen das Risiko einer Erkrankung (Handel et al., 2010). Somit wird als potentielle
Ursache der MS ein durch EBV ausgeldstes molekulares Mimikry in Betracht gezogen
(Lang et al., 2002). Gleichzeitig ist eine EBV induzierte B-Zell Immortalisierung und

Transformierung ein diskutierter Pathomechanismus der MS (Tracy et al., 2012).



Auf eine genetische Pradisposition wiesen die Ergebnisse von Familien- und
Zwillingsstudien hin. Einer von acht Patienten zeigte eine familiare Geschichte von MS
(Harirchian et al., 2018). Zwillingsstudien zeigten unterschiedliche Konkordanzen beim
Auftreten von MS unter Zwillingen. Eine Konkordanz unter eineiigen Zwillingen von 30
% fand sich in Kanada. Im Vergleich zu zweieiigen Zwillingen war die Konkordanz um
ein 10-faches erhoht (Sadovnick et al., 1993). Aul3erdem wurde fur mehr als 100 Gene
eine Assoziation zur MS gefunden. Das hdchste genetische Risiko lief3 sich fur das
Gen HLA-DRB1*15:01 identifizieren. Homozygote Trager erkrankten retrospektiv
ungefahr sechs Mal haufiger, heterozygote Trager ungefahr drei Mal haufiger an MS
als Nicht-Trager des Gens (Hollenbach and Oksenberg, 2015). In der Atiologie der MS
zeichnet sich somit ein multifaktorielles Geschehen aus genetischer, infektioser und

umweltbedingter Genese ab.

1.1.4 Diagnose und klinischer Verlauf

Die Diagnose der MS basiert seit 2001 auf den McDonald Kriterien, die im Verlauf
mehrfach revidiert wurden. Die Hauptaspekte der Diagnosestellung sind die Klinik und
der Befund der Magnetresonanztomographie (MRT). Als Grundlage dient der
Nachweis der raumlichen und o6rtlichen Dissemination von MRT Lasionen und/oder
klinischen Ereignissen. Zusatzlich kann differentialdiagnostisch die Liquoranalyse mit
dem Nachweis einer intrathekalen Immunglobulinsynthese, sogenannten
oligoklonalen Banden, hinzugezogen werden. (McDonald et al., 2001; Polman et al.,
2011, 2005; Thompson et al., 2018).

Das Auffinden von unterschiedlich lokalisierten MRT Lasionen oder das Auftreten
von Schiben anderen Ursprungs wird ortliche Dissemination genannt. Das
Wiederauftreten oder das Neuauftreten von MRT Lasionen und/oder Schiben wird als
zeitliche Dissemination bezeichnet. Typische MS Lasionen lassen sich sowohl in der
T1 als auch der T2 Wichtung des MRTs nachweisen. Dabei lasst sich das Signal in
der T2 Wichtung durch die Applikation des Kontrastmittels (KM) Gadolinium
verstarken. Typische Manifestationsorte sind periventrikulare, juxtakortikale,

infratentorielle sowie spinale ZNS Areale. Es besteht eine signifikante Korrelation



zwischen Schubanzahl und Anzahl der KM-anreichernden Lasionen (Grossman et al.,
1988).

Folgende Verlaufsformen werden klinisch nach Lublin et al., 2014 unterschieden:

e Schubférmig Remittierende MS

(relapsing remitting multiple sclerosis — RR-MS)
e Sekundar Progrediente MS

(secondary progredient multiple sclerosis — SP-MS)
e Primar Progrediente MS

(primary progredient multiple sclerosis — PP-MS)

Ein initiales Ereignis eines typischen neurologischen Defizits mit Hinweis auf ein
demyelinisierendes Geschehen und gleichzeitigem Fehlen der Kriterien der zeitlichen
Dissemination wird als klinisch isoliertes Syndrom (KIS) beschrieben. Durch ein
wieder auftretendes (zeitlich disseminiert) oder ein neues (zeitlich und ortlich
disseminiert) neurologisches Ereignis wird dieses per Definition zur MS (Lublin et al.,
2014; Miller et al., 2005).

Etwa 80 % der Patienten zeigen die Klinik einer schubformig remittierenden MS
(RR-MS). Als Schub wird dabei das Auftreten von neurologischen Defiziten Gber mehr
als 24 Stunden bezeichnet. Danach kommt es Uber mehrere Wochen zur
Stabilisierung oder einer Remission des neurologischen Defizits. Bis zu 65 % der
Patienten mit RR-MS entwickeln eine sekundare progediente MS (SP-MS) mit einer
progredienten Verschlechterung der Symptomatik. Der Ubergang einer RR-MS in eine
SP-MS kann dabei haufig nur retrospektiv diagnostiziert werden. Bei etwa 20 % der
Patienten zeigt die MS primar einen progredienten Verlauf ohne Zeiten der Remission.
(Compston and Coles, 2008)

Jedes Ereignis, abhangig vom Ort der Lasion, kann monosymptomatisch oder
polysymptomatisch erscheinen. Die typischen Fruhsymptome sind dabei
Sensibilitatsstérungen, Motorik- und Koordinationsstérungen und die Ausbildung einer
einseitigen Optikusneuritis (Weinshenker, 1998). Des Weiteren kdnnen kognitive
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Beeintrachtigungen, wie eine Demenz, Stérungen der Sexual-, Darm- und
Blasenfunktion auftreten (Browne et al., 2014). Zur Quantifizierung der Behinderung
dientder durch J. Kurtzke 1954/1983 beschriebene und erweiterte Expanded Disability
Status Scale (EDSS). Dieser schatzt anhand der Gehstrecke und sieben weiteren
Funktionssystemen, darunter die Pyramidenbahn, das Kleinhirn, der Hirnstamm, das
sensorische System, die zerebrale Funktion, das visuelle System und die Blasen- und
Mastdarmfunktion, den Behinderungsgrad auf einer Skala von 0, keine Defizite, bis 10,
Tod durch MS, ein (Kurtzke, 1983). Es zeigen sich somit grof3e interindividuelle
Unterschiede in der Manifestation einer MS. Gleichzeitig findet sich trotz intensiven
Forschungsbemihungen der Pharmakotherapie kein universell einsetzbares
Medikament. Dieser individuelle klinische Verlauf bei MS Patienten stellt eine
Herausforderung fur die klinische Behandlung dar. So ist zu Beginn einer Therapie nie

klar, ob und inwieweit ein klinischer Erfolg zu erzielen ist.
1.2 Allgemeine und spezielle Pathophysiologie

1.2.1 T-Lymphozyten in der adaptiven Immunantwort

Als zellularer Bestandteil spielen T-Zellen, gemeinsam mit B-Zellen, eine wichtige
Rolle im adaptiven, spezifischen Immunsystem. T-Zellen tragen mit der Expression
des T-Zell-Rezeptors (TZR) die Aufgabe der Antigenerkennung. Assoziiert mit dem
Oberflachenmolekil CD3 (CD - cluster of differentiation) bildet der TZR bei
Antigenerkennung einen Komplex, der zur T-Zell Aktivierung fuhrt (Kuhns et al., 2006).

Um eine mdglichst groRe Variabilitat und Spezifitdt in der Antigenabwehr zu
gewabhrleisten, findet sowohl auf Ebene der Antikdrper der B-Zellen als auch auf
Rezeptorebene der T-Zellen die somatische Rekombination (V(D)J-Rekombination)
statt. Die Zusammensetzung von a und B Untereinheiten des TZRs erfolgt per Zufall
als Rekombination aus verschiedenen Kopien der Gensegmente V, D und J. Telil
dieser variablen Domane sind die komplementaritatsbestimmende Regionen (CDR -
complementarity determining region), die fur die Antigenbindung entscheidend sind.
Unter CDR besitzt CDR3, bestehend aus V, D und J Anteilen, die grof3te Variabilitat.
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Auf die variable Domane folgt auf Ebene des Genoms ein konstanter Genabschnitt
(C), der bei jedem TZR gleich ist. So setzt sich die a-Kette des TZR aus immer
verschiedenen Kopien von den Gensegmenten V und J sowie einem konstanten
Segment (C) zusammen. Die B-Kette besitzt neben den Segmenten V, J und C noch

ein variables D Segment (Murphy et al., 2008).

Der TZR erkennt und bindet Antigene, die von anderen Zellen mittels MHC-
Molekllen (MHC - Haupthistokompatibilitatskomplex) prasentiert werden. Antigene,
die durch MHC-Klasse-1 prasentiert werden, werden von CD8+ T-Zellen erkannt.
Diese Lymphozyten fuhren bei Antigenkontakt zur Einleitung der Apoptose, weswegen
sie zytotoxische T-Zellen genannt werden. CD4+ T-Zellen, sogenannte T-
Effektorzellen, erkennen Antigene, die mittels MHC-Klasse-2 Molekulen prasentiert
werden. Die T-Effektorzellen werden anhand von Phanotypen und Funktion in
Subpopulationen von T-Helferzellen differenziert. Dazu gehdéren Typ 1 (Tn1), Typ 2
(Th2), Typ 17 (Tn17), follikulare Helferzellen (Tm) und induzierte regulatorische T-Zellen
(iTreg) (Swain et al., 2012). Spezifische Reaktionen der verschiedenen T-Helferzellen
kbnnen so Uber Expression von Zytokinen proinflammatorische sowie

antiinflammatorische Kaskaden initiieren (Raphael et al., 2015).

Zur Bildung eines Immungedachtnisses entwickeln sich schrittweise Effektorzellen
zu Uber mehrere Jahre persistierenden Effektor-Gedachtnis- und zentralen
Gedachtnis-T-Zellen (Pepper and Jenkins, 2011). Bei Kontakt mit einem schon
bekannten Antigen kann so eine schnellere sekundare Immunantwort erfolgen (Ahmed
and Gray, 1996; Dutton et al., 1998).

Der C-C Chemokinrezeptor Typ 7 (CCR?7) dient mitunter zur Unterteilung der
CD4+. Der Rezeptor wird vor allem auf T-Zellen exprimiert und vermittelt den Eintritt
der Zellen in Lymphknoten. Einer seiner Liganden, CC-Chemokine Ligand 21, ist in
hohen Konzentrationen in den hochendothelialen Venolen und den Stromazellen der
T-Zone der lymphatischen Organe vorhanden. Auch der zweite Ligand, CCL19, findet
sich in den Zellen der T-Zone (Cyster, 2005). So vermitteln beide Liganden nicht nur

die Migration Uber die hochendothelialen Venolen in die lymphatischen Organe



sondern auch die Mobilitat innerhalb der T-Zone (Huang et al., 2007; Okada and
Cyster, 2007; Worbs et al., 2007).

Nach Sallusto et al. werden die CD4+ und auch die CD8+ Gedachtnis-T-Zellen so
in T-Zell-Subpopulationen unterteilt. Als weiterer Antikorper dient dabei CD45RA
(Sallusto et al. 2004 und 1999):

CD4+ T-Zellen lassen sich in drei Subpopulationen unterteilen. Dazu dienen CCR7
und CD45RA Antikorper. Die CD4+ CCR7+ Zellen werden in naive T- (Tnc) und
zentrale Gedachtnis-T- (Tcm) Zellen unterteilt. Tne exprimieren neben CCR7 auch
CDA45RA, Tem exprimieren hingegen kein CD45RA. Der CCRY flhrt zum Zurtckflhren
(Homing) der Zellen zu den sekundaren Lymphknotenstationen und somit zu keiner
direkten Immunantwort der Zellen am Infektionsherd. Wahrend diese Zellen in den
sekundaren lymphatischen Organen ruhen, kdnnen sie dendritische Zellen stimulieren
und sich bei sekundarer Stimulation zu CCR7- Effektorzellen differenzieren. Zentrale
Gedachtnis-T-Zellen exprimieren dabei vor allem IL-2. Die dritte Population der CD4+
T-Zellen sind die Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem), die weder CCR7 noch CD45RA
exprimieren. Sie exprimieren Rezeptoren, die fur die Migration zu inflammatorischen
Arealen verantwortlich sind, und besitzen so eine Rolle in der unmittelbaren
Abwehrfunktion am Infektionsort. Innerhalb kurzer Zeit werden die Zellen durch
bekannte Antigene aktiviert und es kommt zur Expression von vor allem IFN-y, IL-4
und IL-5. Bei Ubergang einer zentralen Ged&chtnis-T-Zelle in eine Effektor-
Gedachtnis-T-Zelle gleicht sich das Zytokinspektrum dem einer Effektor-Gedachtnis-
T-Zelle an. (Sallusto et al. 2004 und 1999)

In Abbildung 1 wird die Unterteilung der CD4+ T-Zellen in die genannten

Subpopulationen schematisch dargestellt.



Im Rahmen der MS kommt es zu einer Uberreaktion des Immunsystem mit Folge
der Abwehr korpereigener Strukturen. Wahrend bisher einige beteiligte Zellen,
mitunter CD4+ und CD8+ T-Zellen, aufgespurt werden konnten, bleibt die Frage nach

den Antigenstrukturen ungeklart.

CD4+ T-Zellen

Nai T-Zell Zentrale
aIVTTNC)e en Gedachtnis-T-

Zellen (T¢y)
+
C%25R£A+ CCR7+ CD45RA-

Effektor-
Gedachtnis-T-
Zellen (Tgy)

CCRY7-
CD45RA-

Abb. 1: Einteilung der CD4+ T-Zellen in ihre T-Zell-Subpopulationen. CD4+ Zellen lassen sich
nach Sallusto et. al (2004 und 1999) unterteilen in naive T-Zellen (CCR7+, CD45RA), zentrale
Gedachtnis-T-Zellen (CCR7+, CD45RA-) und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CCR7-,CD45RA-).

1.2.2 Pathophysiologie der MS

Trotz enormer Forschungsbemuhungen ist das Wissen Uuber die
pathophysiologischen Mechanismen der MS noch unvollstandig. Im Folgenden wird

die Pathophysiologie der schubférmig verlaufenden MS in den Fokus gestellt.

Im Mittelpunkt des Verstandnisses der Pathophysiologie der MS liegt eine durch
autoreaktive T-Zellen vermittelte Entzindungsreaktion des ZNS. Autoreaktive T-
Zellen, mit Dominanz von CD8+ T-Zellen, wandern Uber die Bluthirnschranke in das
ZNS und induzieren dort durch Stimulation von Makrophagen und Produktion von
mitunter proinflammatorischen Zytokinen eine Entztiindungsreaktion (Lassmann et al.,

2001). Auch B-Zellen werden in diesem Prozess zur Antigenprasentation, Zytokin- und



Antikérperproduktion stimuliert und tragen so zur Pathologie bei (Magliozzi et al.,
2007). Resultat dieser Immunreaktion sind charakteristische, inflammatorische
Lasionen im ZNS. Die Lasionen lassen sich sowohl in der weil3en als auch in der
grauen Substanz des ZNS® finden. Haufige Manifestationsorte sind in der weil3en
Substanz die periventrikularen Regionen, das optische System, der Corpus Calossum,
der Pedunculus cerebellaris, der Hirnstamm und Regionen des Ruckenmarks
(Compston and Coles, 2008). In den Lasionen sind neben demyelinisierten Axonen,
proliferierenden Astrozyten und einer verminderten Anzahl an Oligodendrozyten, vor
allem infiltrierende CD4+ und CD8+ Lymphozyten und Makrophagen zu finden (Huang
etal., 2017). Gleichzeitig zeigt sich in den Lasionen eine Suppression der Signalwege,
die die Antwort der CD4+ T-Zellen und der gewebsschadigenden zytotoxischen CD8+
T-Zellen inhibieren (Bitsch et al., 2000; Hu et al., 2004). Als Folge einer Uberaktiven
Immunreaktion finden sich axonale Demyelinisierungen mit axonalem Schaden und
Untergang. Der Mechanismus der axonalen Demyelinisierung ist dabei hauptsachlich
mit Antikorper und Komplement vermittelten Veranderungen sowie hypoxischen
Gewebsschaden assoziiert (Zindler and Zipp, 2010). AuRBerdem werden
Myelinscheiden durch Produkte von Makrophagen und Mikroglia geschafigt. Dazu
zahlen zytotoxische Zytokine, Excitotoxine, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

(Lassmann et al., 2012).

Experimente zeigten, dass in demyelinisierten MS Lasionen vor allem CCR7+ T-
Zellen zu finden sind. Gleichzeitig fanden sich auch bis zu 90 % CCR7+ T-Zellen in
Liquorproben von MS Patienten. Dabei zeigten die CCR7+ Zellen den Phanotyp
zentraler Gedachtnis-T-Zellen (Kivisakk et al., 2004). Somit kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass sich ein Groldteil der autoreaktiven T-Zellen unter den CCR7+
zentralen Gedachtnis-T-Zellen befindet. Zu den zentralen Gedachtnis-T-Zellen zahlen
auch Th17 Zellen. Durch die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, wie IL-17
und IL-22, induzieren diese Zellen die Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke (Jadidi-
Niaragh and Mirshafiey, 2011).

Es zeigte sich, dass die neurologische Beeintrachtigung nicht primar durch die

Demyelinisierung resultiert, sondern durch axonalen Schaden. Zu Beginn der



Erkrankung existiert eine axonale Regenerationskapazitat, die im Verlauf
ausgeschopft wird und zu irreversiblen Veranderungen fuhrt. Eine Hypothese ist, dass
dies den Ubergang einer RR-MS in eine SP-MS verursacht. (Bjartmar et al., 2003) Im
progressiven Verlauf gipfelt die MS in eine diffuse Atrophie der grauen und weilen
Substanz mit zugleich diffusem Schaden der normal erscheinenden weilen Substanz
aulderhalb der Lasionen (Mahad et al., 2015).

Trotz einiger Fortschritte in der Erforschung des Pathomechanismus der MS
bleiben viele Fragen unbeantwortet. Als wichtigste Unbekannte bleibt dabei die
Ursache fur die Induktion der autoreaktiven T-Zellen zu klaren. Das Auffinden von
klonal veranderten autoreaktiven T-Zellen wirde indirekte Hinweise auf deren
Autoantigen(e) liefern. Dabei konnten die CCR7+ zentralen Gedachtnis-T-Zellen
wegen ihrer starken Prasenz in MS Lasionen als zentraler Ansatzpunkt gelten. Eine
Identifikation von klonal veranderten autoreaktiven T-Zellen und deren Antigen(en)

wurde neue Ansatzpunkte fir eine mdglicherweise kurative Therapie der MS bieten.
1.3 Therapie der MS

1.3.1 Aligemeine Therapieoptionen

Bislang steht fir keine Form der MS eine kurative Therapie in Aussicht. Im
Weiteren soll der Fokus auf die Therapie der RR-MS gelegt werden.

In der Therapie der MS wird zwischen Medikamente zur Behandlung eines akuten
Schubes, Verlaufs modulierenden (DMT, Disease-Modifying Therapies) und Symptom
kontrollierenden Therapeutika unterschieden. Letztere sind grundsatzlich nicht MS-
spezifisch und zielen auf die Eindammung der neurologischen Symptomatik ab.
Anwendung finden beispielsweise Anticholinergika und Therapeutika gegen
neuropathischen Schmerz. Hoch dosierte Glucocorticoide werden bei initialen oder
akuten Schiben, die nicht infektbedingt sind, eingesetzt. Die immunsuppressive und

antiphlogistische Wirkung der Glucocorticoide grenzt zwar die Schubdauer und das
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Ausmald der Beeintrachtigung ein, einen Langzeiteffekt auf das Fortschreiten der

Erkrankung zeigte sich jedoch nicht (Spain et al., 2009).

Zu den Basismedikamenten der DMTs gehoéren beispielsweise Interferon-f3
(Interferon-B-1a und -1b), Glatirameracetat und Teriflunomid. Interferone zeigten in
Studien eine signifikante Reduktion der Schubrate und der KM-anreichernden
Lasionen im MRT (Comi et al., 2001). Glatirameracetat und Teriflunomid zeigten eine
vergleichbare Wirksamkeit (Johnson et al., 1998; O’'Connor et al., 2011). So sind
Interferone und Glatirameracetat der Goldstandard der Basistherapie des KIS und der
RR-MS.

Als Ansatz der Eskalationstherapie gilt unter den DMTs die Immunmodulation
durch Medikamente wie Natalizumab und Fingolimod. Der humanisierte monoklonale
Antikdrper Natalizumab bindet an der a4-Untereinheit des a4B1-Integrins, einem
Oberflachenmolekul von T-Zellen. Als sogenannter Integrin a4-Inhibitor inhibiert
Natalizumab die Migration der autoreaktiven T-Zellen Uber die Blut-Hirn-Schranke in
das ZNS (Polman et al., 2006). Im nachsten Abschnitt wird, unter Berlcksichtigung
des Schwerpunktes dieser Arbeit, detailliert auf das Medikament Fingolimod
eingegangen. Ein weiterer fur die Zukunft sehr bedeutsamer Ansatz unter den DMTs
ist die Immunrekonstitution. Beispielhaft zu nennen, ist der humanisierte monoklonale
Antikorper Alemtuzumab, der an das Glykoprotein CD52 bindet und so eine Depletion
von zirkulierenden T- und B-Zellen initilert (Hartung et al., 2015). So bewirkt der
Antikérper eine dauerhafte Veranderung der Lymphozytenzusammensetzung und
damit eine Anderung der Funktionalitdt des Immunsystems (Karussis and Petrou,
2018).

Die oben genannten DMTs haben gemein, dass sie den Verlauf der RR-MS
verbessern, jedoch in der sekundar progressiven Phase der MS keinen Vorteil mehr
bieten (Ontaneda and Fox, 2015). Die durch die DMTs bewirkte Kontrolle der ZNS
Inflammation ist zudem mit Risiken assoziiert. Zu nennen sind dabei besonders das
Auftreten einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie, einer viralen Infektion

des ZNS‘, sowie das erhohte Risiko fur das Auftreten einer sekundaren
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Autoimmunerkrankung (Berger and Fox, 2016; Tuohy et al., 2015). Wahrend die MS
Patienten eine grolde Heterogenitat im Krankheitsverlauf und Therapieansprechen
zeigen, besitzen auch DMTs unterschiedliche Effizienz- und Risikoprofile. Dies fuhrt
zu dem Wunsch, Therapiekonzepte auf individuelle Krankheitscharakteristika und
Praferenzen anzupassen (Derfuss, 2012). Bisher lie3en sich jedoch keine Biomarker
fur Diagnose, Prognose und Therapieansprechen des individuellen Patienten
identifizieren (Comabella et al., 2016; Graber and Dhib-Jalbut, 2011).

1.3.2 MS Therapie mit Fingolimod

Fingolimod ist seit 2011 das erste zugelassene orale Medikament fur die RR-MS
(Brinkmann et al., 2010). Es ist ein chemisches Derivat des ISP-1/Myriocin, einem
Metaboliten des Pilzes Isaria sinclarii, der in der traditionellen chinesischen Medizin
Einsatz findet (Fujita et al., 1994; Adachi et al., 1995). In Plazebo Studien zeigte
Fingolimod eine signifikante Reduktion der MS Schubrate pro Jahr von bis zu 60 %.
Gleichzeitig sank das Risiko fur irreversible neurologische Schaden (Cohen et al.,
2010; Kappos et al., 2010a). Auch die MRT wies signifikant weniger KM-anreichernde
Lasionen als die der Plazebo Gruppe auf (Kappos et al., 2010a; Radue et al., 2012).
Gemessen an diesen Kriterien war eine hdhere Wirksamkeit von Fingolimod

gegenuber Interferon-3 nachweisbar (Cohen et al., 2010).

Nach oraler Aufnahme wird Fingolimod (FTY720) in der Leber durch die
Spingosin-Kinase-2 zu FTY720-P phosphoryliert. Der nun aktive Metabolit bindet
agonistisch an 4 von 5 Subtypen (S1P1, S1P3, S1P4, S1Ps) des Spingosin-1-Phosphat
(S1P) Rezeptors. S1P Rezeptoren werden in verschiedenen Organsystemen
exprimiert und induzieren bei Aktivierung eine G-Protein gekoppelte Kaskade. In
absteigender Haufigkeit findet sich der Rezeptor in folgenden Geweben: Gehirn,
Lunge/Milz, kardiovaskulares System und Niere. (Brinkmann, 2007) Die S1P
Rezeptoren spielen mitunter eine Rolle in der Angiogenese (Allende et al., 2004;
Allende and Proia, 2002), der Neurogenese (Mizugishi et al., 2005), der endothelialen
Barrierefunktion (McVerry and Garcia, 2005; Sanchez et al., 2007; Singleton et al.,

2006), der Regulation des vaskularen Tonus’ (Coussin Frederic et al., 2002; Dantas et
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al., 2003) und in der Mediation der Zellmigration (Disanza et al., 2005; Lepley et al.,
2005). Der S1P1 Rezeptor Ubernimmt dabei eine Schlusselfunktion in der Migration
von Lymphozyten. Bei Aktivierung reguliert er den Austritt der Lymphozyten aus
lymphatischen Organen in das periphere Blut (Matloubian et al., 2004). Die Wirkung
von S1P ist somit kontrar zu der des C-C Chemokin-Rezeptors Typ 7, der die Migration
der Lymphozyten zu den sekundaren Lymphknoten initiiert. Nach dem Modell von
Pham et. al. Uberwindet die Wirkung von S1P die CCR7 vermittelte Lymphozyten
Retention (Pham et al., 2008).

Fingolimod inhibiert die Wirkung von S1P. Durch die agonistische Bindung von
FTY720-P kommt es zu einer Internalisierung des S1P1-Rezeptors und somit zu einer
funktionellen Antagonisierung mit Inhibition der Lymphozyten Migration. Fingolimod
induziert so die Ruckfihrung der Lymphozyten, darunter auch die autoreaktiven
Lymphozyten, zu den sekundaren lymphatischen Organen. (Brinkmann et al., 2004;
Matloubian et al., 2004) In Folge dessen kommt es zu einer Reduktion der
Lymphozyten im peripheren Blut um bis zu 85 % und damit zu einer Anderung der
Zusammensetzung aller peripheren Lymphozyten (Kahan et al., 2003). Es zeigte sich,
dass sowohl die Population der B-Zellen als auch die der T-Zellen in ihrer Zellzahl

supprimiert werden (Mehling et al., 2008; Miyazaki et al., 2014; Nakamura et al., 2014).

Durch das Wegfallen des Gegenspielers des CCR7 fuhrt die Therapie mit
Fingolimod zu einer Reduktion der CCR7 exprimierenden Zellen im peripheren Blut
mit Retention madglicher autoreaktiver T-Zellen in den sekundaren Lymphorganen
(Claes et al., 2014; Kivisakk et al., 2004; Mehling et al., 2010, 2008). Mitunter werden
so auch die Tn17 Zellen, die die Blut-Hirn-Schranke angreifen, in den sekundaren
Lymphorganen gehalten (Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011). Somit kommt es durch
Retention der zentralen Gedachtnis-T-Zellen in Lymphorganen zur Unterbrechung der

Inflammationskaskade.

Neben der Veranderung der Zusammensetzung des peripheren Blutes gibt es die
Hypothese, dass Fingolimod auch direkt neuroprotektivim ZNS wirkt (Dev et al., 2008).

Durch seine lipophile Natur kann das Molekll sich ungehindert im Gewebe des ZNS
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anreichern und dort zum aktiven Metaboliten phosphoryliert werden (Billich et al.,
2003; Foster et al., 2007). Fingolimod zeigte in Experimenten sowohl einen Effekt auf
die Blut-Hirn-Schranke als auch auf die zerebralen Zellen. In vitro konnte eine
dosisabhangige positive Wirkung auf das neuronale Zelliberleben, die
Zelldifferenzierung und die zytoskeletale Dynamik festgestellt werden (Coelho et al.,
2007; Miron et al., 2008).

Die Behandlung der MS mit Fingolimod kann jedoch mit Nebenwirkungen
verbunden sein. Longitudinale Untersuchungen von Kappos et al. (2010) und Cohen
etal. (2010) ergaben neben haufigen leichten Nebenwirkungen wie einem Anstieg der
Alanin-Aminotransferase, Ubelkeit, Durchfall und Bauchschmerzen, weitere seltenere
Nebenwirkungen wie mitunter einer veradnderten AV-Uberleitung, einem milden
Anstieg des Blutdrucks, eine Infektneigung sowie die Entwicklung eines
Makuladdems. Die haufigste, per Definition schwere unerwinschte Nebenwirkung war
das Auftreten einer Bradykardie, die haufig durch den Patienten unbemerkt nach
Ersteinnahme des Medikaments auftrat. Weitere haufige schwere unerwinschte
Wirkungen waren das Auftreten eines Malignoms, darunter am haufigsten des
Basalzellkarzinoms und das Erleiden eines MS Schubes. Insgesamt traten schwere
Nebenwirkungen mit einer Haufigkeit von <1 % auf. (Cohen et al., 2010; Kappos et al.,
2010) Kappos et al. (2010) zeigte dabei, dass nach zwei Jahren Therapie bis zu 30 %
der MS Patienten einen erneuten Schub erlitten. Das Auftreten der in Abschnitt 1.3.1
bereits erwahnten progressiven multifokalen Leukenzephalopathie zeigte sich unter
Therapie mit Fingolimod mit einer Inzidenz von <1:10.000 (Berger et al., 2018). In den
longitudinalen Beobachtungen von Cohen et al. (2010) und Kappos et al. (2010)
wurden keine sekundaren Autoimmunerkrankungen unter Fingolimod Therapie
beschrieben. Lysandropoulos und Benghiat (2013) beschrieben den Fall eines 19-
jahrigen MS Patienten, der sich wunter Fingolimod Therapie mit einer
autoimmunhamolytischen Anamie prasentierte. Zur Beurteilung langfristiger

unerwunschter Nebenwirkungen sind weitere Studien abzuwarten.

Trotz wichtiger Werkzeuge, wie MRT, Liquordiagnostik und dem klinischen EDSS

Score, bleibt der heterogene Verlauf einer MS mit und auch ohne Therapie
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unvorhersehbar. Zum Zeitpunkt der Diagnose einer MS bleibt schwer abzuschatzen,
welche Patienten ein erhohtes Risiko besitzen, schwerwiegende Nebenwirkungen zu
entwickeln oder auf eine Therapie nicht anzusprechen. Es bleibt somit eine
Herausforderung, das individuelle Therapieansprechen und die individuellen

Therapierisiken der Patienten zu erkennen.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, das periphere lymphozytare Repertoire von MS Patienten
im Allgemeinen und unter Therapie mit Fingolimod im Vergleich zu Gesunden zu
charakterisieren. Mittels Next Generation Sequencing (NGS) wurde das TZR-[3-
Repertoire anhand der Variablen der Diversitat, der Klonalitat, klonaler Persistenzen
und klonaler CDR3 Sequenzen von peripheren CD4+ CCR7+ Tnc und Tcm Zellen
sowie CD4+ CCR7- Tem Zellen von zwei MS Patienten unter Therapie mit Fingolimod,
einem unbehandelten MS Patienten und einer gesunden Kontrolle im zeitlichen
Verlauf von 10 bzw. 12 Monaten abgebildet. Die ermittelten Repertoirevariablen bieten
die Chance, Unterschiede zwischen MS Patienten und gesunden Probanden
aufzuzeigen und somit als mogliche Grundlage fiur weitere laborchemische
Instrumente zur Diagnose- und Prognosestellung in der MS zu fungieren. Gleichzeitig
soll der Vergleich der TZR-B-Repertoires der MS Patienten unter Therapie und des
unbehandelten MS Patienten den immunmodulatorischen Effekt von Fingolimod auf
das periphere Immunrepertoire der CD4+ T-Zellen genauer charakterisieren, um so
therapieassoziierte Nebenwirkungen besser zu verstehen. Die Abbildungen der TZR-
B-Repertoires von MS Patienten soll aulRerdem helfen, die Pathomechanismen der MS
besser zu verstehen. T-Zellen mit moglichen autoimmunen Ursprung konnten so
erfasst werden, und durch die Analyse der TZRs kdnnten Rulckschlisse auf MS

spezifische Antigene ermdglicht werden.

15



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenpopulation und Probenmaterial

Nach der Zulassung des Projekts durch das Ethikkomitee der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf vom 22. Juni 2012 (Studiennummer MC-LKP-553; EudraCT-
Nummer: 2011-005732-25; Prifplancode: Fingo HHU) wurde nach schriftlichem
Einverstandnis von zwei weiblichen Patientinnen (Pat. C und Pat. D) mit der Diagnose
RR-MS nach Blutabnahme das TZR-B-Repertoire mittels Next Generation Sequencing
zu verschiedenen Zeitpunkten unter Therapie mit Fingolimod analysiert. Als
Vergleichskontrollen dienten nach schriftichem Einverstandnis die Proben eines
mannlichen unbehandelten MS Patienten (uC) und einer weiblichen gesunden
Kontrolle (hC).

Allen Patientinnen unter Therapie mit Fingolimod wurde vor Beginn der Therapie
(m0) und nach 12 (m12) Monaten Therapie Blut abgenommen. Auch fur die gesunde
Kontrolle (hC) ergaben sich die Messpunkte m0 und m12. Dem unbehandelten MS
Patienten (uC) wurde zu den Zeitpunkten mO und m10 (nach 10 Monaten) Blut

abgenommen.

Die Proben wurden diesem Projekt durch das neurologische Institut des
Universitatsklinikum Dusseldorf in Form von nach Protokoll isolierten und
kryoarchivierten peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) zur Verfugung gestellt
und sind im Uberblick in Tabelle 1 abgebildet.
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Probanden Geschlecht | Alter zum Blutabnahmezeitpunkte

Zeitpunkt mo0

(hC)

Patientin C (Pat. C) | weiblich 29 Jahre mO0, m12
Patientin D (Pat. D) | weiblich 36 Jahre mO0, m12
Unbehandelter MS mannlich 46 Jahre mO0, m10
Patient (uC)

Gesunde Kontrolle weiblich 23 Jahre mO0, m12

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Patienten und die Kontrolle. Dargestellt sind die MS Patienten unter

Therapie mit Fingolimod (Pat. C und Pat. D) sowie der unbehandelte MS Patient (uC) und die gesunde

Kontrolle (hC). Es werden das Geschlecht, das Alter zu Beginn der Probengewinnung und die

Blutabnahmezeitpunkte aufgelistet. Zu Beginn (mQ) und nach 10 bzw. nach 12 Monaten (m10, m12)

fanden Blutabnahmen statt.

2.1.2 Material, Untersuchungsgerate und Datenverarbeitungsprogramme

Produkt und Beschreibung

Hersteller

Advantage® 2 PCR Kit

Takara Bio Inc., Shimogy0o-ku, Kyoto, Japan

Agarose

Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri, USA

Agencourt AMPure XP Beads

Beckman Coulter Inc., Brea, Kalifornien, USA

Chloroform

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

DMEM Dulbecco's Modified
Eagle Medium

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

DNA- ExitusPlus™ BC

PanReac, AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

DNA Gel Loading Dye (6x)

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA
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Qubit ™ dsDNA HS-Assay Kit

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Dulbecco’s PBS (1X)

without Ca2+ + Mg2+

ThermoFisher Scientific™, Waltham
Massachusetts, USA Gibco™ by Life

Technologies

Ethanol

Zum Gebrauch: 75 %ige und

80 %ige Losung, verdunnt mit

Nuklease freiem Wasser

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri, USA

Fetales Kalberserum (FBS)

Gibco™ ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Gene Ruler DNA Ladder Mix

0,1ug/pl

ThermoFisher Scientific™, Waltham
Massachusetts, USA

GlycoBlue™ Coprecipitant

15mg/ml Glycogen

Ambion®, ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

MiSeq Reagent Kits v2

lllumina, San Diego, Kalifornien, USA

Nuklease freies Wasser

Ambion®, ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

PhiX Control V3

lllumina, San Diego, Kalifornien

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN, Venlo, Niederlande

RNase AWAY, Surface

Decontaminant

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Recovery Cell Culture

Freezing Medium

ThermoFisher Scientific™, Waltham
Massachusetts, USA:
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SMARTer® Race 5’ 3’ Race
Kit

Takara Bio Inc., Shimogyo-ku, Kyoto, Japan

Sybr® Safe DNA Gel Stain

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Tris-EDTA(TE) Puffer

Invitrogen, ThermoFisher Scientific™, Waltham
Massachusetts, USA

TRIzol® Reagent

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Tryptan Blau

Bio-Rad, Hercules, California, USA

2-Propanol

100 %ige Losung zum
Gebrauch

Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri, USA

Tabelle 2.1: Chemikalien, Medien, Losungen und Kits aus eigenem Bestand.

Fluoreszenz: FITC,

Klon: RPA-T4, Katalog Nr.: 555346

Antigen Beschreibung Hersteller
CD3 Wirt: Maus, Isotyp: IgG1 Beckman Coulter GmbH
Fluoreszenz: PE, Brea, Kalifornien, USA
Klon: UCHT1; Katalog Nr.: AQ7747
CD 4 Wirt: Maus, Isotyp: IgG1, BD Bioscience, BD
Pharmingen,

San Jose, Kalifornien, USA

Klon: SK1; Katalog Nr.: 344712

CD 8 Wirt: Maus, Isotyp: IgG1 BioLegend®,

Fluoreszenz: PE/Cy7 San Diego, Kalifornien, USA

CCR7

Fluoreszenz: Alexa Fluor 647

CD197/ Wirt: Ratte, Isotyp: IgG24 BD Bioscience, BD

Pharmingen
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Klon: 3D12, Katalog Nr.: 557734

San Jose, Kalifornien, USA

Kern/DNA

Fluoreszenz: 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI)

Katalog Nr.: D1306

ThermoFisher Scientific™,
Waltham, Massachusetts,
USA

Tabelle 2.2: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie.

Primer Sequenz (5°-3) Quelle

TCR_beta AAC ACA GCG ACC TCG van Heijst et al., (2013)
GGT GGG A

UPM A Mix Long: CTAATA CGACTC
ACT ATA GGG CAA GCA
GTG GTATCA ACG CAG
AGT
Short: CTA ATA CGA CTC SMARTer® Race 5’ 3’ Race
ACT ATA GGG C Kit, Clontech Laboratories,

Inc.

5" Race CDS Frrrrrrerrer e

Primer A TTTTTT TVN

(12uM)

SMARTer Il A AAG CAG TGG TAT CAA

Oligonukleotide CGC AGA GTA CXX XXX

FS_RACE ACACTCTTT CCC TAC Teil des Long aus

ACGACG CTCTTC CGA
TCT AAG CAG TGG TAT
CAA CGC AGA GT

SMARTer Race
Amplification Kit und
lllumina Adapter Sequenz**
(in Anlehnung an Vollmers
etal., (2013))
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TCR_AdP1

TGACTG GAG TTC AGA
CGT GTGCTC TTC CGA
TCT AAC ACA GCG ACC
TCG GGT GGG AA

TCR_beta Primer Anteil und
[llumina Adapter Sequenz**
(in Anlehnung an Vollmers
et al., (2013))

BARCODE AC ACT CTT
TCC CTA CAC GAC GCT
CTTCCGATCTJ

Reverse-lll- CAA GCA GAA GAC GGC lllumina Adapter Sequenz**
AdP2_BC X ATA CGA GAT BARCODE G mit variabler
TGA CTG GAG TTC AGA Barcodesequenz (in
CGTGTGCTC TTC CGA Anlehnung an Vollmers et
TCT al., (2013))
Forward-llI- 5 AAT GAT ACG GCG ACC lllumina Adapter Sequenz**
AdP2_BC_X ACC GAG ATC TAC AC mit variabler

Barcodesequenz (in
Anlehnung an Vollmers et
al., (2013))

Tabelle 2.3: Primer Bezeichnung, Sequenzen und Quellen der verwendeten Primer. Die mit
BARCODE markierten Sequenzen wurden durch lllumina-Barcodes aus Tabelle 2.4 ersetzt.
(**Oligonucleotide sequences © 2017 lllumina, Inc. All rights reserved. Derivative works created by

lllumina customers are authorized for use with lllumina instruments and products only. All other uses

are strictly prohibited.)

Forward-lll-
AdP2_BC_X*

15 Indices (5°-3°) fur

17 Indices (5°-3°) fur
Reverse-lll-
AdP2_BC_X*

17 Indices (5°-3°) des
Reverse-lll-AdP2_BC_X*
in der fiir den Einbau
benoétigten reverse-

complement Form*

D501 TATAGCCT
D502 ATAGAGGC

D503 CCTATCCT

D701 ATTACTCG
D702 TCCGGAGA

D703 CGCTCATT

D701 CGAGTAAT
D702 TCTCCGGA

D703 AATGAGCG
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D504 GGCTCTGA
D505 AGGCGAAG
D506 TAATCTTA

D507 CAGGACGT

D508 GTACTGAC

D704 GAGATTCC
D705 ATTCAGAA
D706 GAATTCGT
D707 CTGAAGCT

D708 TAATGCGC

D704 GGAATCTC
D705 TTCTGAAT
D706 ACGAATTC
D707 AGCTTCAG

D708 GCGCATTA

Tabelle 2.4: Bezeichnung und Sequenzen der lllumina Barcodes. Die mit BARCODE dargestellten
Sequenzen werden durch die aufgelisteten Illumina Barcode Sequenzen ersetzt. In den Forward-lIll-
AdP2_BC-Primer wurde eine D50x-Sequenz eingebaut. Nach Synthese einer reverse-complement
Form der D70x Sequenz wurde diese in den Reverse-lll-AdP2_BC-Primer eingebaut. (*Oligonucleotide

sequences © 2017 Illumina, Inc. All rights reserved.)

Produkt

Beschreibung

Hersteller

Corning®Costar®

Stripetten, serologische

Pipetten

25ml, 10ml, 5ml

Sigma Aldrich®, St.Louis,
Missouri, USA

Einmalhandschuhe

MICRO-TOUCH® Nitra-
Tex® EP™™

Ansell, Brussel, Belgien

FACS Probenrohrchen

5ml mit 35um Cell Strainer
Cap

VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA

PCR Ro6hrchen

0,2ml

VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA

Pipettenspitze 10ul, 100pl, 200ul, 1000ul | STARLAB International
GmbH, Hamburg,
Deutschland TipOne®

Reaktionsgefalle 0,5ml, 1,5ml, 2ml Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Skalpell Swann-Morton®, Sheffield,

England UK
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Spinsaulen

Bestandteil des QlAquick
Gel Extraction Kit, 1,5ml

Qiagen, Venlo, Niederlande

Zentrifugierrdhrchen

15ml, 50ml

greiner bio-one

cellstar®, Kremsmunster,

Oberosterreich

Tabelle 2.5: Verbrauchsmaterialien.

Gerate

Hersteller

Agencourt SPRIPlate 96
Super Magneten Platte

Beckman Coulter GmbH

Brea, Kalifornien, USA

Autoclave Systec V-150

Systec, Linden, Deutschland

Cell culture sterile bench

SKAN, Allschwill, Schweiz

DNA/RNA Reinigungsbox

BioSan, Riga, Lettland

DynaMag™-2 Magnet

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Gel-Elektrophoresesystem

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Gel Imager INTAS, Géttingen, Deutschland
Kuhlgerate

-20°C Liebherr, Bulle, Schweiz

-80°C ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Sanyo, Mariguchi, Osaka, Japan

Mastercycler ®

Mastercycler ® gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Leica DM IL

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
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Nanodrop ® 2000 ThermoFisher Scientific™, Waltham
Spectrophotometer Massachusetts, USA

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipetus Hirschmann Laborgerate, Deutschland

Qubit 2.0 Fluorometer

ThermoFisher Scientific™, Waltham

Massachusetts, USA

Standard-Mikrowelle

Standard-Ultraviolett-Lampe

Standard-Waage

Kern, Balingen, Deutschland

Stickstofftank

tec-lab, Taunussstein, Deutschland

Thermostat plus

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexmischer

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Inc. Bohemia, New York,
USA

Wasserbecken

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R MiniSpin®

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MiniStar Silverline

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Tabelle 2.6: Gerate aus eigenem Bestand.
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Gerat Hersteller

MoFlo XDP

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, USA

lllumina Miseq

lllumina, San Diego, Kalifornien, USA

Tabelle 2.7: Laborgeréte aus anderen Instituten.

Einsatz Software

Hersteller

Grafiken Excel

Microsoft®, Redmond, Washington,
USA

Vorbereitung des

[llumina Experiment

NGS Manager Software

lllumina, San Diego, Kalifornien, USA

Datenprozessierung | MiXCR

MiLaboratory, Solana Beach,
Kalifornien, USA

nach Bolotin et al., (2015)

Grafiken RStudio RStudio Inc., Boston, Massachusetts,
USA

Grafiken VDJtools MiLaboratory, Solana Beach,
Kalifornien, USA
nach Shugay et. al., (2015)

Grafiken VDJdb nach Bagaev et. al., (2020)

Tabelle 2.8: Datenverarbeitungsprogramme.
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2.2 Methoden

Die Methodik wurde auf Basis der Dissertationsarbeit ,Next-Generation
Sequencing in der Neurologie: Etablierung einer Methode zur Immunrepertoireanalyse
von T- und B-Lymphozyten und Anwendung der T-Zell-Rezeptorrepertoireanalyse bei
Patienten mit Multipler Sklerose unter immunmodulatorischer Behandlung“ von Armin
Scheffler (Scheffler, 2020) angewandt und weiter entwickelt. Gleichzeitig verweise ich
auf noch folgende Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe von Universitatsprofessor Dr.
med. Norbert Goebels der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf zur Abbildung des

CD8+ TZR-Repertoires der hier untersuchten Probanden.
2.2.1 Multiparametrische Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie

Nach zeitgerechtem Auftauen der kryoarchivierten PBMCs im Wasserbad wurden
die Proben zweimal mit DMEM Medium mit 2 % FBS Anteil zur Entfernung des
Freezing Mediums gewaschen und bei 300 G fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstands nach der zweiten Zentrifugation folgte eine 20-miniitige
Inkubation mit monoklonalen Antikorpern. Dazu wurden 10 ul DAPI, 10 pl Anti-human
CD3, 10 ul Anti-human CD4 und je 5 pl von Anti-human CD8 und Anti-human
CD197/CCR7 auf das Pellet pipettiert. Nach der Inkubation wurden die gefarbten
Zellen mit PBS mit 1 % FBS Anteil suspendiert und durch zwei Waschschritte von
uberschussigen Antikérpern getrennt. Es erfolgte ein Resuspension in 1 ml PBS mit 1
% FBS Anteil.

Mit Hilfe der Core Flow Cytometry Facility des Instituts fir
Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika des Universitatsklinikums Dusseldorf
wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell Sorting -
FACS) durch den MoFlo XDP von Beckmann Coulter analysiert und sortiert. Das
Ergebnis war eine FACS-Calibur auf GroRe, Granularitdat und Fluoreszenz, die in
einem Dotplot eingetragen wurde. Mittels Granularitat und GroRe wurden die Zellen
differenziert und anhand der Fluoreszenz wurde die Expression der

Oberflachenantigene bestimmt.
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So wurden die Lymphozyten mittels CD3 Antikoper identifiziert. Diese Population
wurde mittels CD4 und CD8 Antikorper in T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
differenziert. Eine weitere Unterteilung der CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen
erfolgte mittels CCR7 Antikorper. So wurden die Zellen maschinell in CD3+ CD4+
CCR7+ T-Zellen, darunter naive T-Zellen (Tnc) und zentrale Gedachtnis-T-Zellen
(Tem), und in CD3+ CD4+ CCR7- T-Zellen, darunter Effektor-Gedachtnis-T-Zellen

(Tem), sowie in die aquivalent CD3+ CD8+ Subpopulationen sortiert.

Wahrend die totale Zellzahl in den aufbereiteten PBMCs mittels
Durchflusszytometrie erfasst wurde, galt als obere Grenze bei limitiertem Volumen der
Eppendorf GefalRe eine Zellzahl von 400.000 Zellen.

Die in Vorexperimenten etablierte Gatingstrategie wird beispielhaft an einer
gesunden Kontrolle (hC) in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2a-c: Dotplot auf logarithmischer Scala einer Durchflusszytometrie am Beispiel einer
gesunden Kontrolle (hC). Es erfolgte eine Einteilung der Zellen mittels Vorwartsstreulicht (FSC) und
Seitwartsstreulicht (SSC) anhand von ZellgréRe und -inhalt (R10/R11) (Abb. 2a). Mittels humanen CD3
Antikdrper und DAPI wurde die lebende CD3+ Population der Leukozyten abgebildet (R12) (Abb. 2b).
Eine Unterteilung in T-Helferzellen (R14) und zytotoxische T-Zellen (R13) erfolgte mittels humanen
CD4 und CD8 Antikérpern. Die CD4+ Populationen wurde mittels CCR7 (CD197) in T-Zell-
Subpopulationen von Tem/Tne (CCR7+, R17) und Tem (CCR7-, R15) unterteilt (Abb. 2c).
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2.2.2 Boten-RNA Isolation mit Hilfe von TRIzol®

Die Boten-RNA (messenger RNA — mRNA) Isolation folgte dem Herstellerprotokoll
des TRIzol® Reagenz. Zur Vorbereitung der RNA Isolation wurden alle Arbeitsflachen

und Materialien mit 70 %igen Ethanol und RNA Away Spray gereinigt.

In 15 mI DMEM mit 2 % FBS Anteil wurden die sortierten Zellen geldst. Nach einer
10-minlitigen Zentrifugation bei 300 G und 4 °C wurde der Uberstand entfernt, das
Pellet mit 1ml Medium gespult und in ein steriles 1,5 ml Eppendorf transferiert. Darauf
folgt eine 10-minlitige Zentrifugation bei 300 G und 4 °C. Der Uberstand wurde bis auf
einen kleinen Rest (etwa 0,1 ml) entfernt und 0,75 ml TRIzol® wurden hinzu pipettiert.
Nach leichtem Resuspendieren wurde das Gemisch 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde 200 ml Chloroform hinzugeflgt. Per Hand wurde das
Eppendorf 15 Sekunden lang gewendet, worauf eine 2 bis 3-minutige Inkubation bei
Raumtemperatur folgte. Eine Zentrifugation fir 15 Minuten bei 12.000 G und 4 °C
folgte. Die farblose Phase wurde in ein steriles Eppendorf abpipettiert, mit 10 pg
Glykogen und 0,5 ml 100 %igen Isopropanol vermischt. Nach 10-minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur und einer 20-minutigen Aufbewahrung bei minus 20 °C Kihlung
folgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 12.000 G und 4°C. Der Uberstand wurde
entfernt und die Probe mit 1 ml 80 %igen Ethanol gemischt. Unter Vibration wurde die
Probe vermischt und dann bei 7.500 G und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach
Entfernen des Ethanols wurde die Pellet bei Luft getrocknet. Mit 20 ul Nuklease freiem
Wasser wurde die mRNA gelost und bei minus 80°C bis zum nachsten Schritt

aufbewahrt.

2.2.3 Komplementare DNA Synthese mit Hilfe des SMARTer® Race 573’
Kits

In einer Reverse-Transkriptase-Reaktion wurde basierend auf der Grundlage des
SMARTer® Race 573’ Kits komplementare DNA (cDNA) aus der isolierten mRNA

synthetisiert. Eine vereinfachte schematische Darstellung der cDNA Synthese findet
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sich in Abbildung 3. Die verwendeten Primer sind im Abschnitt 2.1.2. unter ,Primer der
cDNA Synthese und des TZR-Library Protokolls® aufgelistet.

TS-Oligo
S
% Poly A+ RNA
D A AARAAARAA
RT TTTTTITTT
cOMA Einzelstrang
‘ Synthese
Signalpeptid J-Gen
[ [
V-Gen D-Gen Konstante
Region

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der 5° RACE cDNA Synthese auf Basis des Template-Switch
Mechanismus modifiziert nach Matz et al., (1999). In einer Reverse-Transkriptase-Reaktion (Reverse
Transkriptase — RT) wird aus dem Ausgangsmaterial einer Poly A+ mRNA, nach Integration einer
bekannten Template-Switch-Oligonukleotid Sequenz (TS-Oligo Sequenz) an das 5° Ende der mRNA,
eine Einzelstrang cDNA synthetisiert. Ergebnis ist eine Einzelstrang cDNA des Lymphozytenrezeptors
mit der konstanten Region, den V-, D- und J-Genabschnitten, dem Signalpeptid und der TS-Oligo

Sequenz als Ausgangspunkt fur weiter Amplifikationsschritte.

Zur Generierung der cDNA wurden die Materialien und das Herstellerprotokoll zur 5°
cDNA Synthese verwendet. Neben den Proben des Projekts wurde eine positive

Kontrolle zur Versuchsreihe hinzugeflgt.

Zu Beginn wurde in einem Eppendorf ein erster Mastermix bestehend aus 4 pl 5x First-
Strand-Buffer, 0,5 yl DTT und 1 yl dNTPs je Probe prapariert. Als Nachstes wurde flr
jede Probe ein Reagenz aus 10 pl RNA-Lésung und 1 yl 8° Race CDS-Primer A in ein
steriles 0,5 ml Eppendorf pipettiert. Die Proben wurden nun mit dem Thermocycler
inkubiert, dabei fur 3 Minuten auf 72 °C erhitzt und fur weitere 2 Minuten auf 42 °C
gekuhlt. Wahrenddessen wurde ein zweiter Mastermix vorbereitet. Dieser bestand je
Probe aus 5,5 ul des ersten Mastermix‘, 0,5 ul RNase Inhibitor und 2 ul SMART Scribe
Reverse Transkriptase. Pro Reaktion wurden 1 ul SMARTer Il A Oligonukleotide zur

Probenlésung hinzugefugt. Der Mastermix wurde anschlieRend dem Reagenz mit
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MRNA hinzugefligt. Darauf wurden die Proben fur 90 Minuten auf 42 °C erwarmt und
fur 10 Minuten bei 70 °C im Thermocycler inkubiert. Die cDNA wurde im Anschluss bei
minus 20 °C Kihlung gelagert. Vor dem Beginn der PCR wurden die Proben mit 10pl
EDTA Buffer verdlnnt. Die Sequenzen des 5’ Race CDS Primers A und des SMARTer
Il A Oligonukleotids finden sich in Abschnitt 2.1.2.

2.2.4 Protokoll zur Etablierung einer TZR-Library

Basierend auf der Idee einer schrittweise praparierten Gen-Library eines B-Zell
Antikdrper Repertoires wurden zwei PCRs zur Praparierung einer vollstandigen TZR-
B-Repertoire Library etabliert (Vollmers et al., 2013a). Dabei wurde sich an dem
Primerdesign von van Heijst et al. (2013) orientiert. In Abbildung 4 wird die Praparation
der TZR-Library bestehend aus der 1. PCR mit dem Einbringen der Illumina Adapter
Sequenz, der Bead Aufreinigung, der 2. PCR mit dem Einbringen des Barcodes und
der Gel Aufreinigung vereinfacht schematisch dargestellt. Die verwendeten Primer
sind in Abschnitt 2.1.2. unter ,Primer der cDNA Synthese und des TZR-Library

Protokolls“ aufgelistet.
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1. Adapiersequenz
Forward

y A

R S 1. Adaptersequenz
_-— I Reverse

‘—ﬁ'

PCR 1 - Einbringen der lllumina Adapter Sequenz

\

_— L ]
— | | ]
Barcode mit 2.
Ad
amﬂnz Magnetische Bead Aufreinigung
\ Barcode mit 2.
— | — I Adaplersequenz
-— Revarse

PCR 2 - Einbringen der Barcode Sequenz ‘

\

Gelelektrophorese und
Gel Aufreinigung

2. Adaplersequenz  TS-Oligo 1. Adaplersequanz

Forward mit Sequenz W-Gen J-Gen Reverse
Barcodg v v ' v
A A ‘ 1 | A &
1. Adapiersequenz  Signalpeptid D-Gen Konstanie 2. Adapiersequenz
Forward Region Reverse mit
Barcode

Abb. 4: Schematische Darstellung der TZR-Library Praparation. Ausgangsmaterial ist die in der
cDNA Synthese erstellte Einzelstrang cDNA des Lymphozytenrezeptors. In der ersten PCR bindet eir
Forward Primer an die template switiching Oligo-Sequenz (TS-Oligo-Sequenz) und ein Reverse Primer
an die konstante Region des Genabschnitts. Beide Primer beinhalten eine erste lllumina Adapter
Sequenz (hellblau und senfgelb), die nun in das Amplicon integriert wird. Es folgt eine DNA
Aufreinigung mittels magnetischen Beads. In der zweiten PCR binden ein Forward und ein Reverse
Primer bestehend aus individuellen Barcodes (dunkelblau und dunkelrot) und einer zweiten lllumina
Adapter Sequenz (turkis und orange) an die erste lllumina Adapter Sequenz. Es folgt ein Nachweis
der TZR-Library mittels Gelelektrophorese, das Ausschneiden der Elektrophoresebanden und eine
Gel-Aufreinigung. Die Adaptersequenzen dienen im Prozess des NGS zur Bindung an die Flow Cell

und als Ansatzpunkt fir den Sequenzierungsprimer.
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2.2.5 Einbringen der lllumina Adapter Sequenzen

In der ersten PCR erfolgte das Einbringen der lllumina Adapter Sequenz durch die
Bindung eines Forward Primers an die in der cONA Synthese eingebrachte template
switching Oligo-Sequenz (TS-0ligo-Sequenz) und die Bindung eines Reverse Primers
an die konstante Region des Genabschnitts des Lymphozytenrezeptors. Zur
Amplifizierung der cDNA wurde das Advantage 2 PCR Kit benutzt. Zur Validierung der
PCR wurden neben den Projektproben eine Negativ-Kontrolle, mit Hinzugabe von
Nuklease freiem Wasser anstatt cDNA und eine Positiv-Kontrolle mit bekannter cDNA

verwendet.

Fir die erste PCR wurde je Probe ein Mastermix aus 0,5 ul Forward-RACE-Ill-adP1
Primer, 2,5 pyl PCR Puffer, 0,5 ul dNTPs, 0,5 ul Tag-Polymerase und 0,5 ul TCR-beta-
lll-adP1 Primer (Reverse Primer) pipettiert. Bis zu einem totalen Volumen von 25 pl
wurde 2,5 pyl cDNA und 18 pl Nuklease freies Wasser hinzugefligt. Abhangig vom
Ausgangsmaterial, speziell der im FACS gemessenen Zellzahl, wurden die letzten
Zyklen der ersten PCR auf die einzelnen Subpopulation angepasst. Fur Populationen
>50.000 Zellen wurden zwei Zyklen, fur <50.000 Zellen wurden vier Zyklen, fur
<10.000 Zellen wurden sechs Zyklen und fur <1.000 Zellen wurden acht Zyklen

durchlaufen. Der Thermocycler wurde wie folgt programmiert:

2 Zyklen 2 Zyklen 2/4/6/8 Zyklen

94 °Cfur30s 94 °Cfur30s 94 °Cfur 30 s

72 °C fur 1 min 70 °C fur 1 min 68 °C fur 1 min
72 °C fUr 1 min 72 °C fur 1 min

2.2.6 Magnetische Bead Aufreinigung

Um die Proben mittels magnetischen Beads aufzureinigen, wurde das Agencourt
AMPure XP Protokoll fir zwei Durchlaufe verwendet, wobei durch magnetisch
geladene Klgelchen, die DNA von ungebundenen dNTPs, Primern, Primer Dimer und

anderen Kontaminationen befreit wurde. Zu den Proben, darunter auch Negativ- und
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Positiv-Kontrolle, wurde im Verhaltnis von 5:4 die Agencourt AMPure XP Ldsung
pipettiert. Bei den Projektproben wurden so zu 50 pl amplifizierter DNA 40 ul der
Agencourt AMPure XP Losung pipettiert. Bei Raumtemperatur wurde das Reagenz flr
5 Minuten inkubiert und dann fur 2 Minuten in der Agencourt SPRIPlate 96
Supermagneten Platte platziert. Nach Separation der gebundenen DNA wurde der
Uberstand abpipettiert und die Proben mit je 200 ul 70 %igen Ethanol gespiilt. Diese
FlUssigkeit wurde nach 30 Sekunden entfernt und der Waschvorgang wurde
wiederholt. Nachdem die Proben an der Luft getrocknet wurden, wurden die Proben
mit je 20 pl Nuklease freiem Wasser auRerhalb des Magneten geldst. Als Nachstes
wurde das Reagenz erneut fir 1 Minute auf der Agencourt SPRIPlate 96
Supermagneten Platte platziert. Die nun aufgereinigte DNA befand sich geldst von den
magnetischen Kigelchen in dem Nuklease-freien Wasser und konnte mittels Pipette
in ein neues steriles Eppendorf transferiert werden. Das Prozedere wurde nach
Hinzufigen von 30 pl Nuklease freiem Wasser mit erneut 40 ul Agencourt AMPure XP

Lésung wiederholt.

2.2.7 Einbringen der Barcode Sequenz

Die zweite PCR vervollstandigte die lllumina Adapter Sequenz. Fir den Prozess
des NGS wurde somit die Bindung an die Flow Cell ermoglicht, gleichzeitig diente die
lllumina Adapter Sequenz auch als Ausgangspunkt fir den Sequenzierungsprimer.
Der Forward Primer und der Reverse Primer banden an die durch die erste PCR
eingebrachten erste lllumina Adapter Sequenz. Sowohl Foward als auch Reverse
Primer beinhalteten zur Differenzierung der einzelnen Proben spezifischen lllumina
Barcode Sequenzen. Die Kombinationen der verwendeten Barcodes wurden zuvor
durch die lllumina Experiment Manager Software getestet. Die verwendeten Primer
und die Barcodesequenzen sind in Abschnitt 2.1.2. unter ,,Primer der cDNA Synthese

und des TZR-Library Protokolls“ aufgelistet.

Neben je einer Projektprobe mit einem totalen Volumen von 50 pl wurden eine
Probe ohne Primer und eine Negativ-Kontrolle mit halbierten Reagenzien und einem

totalen Volumen von 25 pl zum Versuch hinzugefugt. Es wurde ein Mastermix mit 5 pl
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PCR Puffer, 1 yl dNTPs, 1 pl Polymerase und 36 ul Nuklease freiem Wasser je Probe
vorbereitet. Aullerdem wurden je 1 ul des Forward-IlI-AdP2 Primers und des Reverse-
IlI-AdP2 Primers hinzugeflugt. Bis zu einem totalen Volumen von 50 ul wurden 5 ul der
aufgereinigten DNA hinzugefugt. In der Losung ohne Primer wurde stattdessen
Nuklease freies Wasser verwendet. In der negativen Kontrolle wurde, statt DNA,
Nuklease freies Wasser hinzugefugt. Die Sequenzen des Forward-llI-AdP2 Primers
und des Reverse-lll-AdP2 Primers finden sich in 3.1.2 unter PCR2 aufgelistet. Der
Thermocycler wurde wie folgt programmiert:

30 Zyklen
94 °Cfur30s

68 °C fur 1 min
72 °C fur 1 min

2.2.8 Gelelektrophorese, Gel Extraktion und Aufreinigung

Das amplifizierte DNA-Material wurde einer Gelelektrophorese zugefuhrt. Als
Vorbereitung wurden alle Materialien mit DNA Exitus gereinigt und unter 30-minitigem
Ultraviolett-Licht sterilisiert. Als Nachstes wurde eine Losung aus TBE Puffer mit 2 %
Agarose Anteil erhitzt, mit 20 yl Sybr Safe versetzt, abgekuhlt und als Gel in die
gereinigte Gelwanne gegossen. Nach 30-minutigem Ausharten mit einem Kamm
wurde allen Proben in einem Verhaltnis von 5:1 DNA Gel Loading Dye (6x) zugefuhrt.
Das ausgehartete Gel wurde in eine Wanne mit TBE Puffer gelegt. Daraufhin wurden
die Proben und der Gene Ruler DNA Ladder Mix in die Taschen des Gels aufgetragen
und unter 150-170 Volt fir 30-40 Minuten unter Spannung gesetzt. Die 60 ul Probe
wurde jeweils in zwei Taschen des Gels aufgeteilt. Das amplifizierte Produkt war dabei,

mit einer Lange von 600-700 bp zu erwarten.
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Pat. D Pat. D Pat. D
CD4+ CCR7+ CD4+ CCR7- CD8+ CCR7-

-1000 bp -1000 bp

-500 bp v -500 bp

Abb. 5: Gelelektrophorese am Beispiel des Patienten D. Abgebildet werden zum Zeitpunkt mO die
Banden der T-Zell-Subpopulation CD4+ CCR7+, CD4+ CCR7- und CD8+ CCR7- des Pat. D. Bei einer
Lange von 600-700 bp war das spezifische PCR Produkt zu erwarten.

Die nebeneinander aufgetragenen Gelelektrophorese Banden der Projektproben
wurden mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und je Probe in einem
sterilen Eppendorf zusammengefuhrt. Nach Protokoll des QIAquick Gel Extraction Kit
wurde daraufhin die amplifizierte DNA aus dem Gel gewaschen. Die ausgeschnittenen
Banden einer Probe wurden mit dem dreifachen ihres Volumens mit Buffer QG
vermischt und bei 50 °C unter Vibration fur 10 Minuten inkubiert und geldst. Danach
wurde das einfache Volumen der ausgeschnittenen Banden in Form von Isopropanol
zur Probe hinzupipettiert. Die Losung wurde in eine QIAquick Spinsaule mit Filter
transferiert und fiir eine Minute bei 17.900 G zentrifugiert. Der Uberstand, der sich im
Rohrchen sammelte, wurde abpipettiert und es wurden 500 ul Buffer QG oberhalb des
Filters, ohne Filterkontakt, appliziert. Es folgte eine erneute Zentrifugation fur eine
Minute bei 17.900 G. Der Uberstand am Réhrchenboden wurde danach entfernt. Es
folgten zwei Waschvorgange mit je 750 pl Buffer PE, der oberhalb des Filters appliziert
und jeweils nach 1-minutiger Zentrifugation bei 17.900 G aus dem Gefal} entfernt
wurde. Der Filter der Spinsaule wurde darauf in einem sterilen Eppendorf platziert.
Dann wurden 20 pyl RNase freies Wasser oberhalb der Filtermembran pipettiert und
die Probe wurde bei 17.900 G fur eine Minute zentrifugiert. Dabei wurde die nun
aufgereinigte DNA im Eppendorf aufgesammelt. Das PCR Produkt wurde bei minus
20 °C gelagert.
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2.2.9 Quantifizierung mittels Qubit 2.0 und Vorbereitung der Gen-Library

Die Quantifizierung der PCR Produkte erfolgte mit dem dsDNA HS-Assay Kit mit
dem Qubit 2.0. Nach Vorgaben des Herstellers wurden 1 yl HS Reagenz mit 199 pl
HS-Puffer je Probe als Mastermix vermischt. Zur Kalibrierung des Qubit 2.0 wurden
190 pl mit 10 yl HS Standard 1 bzw. 2 in den vorgesehenen Reaktionsgefallen
vermengt, nach Verwirbelung mittels Vortexmischer fur 2 Minuten inkubiert und mit
dem Qubit 2.0 gemessen. Fur jede Probe wurden je zweimal 1 yl PCR Produkt mit je
199 ul Mastermix vermischt und wie fir die Kalibrierung beschrieben verarbeitet. So
wurden zwei Konzentrationen einer Probe gemessen und jeweils der Mittelwert fur die

im Folgenden beschriebene Berechnung verwendet.

Zur Vorbereitung der Gen-Library fur das NGS mit lllumina MiSeq wurden alle
Proben auf eine Konzentration von 4 nmol verdunnt. Proportional zu den im FACS
sortierten Zellzahlen der Subpopulationen wurde das Volumen der Proben mit
unveranderter Molaritat in der gepoolten Gen-Library reguliert. So wurden die
Subpopulationszahlen aller in einem Sequenzierungslauf sequenzierten Proben
addiert und die relativen Anteile der einzelnen Subpopulationen berechnet. Mit dem
gleichen Anteil wurde das Volumen der 4 nmol Proben am gesamten Volumen der

Library reprasentiert.

2.2.10 Sequenzierung

Die TZR-B-Library wurde mit Hilfe der Arbeitsgruppe Translationale
Gynakoonkologie des Universitatklinikums in Dusseldorf durch den /llumina MiSeq
vollzogen. Jede Library wurde durch Gebrauch des MiSeq Reagent Kit v2 (500 bp) der
Firma lllumina aquivalent von beiden Seiten sequenziert. Die PhiX Kontrolle der Firma
[llumina wurde mit 40 % zu den Proben hinzugefugt, um die Variabilitdt des Materials
zu erhohen. Die Produkte wurden denaturiert und mit einer finalen Konzentration von

13 pM sequenziert.
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2.2.11 Auswertung

Die Rohdaten des NGS wurden mittels MiXCR (Bolotin et al., 2015) analysiert. Die
Ausrichtungseinstellungen wurde adjustiert fir 5 RACE Produkte gemaly den
Empfehlungen des Programmierers. Weiter wurden Sequenzen, die zu nicht-
funktionsfahigen Rezeptoren fuhrten, durch Auftreten eines Stopcodons oder einer
Leserasterverschiebung aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Programme
VDJtools (Shugay et al., 2015) und VDJdb (Bagaev et al., 2020) wurden zur weiteren
Auswertung und Visualisierung verwendet. Des Weiteren wurden Daten mittels Excel

(Microsoft, Redmond, Washington, USA) ausgewertet und visualisiert.
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3 Ergebnisse

Die CD3+ T-Zellen wurde nach der durchflusszytometrischen Analyse in CD4+
und CD8+ sowie in deren CCR7+ und CCR7- T-Zellen unterteilt. Im Folgenden soll auf
die CD4+ T-Zellen und deren TZR-Repertoire eingegangen werden. Zur Abbildung der
CD8+ T-Zellen und deren TZR-Repertoire verweise ich auf die noch folgenden
Publikationen der Arbeitsgruppe von Universitatsprofessor Dr. med. Norbert Goebels

der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf.
3.1 Durchflusszytometrische Messungen der T-Zellpopulationen

3.1.1 Totale Zellzahlen und CD3+ T-Zellpopulationen

Bei der durchflusszytometrischen Messung der totalen Zellzahl der aufbereiteten
PBMC zeigten sich als Ausgangsmaterial zur weiteren Analyse unterschiedliche
PopulationsgroRen. Im PBMC von Pat. C konnten vor Beginn der Therapie mit
Fingolimod 2.142.517 Zellen gezahlt werden, bei Pat. D hingegen 6.638.139 Zellen.
Die totale Zellzahl in den PBMCs des unbehandelten MS Patienten (uC) blieb im
zeitlichen Verlauf bei etwa 5.000.000 Zellen. Die PBMCs der gesunden Kontrolle (hC)
zeigten eine Differenz der Zellzahl von etwa 2.000.000 Zellen. Nach 12-monatiger
Therapie (m12) mit Fingolimod fand sich im PBMC des Pat. C eine um etwa 2.000.000
Zellen hohere Zellzahl als im PBMC zum Zeitpunkt vor Beginn der Therapie (m0). Pat.
D zeigte im PBMC nach 12-monatiger Therapie (m12) etwa 3.000.000 weniger Zellen
als im PBMC vor Beginn der Therapie (m0). Gleichzeitig kam es bei Pat. C und Pat. D
zu einer Reduktion der absoluten CD3+ Lymphozytenzahl in den PBMCs. Die CD3+
Lymphozyten fielen bei Pat. C von 669.679 auf 399.378 Zellen, bei Pat. D von
3.269.659 auf 611.314 Zellen. Nach 12-monatiger Therapie sanken die absoluten
Zahlen der CD3+ CD4+ T-Zellen bei Pat. C von 431.318 auf 83.916 Zellen, bei Pat. D
von 1.998.408 auf 33.775 Zellen. In der gleichen Zeit veranderten sich die absoluten
Zellzahlen der CD3+ CD8+ T-Zellen bei Pat. C von 190.697 auf 217.045 Zellen und
bei Pat. D von 965.433 auf 323.012 Zellen. Die absoluten CD3+ Lymphozytenzahlen
sowie die Zellzahlen der CD3+ CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellen des unbehandelten
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MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle zeigten gleichzeitig geringe

Schwankungen (Tabelle 3).

Unter Therapie mit Fingolimod fiel der relative Anteil der CD3+ Lymphozyten an
der totalen Zellzahl bei Pat. C um 70 % und bei Pat. D um 60,4 %. Der relative Anteil
der CD3+ CD4+ T-Zellen fiel um 90,1 % bei Pat. C und um 96,4 % bei Pat. D.
Gleichzeitig fiel der relative Anteil der CD3+ CD8+ T-Zellen bei Pat. C um 42,7 %, bei
Pat. D um 29 % (Abb. 6a und b, Tabelle 3).

So ergab sich unter Therapie mit Fingolimod eine Anderung des CD4/CD8
Quotienten zugunsten der CD3+ CD8+ T-Zellen. Der CD4/CD8 Quotient fiel somit
nach 12 Monaten Therapie bei Pat. C von 2,3 auf 0,4, bei Pat. D von 2,1 auf 0,1.

Der unbehandelte MS Patient (uC) sowie die gesunde Kontrolle (hC) zeigten nach
10 bzw. 12 Monaten Veranderungen des CD3+ Lymphozyten Anteils an der totalen
Zellzahl von etwa +/-15 % Punkten. Im gleichen Zeitraum zeigten die CD3+ CD4+ T-
Zellpopulationen Schwankungen von etwa +/-12 % Punkten im Anteil an der totalen
Zellzahl. In der CD3+ CD8+ T-Zellpopulation fanden sich Veranderungen von <5 %
Punkten. Der CD4/CD8 Quotient blieb zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12 je
konstant bei etwa 3 (Abb. 6¢ und d, Tabelle 3).

Die Auswertungen der CD3+ CD8+ T-Zellpopulation sind hier zur Abbildung der

CD3+ Lymphozytenpopulation ergdnzend angegeben.

40



a) Pat. C b) Pat. D
60 60
40 40 \
20 \ 20 %
0 0
C_mo0 C m12 D mo0 D m12

c) d)

Unbehandelter MS Patient Gesunde Kontrolle
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— —

20 20

uC_mo0 uC_m10 hC m0 hC m12

e (CD3+ Lymphozyten
== CD3+ CD4+ T-Zellen
=== CD3+ CD8+ T-Zellen

Abb. 6a-d: Relativer Anteil der CD3+ Lymphozyten, der CD3+ CD4+ T-Zellen und der CD3+
CD8+ T-Zellen an der totalen Zellzahl. Dargestellt wird der prozentuale Anteil (Y-Achse) der CD3+
Lymphozyten, der CD3+ CD4+ T-Zellen und der CD3+ CD8+ T-Zellen an der totalen Zellzahl der
Patienten C (Pat. C) und D (Pat. D), des unbehandelten MS Patient (uC) und der gesunden Kontrolle
(hC). Die Patienten C und D und die gesunde Kontrolle (hC) werden zu den Zeitpunkten vor Beginn
der Therapie (mO) und nach 12 Monaten Therapie (m12) mit Fingolimod abgebildet. Der
unbehandelte MS Patient (uC) zu Beginn m0 und nach 10 Monaten (m10). Die X-Achse bildet den
zeitlichen Verlauf ab.

Unter Fingolimod Therapie lie® sich bei Pat. C und D eine stetige Abnahme des Anteils der CD3+
Lymphozyten an der totalen Zellzahl verzeichnen. Der Anteil der CD3+ CD4+ T-Zellen an der totalen
Zellzahl nahm unter Therapie bei Pat. C und Pat. D ab. Der Anteil der CD3+ CD8+ T-Zellen an der
totalen Zellzahl blieb gleichzeitig konstant (Abb. 6a und b). Der unbehandelte MS Patient (uC) und
die gesunde Kontrolle (hC) zeigten geringe Schwankungen der Anteile der CD3+ Lymphozyten, der
CD3+ CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellen an der totalen Zellzahl (Abb. 6¢c und d).
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totale CD3+ CD3+ CD4+ | CD3+CD8+

Zellzahl Lymphozyten T-Zellen T-Zellen

669.679 431.318 190.697

C_mo 2.142.517 (31,3 %) (20,1 %) (8,9 %)
399.378 83.916 217.045

Cmi2 | 4046417 (9,4 %) (2 %) (5,1 %)
3.269.659 1.998.408 965.433

D_m0 6.638.139 (49,3 %) (30,1 %) (14,5 %)
611.314 33.775 323.012

D_m12 | 3129454 (19,5 %) (1,1 %) (10,3 %)
2.069.266 1.407.563 474.587

uC_mo | 54627112 (36,8 %) (25 %) (8,4 %)
2.962.875 2.005.020 712.002

uC_m10 | 5901224 (50,2 %) (34 %) (12,1 %)
239.4547 1.714.382 514.697

hC_m0 | 4755171 (50,4 %) (36,1 %) (10,8 %)
233.1805 1.580.903 539.379

hC_m12 | 5 798 521 (34,3 %) (23,3 %) (7,9 %)

Tabelle 3: Auflistung der im FACS gemessenen totalen Zellenzahlen und der CD3+
Lymphozytenzahlen, der CD3+ CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellzahl sowie deren relative Anteile an
der totalen Zellzahl in Klammern der Patienten C (Pat. C) und D (Pat. D) sowie des unbehandelten
MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC).

3.1.2 CD4+ CCR7+ und CCRY7- T-Zell-Subpopulationen

Innerhalb der CD3+ CD4+ T-Zellen erfolgte die Unterteilung mittels des humanen
Antikorper CCR7. Es ergaben sich die Subpopulationen der naiven T- und zentralen
Gedachtnis-T-Zellen (CCR7+) und die der Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CCR7-).

Die absolute Zellzahl der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation sank nach 12
Monaten Therapie mit Fingolimod von 223.684 Zellen auf 36.150 bei Pat. C und von
1.470.628 auf 11.426 Zellen bei Pat. D. Auch die Zellzahl der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation sank unter Therapie. Bei Pat. C fielen die CD4+ CCR7- Zellen von
165.855 Zellen auf 42.376 Zellen, bei Pat. D von 346.885 auf 20.194 Zellen. Die
absoluten Zellzahlen der CD4+ CCR7+ und CCR7- Subpopulationen des
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unbehandelten MS Patienten und der gesunden Kontrolle unterlagen gleichzeitig
geringen Schwankungen (Tabelle 4).

Der relative Anteil der CCR7+ Zellen an allen CD3+ CD4+ T-Zellen fiel bei Pat. C
um 17 % und bei Pat. D um 54 %. Gleichzeitig stieg der relative Anteil der CCR7-
Zellen an allen CD3+ CD4+ T-Zellen bei Pat. C um das 1,3-fache und bei Pat. D um
das 3,4-fache des Ausgangswertes (Abb. 7a und b, Tabelle 4).

a) Pat. C b) Pat. D
80 80
60 o 60 \
40 e 40 SN
20 20
0 0
C m0 C_m12 D_mo0 D_m12
c) d)
Unbehandelter MS Patient Gesunde Kontrolle
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
uC_mo0 uC_m10 hC_mo0 hC_m12

= (CD4+CCR7+ T-Zellen
CD4+CCR7- T-Zellen

Abb. 7a-d: Relativer Anteil der CCR7+ und CCR7- Zellen an allen CD3+ CD4+ T-Zellen. Dargestellt
wird der prozentuale Anteil (Y-Achse) der CD4+ CCR7+ und CCR7- T-Zellpopulationen an allen CD3+
CD4+ T-Zellen des Pat. C, Pat. D, des unbehandelte MS Patient (uC) und der gesunden Kontrolle (hC)
zu den Zeitpunkten m0 und m10 oder m12 (X-Achse) .

Es zeigte sich eine relative Abnahme der CCR7+ Zellen sowie eine relative Zunahme der CCR7- Zellen
in der CD3+ CD4+T-Zellpopulation von Pat. C und Pat. D unter Therapie mit Fingolimod (Abb. 7a und

b). Gleichzeitig zeigten uC und hC nur geringe Veranderungen der CCR7+ und CCR7- Anteile in der
CD3+ CD4+ Population (Abb. 7c und d).
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Der unbehandelte MS Patient (uC) und die gesunde Kontrolle (hC) zeigten in der
gleichen Zeit Veranderungen, von <10 % Punkten, der CCR7+ und CCR7-
Subpopulationen in den CD3+ CD4+ T-Zell-Populationen (Abb. 7c und d, Tabelle 4).

Somit sank unter Immunmodulation mit Fingolimod der Anteil der CCR7+ Zellen
an allen CD3+ CD4+ T-Zellen, gleichzeitig stieg der Anteil der CCR7- Zellen an dieser
Population. Die Zusammensetzung der CD3+ CD4+ T-Zellpopulation veranderte sich
zugunsten der CCR7- T-Zellen. Pat. C wies zu Beginn einen CCR7+/CCR7-
Quotienten von 1,4, nach 12 Monaten einen Quotienten von 1 auf. Bei Pat. D
veranderte sich das Verhaltnis von 4,2 auf 0,6. Bei dem unbehandelten MS Patienten
(uC) sowie bei der gesunden Kontrolle (hC) zeigte sich ein konstanter CCR7+/CCR7-
Quotient zugunsten der CD4+ CCR7+ T-Zellen.

CD4+ T-Zellen | CD4+ CCR7+ T-Zellen | CD4+ CCR7- T-Zellen

223.684 165.855

C_mo 431.318 (51,9 %) (38,5 %)
36.150 42.376

C_m12 83.916 (43,1 %) (50,5 %)
1.470.628 346.885

D _mo 1.998.408 (73,6 %) (17,4 %)
11.426 20.194

D _m12 33.775 (33,8 %) (59,8 %)
824.829 276.527

uC_mo 1.407.563 (58,6 %) (19,6 %)
1.123.354 487.809

uC_m10 2.005.020 (56 %) (24,3 %)
1.198.379 290.865

hC_mo0 1.714.382 (69,9 %) (17 %)
983.895 424.074

hC_m12 1.580.903 (62,2 %) (26,8 %)

Tabelle 4: Auflistung der im FACS gezahlten CD3+ CD4+ CCR7+ und CCR7- T-Zellen sowie des
relativen Anteils der CD4+ CCR7+ und CD4+ CCR7- T-Zellen an allen CD3+ CD4+ T-Zellen in

Klammern.
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3.2 Allgemeine Statistik der NGS Rohdaten der CD4+ T-Zellen

Die durchflusszytometrisch gezahlten T-Zellen wurden mit einer Obergrenze von
400.000 Zellen separiert und gesammelt. Zur Darstellung quantitativer
Zusammenhange werden im Folgendem die im FACs gesammelten Zellzahlen, die
durch MiXCR (etabliert durch (Bolotin et al., 2015) ermittelten allgemein sequenzierten
totalen Readanzahlen, die darunter erfolgreichen anteiligen TZR-B-Alignments, die
daraus durch VDJtools (etabliert durch Shugay et al., 2015) verwendeten Reads sowie
die finale Anzahl der Klonotypen und deren Anteil an den in VDJtools verwendeten

Reads in Tabelle 5 erfasst und im Folgenden erlautert.

Betrachtet man die allgemeinen sequenzierten totale Read-Anzahlen von Pat. C,
Pat. D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) im
Vergleich zu den im Prozess verwendeten Zellzahlen, zeigte sich eine unterschiedlich
ausgepragte Reprasentation der Ausgangspopulationen im Sequenziervorgang. So
wurden die Ausgangszellzahlen bei Pat. C der T-Zell-Subpopulationen CD4+ CCR7+
und CCR7- zum Zeitpunkt mO durch eine etwa aquivalente Anzahl an Reads
reprasentiert. Eine starke Uberreprasentation der Ausgangspopulation zeigte sich bei
dem unbehandelten MS Patient (uC) in der CD4+CCR7+ T-Zell-Subpopulation zum
Zeitpunkt m10 und in den CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen zu den Zeitpunkten
mO und m10. Hier fanden sich je etwa 300.000 Reads mehr als Zellen zum
Ausgangszeitpunkt. Eine Unterreprasentation der Ausgangspopulation zeigte sich
mitunter bei der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation zum Zeitpunkt m12 der gesunden
Kontrolle (hC). Hier wurden 400.000 Zellen durch etwa 50.000 Reads abgebildet.

Bei weiterer Differenzierung des NGS-Ergebnisses mittels MiXCR ergaben sich
die Reads, die vollstandig aligniert der TZR-3-Region zugeordnet werden kdnnen. Es
zeigte sich, dass das TZR-B-Alignment zwischen den Proben von anteilig 41 % bis zu
88 % der totalen Readanzahl variierte. Ein anteiliges TZR-B-Alignment von >80 % an
der totalen Readanzahl zeigte sich in den Proben der gesunden Kontrolle (hC) fur die
CD4+CCR7+ T-Zell-Subpopulation zum Zeitpunkt m12 und fur die CD4+ CCR7- T-
Zell-Subpopulationen zu den Zeitpunkten m0 und m12. Die CD4+ CCR7- T-Zell-
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Subpopulation des Pat. C und die CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des Pat. D zu
den Zeitpunkten m12 zeigten gleichzeitig ein TZR-B-Alignment von 41 %.

Von den an TZR-B-Region vollstandig alignierten Reads wurde wiederum ein
unterschiedlich groRer Anteil zur Datenanalyse mittels VDJfools verwendet. So
konnten >60 % der allgemein sequenzierten Reads in der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation des Pat. D zum Zeitpunkt mO und in der CD4+CCR7- T-Zell-
Subpopulation der gesunden Kontrolle (hC) zum Zeitpunkt m12 zur Datenverarbeitung
mittels VDJtools verwendet werden. In den T-Zell-Subpopulationen CD4+CCR7+ des
Pat. D zum Zeitpunkt m12 und CD4+ CCR7+ der gesunden Kontrolle (hC) zum
Zeitpunkt mO konnten gleichzeitig <20 % der totalen Readanzahl durch VDJtools

verwendet werden.

In der weiteren Datenverarbeitung ermittelte VDdJtools aus den verwendeten
Reads die Anzahl der Klonotypen im TZR-B-Repertoire. In den CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation der gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m12 wurden
<5 % des durch VDJtools verwendeten Materials als Klonotypen definiert. Gleichzeitig
wurde in der CD4+ CCR+ T-Zell-Subpopulation des Pat. D zum Zeitpunkt m12 58,4 %
als Klonotypen identifiziert. Unter Therapie mit Fingolimod erhdht sich der Anteil an
Klonotypen in allen CD4+ CCR7+ und CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulationen der

Patienten C und D Uber den Zeitraum von 12 Monaten.

Die durch VDJtools verwendeten Reads und die Anzahl der Klonotypen gelten als

Basis fur die folgenden Ergebnisse.
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Zellzahl Totale TZR-B- Verwendete Anzahl

Read-An- Alignment Reads durch Klonotypen
zahl anteilig a. d. | VDJtools anteilig | anteilig an
totalen an der totalen den VDJtools
Read-Anzahl | Read-Anzahl) Reads)
Patient C m0
86.633 19.946
CD4+CCR7+ 180.000 146.328 73,7 % (59,2 %) (23 %)
79.480 8.717
CD4+CCR?7- 120.000 139.440 77,1 % (57 %) (11 %)
Patient C m12
8.460 2.722
CD4+CCR7+ 25.490 16.837 66,2 % (50,2 %) (32,2 %)
2.312 1.090
CD4+CCR7- 28.670 11.453 41 % (20,2 %) (47,1 %)
Patient D m0
48.013 15.476
CD4+CCR7+ 400.000 145.798 58,4 % (32,9 %) (32,2 %)
88.424 11.615
CD4+CCR7- 226.000 144.334 77,7 % (61,3 %) (13,1 %)
Patient D m12
817 477
CD4+CCR7+ 8.400 4.737 41 % (17,2 %) (58,4 %)
3.899 1.334
CD4+CCR7- 14.530 10.782 49,9 % (36,2 %) (34,2 %)
Unbehandelter MS Patient (uC) m0
208.602 22.788
CD4+ CCR7+ 400.000 505.546 76,2 % (41,3 %) (10,9 %)
198.338 17.845
CD4+ CCR7- 190.000 501.936 75 % (39,5 %) (9 %)
Unbehandelter MS Patient (uC) m10
323.139 16.695
CD4+ CCR7+ 400.000 836.512 75,4 % (38,6 %) (5,2 %)
328.701 17.439
CD4+ CCR7- 320.000 834.542 75,9 % (39,4 %) (5,3 %)
Gesunde Kontrolle (hC) m0
20.391 9.692
CD4+ CCR7+ 300.000 104.429 471 % (19,5 %) (47,5 %)
31.117 1.569
CD4+ CCR7- 190.000 64.715 86 % (48,1 %) (5 %)
Gesunde Kontrolle (hC) m12
10.638 3.826
CD4+ CCR7+ 400.000 52.132 81,9 % (20,4 %) (36 %)
75.628 2.817
CD4+ CCR7- 230.000 120.244 88 % (62,9 %) (3,7 %)

Tabelle 5: Auflistung der gesammelten Zellzahl, der totalen Readanzahl, des anteiligen TZR-$3-
Alignments, der durch VDJtools verwendeten Reads und deren Anteil an der totalen Readanzahl
sowie der Anzahl der Klonotypen und deren Anteil an den in VDJtools verwendeten Reads der
Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zu

den Zeitpunkten vor Beginn der Therapie (m0) und nach 10 bzw. 12 Monaten (m10 bzw. m12).
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3.3 TZR-3-Rekombination der CD4+ T-Zellen

3.3.1 CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation

Pat. C wies zu Beginn (m0) in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation 583 V-J-
Kombinationsmdglichkeiten auf. Nach einer 12-monatigen Therapie (m12) reduziert
sich die Rezeptorrekombinationsmoglichkeiten auf 410 verschiedene V-J-
Kombinationen. Es fand sich eine Reduktion um 29,7 %. Pat. D zeigte vor Beginn der
Therapie (m0) 579 V-J-Kombinationen in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation.
Nach einer 12-monatigen Therapie (m12) fanden sich noch 212 V-J-
Kombinationsmoglichkeiten. Es zeigte sich eine prozentuale Abnahme der
Kombinationsmdglichkeiten von 63,4 %. Der unbehandelte MS Patient (uC) und die
gesunde Kontrolle (hC) zeigten gleichzeitig Schwankungen der V-J-
Kombinationsmdglichkeiten der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation von <18 %
(Tabelle 6).

CD4+ CCR7+ Pat.C Pat. D uC hC

mo0 583 579 588 566

m10/12 410 212 565 465
-29,7 % -63,4 % -3,9 % -17,8 %

Tabelle 6: Anzahl der Rekombinationsmoglichkeiten des TZR-B der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden
Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12 sowie die prozentuale Anderung der

Rekombinationsméglichkeiten im Repertoire im zeitlichen Verlauf.

Ein Uberblickendes V-J-Rekombinationsraster, das die V und J Gensegmente und
ihre Rekombinationen in ihrer anteiligen Frequenz darstellt, zeigte, dass bei den
Patienten C und D in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation vor Beginn der Therapie

zum Zeitpunkt m0 die Mehrheit der V-J-Kombinationsmdglichkeiten im niedrig
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frequenten Bereich auftreten und sich weniger V-J-Kombinationsmoéglichkeiten als
hochfrequent identifiziert werden kénnen. In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation
des unbehandelten MS Patienten (uC) lieRen sich die hdochsten Frequenzen einzelner
V-J-Kombinationsmadglichkeiten finden. Bei der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation
der gesunden Kontrolle (hC) =zeigten sich die hochfrequenten V-J-
Kombinationsmaglichkeiten im Vergleich zu den anderen Probanden niederfrequenter.
Nach 12-monatiger Therapie mit Fingolimod zeigte sich bei der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation der Patienten C und D, dass vor Beginn der Therapie (mO)
hochfrequente V-J-Kombinationsmaoglichkeiten auch zum Zeitpunkt m12 hochfrequent
wieder zu finden waren. In der T-Zell-Subpopulation des Patienten D stiegen zuvor
bereits hochfrequente V-J-Rekombinationsmoglichkeiten weiter in ihrer Frequenz an.
Die V-J-Kombinationsraster der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des
unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle zeigten im zeitlichen

Verlauf eine geringe Variation (Abb. 8).

In Tabelle 7 findet sich eine Auflistung der Top 5 V-J-Kombinationen sowie die
anteilige Frequenz des TRBV5.1 im Repertoire. Ubereinstimmende V-J-
Kombinationen zwischen allen Probanden waren in der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation zum Zeitpunkt m0 TRBV5.1 mit TRBJ1-1 und TRBV5.1 mit TRBJ2-1.
Unter allen MS Patienten fanden sich aul3erdem TRBV5.1 mit TRBJ2-7 und TRBV5.1
mit TRBJ2-3 als Top 5 hochfrequente V-J-Kombinationen zum Zeitpunkt m0. Sowohl
bei den Patienten C und D als auch bei dem unbehandelten MS Patienten (uC) und
der gesunden Kontrolle (hC) blieben 4 der Top 5 hochfrequenten
Kombinationsmdglichkeiten nach 10 bzw. 12 Monaten bestehen. So fand sich in den
CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulationen aller Probanden zu beiden Zeitpunkten das
variable Segment TRBV5.1 unter den Top 5 der hochfrequenten
Kombinationsmdglichkeiten. Aus den Rohdaten der Matrizen zeigte sich, dass dieses
Gensegment im Repertoire aller MS Patienten, speziell des unbehandelten MS
Patienten (uC), mit einer bis zu doppelt so hohen Frequenz wie bei der gesunden
Kontrolle (hC) auftrat (Tabelle 7).
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Abb. 8a-d: V-J-Rekombinationsraster der T-Zell-Subpopulation CD4+ CCR7+ der Patienten C
und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zu den
Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. Die X-Achse bildet unterschiedliche V-, die Y-Achse

unterschiedliche J-Gensegmente ab. Die Gensegmente sind nicht einzeln benannt, sondern

Uberblickend dargestellt. Die einzelnen Gensegmente sind nicht namentlich benannt, sondern
Uberblickend dargestellt. Auf der Z-Achse wird die Frequenz der V-J-Kombinationen als relativer Anteil
am Repertoire der Subpopulation angezeigt.

Zum Zeitpunkt m0 zeigten Pat. C und D ein breites Verteilungsmuster mit vielen niederfrequenten und
wenigen hochfrequenten V-J-Kombinationsmaoglichkeiten. Hochfrequente V-J-
Kombinationsmadglichkeiten, die bereits zum Zeitpunkt mO auftraten, fanden sich auch zum Zeitpunkt
m12 der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation der Pat. C und Pat. D. Nach 12-monatiger Therapie mit
Fingolimod erhéhte sich die Frequenz von vorher bereits hochfrequente V-J-Rekombinationen in der
CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des Pat. D (Abb. 8a und b). Die T-Zell-Subpopulation des
unbehandelten MS Patienten (uC) zeigte V-J-Kombinationsmdglichkeiten mit den hdchsten
Frequenzen (Abb. 8c). Die CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation der gesunden Kontrolle (hC) zeigte

im Vergleich die V-J-Kombinationen mit den niedrigsten Frequenzen (Abb. 8d).
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Hr Top 5 V-J-Kombinationen anteilige
TRBV5.1
Frequenz
im Reper-
toire
Pat. C
m0 | TRBV5.1 | TRB5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 0,14
CD4+ TRBJ1-1 | TRBJ2-1 | TRBJ2-3 | TRBJ2-7 | TRBJ2-2
CCR7+
m12 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV12.3 | TRBV5.1 | TRBV5.1 0,13
TRBJ1-1 | TRB2-1 | TRBJ1-1 | TRBJ2-7 | TRBJ2-3
AL 0 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRB5.1 0,16
CD4+ m . . . . . ,
TRBJ2-7 | TRBJ2-1 | TRBJ2-3 | TRBJ1-1 | TRBJ2-5
CCR7+
m12 | TRBV5.1 | TRBVS5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV7.2 0,18
TRBJ1-1 | TRBJ2-7 | TRBJ2-1 | TRBJ2-5 | TRBJ2-7
uC m0 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 0,23
TRBJ2-1 | TRBJ2-7 | TRBJ1-1 | TRBJ2-5 | TRBJ2-3
CD4+
CCR7+
m10 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV20.1 | TRBV5.1 0,23
TRBJ2-1 | TRBJ2.7 | TRBJ1-1 | TRBJ2-1 | TRBJ2-3
hC m0 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV12.3 | TRBV12.3 | TRBV20. 0,096
TRBJ2-1 | TRBJ1-1 | TRBJ1-1 | TRBJ1-5 1
CD4+ TRBJ2-1
CCR7+
m12 | TRBV12.3 | TRBV5.1 | TRBV5.1 | TRBV12.3 | TRBV12. 0,11
TRBJ1-1 | TRBJ1-1 | TRBJ2-1 | TRBJ1-5 3
TRBJ1-2
Tabelle 7: Top 5 hochfrequente TZR-B-Rekombinationen der CD4+ CCR7+ T-Zell-

Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) zum Zeitpunkt m0 und m10 bzw. m12 mit absteigender Haufigkeit von

links nach rechts sowie die Frequenz des TRBV5.1 Segments im TZR-B-Repertoire.
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3.3.2 CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation

Die CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation des Pat. C wies zum Zeitpunkt m0 544 V-
Zeitpunkt m12 noch 333

Kombinationsmoglichkeiten. Es zeigte sich eine Reduktion der V-J-

J-Kombinationsmoglichkeiten auf, zum

Kombinationsmdglichkeiten um 38,8 %. Pat. D zeigte zu Beginn 555 V-J-
Kombinationsmdglichkeiten in der CD4+ CCR7- T-Subpopulation, nach einer 12-
monatigen Therapie mit Fingolimod 365. Es fand sich eine Reduktion der V-J-
Kombinationsmdglichkeiten um 34,2 %. Der unbehandelte MS Patient (uC) und die
gesunde Kontrolle (hC) zeigten gleichzeitig Veranderungen der TZR-3-
Rekombinationsmdglichkeiten der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation von <4 %
Punkten (Tabelle 8).

CD4+ CCR7- Pat.C Pat. D uC hC

moO 544 555 574 370

m10/12 333 365 560 382
-34,2 % -38,8 % -2,4 % +3,24 %

Tabelle 8: Anzahl der Rekombinationsmoglichkeiten des TZR-f der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden
Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10/m12 sowie die prozentuale Anderung der

Rekombinationsméglichkeiten im Repertoire im zeitlichen Verlauf.

In dem V-J-Rekombinationsraster der CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation der
Patienten C und D zum Zeitpunkt mO zeigte sich ein breites Muster an Frequenzen,
von vielen niederfrequenten bis zu wenigen hochfrequenten V-J-Kombinationen. In der
CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten MS Patienten (uC) fand sich
hingegen ein flacheres Muster mit wenigen, aber sehr hochfrequenten
Unterbrechungen. Die V-J-Kombinationen mit den héchsten Frequenzen fanden sich
in der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten MS Patienten (uC). Nach

12-monatiger Therapie mit Fingolimod zeigte sich bei den Patienten C und D in der
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CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation, dass hochfrequente V-J-Kombinationen, die
bereits zum Zeitpunkt m0 vorhanden waren, persistierten. Gleichzeitig traten andere,
nun sehr hochfrequente V-J-Kombinationen aus dem Muster hervor (Beispiel: Pat. C
— grune V-J-Kombination, Pat. D — orange V-J-Kombination). Bei dem unbehandelten
MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zeigte sich eine geringe Variation

der V-J-Kombinationen im zeitlichen Verlauf (Abb. 9).

Die in Tabelle 9 zusammengefassten Top 5 V-J-Kombinationen der CD4+ CCR7-
T-Zell-Subpopulationen zeigt, dass es keine zwischen allen Probanden
Ubereinstimmenden V-J-Kombinationen unter den Top 5 zum Zeitpunkt m0 gab. Unter
den MS Patienten fanden sich TRBV5.1 mit TRBJ2-1 und TRBV5.1 mit TRBJ2-7 als
gemeinsame V-J-Kombinationen in der CD4+ CCR7- T-Zellpopulation zum Zeitpunkt
mO0. Bei Pat. C persistierten 3 von 5 Rezeptorvarianten. Eine neu auftretende
hochfrequente Rezeptorvariante war TRBV3.1 mit TRBJ1-6. Bei Pat. D liel3 sich eine
der Top 5 hochfrequenten Kombinationsméglichkeiten nach 12 Monaten wiederfinden.
Neue dominante Kombinationsmdglichkeiten zum Zeitpunkt m12 waren TRBV12.3 mit
TRBJ1-2 und TRBV7.2 mit TRBJ2-3. Nach 10 Monaten zeigte die CD4+ CCR7- T-
Zell-Subpopulation des unbehandelten MS Patienten (uC) drei persistierende
Rezeptorvarianten unter den Top 5 V-J-Kombinationen. Die gesunde Kontrolle (hC)
zeigte eine persistierende Rezeptorvariante nach 12 Monaten. Auch in der CD4+
CCR7- T-Zell-Subpopulation war das variable Segment TRBV5.1 in allen Proben
hochfrequent. Hier zeigte sich beim unbehandelten MS Patienten (uC) eine bis zu
doppelt so hohe Frequenz des TRBV5.1 Segments im TZR-B-Repertoire im Vergleich

zur gesunden Kontrolle (Tabelle 9).
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Abb. 9a-d: V-J-Rekombinationsraster der T-Zell-Subpopulation CD4+ CCR7- der Patienten C
und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zu den
Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. Die X-Achse bildet unterschiedliche V-, die Y-Achse
unterschiedliche J-Gensegmente ab. Die Gensegmente sind nicht einzeln benannt, sondern
Uberblickend dargestellt. Die einzelnen Gensegmente sind nicht namentlich benannt, sondern
Uberblickend dargestellt. Auf der Z-Achse wird die Frequenz der V-J-Kombinationen als relativer Anteil
am Repertoire der Subpopulation angezeigt.

In der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation der Pat. C und Pat. D zeigte sich zum Zeitpunkt mO ein
breites Muster an Frequenzen, mit mehrheitlich niedrig frequenten und wenigen hoch frequenten V-J-
Kombinationen. Unter Therapie mit Fingolimod persistierten die zum Zeitpunkt m0 hochfrequenten V-
J-Kombinationen bei den Patienten C und D und es traten andere V-J-Kombinationen zum Zeitpunkt
m12 hervor. Beispielshaft zu nennen, sind bei Pat. C die griin markierte V-J-Kombination und bei Pat.
D die orange markierte (Abb. 9a und b). Die CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten
MS Patienten (uC) zeigte ein flaches Muster, mit den héchsten Frequenzen der V-J-Kombinationen
im Vergleich (Abb. 9c¢). Die gesunde Kontrolle zeigte geringe Veranderungen der V-J-Kombination im
zeitlichen Verlauf (Abb. 9d).
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R Top 5 V-J-Kombinationen TRBVS.1
Frequenz
im
Repertoire
Pat. C
mO0 TRBV5.1 TRBV5.1 TRBV5.1 TRBV5.1 TRBV5.1 0,14
CD4+ TRBJ1-1 TRBJ2-1 TRBJ2-3 TRBJ2-2 TRBJ2-7
CCR?7-
m12 | TRBV3.1 TRBV5.1 | TRBV12.3 | TRBV5.1 TRBV5.1 0,12
TRBJ1-6 TRBJ1-1 TRBJ1-1 TRBJ2-7 TRBJ2-3
I(’:aDt4E m0 | TRBV20.1 | TRBV5.1 TRBV5.1 | TRBV20.1 | TRBV20.1 0,12
TRBJ2-7 TRBJ2-7 TRBJ2-1 TRBJ2-3 TRBJ2-1
CCR?7-
m12 | TRBV12.3 | TRBV7.2 | TRBV5.1 TRB12.3 TRBV5.1 0,11
TRBJ1-2 TRBJ2-3 TRBJ2-3 TRBJ2-1 TRBJ2-7
uC m0 | TRBV5.1 TRBV5.1 | TRBV20.1 | TRBV5.1 TRBV5.1 0,20
TRBJ2-1 TRBJ2-7 TRBJ2-1 TRBJ1-1 | TRBJJ2-2
CD4+
CCRY7-
m10 | TRBV5.1 TRBV5.1 | TRBV12.4 | TRBV5.1 TRBV5.1 0,21
TRBJ2-1 TRBJ2-7 TRBJ2-1 TRBJ1-1 TRBJ2-2
hC m0 | TRBV20.1 | TRBV20.1 | TRBV7.2 | TRBV20.1 | TRBV20.1 0,08
TRBJ2-1 TRBJ2-7 TRBJ2-3 TRBJ2-3 TRBJ1-1
CD4+
CCRY7-
m12 | TRBV12.3 | TRBV20.1 | TRBV5.1 | TRBV20.1 | TRBV5.1 0,14
TRBJ2-1 TRBJ2-7 TRBJ2-1 TRBJ2-3 TRBJ1-1
Tabelle 9: Top 5 hochfrequente TZR-B-Rekombinationen der CD4+ CCR7- T-Zell-

Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der

gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12 mit absteigender Haufigkeit

von links nach rechts sowie die Frequenz des TRBV5.1 Segments im Repertoire.
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3.4 Klonalitat und Diversitat des TZR-B-Repertoires der CD4+ T-

Zellen

Zur Darstellung der Klonalitat und Diversitat des TZR-B-Repertoires zu den
einzelnen Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12 wurden ,3-lagige Donut Diagramme*
durch die Programme MiXCR (Bolotin et al., 2015) und VDJtools (Shugay et al., 2015)
erstellt. Der innerste Ring bildete dabei die Haufigkeit der CDR3 Sequenzen des CD4+
TZR-B-Repertoires zu den genannten Zeitpunkten ab. Die Zahlen 1, 2 und 3+ bildeten
zusammen 100 % des Repertoires ab. Die Sequenzen, die einmal (1), zweimal (2)
oder 23-mal (3+) im Repertoire auftraten, wurden unter dem entsprechenden Segment
gezahlt. Einmal auftretende Sequenzen werden ,Singletons®, doppelt auftretende
Sequenzen werden ,Doubletons® genannt. Ein gro3er Anteil an Singletons und

Doubletons wies auf eine hohe Diversitat des TZR-B-Repertoires hin.

In der nachsten Lage wurden die Sequenzen, die 23 Mal auftraten, der Haufigkeit
nach in Quintile unterteilt (Q1-Q5). Q1 symbolisierte dabei die haufigsten 20 % der
=3mal auftretenden CDR3 Sequenzen, Q2 die darauffolgenden 20 %. Q1-Q5 wurden
anteilig an der Gesamtheit der 23mal auftretenden Sequenzen abgebildet. So lief3 sich
die Klonalitat des TZR-B-Repertoires darstellen.

Die letzte Lage benannte die 10 haufigsten, klonal auftretenden CDR3 Sequenzen
und zeigte ihren Anteil am gesamten Repertoire. Auf die Top 10 CDR3 Sequenzen

wird in Abschnitt 3.6 detailliert eingegangen.

3.4.1 CD4+ CCR7+ TZR-B3-Repertoire

In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation zeigte sich bei den Patienten C und D
unter Therapie mit Fingolimod eine Zunahme der Singletons und Doubletons nach 12
Monaten um das 1,8-fache bei Pat. C und um das 2,7-fache bei Pat. D. Es zeigte sich
eine Zunahme der Diversitat des TZR-B-Repertoires unter Therapie. Gleichzeitig sank

der Anteil der 23mal auftretenden Sequenzen am Repertoire und damit die Klonalitat
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des TZR-B-Repertoires bei Pat. C um 11,34 % und bei Pat. D um 51,3 %. Die Top 10
CDR3 Sequenzen machten nach 12-monatiger Immunmodulation bei den Patienten C
und D einen grélkeren Anteil am Repertoire aus als vor Beginn der Therapie. Bei Pat.
C stieg der Anteil der Top 10 klonalen CDR3 Sequenzen am gesamten Repertoire um
das 5-fache, bei Pat. D um das 16,5-fache (Abb. 10).
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Pat. C CD4+ CCR7+

b)

Pat. D CD4+ CCR7+

m12
1+2 12,8 % 22,6 %
3+ 87,3 % 77,4 %
Top 10 CDR3 0,4 % 2%
L
>
o

!

m12
1+2 228 % 62,4 %
3+ 77,2 % 37,6 %
Top 10 CDR3 0,4 % 6,6 %
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Abb. 10a, b: Donut Diagramm der Diversitat (1+2) und Klonalitiat (3+) des CD4+ CCR7+ TZR-$-
Repertoires sowie die Auflistung der prozentualen Anteile der Singletons und Doubletons (1+2),
der 23mal auftretenden CDR3 Sequenzen (3+) und der 10 haufigsten CDR3 Sequenzen am
Repertoire der Patienten C und D zu den Zeitpunkten m0 und m12. Im zeitlichen Verlauf (mO und
m12) zeigte sich bei den Patienten C und D eine zunehmende Diversitat des CD4+ CCR7+ TZR-[3-
Repertoires. Die Klonalitdt nahm ab und der Anteil der Top 10 klonalen CDR3 Sequenzen am Repertoire

stieg unter Therapie mit Fingolimod.

In 10 Monaten veranderten sich bei dem unbehandelten MS Patienten (uC) die
Diversitdt und Klonalitat des TZR-B-Repertoires der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulationen nur geringfugig. Der Anteil der klonalen CDR3 Sequenzen am
Repertoire veranderte sich von 0,8 % auf 1,4 % (Abb. 11a).

Im CD4+ CCR7- TZR-B-Repertoires der gesunden Kontrolle (hC) sank in 12
Monaten der diverse Repertoireanteil um 39 %, wahrend der klonale Repertoireanteil
um das 1,3-fache zunahm. Im Vergleich zu den unbehandelten und behandelten
Patienten wies die gesunde Kontrolle (hC) von Beginn an eine héhere Diversitat, mit
einem hoheren Anteil an Singletons und Doubletons, auf. Der Anteil der Top 10
klonalen CDR3 Sequenzen am gesamten Repertoire veranderte sich von 0,6 % auf
1,2 % (Abb. 11b).
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a)

Unbehandelter MS Patient (uC)

CD4+ CCR7+
m10
1+2 7,2 % 3,3%
3+ 92,7 % 96,8 %
Top 10 CDR3 0,8 % 1,4 %
b)
Gesunde Kontrolle (hC)
CD4+ CCR7+
m0
1+2 46,7 % 28,5 %
3+ 53,3 % 71,5 %
Top 10 CDR3 0,6 % 1,2 %
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Abb. 11a, b: Donut Diagramm der Diversitat (1+2) und Klonalitidt (3+) des CD4+ CCR7+ TZR-$3-
Repertoires sowie die Auflistung der prozentualen Anteile der Singletons und Doubletons (1+2),
der 23mal auftretenden CDR3 Sequenzen (3+) und der 10 haufigsten CDR3 Sequenzen am
Repertoire des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zu den
Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. Die Diversitdt und Klonalitdt des CD4+ CCR7+ TZR-3-
Repertoires des unbehandelten MS Patienten (uC) unterlag leichten Veranderungen im zeitlichen
Verlauf (m0 und m10). In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation der gesunden Kontrolle nahm die
Diversitat nach 12 Monaten ab, gleichzeitig stieg die Klonalitat. Die gesunde Kontrolle (hC) wies zu
jedem Zeitpunkt eine héhere Diversitat als der unbehandelte MS Patient (uC) auf.

3.4.2 CD4+ CCRY7- TZR-B-Repertoires

In der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation zeigte sich unter 12-monatiger Therapie
mit Fingolimod bei den Patienten C und D eine Zunahme der Singletons und
Doubletons um das 1,21-fache bei Pat. C und um das 4,6-fache bei Pat. D. So fand
sich eine grofRRere Diversitat des TZR-B-Repertoires nach 12 Monaten Therapie. Wie
in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation sank auch in der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation der Anteil der 23 auftretenden CDR3 Sequenzen und damit die
Klonalitat um 45,3 % bei Pat. C und um 22,6 % bei Pat. D. Die Top 10 klonalen
Sequenzen machten, ahnlich wie in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation, nach 12
Monaten einen groReren Anteil am gesamten Repertoire aus. Bei Pat. C veranderte
sich dieser Anteil um das 8-fache, bei Pat. D um das 1,7-fache (Abb. 12).

Verglich man die CD4+ CCR7+ und der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen zum
Zeitpunkt mO zeigte sich bei Pat. C eine um das 3,3-fache, bei Pat. D eine um das 3,7-
fache erhohte Diversitat des TZR-B-Repertoires der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation.
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a)

Pat. C CD4+ CCR7-

mO

1+2 3,9 % 47.4 %
3+ 96,1 % 52,6 %
Top 10 CDR3 1,3 % 10,4 %
L
oS
o=
o<
b) £
5

Pat. D CD4+ CCR7-

moO m12
1+2 6,1 % 27,8 %
3+ 93,9 % 72,2 %
7,6 %

Top 10 CDR3 4.6 %




Abb. 12a, b: Donut Diagramm der Diversitat (1+2) und Klonalitat (3+) des CD4+ CCR7- TZR-$-
Repertoires sowie die Auflistung der prozentualen Anteile der Singletons und Doubletons (1+2),
der 23mal auftretenden CDR3 Sequenzen (3+) und der 10 haufigsten CDR3 Sequenzen am
Repertoire der Patienten C und D zu den Zeitpunkten m0 und m12. Unter 12-monatiger Therapie
mit Fingolimod nahm im TZR-f-Repertoire der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation der Patienten C und
D die Klonalitat ab, gleichzeitig nahm die Diversitat zu. Der Anteil Top 10 klonalen CDR3 Sequenzen
am TZR-3-Repertoire stieg unter Therapie.

Im TZR-B-Repertoire der CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten
MS Patienten (uC) zeigten sich nach 10 Monaten geringe Veranderungen der
Diversitat und Klonalitat. Der Anteil der klonalen CDR3 Sequenzen am Repertoire
veranderte sich von 2,9 % auf 3,3 % (Abb. 13a). Verglich man die Diversitat zwischen
CD4+ CCR7+ und CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation, fiel kein klarer Unterschied auf.

Auch die CD4+ CCR?7- T-Zell-Subpopulation der gesunden Kontrolle (hC) zeigte nur
geringe Schwankungen der Diversitdt und Klonalitat. Im Vergleich zu den MS
Patienten wies diese von Beginn an eine geringere Diversitat, mit einem niedrigeren
Anteil an Singletons und Doubletons, auf. Der Anteil der Top 10 klonalen CDR3
Sequenzen am gesamten Repertoire der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation
veranderte sich von 3,7 % auf 2,2 % (Abb. 13b). Beim Vergleich der CD4+ CCR7- und
CCR7+ T-Zell-Subpopulation der gesunden Kontrolle, fiel eine im Allgemeinen hdhere
Diversitat der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation auf.
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a)

Unbehandelter MS Patient (uC)

CD4+ CCR7-
m10
1+2 6,1 % 3,4 %
3+ 93,9 % 96,6 %
Top 10 CDR3 2,9 % 3,3 %
b)
Gesunde Kontrolle (hC)
CD4+ CCR7-
m12
1+2 0,9 % 1%
3+ 99,1 % 99 %
Top 10 CDR3 3,7 % 22%

64



Abb. 13a, b: Donut Diagramm der Diversitat (1+2) und Klonalitat (3+) des CD4+ CCR7- TZR-$3-
Repertoires sowie die Auflistung der prozentualen Anteile der Singletons und Doubletons (1+2),
der 23mal auftretenden CDR3 Sequenzen (3+) und der 10 haufigsten CDR3 Sequenzen am
Repertoire des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zu den
Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. Die Diversitat und Klonalitat des CD4+ CCR7- TZR-B-Repertoires
des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle zeigten leichte Veranderungen im

zeitlichen Verlauf (m0O und m10 bzw. m12).

3.5 Longitudinale Persistenz des CD4+ TZR-3-Repertoires

Zur Darstellung der zeitlichen Persistenz des TZR-B-Repertoires wurden Daten
durch die Programme MiXCR (Bolotin et al., 2015). In Prozent wurde der Anteil der
sich Uberlappenden und persistierenden CDR3 Sequenzen am gesamten Repertoire
zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12 berechnet. Auf die hochfrequentesten
CDR3 Sequenzen der persistierenden Anteile soll in Abschnitt 3.6 detailliert

eingegangen werden.

3.5.1 CD4+ CCR7+ TZR-B-Repertoires

In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des Pat. C machten zu Beginn die
CDR3 Sequenzen, die zum Zeitpunkt m12 auch zu finden waren, einen Anteil von 0,7
% aus. Unter 12-monatiger immunmodulativer Therapie mit Fingolimod wuchs dieser
Anteil der persistierenden Sequenzen bis auf 5%. Bei Pat. D stieg der Anteil der bereits
bekannten CDR3 Sequenzen von 0,2 % auf 3,9 % in der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation. Patienten C und D =zeigten so in der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation unter Fingolimod Therapie nur eine geringe Persistenz von <5% und
damit eine stetige Anderung des TZR-B-Repertoires. Dabei nahm unter
Immunmodulation der Anteil der Uberlappenden CDR3 Sequenzen am gesamten

Repertoire zu.

Bei dem unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC)
veranderten sich die Anteile der Uberlappenden CDR3 Sequenzen im Zeitraum von 10
bzw. 12 Monaten um wenige Prozentpunkte. Gleichzeitig blieb der Anteil der
persistierenden CDR3 Sequenzen bei <5 %. So zeigte sich auch hier eine geringe
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Persistenz im Repertoire der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation im zeitlichen Verlauf
(Tabelle 10).

CD4+ CCR7+ Pat. C Pat. D uC hC
mO 0,7 % 0,2 % 2,7 % 0,6 %
m10/12 5% 3,9 % 4,3 % 1,2 %
Anzahl 122 30 369 93
tiberlappender

Klone

Tabelle 10: Prozentualer Anteil des sich liberlappenden TZR-B-Repertoires der CD4+ CCR7+ T-
Zell-Subpopulation von Pat. C, Pat. D, dem unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden
Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12.

3.5.2 CD4+ CCR7- TZR-B-Repertoires

In der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des Pat. C machten zum Zeitpunkt m0O
uberlappende CDR3 Sequenzen einen Anteil von 55 % am gesamten TZR-(3-
Repertoire aus. Nach 12-monatiger immunmodulatorischer Therapie mit Fingolimod
stieg der Anteil der persistierenden CDR3 Sequenzen auf 28,6 %. Mit einem Anstieg
des Anteils der persistierenden Sequenzen von 6,3 % auf 24,6 % zeigte Pat. D in der
CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation ahnliche Ergebnisse. Das Immunrepertoire der MS
Patienten unter Therapie mit Fingolimod besteht somit zum Zeitpunkt m12 zu etwa 25

% aus bereits bekannten CDR3 Sequenzen.

Bei der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten MS Patienten (uC)
fand sich wahrenddessen mit 40,7 % und 41 % ein konstant hoher Anteil der

persistierenden CDR3 Sequenzen.

Die gesunde Kontrolle (hC) wies mit einem Uberlappenden Anteil von <3,5 % im
TZR-B-Repertoire eine geringe Persistenz von CDR3 Sequenzen in der CD4+ CCR7-
T-Zell-Subpopulation auf (Tabelle 11).
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CD4+ CCR7- Pat. C Pat. D uC hC
mO0 55 % 6,3 % 40,7 % 3,4 %
m10/12 28,6 % 24,6 % 41 % 2,6 %
Anzahl 188 299 2557 53
tiberlappender

Klone

Tabelle 11: Prozentualer Anteil des sich liberlappenden TZR-B-Repertoires der CD4+ CCR7- T-
Zell-Subpopulation von Pat. C, Pat. D, dem unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden
Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12.

3.6 Hochfrequente CDR3 Sequenzen im TZR-B-Repertoire

Auf Basis der Rohdaten wurde nun die in Abschnitt 3.3 beschriebene Q1 Fraktion
der 23mal auftretenden klonalen CDR3 Sequenzen mit den ermittelten persistierenden
Sequenzen verglichen. Dabei wurden jeweils die 10 hochfrequentesten CDRS3
Sequenzen betrachtet. Es ergaben sich die Top 10 CDR3 Sequenzen zu den
Zeitpunkten m0O und m10 bzw. m12 und die Top 10 der Uber die Zeit persistierenden
CDR3 Sequenzen.

3.6.1 CD4+ TZR-B-Repertoire des Patienten C

Unter den haufigsten 10 CDR3 Sequenzen der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation
fand sich zwischen den Zeitpunkten m0 und m12 keine Ubereinstimmung. Die
persistierende CDR3 Sequenz CASSLEGGLYNEQFF, die zum Zeitpunkt mO
hochfrequent auftrat, liel3 sich nach 12-monatiger Imnmunmodulation durch Fingolimod
nicht mehr unter den Top 10 CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12 finden. Die
persistierenden CDR3 Sequenzen CASSFSAGANVLTF, CATSRDRVSSPGPQHF
und CASSLRPQNTQYF zeigten sich zum Zeitpunkt mO nicht unter den Top 10 CDR3
Sequenzen, wurden aber durch Therapie mit Fingolimod zu drei der vier haufigsten
CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12. So machte CASSFSAGANVLTF zum Zeitpunkt
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m12 einen Anteil von 0,44 % am gesamten CD4+ CCR7+ TZR-3-Repertoires des Pat.
C aus. In der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des Pat. C fanden sich die
persistierenden Sequenzen CASSRMSGKNEQYF und CASSRWSGTGVNEQYF
nicht zum Zeitpunkt m0O unter den Top 10 CDR3 Sequenzen. Nach 12-monatiger
Therapie zeigten sich CASSRMSGKNEQYF mit anteilig 1,21 % und
CASSRWSGTGVNEQYF mit anteilig 0,82 % unter den Top 3 der Top 10 CDR3
Sequenzen. Die persistierende CDR3 Sequenz CASSFSAGANVLTF fand sich zu den
Zeitpunkten m0 und m12 unter den Top 10 der haufigsten CDR3 Sequenzen. Unter
Immunmodulation durch Fingolimod wuchs ihr Anteil am Repertoire von 0,21 % zum
Zeitpunkt mO0 auf 3,85 % zum Zeitpunkt m12. Die CDR3 Sequenzen
CASSFSAGANVLTF und CASSRMSGKNEQYF fanden sich sowohl in der CD4+
CCR7+ als auch in der CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation (Tabelle 12).

68



Patient C

Top 10 iiberlappende Top 10 CDR3 Sequenzen zum Top 10 CDR3 Sequenzen zum
CDR3 Sequenzen Zeitpunkt m0 und deren Anteil am | Zeitpunkt m12 und deren Anteil am
Repertoire in % Repertoire in %
CD4+ CCR7+
CASSFSAGANVLTF CASSRMSGKNEQYF 0,05 | CASSFSAGANVLTF 0,44
CASSLEGGLYNEQFF CASSLEGGLYNEQFF 0,04 | CASSFLSQAGEQYF 0,19
CATSRDRVSSPGPQHF CASSSSGTENIQYF 0,04 | CASSLRPQNTQYF 0,19
CASSLALRGGVNEQFF CASSLLEGGRGEQYF 0,04 | CATSRDRVSSPGPQHF 0,17
CASRPSPEQSGYTF CASTNTDTQYF 0,04 | CATRSMSGDTGELFF 0,17
CASSLRPQNTQYF CSSPLKRDRTYSGNTIYF 0,04 | CASSPTSGGYNEQFF 0,17
CASSLPDGQGTEAFF CASSPGLNYEQYF 0,04 | CASSLDRGVGPELFF 0,17
CASSWYFQNTGELFF CSVTGVSYNEQFF 0,04 | CASSLGQARANVLTF 0,17
CASSFSLVAADTQYF CASSLFAVYEQYF 0,04 | CASSLGLVGGEQYF 0,17
CASGWGEQFF CASSPQGDQPQHF 0,04 | CATARGTNQPQHF 0,17
CD4+CCR7-
CASSFSAGANVLTF CASSAGTGYEQYF 0,21 CASSFSAGANVLTF 3,85
CASSRMSGKNEQYF CASSNGQVENTGELFF 0,18 | CASSRMSGKNEQYF 1,21
CASSNGQVENTGELFF CASSQDKPPCTF 0,15 | CASSRWSGTGVNEQYF 0,82
CASSQDKPPCTF CASSPDRGRETEAFF 0,14 | CASRAWGEQYF 0,78
CASSLRQKPNTEAFF CASSFSAGANVLTF 0,11 CASSLVGTGGYGYTF 0,74
CSGDRGNTEAFF CASSQVSGLNSPLHF 0,1 CASRLPVSGGTEAFF 0,74
CASSTDSGNQPQHF CSGDRGNTEAFF 0,1 CASSLGTSGIYEQYF 0,69
CASSSREGLHGYTF CASSLRQKPNTEAFF 0,1 CASSLGQAKSSYNSPLHF 0,65
CASSAGTGYEQYF CASSLRLAGGNEQFF 0,1 CASSLGDGRTDTQYF 0,48
CASSRWSGTGVNEQYF CASSLEGPAFYNEQFF 0,09 | CASSQLDMLAVTGELFF 0,43

Tabelle 12: Die Top 10 der im zeitlichen Verlauf persistierenden CDR3 Sequenzen im Vergleich
zu den Top 10 CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten m0 und m12 der CD4+ CCR7+ und CD4+
CCR7-T-Zellen des Patienten C. Blau markierte CDR3 Sequenzen persistieren und fanden sich unter
den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m0. Rot markierte CDR3 Sequenzen persistierten und
fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12. Grin markierte CDR3
Sequenzen persistierten und fanden sich sowohl zum Zeitpunkt m0, als auch zum Zeitpunkt m12 unter
den Top 10 CDR3 Sequenzen. Unterstrichene CDR3 Sequenzen finden sich sowohl in der CD4+
CCR7+ als auch der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation.

69



3.6.2 CD4+ TZR-B-Repertoire des Patienten D

In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des Pat. D fanden sich keine
Ubereinstimmungen zwischen Top 10 der (iberlappenden CDR3 Sequenzen und den
Top 10 der haufigsten CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten m0 und m12. Unter
Immunmodulation durch Fingolimod wuchs der Anteil einzelner hochfrequenter CDR3
Sequenzen am TZR-B-Repertoire. So war zum Zeitpunkt m0 die CDR3 Sequenz
CASSYSTAGWETQYF mit 0,06 % am TZR-B-Repertoire dominant. Nach 12-
monatiger Therapie zeigte die Sequenz CASSPDRTPLSEQYF mit 0,86 % ein etwa
10mal so haufiges Auftreten wie CASSYSTAGWETQYF. Die CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation des Pat. D zeigte drei persistierende CDR3 Sequenzen, die nach 12-
monatiger Immunmodulation mit Fingolimod nicht mehr unter den Top 10 CDR3
Sequenzen zu finden waren (CASSDSGTGRNQPQHF, CASSTGPDTQYF und
CASSARADRGSNSPLHF). Gleichzeitig fanden sich drei persistierende CDR3
Sequenzen, die zum Zeitpunkt m0 nicht unter den Top 10 CDR3 Sequenzen auftraten,
jedoch durch Therapie mit Fingolimod nach 12 Monaten zu den Top 10 CDR3
Sequenzen zahlten (CASSPTGMVYYTF, CASSNNRVPSGNTIYF und
CASSLTQGRNYGYTF). Die dominante Sequenzen CASSDSGTGRNQPQHF zum
Zeitpunkt m0 und CAISTGTSSNTGELFF zum Zeitpunkt m12 nahmen mit etwa 1 %
einen gleichen Anteil am TZR-B-Repertoire der CD4+ CCD7- T-Zell-Subpopulation
ein. Bei Pat. D traten die Sequenzen CASSNNRVPSGNTIYF und CASSLGGGHEQFF
sowohl in der CD4+ CCR7+ als auch in der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen auf
(Tabelle 13).
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Patient D

Top 10 liberlappende CDR3 | Top 10 CDR3 Sequenzen zum | Top 10 CDR3 Sequenzen zum
Sequenzen Zeitpunkt m0 und deren Anteil am | Zeitpunkt m12 und deren Anteil am
Repertoire in % Repertoire in %
CD4+ CCR7+
CASERTPQETQYF CASSYSTAGWETQYF 0,06 CASSPDRTPLSEQYF 0,86
CASSFSGGGTDTQYF CASSLLRDQPQHF 0,05 CASSQSRGQPQHF 0,73
CSARPASGRAYNEQFF CASSQERHRDTEAFF 0,04 CSVASGTDTQYF 0,73
CASSLGRSDTQYF CASSSQASSPLHF 0,04 CASSQEGHISRDYGYTF 0,61
CASSQADRINSPLHF CASRGHRGASTF 0,04 CASSNNRVPSGNTIYF 0,61
CSVGDRVNTEAFF CASGLAGGSYNEQFF 0,04 CASSLVGTGNTIYF 0,61
CSARGSQRDGYTF CASDDPGQGGFQAFF 0,04 CASSEAPGRQPQHF 0,61
CASSLELAGDETQYF CASSRQGNTGELFF 0,04 CASSSGQVNTEAFF 0,61
CSVGGTGDLGAYEQYF CASSLGGNNEQFF 0,04 CASSPLEVEETQYF 0,61
CASSLADDYEQYF CASRKTGAYEQYF 0,04 CASSLGGGHEQFF 0,61
CD4+CCR7-
CASSPTGMVYYTF CASSDSGTGRNQPQHF 1 CAISTGTSSNTGELFF 1,08
CASSDSGTGRNQPQHF CASSPRTGNSGANVLTF 0,91 CASSSGGSGYTF 1
CASSTGPDTQYF CSAGRDRAQPQHF 0,44 CASSLVAGQGTDTQYF 0,95
CASSNNRVPSGNTIYF CASSQLRGRGTDTQYF 0,42 CASSLTQGRNYGYTF 0,85
CASSGTAPIYGYTF CASSLKDEQYF 0,33 CASSPTGMVYYTF 0,77
CASSARADRGSNSPLHF CASRGRTGGATNEKLFF 0,32 CASSLGRTHSTQYF 0,64
CASSLPHPNTEAFF CASSTGPDTQYF 0,3 CASSNNRVPSGNTIYF 0,62
CASSLTQGRNYGYTF CASSPAGTSSQPQHF 0,29 CSAVPGTEVELFF 0,59
CASSQDNGETQYF CSALLAGFQETQYF 0,28 CASRSLGMGLNYGYTF 0,54
CASSLAENIQYF CASSARADRGSNSPLHF 0,27 CASSLGGGHEQFF 0,54

Tabelle 13: Die hochfrequentesten Top 10 der im zeitlichen Verlauf persistierenden CDR3
Sequenzen im Vergleich zu den Top 10 CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten m0 und m12 der
CD4+ CCR7+ und CD4+ CCR7- T-Zellen des Patienten D. Blau markierte CDR3 Sequenzen
persistierten und fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m0. Rot markierte
CDR3 Sequenzen persistierten und fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt
m12. Unterstrichene CDR3 Sequenzen fanden sich sowohl in der CD4+ CCR7+ als auch der CD4+
CCRY7- T-Zell-Subpopulation.
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3.6.3 CD4+ TZR-3-Repertoire des unbehandelten MS Patienten

In der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des unbehandelten MS Patienten
(uC) trat die CDR3 Sequenz CSVDRGNEQFF zu beiden Zeitpunkten m0 und m10 an
Platz 1 der Top 10 CDR3 Sequenzen auf. Der Anteil dieser Sequenz am TZR-B-
Repertoire der CD4+ CCD7+ T-Zell-Subpopulation stieg von 0,1 % auf 0,28 %.
Gleichzeitig zeigten sich die persistierenden CDR3 Sequenzen CASTLGSQQFF und
CASKGEYEQYF nur unter den Top 10 CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m10, jedoch
nicht zum Zeitpunkt m0. In der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des unbehandelten
MS Patienten (uC) fanden sich drei Sequenzen, die Uber den Zeitraum von 10
Monaten persistierten, jeweils unter den Top 10 CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten
mO und m10 (CASSLTGNTGELFF, CASSLGGDTQYF und CASSLRPNEQFF).
Wahrend der Anteil der beiden Sequenzen CASSLTGNTGELFF und
CASSLGGDTQYF am CD4+ CCR7- TZR-B-Repertoire schwankte, blieb die Sequenz
CASSLRPNEQFF mit etwa 0,53 % auf Platz 1 der Top 10 CDR3 Sequenzen.
Gleichzeitig zeigten sich drei persistierende CDR3 Sequenzen, die nicht unter den Top
10 CDR3 Sequenzen des Zeitpunkts m0, aber unter den Top 10 CDR3+ Sequenzen
des Zeitpunkts m10 zu finden waren (CASSLIAGDVDEQYF, CASSQQTGGSYNEQFF
und CASSLDQVGNEQFF). Auch drei Sequenzen traten zum Zeitpunkt m0O unter den
Top10 CDR3 Sequenzen und fanden sich nach 10 Monaten nicht mehr unter den
Top10 CDR3  Sequenzen (CASSLRPNEQFF, CASSLGGDTQYF und
CASSLTGNTGELFF). Im TZR-B-Repertoire des unbehandelten MS Patienten (uC)
fand sich die Sequenz CASSLQPGQAVSGYTF, die zwischen der CD4+ CCR7+ und
CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation Ubereinstimmte (Tabelle 14).
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unbehandelter MS Patient (uC)

Top 10 liberlappende CDR3 | Top 10 CDR3 Sequenzen zum | Top 10 CDR3 Sequenzen zum
Sequenzen Zeitpunkt m0 und deren Anteil am | Zeitpunkt m10 und deren Anteil
Repertoire in % am Repertoire in %

CD4+ CCR7+

CSVDRGNEQFF CASTLGSQQFF 0,1 CSVDRGNEQFF 0,28
CASTLGSQQFF CASSQRDEQFF 0,1 CASTLGSQQFF 0,13
CASSEGAGYQPQHF CSATDSHTYNEQFF 0,09 CASKGEYEQYF 0,13
CASKGEYEQYF CASSPQGEAFF 0,09 CASSPQLGTADGELFF 0,13
CASSSDRVSFYGYTF CASSPPINTGELFF 0,08 CASSQPSQRLYGYTF 0,12
CSAGQNQETQYF CASSLGQKGTEAFF 0,08 CASREESSYEQYF 0,12
CASGKRTSGNLYNEQFF CASSFEQGVQSNYGYTF 0,07 CASSRTPNYGYTF 0,12
CATSRGFDSGWQFF CASSLGLGNTEAFF 0,07 CASSQERGRMDSPLHF 0,12
CASSSGEGQPQHF CASSLHRIYEQYF 0,07 CASSLNRVNEQFF 0,11
CSARLSQNTGELFF CASSLEQGNSPLHF 0,07 CASSLQPGQAVSGYTF 0,11
CD4+CCR7-

CASSLRPNEQFF CASSLRPNEQFF 0,52 CASSLRPNEQFF 0,53
CASSLGGDTQYF CASSGVTLHNEQFF 0,42 CASSLGGDTQYF 0,49
CASSLTGNTGELFF CASSFQVTEAFF 0,32 CASSLIAGDVDEQYF 0,36
CASSLIAGDVDEQYF CASSFKLATDTQYF 0,26 CASSLTGNTGELFF 0,35
CASSQQTGGSYNEQFF CASSLTGNTGELFF 0,25 CASMNTEAFF 0,32
CASSGDGTSLYEQYF CASSLSQGGGEQYF 0,24 CASSQQTGGSYNEQFF 0,28
CASSLSQGGGEQYF CAISAESSYNSPLHF 0,24 CASSYTPDSASEQFF 0,27
CASSLYANYGYTF CASSLGGDTQYF 0,21 CASRDTGNSPLHF 0,24
CASSSTGLTEAFF CASSLGQGHTEAFF 0,2 CASSLQPGQAVSGYTFE 0,23
CASSLDQVGNEQFF CASSGDGTSLYEQYF 0,2 CASSLDQVGNEQFF 0,22

Tabelle 14: Die Top 10 der im zeitlichen Verlauf persistierenden CDR3 Sequenzen im Vergleich
zu den Top 10 CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten m0 und m10 der CD4+ CCR7+ und CD4+
CCR7- T-Zellen des unbehandelten MS Patienten (uC). Blau markierte CDR3 Sequenzen

persistierten und fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m0. Rot markierte

CDR3 Sequenzen persistierten und fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt

m10. Grun markierte CDR3 Sequenzen persistieren und fanden sich sowohl zum Zeitpunkt mO, als

auch zum Zeitpunkt m10. Unterstrichene CDR3 Sequenzen fanden sich sowohl in der CD4+ CCR7+,
als auch der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation.
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3.6.4 CD4+ TZR-B3-Repertoire der gesunden Kontrolle

Sowohl in der CD4+ CCR7+ als auch der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation der
gesunden Kontrolle (hC) fanden sich keine der persistierenden CDR3 Sequenzen
unter den Top 10 CDR3 Sequenzen zweier Zeitpunkte. In der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation zeigte sich die persistierende CDR3 Sequenz CASRSDRTGELFF zum
Zeitpunkt m0 unter den Top 10 CDR3 Sequenzen. Sie fand sich nicht mehr unter den
Top 10 CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12. In der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulation fanden sich die persistierenden CDR3 Sequenzen CASSASGNTIYF
und CASSLNRWNEQFF nicht unter den Top 10 CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt mO,
aber unter den Top CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12. Gleichzeitig trat die CDR3
Sequenz CASSSLLNTEAFF nur zum Zeitpunkt mO unter den Top 10 CDRS3
Sequenzen und nicht zum Zeitpunkt m12 unter den Top 10 CDR3 Sequenzen auf. Es
fanden sich keine Ubereinstimmenden Sequenzen zwischen der CD4+ CCR7+ und
der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation (Tabelle 15).
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gesunde Kontrolle (hC)

Top 10 (berlappende | Top 10 CDR3 Sequenzen zum | Top 10 CDR3 Sequenzen zum
CDR3 Sequenzen Zeitpunkt m0 und deren Anteil am | Zeitpunkt m12 und deren Anteil am
Repertoire in % Repertoire in %
CD4+CCR7+
CASRSDRTGELFF CASRSDRTGELFF 0,1 | CASSPSGGFLNTEAFF 0,15
CASSLRGDTGELFF CASSFLGGNTEAFF 0,07 | CASSLADSYNEQFF 0,14
CASSYSGSGANVLTF CASSLENSAVANSPLHF 0,06 | CASSLRQNQPQHF 0,14
CASSQEVTTDRPQHF CSVEFSSGSGTDTQYF 0,06 | CASSQPRANEQFF 0,12
CASSLNSGIPTGELFF CASSLSGQGSNQPQHF 0,06 | CASSLEGQNTEAFF 0,11
CASSPGGGLLAKNIQYF CASGPTVANTGELFF 0,05 | CASIAIGLTEAFF 0,12
CASSLGYRDTEAFF CASSSHRNQPQHF 0,05 | CASSLQGGPQHF 0,11
CASSIGQGDGYTF CASSHATSGGPDGTQYF 0,05 | CASSLDSGNQPQHF 0,1
CASSPRAPDTQYF CASSTDWGQIQETQYF 0,05 | CASSLDRANEKLFF 0,1
CASSLAVVRSDTQYF CASSRPLLLSGNTIYF 0,05 | CASSLEGQGTEAFF 0,1
CD4+CCR7-
CASSASGNTIYF CASSYRSNNEQFF 0,43 | CSARVAGGADTQYF 0,29
CASSLNRWNEQFF CASRFSLEETQYF 0,42 | CASSLNRWNEQFF 0,27
CASSGRFAAEAFF CSVGTDPTSGRAYEQYF 0,41 | CASSASGNTIYF 0,24
CASSLAGGDTGELFF CSANDVLAGVNEQFF 0,39 | CASTLGDSPRTEAFF 0,22
CASSFEVNTGELFF CASSFRVNTEAFF 0,37 | CSARGRDRGAYGYTF 0,21
CASRPTRNYGYTF CASSQRSNEKLFF 0,37 | CASSFGAQNQPQHF 0,2
CASSSLLNTEAFF CASSSLLNTEAFF 0,36 | CASSLEGGELFF 0,2
CASRKPFSGGEGDTQYF | CSARAPKGRGEQYF 0,35 | CASSTPYNEQFF 0,2
CSAGQGTTMSQFF CASSLAGNTEAFF 0,33 | CASSSPSGRDLRSYNEQFF 0,2
CASRFSDTVNSPLHF CASSPYRQGTQYF 0,33 | CASSLLMESGELFF 0,2

Tabelle 15: Die Top 10 der im zeitlichen Verlauf persistierenden CDR3 Sequenzen im Vergleich
zu den Top 10 CDR3 Sequenzen zu den Zeitpunkten m0 und m12 der CD4+ CCR7+ und CD4+
CCR7- T-Zellen der gesunden Kontrolle (hC). Blau markierte CDR3 Sequenzen persistierten und

fanden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m0. Rot markierte CDR3 Sequenzen

persistierten und finden sich unter den Top 10 der CDR3 Sequenzen zum Zeitpunkt m12.
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3.7 ldentifizierung offentlicher und privater Klonotypen

Zur ldentifizierung 6ffentlicher und privater Klonotypen werden im Folgenden die
zwischen den Pat. C, Pat. D, dem unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) Ubereinstimmenden Klonotypen dargestellt. Als private Klone
galten in diesem Fall Klonotypen, die sich nur in einer der vier Proben finden lieen.
Als offentliche Klonotypen galten die CDR3 Sequenzen, die sich in 22 Proben finden

lieRen.
3.7.1 CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation

In den CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulationen der Pat. C, Pat. D, des
unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle fanden sich zum
Zeitpunkt m0 66.430 Klonotypen, die nur in einer der vier Proben zu finden waren, hier
definiert als private Klonotypen. Gleichzeitig lieRen sich in den CD4+ CCR7+ T-
Zellpopulationen der vier Probanden insgesamt 695 Klonotypen identifizieren, die in
=2 Proben zu finden waren und somit hier als 6ffentlich definiert werden. Etwa 1,1 %
aller abgebildeten Klonotypen zum Zeitpunkt mO war damit privat. Darunter fanden
sich 357 Klonotypen, die zwischen zwei MS Patienten und 26 Klonotypen, die

zwischen allen drei MS Patienten Ubereinstimmten (Abb. 14a).

Nach 10 bzw. 12 Monaten und mitunter einer Therapie mit Fingolimod lief3en sich
in den CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulationen 23.563 Klonotypen als privat und 77
Klonotypen als 6ffentlich identifizieren. Offentliche Klonotypen machten somit nach 10
bzw. 12 Monaten anteilig etwa 0,3 % an allen ermittelten Klonotypen aus. Unter den
offentlichen Klonotypen konnten 17 Klonotypen zwischen zwei MS Patienten und
keine Klonotypen zwischen allen drei MS Patienten als Ubereinstimmend identifiziert
werden (Abb. 14b).
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Pat.C_CD4+CCR7+_ Pat.D_CD4+CCR7+_m0
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Abb. 14a, b: Venn-Diagramm der 6ffentlichen und privaten Klonotypen der CD4+ CCR7+ T-
Zell-Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. Bei den Pat. C, Pat. D,
dem unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) lie3en sich in den CD4+
CCR7+ T-Zell-Subpopulationen zum Zeitpunkt m0 66.430 private und 695 6ffentliche Klonotypen
identifizieren. Darunter zeigten sich 357 Klonotypen Ubereinstimmend zwischen zwei und 26
Klonotypen zwischen drei MS Patienten. (Abb. 14a)

Zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 fand sich 23.563 private und 77 &ffentliche Klonotypen in den CD4+
CCR7+ T-Zell-Subpopulationen. Unter den o&ffentlichen Klonotypen fanden sich 17 Klonotypen
zwischen zwei MS Patienten Ubereinstimmend. (Abb. 14b)
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3.7.2 CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation

Zum Zeitpunkt m0 zeigten sich in den CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulationen der
Pat. C, Pat. D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC)
39.302 private Klonotypen. Zum Zeitpunkt mO lieRen sich in den CD4+ CCR7- T-
Zellpopulationen 215 Klonotypen und damit 0,5 % aller Klonotypen als o6ffentlich
identifizieren. Davon zeigten sich zum Zeitpunkt mO 171 Klonotypen als
ubereinstimmend zwischen zwei und 10 Klonotypen als Ubereinstimmend zwischen

drei MS Patienten (Abb. 15a).

Zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 fanden sich 22.584 private Klonotypen unter der T-
Zell-Subpopulationen der vier Probanden. Gleichzeitig lieRen sich 47 Klonotypen und
damit 0,2 % aller Klonotypen der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen als 6ffentlich
definieren. Darunter zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 insgesamt 23 Klonotypen, die bei
zwei MS Patienten auftraten und ein Klonotyp, der bei allen drei MS Patienten zu

finden war (Abb. 15b).
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Abb. 15a, b: Venn-Diagramm der o6ffentlichen und privaten Klonotypen der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12. In den CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulationen der vier Probanden fanden sich 39.302 private und 215 6ffentliche Klonotypen zum
Zeitpunkt m0. Unter den o6ffentlich Klonotypen zeigten sich 171 zwischen zwei MS Patienten und 10
Klonotypen zwischen allen drei MS Patienten tbereinstimmend. (Abb. 15a)

Zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 konnten in den CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen 22.584 private und
47 offentliche Klonotypen identifiziert werden. Zwischen zwei MS Patienten lieRen sich 23 Klonotypen
als Ubereinstimmend definieren. Ein Klonotyp zeigte sich bei allen drei MS Patienten zum Zeitpunkt
m10 bzw. m12. (Abb. 15b)
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3.8 Identifizierung der Epitop Spezies

Zur Identifikation der Epitop Spezies der TZR-3 wurden die durch MiXCR (Bolotin
et al.,, 2015) ermittelten Rohdaten in die Datenbank VDJdb (Bagaev et al., 2020)
eingespeist und abgeglichen. Die in den folgenden zwei Abschnitten dargestellten
Graphiken wurden mit Hilfe der VDJdb Plattform erstellt.

3.8.1 CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation

CDR3 Sequenzen des TZR-B-Repertoires der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und
der gesunden Kontrolle (hC) lieRen sich Epitop Spezies zuordnen. Zum Zeitpunkt mO
zeigten sich bei allen vier Probanden die TZR-(, die Epitopen des Cytomegalievirus
(CMV) zuzuordnen sind, als fuhrend. Weitere Epitop Spezies wie des EBV, des
Influenza A Virus und des Humane Immundefizienz-Virus Typ | (HIV-l) zeigten sich
zum Zeitpunkt mO0 mit wechselnder Frequenz unter den haufigsten Top 5 Epitop
Spezies bei allen vier Probanden. Weitere TZR-[3 lielden sich der Spezies des Homo
Sapiens zuordnen. In Zusammenschau konnten sich zum Zeitpunkt mO in den CD4+
CCR7+ T-Zell-Subpopulationen aller Probanden je <3 % der TZR-Bs Epitop Spezies
zu geordnet werden (Abb. 16a).

Auch zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 zeigten sich die TZR-B passend zu den
Epitopen des CMV hochfrequenter in den CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulationen des
Pat. C, Pat. D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle
(hC). Bei allen vier Probanden traten unter den Top 5 Epitop Spezies auch zum
Zeitpunkt m10 bzw. m12 TZR-B mit wechselnder Frequenz auf, die sich den Epitopen
des EBV, des HIV-l und des Influenza A Virus zuordnen lie3en. Gleichzeitig konnten
andere TZR-B der Homo Sapiens Spezies zugerechnet werden. In der CD4+ CCR7+
T-Zell-Subpopulation des unbehandelte MS Patienten (uC) zum Zeitpunkt m10 zeigten
sich aulderdem TZR-B hochfrequent, die dem Gelb-Fieber-Virus (Yellow-Fever-Virus -
YPV) zuzuordnen seien. Uber den zeitlichen Verlauf zeigt sich bei allen Probanden

eine wechselnde Frequenz der Epitop Spezies. Nach 12-monatiger Therapie mit
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Abb. 16a, b: Balkendiagramm der Top 5 Epitop Spezies der TZR-8 der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12durch die VDJdb Datenbank
(Bagaev et al. 2020) abgeglichen. Auf der X-Achse aufgetragen werden die Epitop Spezies, auf der
Y-Achse die Frequenzen der Epitop Spezies anteilig am TZR-B-Repertoire der Subpopulation zu den
Zeitpunkten mO (Abb. 16a) und m10 bzw. m12 (Abb. 16b). In der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulationen aller Probanden zeigte sich zu allen Zeitpunkten das Epitop des Cytomegalievirus
(CMV) fuhrend. Weitere TZR-B konnten bei allen Probanden zu beiden Zeitpunkten hochfrequent dem
Epstein-Barr-Virus (EBV), dem Influenza A Virus und dem Humanen Immundefizienz-Virus Typ | (HIV-

1) zugeordnet werden.

81



Zum Zeitpunkt m10 fand sich beim unbehandelten MS Patienten (uC) hochfrequent die Epitop
Zuordnung zum Gelb-Fieber-Virus (YFV). Bei Pat. C und Pat. D zeigte sich nach 12-monatiger
Therapie mit Fingolimod eine Zunahme der Frequenzen der Epitope des CMV, des EBV und des

Influenza A Virus.

Fingolimod zeigte sich bei Pat. C und Pat. D eine Zunahme der Frequenz der TZR-3,
die den CMV, EBV und Influenza A Virus Epitopen zuzuordnen sind. Von den TZR-s
der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulationen aller Probanden liel3en sich zum Zeitpunkt
m10 bzw. m12 je <4 % einer Epitop Spezies zuordnen (Abb. 16b).

3.8.2 CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation

In den CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen der Pat. C, Pat. D, des
unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zum Zeitpunkt m0
traten TZR-(3, die dem CMV zuzuordnen sind, hochfrequent auf. Bei allen Probanden
zeigten sich zum Zeitpunkt m0 die TZR-3, passend zu den Epitopen des EBV und des
Influenza A Virus, unter den Top 5 Epitop Spezies. Bei den MS Patienten Pat. C, Pat.
D und der unbehandelte MS Patienten (uC) zeigten sich in den CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulationen zum Zeitpunkt m0 aul3erdem die TZR-B hochfrequenter, die dem
HIV-l zuzuordnen sind. Alleinig im CD4+ CCR7+ T-Zellrepertoire der gesunde
Kontrolle (hC) zum Zeitpunkt mO fanden sich TZR-[3, die dem Hepatitis-C-Virus (HCV)
zuzurechnen seien. Andere TZR-B konnten der Homo Sapiens Spezies zugeordnet
werden. Insgesamt konnte bei je <6 % der TZR-Bs der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulationen aller Probanden zum Zeitpunkt mO eine Zuordnung zu bekannten

Epitop Spezies erfolgen (Abb. 17a).

Auch in den CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen der Pat. C und Pat. D, des
unbehandelten MS Patienten (uC) und der gesunden Kontrolle (hC) zeigten sich zum
Zeitpunkt m10 bzw. m12 TZR-B, die dem CMV zugewiesen werden, an erster Stelle
der Top 5 Epitop Spezies. Alle Probanden wiesen zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 TZR-
B auf, die zum EBV passend unter den Top 5 Epitop Spezies einzureihen sind. In der
CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation des Pat. C fanden sich zum Zeitpunkt m12 nur vier
Epitop Spezies, darunter zeigten sich TZR-B, die dem Schweres-Akutes-
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Respiratorisches-Syndrom-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) zuzuordnen sind. Bei der
gesunden Kontrolle (hC) zeigten sich zum Zeitpunkt m12 TZR-B passend zum
Dengue-Virus-1 (DENV-1) hochfrequent. Uber den Zeitraum von 10 bzw. 12 Monaten
veranderte sich in allen CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulationen die Frequenz der Epitop
Spezies. Bei Pat. C und Pat. D zeigte sich unter Therapie mit Fingolimod eine
Abnahme der Frequenzen der TZR-[3, die dem Influenza A Virus und EBV zuzuordnen
sind. Von den TZR-Bs der CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulationen zum Zeitpunkt m10
bzw. m12 liel3en sich bei allen Probanden je <3 % einer Epitop Spezies zuordnen
(Abb. 17b).
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Abb. 17a, b: Balkendiagramm der Top 5 Epitop Spezies der TZR-f der CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulationen der Patienten C und D, des unbehandelten MS Patienten (uC) und der
gesunden Kontrolle (hC) zu den Zeitpunkten m0 und m10 bzw. m12durch die VDJdb Datenbank
(Bagaev et al. 2020) abgeglichen. Auf der X-Achse aufgetragen werden die Epitop Spezies, auf der
Y-Achse die Frequenzen der Epitop Spezies anteilig am TZR-3-Repertoire der Subpopulation zu den
Zeitpunkten m0 (Abb. 17a) und m10 bzw. m12 (Abb. 17b). In den CD4+ CCR7- T-Zell-
Subpopulationen aller Probanden waren TZR-[3, die dem Cytomegalievirus (CMV), dem Epstein-Barr-
Virus (EBV) und dem Influenza A Virus zugeordnet werden konnen, zu beiden Zeitpunkten
hochfrequent. Bei allen MS Patienten zum Zeitpunkt m0 und bei Pat. D und dem unbehandelten MS
Patienten (uC) zum Zeitpunkt m10 bzw. m12 fand sich die Epitop Zuordnung zum Humanen

Immundefizienz-Virus Typ | (HIV-1) hochfrequent.
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In der gesunden Kontrolle (hC) zeigte sich zum Zeitpunkt mO eine Epitop Zuordnung zum Hepatitis-
C-Virus, zum Zeitpunkt m12 eine Epitop Zuordnung zum Dengue-Virus-1 (DENV-1) und bei Pat. C
zum Zeitpunkt m12 eine Epitop Zuordnung zum Schweres-Akutes-Respiratorisches-Syndrom-
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) hochfrequent. Unter 12-monatiger Therapie mit Fingolimod zeigte sich

eine Abnahme der Frequenzen der Epitope des Influenza A Virus und des EBV.

4 Diskussion und Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Arbeit war, durch die Verwendung von NGS das periphere
Immunrepertoire der CD4+ T-Zellen von MS Patienten unter Fingolimod Therapie im
Vergleich zu einem MS Patienten ohne Therapie und einer gesunden Kontrolle anhand
der TZR-B-Repertoire Variablen Diversitat, Klonalitdt und hochfrequente CDRS3
Sequenzen im zeitlichen Verlauf zu charakterisieren und so MS spezifische und
therapieassoziierte Veranderungen abzubilden. Im Folgenden soll sich auf die
Diskussion des TZR-Repertoires der CD4+ T-Zellen unserer Probanden fokussiert
werden, fur eine Abbildung des CD8+ TZR-Repertoires der Probanden und deren
Diskussion verweise ich auf noch folgende Publikationen der Arbeitsgruppe von
Universitatsprofessor Dr. med. Norbert Goebels der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf.

4.1 CD4+ T-Zell-Subpopulationen und Fingolimod

Als immunmodulatorische Therapie mit funktioneller Antagonisierung des C-C
Chemokin-Rezeptors Typ 7 (CCR7) bewirkt Fingolimod durch den Verhalt der CCR7+
T-Zellen in den sekundaren Lymphorganen eine Reduktion der Lymphozytenzahl und
eine Anderung des CD4/CD8 Quotienten (Mehling et al., 2008). Mehling et al. teilten
dabei, wie bereits von Sallusto et. al. 1999 beschrieben, die CD4+ und CD8+ T-Zellen
mit Hilfe der Oberflachenmolekile CCR7 und CD45RA in Subpopulationen ein. Fur
die CD4+ T-Zellen ergaben sich die naiven T-Zellen Tnc (CCR7+ CD45RA+), die
zentralen Gedachtnis-T-Zellen Tem (CCR7+ CD45RA-) und die Effektor-Gedachtnis-
T-Zellen Tem (CCR7- CD45RA-). In ihren Experimenten zeigte sich eine
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supprimierende Wirkung auf die Tnc und die Tem Subpopulationen (CCR7+) mit einem
relativen Anstieg der Tem Subpopulation (CCR7-). Haas et al. (2015) postulierte, dass
die Wirkung von Fingolimod durch die Veranderung des Zellverhaltnis der T-Zell-
Subpopulationen und damit durch eine funktionelle Anderung des Repertoires zu

erklaren ware.

Die durchflusszytometrischen Analysen bestatigten, dass es bei den Patienten
unter Therapie mit Fingolimod zu einer relativen Reduktion der CD3+ T-Zellen anteilig
an der totalen Zellzahl kam. Wahrend die CD4+ T-Zellen unter Therapie supprimiert
wurden, kam es zum relativen Anstieg der CD8+ T-Zellen an der totalen Zellzahl. Der
CD4/CD8 Quotient veranderte sich zugunsten der CD8+ T-Zellen. Unter den CD4+ T-
Zellen bestatigte sich eine Suppression der Tnc und Tem Subpopulationen. Gleichzeitig
zeigte sich auch eine relative Expansion der CD4+ Tem Subpopulationen im peripheren
Blut der Patienten. So fand sich unter Fingolimod Therapie eine veranderte

Zusammensetzung der CD4+ T-Zell-Subpopulationen zugunsten Tem Subpopulation.

In einer anderen zusammenfassenden Arbeit empfahlen die Autoren stattdessen
eine Zusammenschau der Oberflachenmolekile CD45R0O, CCR7, CD28 und CD95
zur  Differenzierung sechs  verschiedener  T-Zell-Subpopulationen.  Als
Subpopulationen werden die naiven T-Zellen Tne (CD45RO- CCR7+ CD28+ CD95-),
die zentralen Gedachtnis-T-Zellen Tcm (CD45RO+ CCR7+ CD28+ CD95+), die stem
cell Gedachtnis-T-Zellen (CD45RO- CCR7+ CD28+ CD95+), die transitional
Gedachtnis-T-Zellen (CD45RO+ CCR7- CD28+ CD95+), die terminalen Effektor-T-
Zellen (CD45R0O+ CCR7- CD28- CD95+) und die tissue resident Gedachtnis-T-Zellen
(CD45R0O- CCR7- CD28- CD95+) genannt. (Mahnke et al., 2013)

Eine andere Arbeitsgruppe unterteilte die CD4+ T-Zellpopulation in konventionelle
T-Zellen Tcon (CD4+ CD25- CD127+) und in regulatorische T-Zellen Treg (CD4+ CD25"
CD127"). Sowohl die konventionellen T-Zellen, als auch die regulatorischen T-Zellen
wurden in naive T-Zellen (CD45RA+ CD45RO0O-), Gedachtnis-T-Zellen (CD45RA-
CD45RO0O+) und transitional T-Zellen (CDRA45+ CD45R0O+) unterteilt. In der Tcon und

auch in der Treg Subpopulation zeigte sich eine relative Abnahme der naiven T-Zellen
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mit einer signifikanten relativen Zunahme der Gedachtnis-T-Zellen unter Therapie mit
Fingolimod. Gleichzeitig zeigten die fransitional Zellen eine zeitliche Stabilitat. (Claes
et al., 2014)

Ein anderer moglicher Fokus der T-Zell-Einteilung ist die differenzierte Analyse
von den zu den Gedachtnis-T-Zellen zugehdrigen Tn17 Zellen. Als IL-17
produzierende T-Zellen wird diese Subpopulation als Mediator der Inflammation in der
MS betrachtet (Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011). So konnte in einer Studie bei
gleichzeitiger Reduktion der Tcm eine Abnahme der mitunter IL-17 produzierenden
Th17 Zellen unter Therapie mit Fingolimod beobachtet werden (Mehling et al., 2010).
Eine andere Untersuchung von Song et. al (2015) zeigte einen signifikant héheren
Anteil an IL-17 produzierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen im Blut von MS Patienten
vor medikamentdser Therapie. Statt einer Reduktion der Th17 Zellen unter Therapie
zeigte sich eine transiente Erhéhung der Th17 Zellen zwei Wochen nach Beginn der
Fingolimod Therapie. Auch hier bestatigte sich eine Abnahme der Tnc und Tcm
Subpopulationen und eine Zunahme der Tem Subpopulation unter Fingolimod
Therapie. Eine Akkumulation von Effektor-Gedachtnis-T-Zellen Tem stellten Goronzy
und Weyand (2012) in Zusammenhang mit gehauften Auftreten von chronischer
Inflammation und somit autoimmunen Reaktionen im Alter. So kdnnte eine veranderte
Zusammensetzung des Immunrepertoires zugunsten der Tem Subpopulation auch

unter Therapie mit Fingolimod eine chronische Inflammation verstarken.

Auf Basis der unterschiedlichen Differenzierungen der T-Zell-Subpopulationen, die
sich in der Literatur finden lieRen, ergibt sich fir die gezeigten Ergebnisse eine
erschwerte Vergleichbarkeit. Eine Zuordnung der TZR-B-Repertoire Analysen zu
differenzierten Subpopulationen, lasst sich, wegen der alleinigen Verwendung des
Oberflachenmarkers CCR7, nur uberblickend erlauben. So fehlen zur weiteren
Differenzierung der T-Zellen in den hier beschriebenen Experimenten nicht nur weitere
Oberflachenmolekiile, wie beispielsweise CD45R0O, CD45RA, CD28, CD95, CD25
und CD127, sondern auch die Messung von zellularen Mediatoren, wie beispielsweise
IL-17 und RORC2+.
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Die Kombination von longitudinalen T-Zellanalysen mit klinischen
Verlaufsparametern der MS kénnen Korrelationen ergeben, um Therapieerfolg und
Krankheitsprogression von MS Patienten abschatzen zu kénnen. So fanden Song et
al. (2015) und Teniente-Serra et al. (2016) bei Patienten, die unter Therapie mit
Fingolimod einen Schub entwickelten, neben Veranderungen anderer Lymphozyten,
ein signifikant hoherer Anteil der CD4+ Tcwm Zellzahl im Verlauf der Therapie. Ghadiri
et al. (2020) postulierte dagegen, dass einen erhohten CD4+ Tcwm Anteil vor Beginn der
Fingolimod Therapie mit einer aktiven MS unter Therapie assoziiert sei. Gleiches
zeigte sich dagegen nicht bei einem erhdhten CD4+ Tcm Anteil unter Therapie. Eine
weitere Studie fand eine Kombination aus zellularen (Zellzahl), molekularen
(Genexpression) und klinischen Markern (EDSS und Geschlecht) als einen moglichen
Pradiktor flir das Ansprechen auf die Therapie mit Fingolimod (Moreno-Torres et al.,
2018). Um in den gezeigten Ergebnissen eine Assoziation zwischen T-Zell-Analysen
und Therapieerfolg oder Krankheitsprogress zu ermoglichen, ware die Erhebung von
weiteren Daten, wie klinische Marker der MS (EDSS), bildmorphologische
Untersuchungen (MRT) im Verlauf sowie eine groRReres Patienten- und

Kontrollkollektiv vonnoten.
4.2 TZR-B-Repertoire Abbildung

Andere Auswertungen von TZR-B-Repertoires, die mittels NGS abgebildet
wurden, zeigten bereits, dass eine hohe Zahl an Fehlern in der Amplifizierung vor der
Sequenzierung und in den Bricken-PCRs wahrend der Sequenzierung zu einer
verfalschten Repertoire Analyse fuihren. Dabei zeigte sich durch PCR Fehler eine
Erhohung der eigentlichen TZR-B-Repertoire Diversitat. (Nguyen et al., 2011; Warren
et al.,, 2011) Ein Losungsansatz fur das Problem war dabei der Ausschluss niedrig
frequenter CDR3 Sequenzen, die sich in einem Nukleotid-Mismatch zu anderen hoch
frequenten CDR3 Sequenzen unterschieden (Nguyen et al., 2011). Ein anderer Ansatz
war der Ausschluss niedrig frequenter CDR3 Sequenzen, die im gesamten 4 % der
totalen Sequenzanzahl ausmachten (Warren et al., 2011). Nguyen et al. (2011) und
Warren et al. (2011) beschrieben als weiteren Faktor, der zu Artefakten in der TZR-[3-

Repertoire Abbildung fuhrt, Reads mit einer geringen Sequenzierqualitdt und
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postulierten den Ausschluss dieser Reads aus der weiteren Analyse. Weil diese
Techniken zwar die Chance einer praziseren Abbildung der TZR-B3-Repertoire
Diversitat bieten, aber auch das Risiko einer Unterschatzung oder sogar Elimination
einzelner Klonotypen bergen, schlugen Bolotin et al. (2012) einen Algorithmus aus
einer CDR3 Extraktion aus allen sequenzierten Reads, der Bildung von Core
Clonotypes, der Abbildung von Reads mit geringer Qualitat und der Korrektur von PCR

Fehlern vor.

Ein weiteres Artefakt, das die Abbildung des TZR-f3-Repertoires beeinflusst, sind
mdgliche Unterschiede in der Sequenziertiefe der Proben und damit Unterschiede in
der Reprasentationsqualitat der TZR-B-Repertoires. Das Ziel ware eine vergleichbare
Sequenziertiefe zur Gewahrleistung klonaler Abdeckung. Greiff et al. (2015) etablierte
eine Korrelation zwischen Shannon Evenness, Anzahl der Reads, Anzahl der
Klonotypen und Zellzahl und verglich so Sequenziertiefe einzelner TZR-B-Repertoires.
Alves Sousa et al. (2019) ermittelte im Sinne der Shannon-Entropie die Diversitat und
definierte die Vielfalt (Richness) des Repertoires aus einmalig auftretenden
Klonotypen. Zur Vergleichbarkeit einzelner TZR-B-Repertoires wurden Entropie und
Vielfalt durch Berechnung der maximalen Shannon Entropie und der maximalen
Kombinationsvielfalt flir jedes Repertoires basierend auf die zu Beginn ermittelte

Zellzahl normalisiert (Alves Sousa et al., 2019).

Das Ziel der Sequenzierung war eine Reprasentation der Ausgangszellzahl mit
sequenzierten Reads von etwa 1:1. In der allgemeinen Statistik der NGS-Rohdaten
zeigte sich ein sehr diverses Ergebnis. Eine gute Reprasentation zeigte sich so fur die
CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulation des Pat. C zum Zeitpunkt mO, wobei 120.000
Zellen durch etwa 140.000 Reads reprasentiert wurden. Anders bei der CD4+ CCR7+
T-Zell-Subpopulation der gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt m12, hier wurden 400.000
Zellen durch etwa 50.000 Reads reprasentiert. Es folgte die Erfassung der vollstandig
alignierten Reads mit Ausschluss der Reads bei denen keine TZR-B Zuordnung
erfolgte oder V- oder J-Gensegmente fehlten und daraus die Erfassung der zur TZR-
B-Kette alignierten Reads. So konnten in der CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation der
gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt m12 88 % der Reads zur TZR-B-Kette aligniert
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werden, in der CD4+ CCR7+ T-Zell-Subpopulation des Pat. D zum Zeitpunkt mO
hingegen nur 41 %. Proben mit geringem TZR-B-Alignment zeigten dabei schon zu
Beginn ein geringes erfolgreiches Alignment der totalen Reads. Dies deutet auf eine
geringere Qualitat der Reads hin. Das Resultat sind Qualitatsunterschiede der
einzelnen Proben, die Einfluss auf die Reprasentation der CDR3 Sequenzen im TZR-

B-Repertoire zeigen.

Unter Berlcksichtigung der Qualitatsunterschiede der Proben und der mdglichen
Artefakte in der Amplifikation vor der Sequenzierung, wahrend der Sequenzierung, in
Form von unterschiedlich qualitativen Reads und durch verschiedene
Sequenziertiefen der zu vergleichenden TZR-B-Repertoires folgt eine starke
Beeintrachtigung der Beurteilbarkeit qualitativer und quantitativer Zusammenhange,

darunter der Diversitat und der klonale Expansion, der hier gezeigten Ergebnisse.

4.2.1 V-J-Rekombination der CD4+ T-Zellen und Fingolimod

Die Analyse der V-J-Genrekombination des TZR-B-Repertoires ergab, dass unter
Therapie mit Fingolimod die Anzahl der Rezeptorkombinationsmadglichkeiten der
Zellen, die im peripheren Blut zu finden waren, abnahm. Dieses galt sowohl fur die
CD4+ CCR7+ als auch fur die CD4+ CCR7- T-Zell-Subpopulation. Fingolimod nahm
so nicht nur Einfluss auf die CD4+ CCR7+ Tnc Zellen und die Tcm Zellen, sondern

reduzierte auch die Rezeptorkombinationsmaoglichkeiten der CD4+ CCR7- Tem Zellen.

Das variable Segment TRBV5.1 trat im Repertoire aller MS Patienten und der
gesunden Kontrolle hochfrequent auf. Dabei zeigte das Segment teilweise bis zu einer
doppelt so hohen Frequenz bei den MS Patienten als bei der gesunden Kontrolle.
Signifikant erhdhte Frequenzen von variablen Segmenten, darunter TRBV5.6,
TRBV5.1, TRBV7.6, TRBV5.8 und TRBV20.1, bei MS Patienten wurde bereits
beschrieben (Shugay et al., 2015). Eine mdgliche genetische Assoziation mit MS
wurde fir die Segmente TRBV5.6 und TRBV5.1 diskutiert (Goebels et al., 2000;
Oksenberg et al., 1993). Eine andere Studie zeigte hingegen fur das Segment

TRBV20.1 keine genetische Assoziation zur MS (Fozza et al., 2012). In den in dieser
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Arbeit durchgeflihrten Experimenten zeigte sich keine Veranderung der Frequenz des
TRBVS.1 Segments unter Therapie mit Fingolimod und kein Unterschied im Vergleich
zwischen den CD4+ CCR7+ und CD4+ CCRY7- T-Zell-Subpopulationen.

4.2.2 Diversitat des CD4+ TZR-B-Repertoires und Fingolimod

Mittels NGS untersuchte Qi et al. (2014) das humane TZR-B-Repertoire und
schatzte die Variabilitat des Repertoires auf Uber 108 verschiedene TZR-B-Ketten im
Individuum. Es zeigte sich, dass CD4+ T-Zellen unabhangig vom Alter des
Individuums eine im Allgemeinen geringere Klonalitat und eine hdhere Diversitat im
TZR-B-Repertoire zeigten als CD8+ T-Zellen. Die Variabilitdt (Richness) der naiven
CD4+ T-Zellen, hier charakterisiert durch CCR7+ CD45RAM" CD28+, war dabei 50-
fach groRer als die der CD4+ Gedachtnis-T-Zellen, hier charakterisiert durch CD45RA-
. (Qi et al., 2014) Auch Klarenbeek et al. (2010) fand eine erhdhte Diversitatim TZR-
B-Repertoire der naiven CD4+ T-Zellen, als im Repertoire der CD4+ Gedachtnis-T-
Zellen. In dem diversen Repertoire der naiven T-Zell-Population fanden De Greef et
al. (2020) wenige sehr hochfrequente Klonotypen, die nur einen sehr geringen Anteil
am Repertoire ausmachten. AulRerdem zeigte sich, dass die Diversitat des TZR-[3-

Repertoires im Alter grob linear abnimmt (Britanova et al., 2014; Qi et al., 2014).

Bei MS Patienten zeigte eine Veroffentlichung bereits eine signifikant geringere
Diversitat im gesamten T-Zell-Repertoire von MS Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (Shugay et al., 2015). Alves Sousa et al. (2019) fand hingegen ein
diverseres TZR-B-Repertoire bei MS Patienten als bei den gesunden Kontrollen. Durch
Ermittlung des Anteils der einfach und zweifach auftretenden CDR3 Sequenzen am
TZR-B-Repertoire wurde in dieser Methodik die Diversitat des Repertoires abgebildet.
In den hier genannten Experimenten zeigte die gesunde Kontrolle ein diverseres TZR-
B-Repertoire der CD4+ CCR7+ Tnc und Tem Subpopulation als die MS Patienten ohne
Therapie. In der CD4+ CCRY7- Tem Subpopulation wies hingegen die gesunde Kontrolle
eine geringere Diversitat als alle MS Patienten ohne Therapie auf. Unter
Berucksichtigung der Beschreibungen, dass die TZR-B-Repertoire Diversitat im Alter

abnimmt, konnte eine hohere Diversitat der gesunden Kontrolle auch durch
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Altersunterschiede zu den MS Patienten (Pat. C 29. Lebensjahre., Pat. D 36.
Lebensjahre., unbehandelter MS Patient uC 46. Lebensjahre und gesunde Kontrolle

hC 23. Lebensjahre) verstarkt werden.

Unter Therapie mit Fingolimod beschrieb Chiarini et al (2015) eine Abnahme der
TZR-B-Repertoire Diversitat. Eine abnehmende Diversitat der CD4+ und CD8+ T-Zell-
Population unter 6-monatiger Therapie mit Fingolimod zeigte sich auch in einer
vorherigen Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe (Scheffler, 2020). In dieser
aktuellen Arbeit nahm hingegen die Diversitat im TZR-3-Repertoire der MS Patienten
unter 12-monatiger Therapie mit Fingolimod sowohl in der CD4+ CCR7+, darunter die
naiven T-Zellen Tnc und die zentralen Gedachtnis-T-Zellen Tcwm, als auch in der CD4+
CCRT7- T-Zell-Subpopulation, darunter die Effektor-Gedachtnis-T-Zellen Tewm, zu. Bei
allen Proben konnte ein diverseres Repertoire unter der Subpopulation der Tnc und
Tewm, im Vergleich zur Tem Subpopulation, festgestellt werden. Eine reduzierte
Diversitat naiver T-Zellen bei MS Patienten unter Therapie mit Natalizumab koénnte
eine abnehmende Immunprotektion der Patienten bedeuten (Amoriello et al. 2020).
Eine zunehmende Diversitat der naiven CCR7+ T-Zellen der MS Patienten unter
Therapie mit Fingolimod konnte damit fur einen Erhalt der Immunprotektion sprechen.
Eine Korrelation zwischen Diversitatsveranderungen und Krankheitsprogress oder
Therapieverlauf Iasst sich ohne Einbezug von klinischen Verlaufsparametern, darunter
EDSS und MRT, und bei einer geringen Fallzahl von vier Probanden jedoch nicht

beurteilen.

Das Potential einer Korrelation von TZR-B-Repertoireanalysen mit klinischen
Parametern wurde bereits beschrieben. Eine Studie an MS Patienten mit
therapeutisch autologer Stammzelltransplantation zeigte, dass eine geringere
Repertoire Diversitat in der frihen Phase des Rekonstruktionsprozesses des
Immunsystems mit einem schlechten Ansprechen auf eine Stammzelltransplantation
assoziiert war (Muraro et al., 2014). Eine andere Analyse zeigte eine Assoziation einer
geringen Repertoire Diversitat mit der Entwicklung sekundarer Autoimmunitat bei MS

Patienten unter Therapie mit Alemtuzumab (Jones et al., 2013).
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Die Ermittlung der TZR-B-Repertoire Diversitat ist wie in 4.2 beschrieben stark
abhangig von dem Verarbeitungsprozess der Proben sowie der Sequenzierung, bietet
jedoch Chancen, Korrelationen zu Therapieverlaufen und Krankheitsprogress
herzustellen. Gleichzeitig ist fur die Diskussion der weiteren Ergebnisse der Klonalitat
und Persistenz im TZR-B3-Repertoire zu beachten, dass Unterschiede der TZR-B-
Repertoire Diversitat einzelner Populationen die Detektion von klonaler Expansion und
die Abbildung einer Repertoire Persistenz Uber den zeitlichen Verlauf beeinflussen
konnten. So diskutierten Skulina et al. (2004) eine erschwerte Detektion klonaler
Expansionen im diverseren CD4+ T-Zell-Repertoire im Vergleich zu dem weniger
diversen CD8+ T-Zell-Repertoire. Bei begrenzter Probengréfie kdnnte eine hohe
Diversitat eines TZR-B-Repertoires, beispielsweise der CD4+ T-Zellen, auRerdem zu
einer erschwerten Erfassung von persistierenden Sequenzen im zeitlichen Verlauf

fuhren.
4.2.3 Klonotypen im TZR-f-Repertoire der CD4+ T-Zellen und Fingolimod

Eine klonale Expansion CD8+ T-Zellen sowie deren Uber Jahre andauernde
Persistenz wurde bereits mittels CDR3 Spektratyping fur Liquor, Blut und ZNS
Lasionen beschrieben, klonal expandierte CD4+ T-Zellen zeigten sich dabei hingegen
nicht (Skulina et al., 2004). Babbe et al. (2000) beschrieb eine Mehrheit von wenigen
CD8+ T-Zell Klonen in MS Lasionen, fand aber auch sehr heterogene, weniger
hochfrequente CD4+ T-Zellen mit vereinzelten klonalen Expansionen. Andere Autoren
konnten klonal expandierte CD8+ T-Zellen in Blut, Liquor und ZNS Lasionen von MS
Patienten der T-Zell-Subpopulation der zentralen Gedachtnis-T-Zellen zuordnen
(Salou et al., 2015).

In Zusammenschau der TZR-B-Repertoire Analysen der hochfrequenten CDR3
Sequenzen und der im Repertoire persistierenden Sequenzen lielen sich in den
gezeigten Ergebnissen klonal auftretenden CDR3 Sequenzen im Blut von MS
Patienten im zeitlichen Verlauf beurteilen. Im Allgemeinen zeigte sich eine geringere
Persistenz von CDR3 Sequenzen im Repertoire der CD4+ CCR7+, darunter Tnc und

Tcem Zellen, als im Repertoire der CD4+ CCR7- Tem Subpopulationen. Bei den
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Patienten unter Immunmodulation mit Fingolimod stieg der Anteil der persistierenden
Sequenzen am jeweiligen TZR-B-Repertoire besonders in der CD4+ CCR7- Tem
Subpopulationen an. So machten in den CD4+ CCR7- Tem Subpopulationen bekannte
CDR3 Sequenzen nach 12-monatiger Therapie je rund 25 % des Repertoires aus, in
den CD4+ CCR7+ Tnc und Tem Subpopulationen hingegen nur <5 %. Bei beiden
Patienten traten unter Fingolimod Therapie persistierende CDR3 Sequenzen nach 12
Monaten hochfrequenter hervor. Bei Pat. C macht so zum Zeitpunkt m12 die
persistierende Sequenz CASSFSAGANVLTF anteilig 3,8 % des CD4+ CCR7- Tewm
Repertoires aus. Eine vergleichbare klonale Expansion einer einzelnen CDR3
Sequenz liel} sich bei Pat. D nicht beobachten. Auch der unbehandelte MS Patient
zeigte mit etwa 40 % die starkste Persistenz im Repertoire der CD4+ CCR7- Tem
Subpopulationen. Die am haufigsten auftretende CDR3 Sequenz CASSLRPNEQFF
machte dabei konstant 0,5 % des Repertoires aus. Die gesunde Kontrolle zeigte weder
hochfrequent persistierende CDR3 Sequenzen noch klonal expandierte CDRS3

Sequenzen.

Untersuchungen der klonalen Persistenz im TZR-B-Repertoire von MS Patienten
mit einer therapeutisch autologen Stammzelltransplantation zeigten keine klonale
Persistenz im CD4+ T-Zell-Repertoire unter Therapie. Stattdessen beschrieben
Amoriello et al. (2020) fur MS Patienten unter Therapie mit Natalizumab oder autologer
Stammzelltransplantation fur sowohl CD4+ als auch fur CD8+ T-Zellen eine klonale
Persistenz im Repertoire. Dabei zeigte sich eine hohere klonale Persistenz in der
Gedachtnis-T-Zell-Subpopulation, hier definiert durch CD45RA-. Eine Annahme, dass
bei Therapie mit autologer Stammzelltransplantation oder Natalizumab eine Depletion
der Klonotypen stattfand, wurde somit widerlegt. In den hier durchgeflhrten
Experimenten zeigte sich, dass es unter Therapie mit Fingolimod zu einem 295 %igen
Austausch des CD4+ CCR7+ Tnc und Tem Repertoires kam, wahrend gleichzeitig Uber
12 Monate die klonale Persistenz des CD4+ CCR7- Tem Repertoires auf bis zu 225 %
anstieg. In der Tem Subpopulation kam es somit unter Immunmodulation zu einer
geringeren Depletion von Klonotypen. Obwohl in der CD4+ CCR7+ T-Zell-
Subpopulation sowohl Tnc als auch Tem Zellen zusammen betrachtet werden, lasst

sich bei einer zusammengefassten Persistenz von <5 % Uber die Tcm Subpopulation
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sagen, dass es zu einer Depletion von mitunter autoimmuner T-Zellen unter Therapie

mit Fingolimod kam.

4.2.4 Charakterisierung der Klonotypen im TZR-B-Repertoire

Langjahrige Analysen des TZR-B-Repertoires ergaben, dass in gesunden
Individuen mehrere Millionen verschiedene TZR-B-Klonotypen zu finden seien, die in
der Haufigkeit ihres Auftretens weit variieren und zwischen verschiedenen T-Zell
Kompartimenten und unter unabhangigen Individuen udbereinstimmen koénnen
(Woodsworth et al., 2013). So zeigten Robins et al. (2010), dass >10.000 CDR3
Sequenzen in naiven CD8+ TZR-3-Repertoires zweier Individuen unabhangig der HLA
Typisierung identisch waren. Auch Qi et al. (2014) beobachtete im naiven T-Zell
Repertoire der CD4+ und CD8+ T-Zellen Ubereinstimmende CDR3 Sequenzen
zwischen unabhangigen Individuen. So wurden in dieser Veroffentlichung Klonotypen
als public (6ffentlich) definiert, wenn sie in 22 Individuen zu finden waren. Fr die hier
gezeigten Ergebnisse wurde diese Definition Ubernommen. Venturi et al. (2008)
postulierte, dass eine Existenz von udbereinstimmenden TZR Sequenzen auf
konvergente Rekombination zurtickzufuhren sei. Dies fuhre dazu, dass einige TZRs
haufiger produziert werden als andere. Public Klonotypen seien dabei haufig TZR
Sequenzen aus simplen Segmenten, wie jene denen nontemplated Nukleotide in der
N-Region des TZRs fehlen (Venturi et al., 2011). In den dargestellten Ergebnissen
zeigten sich zum Zeitpunkt m0O mit anteilig 1 % an allen Klonotypen mehr offentliche
Klonotypen in der CD4+ CCR7+ Tnc und Tcm Subpopulation als in der CD4+ CCR7-
Tem Subpopulation (0,5 %). Unter Therapie mit Fingolimod reduzierte sich in beiden
Subpopulationen die absolute Anzahl und auch der relative Anteil der 6ffentlichen

Klonotypen in den TZR-B-Repertoires.

Bei post-mortem Untersuchungen von MS Lasionen mittels CDR3-Spectratyping
von vier Patienten konnten Junker et al. (2007) keine Ubereinstimmenden Klonotypen
zwischen MS Patienten identifizieren. Auch Alves Sousa et al. (2019) konnte mittels
NGS unter 34 MS Patienten keine gemeinsamen Klonotypen isolieren. Es zeigten sich

zwar keine Ubereinstimmenden CDR3 Sequenzen, jedoch konnten in 18 von 34 MS

95



Patienten Cluster verwandter CDR3 Sequenzen beschrieben werden. In den in dieser
Arbeit gezeigten Experimenten stimmten zum Zeitpunkt mO in der CD4+ CCR7+ Tnc
und Tcm Subpopulation 357 Klonotypen zwischen zwei MS Patienten und 26
Klonotypen zwischen allen drei MS Patienten Uberein. In der CD4+ CCR7- Tem
Subpopulation zeigten sich weniger Ubereinstimmende Klonotypen. So fanden sich
zum Zeitpunkt m0 171 Ubereinstimmende Klonotypen zwischen zwei MS Patienten
und 10 Ubereinstimmende Klonotypen zwischen drei MS Patienten. Speziell bei einem
Vergleich zu nur einem gesunden Probanden ist eine Aussage, ob die identifizieren
Klonotypen MS spezifisch seien, jedoch nicht zu treffen. Es kdnnten gleichzeitig auch
Klonotypen sein, die sich bei anderen gesunden Individuen als o6ffentlich zeigen

wulrden.

Eine Zuordnung der in diesen Ergebnissen ermittelten TZR Sequenzen zu Epitop
Spezies und damit einer moglichen Antigenspezifitat erfolgte durch Abgleich mit der
VDJdb (Bagaev et al., 2020) Datenbank. Mittels NGS untersuchten Amoriello et al.
(2020) das CD4+ und CD8+ TZR-B-Repertoire von MS Patienten unter autologer
Stammzelltransplantation und Natalizumab Therapie und glichen diese TZR-
Sequenzen auch mit der VDJdb Datenbank ab. Dabei lie3en sich in dieser Studie die
TZR Sequenzen der MS Patienten mit absteigender Haufigkeit dem Cytomegalievirus
(CMV), dem Humanen Immundefizienz-Virus Typ | (HIV-1) und dem Epstein-Barr-Virus
(EBV) zuordnen. Im Liquor von MS Patienten zeigte sich, dass eine Antigenspezifitat
fur EBV im Repertoire der CD8+ T-Zellen alleinig bei MS Patienten zu finden war,
wahrend eine hochfrequente Antigenspezifitat fir EBV bei CD4+ T-Zellen sowohl unter
der gesunden Kontrollen, als auch unter den MS Patienten auftrat (Lossius et al.,
2014). Auch in den hier beschriebenen Ergebnissen zeigten sich die TZR Sequenzen
hochfrequenter, die CMV, HIV-l und EBV zugeordnet werden konnten. In der CD4+
CCR7+ Tnc und Tem Subpopulation fand sich zum Zeitpunkt mO jedoch diese Epitop
Zuordnungen bei allen Probanden, darunter auch bei der gesunde Kontrolle, zum
CMV, EBV und HIV-I. Die MS Patienten zeigten dabei regelhaft keine hohere Frequenz
der zugehorigen TZR Sequenzen im Repertoire als die gesunde Kontrolle. Auch in der
CD4+ CCR7- Tem Subpopulation zum Zeitpunkt m0 zeigten sich TZR Sequenzen mit
der Epitop Spezies Zuordnung zum CMV und EBV bei allen Probanden
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hochfrequenter. Alleinig die Epitop Zuordnung zum HIV-I zeigte sich nur bei den drei
MS Patienten und nicht bei der gesunden Kontrolle unter den Top 5 Epitop Spezies
der Tem Zellen. Fur eine weitere Beurteilung der Epitop Spezies Zuordnung eines TZR-
B-Repertoires mussen jedoch noch mehr Faktoren berucksichtigt werden. So ist zu
beachten, dass bei allen Proben bei 295 % der Sequenzierungsdaten keine Zuordnung
zu einer Epitop Spezies moglich war. Bagaev et al. (2020) geben dabei fur ihre VDJdb
Datenbank einen Datensatz von mehr als 61.000 TZR spezifische Sequenzen an. Eine
Limitation der Epitop Spezies Zuordnung der TZR ist auf Grund von noch limitierten
Datensatzen jedoch weiterhin anzunehmen. So wird hier nur ein sehr geringer Anteil
der TZR-B-Repertoires der Probanden abgebildet und gemessene Unterschiede der
Frequenzen erscheinen folglich gering. Gleichzeitig ist anzustreben, die durch die
Datenbank erkannten und zugeordneten Sequenzen weiter zu differenzieren. So
konnten fragliche Zuordnungen oder sogar mehrfache Zuordnungen der TZR-Bs zu
Epitop Spezies identifiziert werden. Aulderdem ware ein Abgleich der ermittelten V-J-
Rekombination des sequenzierten TZR-Bs mit der V-J-Rekombination der in der
Datenbank bekannten TZR Sequenz sowie ein Zuordnung der bekannten TZR
Sequenz zu einer MHC-Klasse moglich. Unter Berucksichtigung der geringen
prozentualen Zuordnung der TZR-Bs zu Epitop Spezies in den untersuchten T-Zell-
Subpopulationen und ohne weitere Differenzierung der erkannten CDR3 Sequenzen
sind Ruckschlusse auf Unterschiede zwischen MS Patienten und einer gesunden
Kontrolle oder sogar die Identifikation MS assoziierter Epitop Spezies nur schwer

moglich.

4.3 Grenzen und Moglichkeiten der Methode der TZR-[3-

Repertoireanalyse

Neben den in 4.2. genannten Storfaktoren der TZR-B-Repertoireabbildung wie
Fehler in der Amplifizierung der Produkte vor und wahrend der Sequenzierung, der
unterschiedlichen Qualitaten der Reads und der erschwerten Beurteilbarkeit der
Sequenziertiefe in den Ergebnissen gibt es weitere Storfaktoren in der Methode der
TZR-Library-Praparation. Fur die Diskussion weiterer Hindernisse wahrend der
Etablierung der hier verwendeten Methode verweise ich auf die Dissertation unserer
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Arbeitsgruppe ,Next-Generation Sequencing in der Neurologie: Etablierung einer
Methode zur Immunrepertoireanalyse von T- und B-Lymphozyten und Anwendung der
T-Zell-Rezeptorrepertoireanalyse bei Patienten mit Multipler Sklerose unter

immunmodulatorischer Behandlung® veroffentlicht von Armin Scheffler (2020).

In der hier verwendeten Methodik wurde mRNA und nicht genomische DNA als
Ausgangsmaterial verwendet. Die durch reverse Transkription synthetisierte cDNA
bietet die Vorteile, dass Introns in der Amplifizierung ausgeschlossen werden,
vereinfacht die Sequenzierungsstrategie und reduziert die Anzahl unproduktiver
Sequenzen (Li and Wilkinson, 1998). Bedingt durch eine Vielzahl an RNA Transkript
Kopien in jeder Zelle ist der Gebrauch von cDNA, besonders bei Verwendung von
geringen Zellzahlen als Ausgangsmaterial, sensitiver als der von genomischer DNA
(Johansen et al., 2015; von Budingen et al., 2012). Eine bessere Korrelation zwischen
Zellzahl und Sequenzen und somit eine verbesserte quantitative Abbildung des TZR-
B-Repertoires fand sich jedoch bei genomischer DNA als Ausgangsmaterial (Carlson
et al., 2013; Dziubianau et al., 2013). Die mRNA basierte Sequenzierung kann jedoch
durch wechselnden mRNA Expressionslevel wahrend der TZR Aktivierung beeinflusst
werden (Paillard et al., 1988). Veranderte Expressionslevels der TZR konnten so
Immunrepertoireveranderungen und mitunter auch klonale Expansionen vortduschen
(Benichou et al., 2012; Lossius et al., 2016).

Neben wechselnden mRNA Expressionslevel kdnnen weitere Storfaktoren einer
quantitativen Analyse PCR Artefakte, unterschiedliche Amplifikationslevel, Fehler in
der Praparation der Gen-Library und Fehler in der Sequenzierung sein (Aird et al.,
2011). Um in dieser Arbeit eine Korrelation zwischen Ausgangszellzahl und
Sequenzierungsprodukt herzustellen, wurden die Proben abhangig von ihrer
Ausgangszellzahl anteilig in der TZR-Library reprasentiert. Zur Vorbereitung wurden
alle Proben auf eine gleiche Molaritdt konzentriert. Nach Berechnung der totalen
Zellzahl aller zu sequenzierender Proben wurden die Subpopulationen in gleicher
Molaritat proportional zu der Ausgangszellzahl zu der TZR-Library hinzugefugt. Eine
veranderte Methodik mit Verwendung von einzigartigen Molekll Kennungen (unique

molecular identifiers - UMI) wurde bereits als Losungsansatz zur quantitativen Analyse
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der urspringlichen DNA beschrieben (Kivioja et al., 2012). In die DNA bzw. mRNA
oder cDNA eingebrachte UMIs bieten die Mdglichkeit eines quantitativen Vergleichs
zwischen Ausgangsmaterial und Ergebnis der Sequenzierung. Die Methode fand
bereits Anwendung in anderen TZR-B-Repertoireanalysen und es zeigte sich, dass
durch Analyse der gleichen Anzahl von einzigartigen cDNA Molekulen, markiert mit
UMiIs, trotz unterschiedlicher Ausgangszellpopulation und Sequenziertiefe eine
Normalisierung verschiedener TZR-Libraries moglich war (Britanova et al., 2014;
Egorov et al., 2015). Alves Sousa et al. (2019) gelang durch Verwendung von UMIs
und die damit verbundene Erkennung von Amplifikationsartefakten die Identifikation
von verwandten Klonotypen im TZR-Repertoire von MS Patienten. UMIs konnten
jedoch auch durch PCR Fehler in der eigenen Sequenz als Storfaktor identifiziert
werden (Brodin et al., 2015). In dieser Arbeit wirde die Verwendung von UMIs dazu
fuhren, dass Zusammenhange zwischen Ausgangszellzahl und
Sequenzierungsprodukt klarer beobachtet werden kénnten. Dadurch waren
vergleichende Analysen der Diversitat und klonaler Expansionen verschiedener TZR-

Repertoires besser moglich.

Als weiterer Storfaktor der hier verwendeten Methodik ist die Anzahl, der zu
untersuchenden Proben zu nennen. Bei zwei zu vergleichenden Patientenproben (Pat.
C und Pat. D) unter Therapie konnen sichtbare Veranderungen, auf individuelle
immunologische Vorgange oder individuelle Therapieverlaufe zurtckzufuhren sein.
Gleiches gilt fir den unbehandelten MS Patienten und die gesunde Kontrolle. So
lassen sich nur Ahnlichkeiten beschreiben. Eine signifikante qualitative oder
quantitative Analyse kann nicht stattfinden. Die Verwendung einer gréf3eren Kohorte,
sowohl bei den Patienten unter Therapie mit Fingolimod, als auch bei den gesunden
und erkrankten Kontrollen, wurde die Maoglichkeit bieten, richtungsweisende
Ubereinstimmungen Klarer zu differenzieren. Um eine basierte Aussage Uber die
Wirkung und den Erfolg von Fingolimod fir MS zu treffen, ware auRerdem die
Einbeziehung von weiteren klinischen Daten, wie dem Expanded Disability Status
Scale, die Einbeziehung von weiteren Informationen Uber den Krankheitsverlauf der

Patienten,  mitunter  bildmorphologische  Verlaufe im  MRT, vorherige
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Therapieschemata und Nebenwirkungsprofilen und die Einbeziehung genetischer

Analysen von groldem Interesse sein.
4.4 Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mittels NGS das CD4+ TZR-B-Immunrepertoire von
MS Patienten mit und ohne Therapie genauer zu charakterisieren, um MS spezifische
Veranderungen im TZR-B-Repertoire und die immunmodulatorische Wirkung von
Fingolimod im zeitlichen Verlauf besser zu verstehen. Als Grundlage fur weitere
Forschungen zeigte sich in dieser Arbeit, dass MS Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrolle ein erhohtes Auftreten des Gensegments TRBVS5.1 im TZR-[3-
Repertoire aufwiesen. Aullerdem zeigten MS Patienten im Vergleich zur gesunden
Kontrolle eine geringere Diversitat in der CD4+ Tnc und Tem Subpopulation und eine
hohere Diversitat der Tem Subpopulation. Unter Therapie mit Fingolimod kam es bei
den MS Patienten zu einer Abnahme der V-J-Rekombinationsmaoglichkeiten sowie zu
einer Zunahme der Diversitat des TZR-B-Repertoires aller T-Zell-Subpopulationen. Die
TZR-B konnten bei allen Probanden mit erhdhten Frequenzen dem Cytomegalievirus,
dem Epstein-Barr-Virus und dem Humanen Immundefizienz-Virus Typ | zugeordnet
werden. Vergleiche zwischen MS Patienten und der gesunden Kontrolle zeigten dabei
keine richtungsweisenden Unterschiede der Frequenzen der Epitop Spezies.
Storfaktoren, die diese Ergebnisse beeintrachtigen, sind mitunter mogliche Fehler in
der Amplifikation, Sequenzierungstiefenunterschiede und eine erschwerte Korrelation
zwischen Sequenzierungsprodukt und Zellzahl zu Beginn des Prozesses. Unter
Verbesserung der Methodik durch beispielsweise Anwendung von UMIs zur Korrektur
quantitativer Zusammenhange oder einer Normalisierung der unterschiedlichen
Sequenziertiefen durch Korrelation von Ausgangszellzahl und Sequenzierungsprodukt
konnte in  einer groReren  Kohorte durch die  Kombination der
Hochdurchsatzsequenzierung mit Langzeitstudien und relevanten klinischen Daten,
die Analyse des TZR-B-Repertoires als nltzlicher diagnostischer, prognostischer oder
behandlungsstratifizierender Biomarker in der MS fungieren. Mit den Variablen
Diversitat, Klonalitdt und den klonalen CDR3 Sequenzen lieRen sich so Konstanten

zwischen Patientengruppen feststellen. Des Weiteren ware durch die Analyse von
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nicht nur CD4+ und CD8+ T-Zellen, sondern auch anderen T- und B-Zellen, die
Abbildung eines gro3eren Repertoireanteils von MS Patienten mit und ohne Therapie
madglich. So kdnnte ein Auffinden autoreaktiver, klonal expandierter Zellen mittels NGS

indirekt zur Identifikation eines Auto-Antigens fuhren.

5 Interessenkonflikt

Zum Teil erfolgte durch die Firma Novartis eine Unterstitzung in Form von
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