Aus dem Institut fUr Humangenetik
Theoretische Medizin und Biowissenschaften
der Medizinischen Fakultat

der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Etablierung einer methodischen Vorgehensweise
zur Konservierung humaner Immunzell-Proben fur
die nachfolgende Analyse mittels Einzelzell-

Sequenzierung

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES
2024

vorgelegt von:
Bianca Simella Becher
geb. am: 19.07.2000
in Kempten (Allgau)



Tag der Promotion: 30.01.2025
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Matthias Hanning
Erster Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Eckart Meese

Berichterstatten: Prof. Dr. Markus Hoth



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis ]
Tabellenverzeichnis ]|

Abkirzungsverzeichnis IV
1. Zusammenfassung 1
1.1 Deutsche Zusammenfassung 1
1.2 Abstract 3
2. Einleitung 5
2.1 Aufbau und Funktion des menschlichen Immunsystems 5
2.2 Immunzellen des peripheren Blutes 9
2.3 Dynamik der zellularen RNA-Expression 11
2.4 Veranderung der Expressionsrate bestimmter mMRNAs im Rahmen der
Immunaktivierung 12
2.5 Zielsetzung 14
3. Materialien 16
3.1 Laborgerate 16
3.2. Chemikalien und Reagenzien 17
3.3 Sonstige Materialien 18
3.4 Software 18
4. Methodik 20
4.1 Gewinnung des Spenderblutes und Aufarbeitung der Blutproben 20
4.2 Isolation der PBMCs mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation 20
4.3 Bestimmung der Zellzahl 22
4.4 Kryokonservierung der Proben 22
4.5 Immunzell-Aktivierung 23
4.6 Methanol-Fixierung der PBMCs 25
4.7 Analyse der PBMC-Zeitverlaufsproben mittels Einzelzell-Sequenzierung (single-cell
sequencing) 25
4.8 Bioinformatische Prozessierung zur Auswertung der Einzelzell- Sequenzierungsdaten
27
4.9 Zellulare Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie 28
5. Ergebnisse 30
5.1 Uberblick zur methodischen Vorgehensweise 30
5.2 Qualitative Kontrolle wichtiger Protokollschritte 32
5.2.1 Bestimmung des Anteils der vitalen Zellen nach der Kryokonservierung 32
5.2.2 Uberpriifung der Effizienz des Aktivierungsstimulus 34

5.2.3 Uberprifung der qualitativen Parameter der finalen Einzelzell-Sequenzierung 36



5.3 Analyse von zelltyp-spezifischen Einzelzell-Expressionsmustern

5.3.1 Vergleich von zelltyp-spezifischen Markern und der resultierenden PBMC-
Zelltyp-Zuordnung zum 0, 2, 4 und 8 h Zeitpunkt

5.3.2 Identifizierung der Gene mit den starksten Zeitverlaufsveranderungen

6. Diskussion

6.1 Etablierung einer Methodik zur schrittweisen Verarbeitung von PBMCs

6.2 Identifizierung spezifischer Zelltypen mittels in vitro Aktivierung

6.3 Veranderung der Expressionsdaten zwischen den Zeitpunkten

6.4 Fazit und Ausblick
7. Literaturverzeichnis
8. Publikation
9. Danksagung
10. Lebenslauf

40

41
44
47
47
50
52
53
55
61
61
63



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines T-Zell-Rezeptorkomplexes 7
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung eines Zytokinrezeptors (JAK/STAT-
Weg) 8
Abbildung 3: Einteilung der aus der hamatopoetischen Stammzelle differenzierten Blutzellen
10
Abbildung 4: Schichtung einer Blutprobe vor und nach einer Dichtegradientenzentrifugation
21
Abbildung 5: Methodischer Uberblick (iber die Isolierung und Aktivierung von PBMCs und zur
anschlieRenden Analyse mittels Einzelzell-Sequenzierung 31
Abbildung 6: Anzahl der vitalen Zellen nach Kryokonservierung aller Spenderinnen 33
Abbildung 7 :Graphische Darstellung der Anteile an CD4+ und CD8+ Zellen der PBMCs 34
Abbildung 8: Graphische Darstellung der Anteile der CD69+ Zellen im Verlauf Gber 8
Stunden 35
Abbildung 9: Geigenplot mit Merkmalen der Qualitatskontrolle (Beispielhaft Spenderin 1) 38
Abbildung 10: UMAP-Darstellung der PBMCs wahrend der verschiedenen Zeitpunkte der
Aktivierung (0, 2, 4 und 8h) 41
Abbildung 11: Expressionsverhaltnis ausgewahlter Marker von T-Helfer-Zellen wahrend der
verschiedenen Zeitpunkte der Aktivierung 42

Abbildung 12: Expressionsverhaltnis bestimmter Gene wahrend der Aktivierung 45

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete Laborgerate 16
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 17
Tabelle 3: Sonstige verwendete Materialien 18
Tabelle 4: Verwendete Softwares und Tools 19

Tabelle 5: Qualitative Parameter der Einzelzell-Sequenzierung unter Angabe von

Referenzwerten der verwendeten Analyse-Software (Cell Ranger) 38



Abkiirzungsverzeichnis

Symbol

%

°C

M (Maldeinheit)
ATP

BATF

BCL

BSA

B-Zelle

Ca*

CAMK4

CCNB2
CD +
cDNA
CaH2
cm?
CO;
CREMa
CTP
DDT
DMSO
DNA

DPBS

FACS
FCS/FBS

FOXP3
g

GEM
GTP

h

Bedeutung

Prozent

Grad Celsius

Mikro (10°°)

Adenosintriphosphat

basic leucine zipper ATF-like

B cell lymphoma

bovine serum albumin
B-Lymphozyten

Calcium-lonen
calcium/calmodulin-dependent protein
kinase IV

cyclin B2

Cluster of Differentiation Molekll (positiv)
complementary DNA

Acetylene

Quadratzentimeter

Kohlenstoffdioxid

cAMP responsive element modulator a
Cytosintriphosphat

DL-Dithiothreitol

Dimethylsulfoxid
Desoxyribunukleinsaure (engl.
deoxyribonucleic acid)

Dulbeccos phosphatgepufferte
Kochsalzlosung
fluorescence-activated cell sorting
Fotales Kélberserum (fetal calf/bovine
serum)

Forkhead-box-protein P3

Gramm

Gel bead in Emulsion
Guanosintriphosphat

Stunde



HCT-116
HEK293
HepG2
IFN

ITK

JAK

LAT

Lck

LPS

M

MHC

min
miRNA
MIR155HG
mi
mRNA
mTOR

n (Prafix)
NF-«kB
NFKB1

NIH/3T3
NK-Zellen

Y
p21

pb7
PBMC

PBS
PCA
PCR

Human colon cancer cell line (Zelllinie)
Human Embryonic Kidney 293T (Zelllinie)
Hepatocellular G2 (Zelllinie)

Interferone

Immunglobulin

Interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs

Inducible T cell Kinase

Janus-Kinasen

Linker for activation of T Cells
Tyrosin-protein kinase
Lipopolysacchariden

Molar

Major Histocompatibility Complex
Minuten

Micro-RNAs

Mir155 Host Gene

Milliliter

Boten-(messenger) RNA

Molecular target of rapamycin

Nano (10°)

NF-kappaB (Nuclear factor kappa B)
nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1

embryonic mouse fibroblast cell line
Naturliche Killerzellen

p-Wert (Signifikanzwert)

Protein 21 (engl. cyclin-dependent kinase
inhibitor 1)

Protein 57 (engl. tumor protein p53)
mononukleéare Zellen des peripheren Blutes
(engl. peripheral blood mononuclear cells)
Phosphate buffered saline

Principal Component Analysis
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase

chain reaction)



PFA
pH

PI3K

PKB

PKC

PMA
RORC
pra-mRNA
RNA
RNase

m

RPMI
rRNA
S100B
scRNA-seq
SEM

SH2
SLP

SSC
STAT

TFH
TFR
TFRC
TGF-B
THA1
TH2
Th17
TLR
TNF
Tregs
tRNA
TSPAN33

Paraformaldehyd

Potential des Wasserstoffs (pondus
hydrogenii)

Phosphatidylinositol 3-Kinasen
Proteinkinase B

Proteinkinase C
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
RAR-related orphan receptor C
precursor messenger ribonucleic acid
Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic acid)
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions
per minute)

Roswell Park Memorial Institute
ribosomalen RNA

S100 calcium-binding protein B

Single cell transcriptome sequencing
Standardfehler (engl. standard error of the
mean)

Src Homology 2

SH2 domain-containing leukocyte
phosphoprotein

saline sodium citrate
Signaltransduktoren und Aktivatoren der
Transkription

follikulare T-Helferzellen

Transferrin Rezeptor

Transferrin receptor-Gen

Transforming growth factor 8
Typ-1-T-Helferzelle
Typ-2-T-Helferzellen
Typ-17-T-Helferzellen

Toll-like receptor

Tumornekrosefaktoren

regulatorische T-Helferzellen
Transfer-RNA

Tetraspanin 33

\



T-Zelle

TZR (engl. TCR)
U

UMAP

UMls
UTP
ZAP

Y

Vi

T-Lymphozyten
T-Zell-Rezeptor (engl. T cell receptor)
Unit

Uniform Manifold Approximation and
Projection
unique molecular identifiers

Uraciltriphosphat
zeta-chain-associated protein kinase
Dichte (Rho)



1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ein wichtiger Bestandteil des menschlichen Immunsystems machen die PBMCs (engl.
peripheral blood mononuclear cells; mononukleare Zellen des peripheren Blutes) aus. Dabei
handelt es sich um im peripheren Blut zirkulierende Immunzellen mit nur einem einzelnen
runden Zellkern [29]. Durch die Aktivierung von PBMCs findet die Lymphozyten Proliferation,
eine Veranderung der exprimierten mRNA und eine veranderte Zytokin-Produktion statt [38].
Weitere Immunreaktionen bestehen beispielsweise in der vermehrten Produktion von
Antikorper durch B-Zellen [22] und in der Phagozytose von pathogenen Antigenen durch
dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und B-Zellen, welche diese daraufhin CD4+-T-
Zellen prasentieren [15]. Die molekularbiologische Analyse der PBMCs bietet die Mdoglichkeit
eines Einblickes in die komplexen Zusammenhange immunologischer Signalketten und das
Erkennen von Hinweisen auf immun-gekoppelte Veranderungen, welche zu Infektionen [1] und
Erkrankungen wie Krebs [61] fuhren konnen. Fir eine detaillierte Darstellung der
immunologischen Vorgange ist als neuste molekularbiologische Untersuchungsmethoden die
Einzelzell-RNA-Sequenzierung besonders geeignet [1], wobei im Anschluss eine
Zelltypbestimmung der heterogenen Zellprobe anhand zelltyp-spezifischer molekularer Marker
vorgenommen werden kann. Insbesondere bei nur in geringer Anzahl vorkommenden
molekularen Markern kann dies allerdings eine Herausforderung darstellen [47]. Durch die
Aktivierung durch externe Stimuli werden zelltyp-spezifische Marker nachweislich vermehrt
induziert [7]. Basierend darauf bestand ein zentrales Ziel dieser Arbeit in der Testung, ob eine
zuvor erfolgte in vitro Aktivierung bei der Auswertung von Einzelzell-Sequenzierungsanalysen

zuverlassiger auf die spezifischen Zelltypen rickschlieRen lasst.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden PBMCs aus dem peripher vendsen Blut
von vier exemplarischen Spenderinnen isoliert und eine in vitro Aktivierung mittels PMA und
lonomycin durchgefiihrt. Nach Analyse mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung wurden die
resultierenden Einzelzell-Daten den verschiedenen Zelltypen anhand spezifischer Marker
zugeordnet und in Form von UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) Clustern
visualisiert. In Folge der Aktivierung waren Groéf3e und Definierbarkeit der verschiedenen
Cluster ausgepragter. Am Beispiel der T-Helfer-Zellen konnte zudem gezeigt werden, dass
spezifische Marker, wie beispielsweise der Transkriptionsfaktor BATF, nach Aktivierung eine
Steigerung der Expression aufwiesen. Insgesamt konnte somit der Nutzen der Aktivierung von

PBMCs fur die Aufschllisselung der Zelltypen bestatigt werden.



Um die komplexen Arbeitsabldufe zur Analyse von PBMC-Aktivierungsmustern fir zuklnftige
PBMC-Aktivierungsstudien zu erleichtern, bestand ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit
darin, ein Arbeitsprotokoll zu evaluieren, welches die Zwischenlagerung der Zellen nach
definierten Arbeitsschritten vorsah. Nach der Isolation aus dem Blut wurden die PBMCs in ein
DMSO-basiertes Kryomedium aufgenommen und zunachst als vitale Zellen in flissigem
Stickstoff kryokonserviert. Nach dem Auftauen und im Anschluss an die in vitro Aktivierung
wurden die Zellproben mithilfe eines Methanol-basierten Verfahrens fixiert, um sie vor der
Analyse mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung erneut zwischenlagern zu kénnen. Ein
wichtiger Bestandteil der Arbeit waren die regelmaRigen Qualitadtskontrollen nach den
einzelnen Zwischenlagerungen. So wurden nach Auftauen der kryokonservierten Zellen und
nach Anfarbung der toten Zellen mit Trypanblau ein Anteil vitaler Zellen von mehr als 80 %
ermittelt. Am Beispiel der T-Zellen, welche die grofdten Zellpopulation der PBMCs darstellen
[38], konnte zudem mittels Fluoreszenzfarbung und anschlielRender durchflusszytometrischer
Analyse die effektive Induktion des CD69 Oberflachenproteins nachgewiesen werden,
welches als friher Marker des T-Zell-Aktivierungsprozesses gilt [84]. AuRerdem konnte eine
im Referenzbereich liegende Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zellen bestatigt werden. Nach dem
letzten Schritt der Einzelzell-Sequenzierung wurde die Qualitat der resultierenden Daten
anhand bestimmter Parameter wie zum Beispiel dem Anteil der intrazellularen Reads, der
Anzahl der detektierten Gene pro Zelle [25] und der Expression von mitochondrialen Genen
[23] Uberpruft. Auf Grundlage des Anteils der mitochondrialen Gene sowie der empfohlenen
Grenzwerte fir Gene und UMIs pro Zelle musste insgesamt nur ein sehr geringer Anteil der
untersuchten Einzelzellen von den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen werden. Fur die
in die finalen Auswertungen eingeschlossenen Zellen, lagen sowohl die mediane Anzahl an
Genen pro Zelle als auch die mediane Anzahl an UMIs pro Zelle in einem Bereich, der anhand
von vorangegangenen Studien vergleichbaren Werten von frisch isolierten PBMCs entsprach
[23][25][34].

Daruber hinaus konnten anhand der resultierenden Einzelzell-Daten veranderte
Expressionsraten von Genen mit bezeichnender immunregulatorischer Funktion
nachgewiesen werden. In Folge der in vitro Aktivierung konnte beispielsweise eine erhdhte
Expressionsrate des NFKB1 Gens nachgewiesen werden. Das zugehoérige Genprodukt
fungiert als zentraler Transkriptionsfaktor, der die vermehrte Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekilen férdert [14]. Analog zu den
durchflusszytometrischen Analysen, kann auf Grundlage der Expressionsdaten somit

ebenfalls von der effektiven Induktion der Immunzellaktivierung ausgegangen werden.

Insgesamt kann auf Basis der hohen Zellvitalitdt, der erwartungsgemafien Verteilung T-

zellularer Subtypen und anhand der Evaluierung der resultierenden Einzelzell-
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Sequenzierungsdaten somit von der Eignung des zu testenden Versuchsprotokolls fir die

Analyse von PBMC-Einzelzell-Aktivierungsmustern ausgegangen werden.

1.2 Abstract

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) are an important component of the human
immune system. These are immune cells circulating in the peripheral blood with only a single
round cell nucleus [29]. The activation of PBMCs leads to a change in lymphocyte proliferation,
a change in the expression of mMRNA and a change in cytokine production [37]. Other immune
responses include an increased antibody production by B cells [22] and the phagocytosis of
pathogenic antigens by dendritic cells, monocytes, macrophages and B cells, which in the
following present them to CD4+ T cells [15]. Molecular biological analysis of PBMCs offers the
possibility of gaining insight into the complex interrelationships of immunological signalling
chains and the recognition of indications of immune-linked changes that can lead to infections
[1] and diseases such as cancer [60]. Single-cell RNA sequencing is the latest molecular
biological examination method that is particularly suitable for a detailed representation of
immunological processes [1], whereby the cell type of the heterogeneous cell sample can then
be determined using cell-type-specific molecular markers. However, this can pose a challenge,
especially when the number of molecular markers is low [46]. Activation by external stimuli has
been shown to increase the induction of cell type-specific markers [7]. Based on this, a central
aim of this work was to test whether previous in vitro activation can be used to more reliably

infer the specific cell types when analysing single-cell sequencing analyses.

In the present study, PBMCs were isolated from the peripheral venous blood of four exemplary
donors and activated in vitro using PMA and ionomycin. After analysis by single-cell RNA
sequencing, the resulting single-cell data were assigned to the different cell types using
specific markers and visualised in the form of UMAP (Uniform Manifold Approximation and
Projection) clusters. As a result of the activation, the size and definability of the different
clusters were more pronounced. Using the example of T helper cells, it was also shown that
specific markers, such as the transcription factor BATF, exhibited an increase in expression
after activation. Overall, the benefit of activating PBMCs for the breakdown of cell types was
thus confirmed. In order to facilitate the complex workflows for analysing PBMC activation
patterns for future PBMC activation studies, a further aim of the present work was to evaluate
a work protocol that provided for the intermediate storage of the cells after defined work steps.
After isolation from the blood, the PBMCs were placed in a DMSO-based cryomedium and
initially cryopreserved as vital cells in liquid nitrogen. After thawing and following in vitro

activation, the cell samples were fixed using a methanol-based process so that they could be
3



temporarily stored again before being analysed using single-cell RNA sequencing. An
important part of the work was the quality controls after the individual interim storages. After
thawing the cryopreserved cells and staining the dead cells with trypan blue, a proportion of
vital cells of more than 80 % was determined. Using the example of T cells, which represent
the largest cell population of PBMCs [37], the effective induction of the CD69 surface protein,
which is considered an early marker of the T cell activation process, was also demonstrated
by means of fluorescence staining and subsequent flow cytometric analysis [83]. In addition,
the number of CD4+ and CD8+ T cells was confirmed to be within the reference range. After
the final step of single-cell sequencing, the quality of the resulting data was checked using
certain parameters such as the proportion of intracellular reads, the number of genes detected
per cell [25] and the expression of mitochondrial genes [23]. Based on the proportion of
mitochondrial genes and the recommended limit values for genes and UMIs per cell, only a
very small proportion of the individual cells examined had to be excluded from the subsequent
analyses. For the cells included in the final analyses, both the median number of genes per
cell and the median number of UMIs per cell were in a range that corresponded to comparable

values of freshly isolated PBMCs based on previous studies [23][25][33].

In addition, the resulting single-cell data revealed altered expression rates of genes with
significant immunoregulatory functions. As a result of in vitro activation, for example, an
increased expression rate of the NFKB1 gene was detected. The associated gene product acts
as a central transcription factor that promotes the increased release of pro-inflammatory
cytokines and adhesion molecules [14]. Analogous to the flow cytometric analyses, the
effective induction of immune cell activation can also be assumed on the basis of the

expression data.

Overall, based on the high cell viability, the expected distribution of T-cell subtypes and the
evaluation of the resulting single-cell sequencing data, it can be assumed that the experimental

protocol to be tested is suitable for analysing PBMC single-cell activation patterns.



2. Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion des menschlichen Immunsystems

Ein Leben lang wird der menschliche Kérper Krankheitserreger wie Viren, Bakterien und Pilze,
toxischen Substanzen und anderen Pathogenen ausgesetzt. Gleichzeitig findet in unseren
Korpern eine stetige Veranderung der Zellen statt, die zu pathologischen Veranderungen und
malignen Erkrankungen fliihren kénnen. Fir die Regulierung und Bekampfung dieser Prozesse
ist das menschliche Immunsystem verantwortlich. Im Allgemeinen unterscheidet man das
unspezifische (angeborene) Immunsystem von einem spezifischen (erworbenen)
Immunsystem [15]. Das angeborene Immunsystem richtet sich unspezifisch gegen alle
korperfremden Materialien und Antigene, wahrend das erworbene Immunsystem sich im Laufe
des Lebens gegen spezifische Antigene spezialisiert und gezielt gegen diese vorgeht [15].
Generell kann das Immunsystem in zelluldare und humorale Komponenten eingeteilt werden
[33]. Zu den =zellularen Komponenten des angeborenen Immunsystems gehdren
Granulozyten, dendritische Zellen, Monozyten und ihre ausgereifte Form, die Makrophagen,
Mastzellen und die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) [33]. Die Hauptfunktion dieser Zellen
ist zum einen die Phagozytose aller pathogenen Mikroorganismen und entarteten Zellen, zum
anderen die Prasentation der enthaltenen molekularen Strukturen, als sogenannte Antigene,
gegenuber den Zellen des spezifischen Immunsystems [33]. Als die zentralen Bestandteile
des spezifischen Immunsystems zahlen die T-Lymphozyten (T-Zellen) und die B-Lymphozyten
(B-Zellen) [10]. Nach Aktivierung der naiven T-Zellen durch die Prasentation von Antigenen
differenzieren diese entweder zu T-Helferzellen oder zu zytotoxischen T-Zellen, welche
anhand ihrer Oberflachenproteine unterschieden werden konnen [28]. Die T-Helferzellen
exprimieren CD4+ Proteine auf der Zelloberflache, wahrend die zytotoxischen T-Zellen CD8+
Oberflachenproteine aufweisen [28]. CD4+ T-Helferzellen differenzieren sich weiter zu
unterschiedlichen Subtypen, die sich in ihren Aufgaben unterscheiden [9]. So produziert der
Subtyp TH1 vermehrt IFN-y, welches eine starke Aktivierung von Makrophagen auslost [11].
Der Subtyp TH2 exprimiert vor allem IL-4 [9]. TH2 wird vorrangig bei Infektionen mit Parasiten
und Wirmern bendtigt, da eine Entzlindungsreaktion mit eosinophilen und basophilen
Granulozyten und Mastzellen gefordert wird [11]. Eine erhdhte Expression von IL-17 wird
durch den Subtyp Th17 initiiert [9]. IL-17 entfaltet seine Wirkung Uber Stromazellen, welche
ihrerseits eine Zytokin Kaskade freisetzen, welche die Neutrophilenreifung im Knochenmark
fordert [11]. Einen stimulierenden Einfluss auf den Klassenwechsel von 1gG- Antikérpern
haben follikulare T-Helferzellen (TFH), womit sie die anderen T-Helferzellen jeweils in deren
Funktion unterstitzen kénnen [9]. Ein weiterer Subtyp sind regulatorische T-Helferzellen
(Tregs), welche anti-inflammatorische Zytokine wie TGF-  und IL-10 exprimieren [11]. B-
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Zellen sind mit Verantwortlich fUr die Prasentation von Antigenen gegeniber den T-Zellen und
bilden zudem nach Antigenkontakt und der Differenzierung zu Plasmazellen spezifische
Antikérper (IgG, IgM, IgA, IgD und IgE), die gegen diese Antigene agieren kénnen [15]. Fir
die Interaktion zwischen den einzelnen Zellen des Immunsystems sind eine Reihe von
Rezeptoren notwendig: der MHC-I-Rezeptor, der MHC-II-Rezeptor und der T-Zell-Rezeptor
(TZR; engl. T cell receptor, TCR) [33]. Bei den MHC-Molekulen (engl. Major Histocompatibility
Complex) handelt es sich um Multi-Protein-Komplexe, die im Inneren der Zelle mit Antigenen
beladen und an der Zelloberflache prasentiert werden [66]. Auf allen kernhaltigen Zellen des
Korpers befinden sich MHC-I-Rezeptoren, die bei Befall der Zelle mit kdrperfremden
Organismen oder bei Entartung die Antigene den CD8+-T-Zellen prasentieren und durch diese
abgetotet werden [15]. MHC-II-Rezeptoren befinden sich auf Antigenprasentierenden Zellen
(dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen, B-Zellen), die durch Phagozytose suspekte
Antigene aufgenommen haben und diese daraufhin CD4+-T-Zellen prasentieren [15]. Der
TCR/CD3-Rezeptorkomplex auf der Oberflache der T-Lymphozyten kann sowohl mit MHC-I-
Rezeptoren, als auch mit MHC-II-Rezeptoren interagieren, wobei der Rezeptorkomplex je
nach T-Zelltyp durch die Ko-Rezeptoren CD4 oder CD8 unterstitzt wird [33].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines T-Zell-Rezeptorkomplexes

Der membranstandige TCR besteht aus einer Alpha- und Beta-Transmembrandomane, welche mit
einem Homodimer aus Zeta-Ketten und dem CD3-Korezeptor (bestehend aus einer Gamma- und einer
Beta-Kette und zwei Epsilon-Ketten) assoziiert sind. Um verschiedene Antigene binden zu kénnen,
exprimiert der T-Zell-Rezeptor im Bereich der Alpha- und Beta- Untereinheiten einen variablen Bereich,

der sich an das jeweilige Antigen anpasst. [11]

(Eigene Darstellung in Anlehnung an Sun Y, Li F, Sonnemann H, Jackson KR, Talukder AH, Katailiha
AS, Lizee G. Evolution of CD8* T Cell Receptor (TCR) Engineered Therapies for the Treatment of
Cancer. Cells. 2021; 10(9):2379. Zugriff: https://doi.org/10.3390/cells10092379)

Nach der Aktivierung der zellularen Komponenten des Immunsystems konnen Immunzellen je
nach Zelltyp bestimmte humorale Faktoren freisetzen, welche die Immunantwort unterstitzen
[22]. Dazu gehdrt die groRe Gruppe der Zytokine und die von B-Zellen produzierten Antikdrper
[22]. Die wichtigsten Zytokine bilden die Interleukine, die Chemokine, die
Tumornekrosefaktoren (TNF) und die Interferone (IFN) [33]. Uber die Zytokinrezeptoren wird

die Wirkung der einzelnen Zytokine an die jeweiligen Zielzellen Gbermittelt [56].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung eines Zytokin-Rezeptors (JAK/STAT-
Weg)

Nach Aktivierung des Rezeptors durch Zytokine werden mindestens zwei Ketten an der Zellmembran,
welche Teil des Rezeptors sind, dimerisiert, wodurch zytoplasmatisch gebundene Janus-Kinasen (JAK)
sich gegenseitig phosphorylieren kénnen. Dies ermdglicht die Bindung von STAT-Proteinen an
phosphorylierte Stellen des Rezeptors. Zuletzt 16sen sich jeweils zwei phosphorylierte STAT-Proteine
und bilden ein Dimer, welches als Transkriptionsfaktor dient und im Zellkern (Nucleus) nach Bindung
an die DNA-Transkriptionsprozesse auslost. Diese dienen im Folgenden zur Steuerung von Prozessen

wie beispielsweise dem Zellwachstum. [32]

(Eigene Darstellung in Anlehnung an Hu, X,, li, J., Fu, M. et al. The JAK/STAT signaling pathway: from
bench to clinic. Sig Transduct Target Ther 6, 402 (2021). Zugriff: https://doi.org/10.1038/s41392-021-
00791-1)

Da es eine Vielzahl an Zytokinen gibt, werden durch ihre stimulierende Wirkung viele
verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert und viele unterschiedliche Wirkungen erzielt. Die
Gruppe der Interferone Alpha und Beta I6sen als die wichtigsten Effekte die Hemmung der
Zellteilung und vermehrte Bildung von MHC-I-Proteinen aus, damit die infizierten Zellen sich
nicht weiter teilen und durch das Immunsystem noch schneller erkannt und abgetdtet werden
kénnen [64]. Interferon Gamma wird vorrangig durch T-Helfer-Zellen gebildet, fordert die
Makrophagenaktivierung und die Lymphozyten Reifung [64]. Zu den Interleukinen zahlen eine

Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen, welche Uber die Funktion als Wachstumsfaktoren,



die Stimulierung der Differenzierung von Immunzellen bis hin zu chemotaktischen
Eigenschaften eine grofle Bandbreite an Aufgaben besitzen [64]. TNF-alpha ist einer der
wichtigsten Entziindungsmediatoren und sorgt fir die Rekrutierung von Neutrophilen und
Monozyten zum Ort der Entzlindung [64]. Durch die Aktivierung des Immunsystems wird also
eine Kaskade an zellularen Interaktionen und die Freisetzung von humoralen Komponenten

ausgeldst, die alle in einem komplexen Zusammenhang stehen.

2.2 Immunzellen des peripheren Blutes

Fir die immunologische Uberwachung des Kérpers ist die Gruppe der PBMCs (mononukleére
Zellen des peripheren Blutes; engl. peripheral blood mononuclear cells) zustandig. Es handelt
sich dabei um Immunzellen, die im peripheren Blutsystem zirkulieren und nur einen einzelnen
runden Zellkern besitzen [29]. Dazu gehoéren die Lymphozyten (70 bis 90 % der PBMCs), die
Monozyten (10 bis 20 % der PBMCs) und die dendritischen Zellen (mit einem Anteil von 1 bis
2 % der PBMCs) [38]. In der Gruppe der Lymphozyten machen die CD3+ T-Lymphozyten mit
70 bis 85 % den grofiten Anteil aus, gefolgt von den B-Lymphozyten mit 5 bis 10 % und den
Natulrlichen Killerzellen (NK-Zellen) mit 5 bis 20 % [38]. Periphere Lymphozyten sind vor dem
Ablauf einer Immunreaktion entweder noch naive Lymphozyten, welche solange zwischen
Blutsystem und Lymphsystem zirkulieren, bis ihnen ein Antigen prasentiert wird, oder
Gedachtniszellen [38]. Bei den Gedachtniszellen handelt es sich um einen kleinen Teil der T-
Effektorzellen und Plasmazellen (B-Zellen), die jahrelang im menschlichen Kérper Gberleben
und bei einer Reinfektion mit einem bereits bekannten Erreger eine deutlich schnellere
Immunreaktion in Gang setzen kénnen [15]. Wenn also keine Immunreaktion stattfindet, ruhen
diese Zellen und Uben keine Aktivitat aus [15]. Sobald aber eine Immunreaktion gestartet wird,
spielen diese Zellen eine wichtige Rolle, indem sie sich im Falle einer naiven Zelle weiter
differenzieren oder im Falle einer Gedachtniszelle reaktiviert werden und mit mehr Harte
gegen den Erreger vorgehen kénnen [38]. Nur wenige Immunzellen im peripheren Blut sind
wie die Gedachtniszellen auf ein einziges Antigen spezialisiert, viel mehr findet haufig eine
polyklonale Aktivierung der Immunzellen statt [38]. Das bedeutet, dass viele verschiedene
Antigene eine Immunreaktion bei der gleichen Zelle auslésen kénnen [38]. Als Folge der
Aktivierung dieser Zellgruppe kann eine Veranderung der Lymphozyten Proliferation, eine
Veranderung der exprimierten mRNA und eine veranderte Zytokin-Produktion festgestellt
werden [38].
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Abbildung 3: Einteilung der aus der hamatopoetischen Stammzelle differenzierten Blutzellen

Hamatopoetische Stammzellen differenzieren sich zu verschiedenen Vorlauferzellen, aus denen
wiederum die verschiedenen Zelltypen entstehen kdnnen. Dazu gehdren die lymphatischen
Progenitorzellen, aus denen die Lymphozyten entstehen und die myeloischen Progenitorzellen, aus
denen alle anderen Blutzellen differenziert werden. Zu den PBMCs gehdren die Lymphozyten, die
dendritische Zellen und die Monozyten. Alle anderen Zellarten haben entweder mehrere Kerne wie die
Granulozyten oder sind kernlos wie die Erythrozyten und Thrombozyten, welche aus Megakaryozyten

entstehen.

(Modifiziert nach Chennamadhavuni A, Lyengar V, Mukkamalla SKR, et al. Leukemia. [Updated 2023 Jan 17]. In:
StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2024 Jan-. [Figure, Simplified hematopoiesis
Contributed By A. Rad and M. Haggstrom.] Zugriff: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560490/figure/article-
24207 .image.f5/)
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2.3 Dynamik der zellularen RNA-Expression

Fur die gerichtete Funktion aller Zellen, auch den Immunzellen, bilden spezifische molekulare
Ablaufe die Grundlagen, wobei die RNA eine zentrale Rolle beinhaltet. Im Allgemeinen handelt
es sich bei der RNA um eine einzelstrangige Kopie unserer DNA, die zu unterschiedlichen
Zwecken genutzt werden kann und demensprechend unterschiedliche Namen tragt. Die
Abkurzung mRNA steht fir die sogenannte messenger RNA, welche als kodierende
Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic acid; RNA) die genetische Information vom Zellkern in
das Cytosol der Zelle transportiert und dort zur Herstellung von Proteinen dient [60]. Bei
weitere Arten von RNAs handelt es sich zum Beispiel um die Transfer-RNA (tRNA), welche
der Zelle bei der Proteinsynthese an den Ribosomen im Zytoplasma dient [48], oder der
ribosomalen RNA (rRNA) als Bestandteil der Ribosomen [69]. Die Synthese jeder Art von RNA
anhand einer DNA-Matrize wird als Transkription bezeichnet [26]. Der Ablauf der Herstellung
einer RNA im Rahmen einer Transkription kann in 3 Phasen eingeteilt werden: die Initiation,
die Elongation, der eigentliche Schritt der Synthese und die Termination [63]. Bendtigt wird fir
diesen Vorgang ein Enzym, die sogenannte DNA-abhangige RNA-Polymerase, den Anteil der
DNA, von dem eine Kopie erstellt werden soll und die Nukleosidtriphosphate ATP, GTP, CTP
und UTP als Substrate [81]. Anhand der Basenpaarungsregel (Adenin-
Thymin(DNA)/Uracil(RNA); Cytosin-Guanin) kann eine Kopie der Basen des abgelesen
Matrizenstranges der DNA erstellt werden [60]. Im Falle der mRNA wird zunachst ein
Vorlaufermolekul gebildet. Die Sequenz der pra-mRNA setzt sich dabei sowohl aus Exons, die
fur die Aminosauren des Proteins kodieren, als auch aus nicht-kodierenden Introns zusammen
[63]. Zur weiteren Reifung werden die Introns enzymatisch aus der pra-mRNA-Sequenz
herausgeschnitten (Splicing) [63]. Die Ubriggebliebenen Exons werden weiter prozessiert,
indem dem 5‘-Ende der RNA eine CAP-Struktur und dem 3'-Ende der RNA ein Polyadenylat-
Schwanz hinzugeflgt wird, welche der mRNA die nétige Stabilitat verleihen [59]. Hierbei
handelt es sich nun um die reife mRNA, die den Zellkern verlassen kann und an einem rauen
endoplasmatischen Retikulum im Zellplasma die bendtigte Basensequenz flur die Herstellung
eines Proteins (Translation) prasentieren kann [71]. In der Zelle kann durch verschiedene
Faktoren Einfluss auf die Genexpression genommen werden, da die Zelle auf molekularer
Ebene auf auliere Einflisse reagieren kdnnen muss [62]. Bestimmte Gene missen dauerhaft
exprimiert werden, da sie zum Beispiel fur den Basisstoffwechsel des Korpers kodieren [60].
Die Transkription vieler anderer Gene muss nur in bestimmten Situationen durch externe
Stimuli aktiviert oder bei sonst dauerhafter Transkription gezielt gehemmt werden [60]. Einen
aktivierenden oder hemmenden Effekt besitzen Transkriptionsfaktoren, die an die DNA binden
und Ko-Aktivatoren oder RNA-Polymerasen aktivieren kénnen [43]. Unteranderem durch

Wachstumssignale, hormonelle Signale, Neurotransmitter oder Zytokine werden diese
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produziert und aktiviert [62]. Eine weitere Regulierung findet durch die Methylierung der DNA
statt, wodurch die Bindung von Transkriptionsfaktoren verhindert und die Chromatinstruktur
der Promotorregion bestimmter Gene verandert werden kann [55]. Einen weiteren
hemmenden regulatorischen Einfluss besitzt die groRe Gruppe der nicht-kodierenden Micro-
RNAs (miRNA), welche bestimmte mRNA-Abschnitte erkennen kann, wodurch die Translation
dieser Proteine gehemmt wird [5]. Diese regulatorischen Ablaufe kénnen bei Erkrankungen

und malignen Prozessen fehlerhaft verlaufen.

2.4 Veranderung der Expressionsrate bestimmter mRNAs im Rahmen der
Immunaktivierung

Im vorherigen Abschnitt ,Aufbau und Funktion des menschlichen Immunsystems® wurde
bereits auf den Aufbau des T-Zell-Rezeptors eingegangen. Anhand der Aktivierung einer T-
Zelle durch den T-Zell-Rezeptor kann exemplarisch der Zusammenhang zwischen Aktivierung
des Immunsystems und der Expression von bestimmter mRNA dargestellt werden. Uber den
MHC-Komplex werden kleine Peptidfragmente eines Antigens den T-Zellen prasentiert, bis es
mit einer T-Zelle in Kontakt kommt, die einen passenden T-Zell-Rezeptor exprimiert [15]. Die
CD4/CDS8 Proteine legen fest, mit welchen MHC-Komplex die T-Zelle interagieren kann [15].
So binden T-Zellen mit einem CD4+ Oberflachenprotein nur an MHC-II-Rezeptoren und CD8+
T-Zellen an MHC-I-Rezeptoren [15]. Als weiteres kostimulatorisches Signal wird der CD28/B7-
Komplex bendtigt, der durch das CD28 Protein auf der T-Zelle und dem B7-Rezeptor auf der
antigenprasentierenden Zelle gebildet wird [22]. Falls der CD28/B7-Komplex nicht vorliegt,
wird die T-Zelle durch die antigenprasentierende Zelle nicht aktiviert, sondern inaktiviert [22].
Dies dient als Sicherheitsmechanismus, der liberschielRende Immunreaktionen verhindern soll
[22].

Die Untereinheit des T-Zell-Rezeptors besteht meistens aus Alpha und Beta Heterodimere,
nur ein kleiner Teil der T-Zell-Rezeptoren tragt stattdessen eine Gamma und Delta
Untereinheit, wobei deren genaue Funktion noch nicht bekannt ist [57]. Nach Bindung mit
einem MHC-Peptid-Komplex findet eine Konfirmationsanderung vor allem im Bereich der CD3-
Schleife statt [57]. Durch Tyrosinkinasen werden Teile des CD3-Komplexes (sogenannte
ITAM-Sequenzen (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs)) phosphoryliert, wodurch
Signalproteine mit SH2-Domane an diese Sequenz binden kénnen [58]. Bei der Tyrosinkinase
handelt es sich um die Lck- Kinase, die vor der Aktivierung des TCR in einem nicht vollstéandig
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aktivierten Zustand vorliegt, wodurch eine autonome und unkontrollierte Aktivierung der T-
Zelle verhindert wird [58]. An die phosphorylierten ITAM-Sequenzen bindet im nachsten Schritt
die Tyrosinkinase ZAP-70, wodurch diese in Reichweite von Lck gebracht, phosphoryliert und
somit aktiviert wird [58]. Durch die Aktivierung der Tyrosinkinase ZAP-70 kommt es wiederum
zur Phosphorylierung des Transmembranproteins LAT und des Adapterproteins SLP-76,
welche anschliel3end einen Multiproteinkomplex bilden und so verschiedene nachgeschaltete
Signalkaskaden induzieren [9]. Als Resultat werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die unter
anderem die Expression von zelltyp- spezifischen Zytokinen regulieren. Zu den Genen, die
durch die Aktivierung transkribiert werden, gehort beispielsweise das Gen fir IL-2, welches
zur weiteren Aktivierung von Lymphozyten und NK-Zellen fihrt [9]. Zudem werden
verschiedene Signalwege aktiv, die unter anderem =zur Steigerung der zellularen
Adhasionsfahigkeit, der Proliferationsrate und des zellularen Stoffwechsels dienen [9]. Die vier
Signalwege laufen Uber die Initierung von Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K),
Proteinkinase B (PKB), Proteinkinase C (PKC) und Inducible T cell Kinase (ITK) [9].
Beispielsweise wird Uber PI3K der mTOR-Signalweg gestartet, welcher den Zellstoffwechsel
ankurbelt, was fur die Immunantwort entscheidend ist [9]. Dies hat neben der Steigerung von
Lipidproduktion auch eine erhéhte mRNA-Synthese und im Anschluss eine erhdhte
Translation zur Folge [58]. Bestimmte mRNAs werden durch die Aktivierung einer T-Zelle
deutlich mehr produziert, um die Immunreaktion zu induzieren. In B-Zellen findet ein ahnlicher
Ablauf statt, wenn diese uber ihren B-Zell-Rezeptor, bei dem es sich um membranstandige
IgM und IgD Antikorper handelt, aktiviert werden [58]. Auch hier spielt die erhdhte Transkription
von Genen und dadurch die vermehrte Anzahl an mRNAs im Zellkern eine wichtige Rolle [58].
Die Aktivierung der NK-Zellen findet Uber deren TLR4-Rezeptoren durch das Lipid A von
Lipopolysaccharid-Molekilen statt [37]. Dadurch wird der NF-kB-Signalweg initiiert und die
Transkription von proinflammatorischen Zytokinen ausgelost [37]. Dendritische Zellen besitzen
auf ihrer Oberflache die Rezeptoren Toll-like receptor 7 (TLR7) und Toll-like receptor 9 (TLR9),
welche die Einzelstrang RNA von viralen Erregern binden kann [20]. Durch diese Aktivierung
werden vermehrt Typ 1 Interferone gebildet [20]. Monozyten werden Uber das Binden von
pathogenen Oberflachenstrukturen an ihre Toll-like-Rezeptoren aktiviert, wobei der
Transkriptionsfaktor NFkB (Nukleare Faktor kB) fur die proinflammatorischen Gene eine
wichtige Rolle spielt [33]. Insgesamt wird deutlich, dass das menschliche Immunsystem seine
Immunantwort auf pathogene Antigene verstarkt, indem es die Produktion von Proteinen
deutlich erhdéht, die wahrend einer Phase ohne benétigter Immunantwort in deutlich

niedrigeren Zahlen vorliegen.
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2.5 Zielsetzung

Als Teil von wissenschaftlichen Studien werden PBMCs unter anderem untersucht, um
wichtige Hinweise auf immun-gekoppelte Veranderungen zu gewinnen [1], die zu Infektionen
[1], aber auch zur komplexen Pathogenese von Erkrankungen wie Krebs oder Parkinson
beitragen [61][46]. Als eine der neusten molekularbiologischen Untersuchungsmethoden bietet
die Einzelzell-RNA-Sequenzierung die Mdglichkeit detaillierte Einblicke in die zugehdrigen
immunologischen Signalketten zu erlangen [1]. Bei der Untersuchung von heterogenen
Zellproben, wie den PBMCs, findet im Anschluss an die eigentliche Sequenzierungsanalyse
die Zuordnung der enthaltenen Zelltypen mittels bioinformatischer Auswertung statt. Dabei
wird die Zelltypbestimmung der, in der Probe enthaltenen, Einzelzellen auf Grundlage des
Vorhandenseins von spezifischen molekularen Markern vorgenommen. Eine mdglichst
genaue Zelltypbestimmung ist fur die Auswertung von entsprechenden Einzelzell-Datensatzen
von grofter Bedeutung [61]. Dies kann jedoch eine Herausforderung darstellen, wenn die

charakteristischen Gene nur in geringem Male exprimiert sind [47].

Im Falle der PBMCs koénnen durch die Aktivierung dieser Immunzellen durch externe Stimuli
nachweislich Signalkaskaden induziert werden, die zu einer verstarkten Expression von
zelltyp-spezifischen molekularen Markern fuhren [7]. Auf Grundlage dessen sollte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit getestet werden, ob eine zuvor erfolgte in vitro Aktivierung genutzt
werden kann, um bei der Auswertung von Einzelzell-Sequenzierungsanalysen zuverlassiger
auf die spezifischen Zelltypen riickzuschliellen. Dazu sollten PBMCs aus dem peripher
vendsen Blut von vier exemplarischen Spenderinnen gewonnenen und in vitro aktiviert
werden. Nach Analyse der Zeitverlaufsproben mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung sollten
anschlieBend die Expressionsdaten von zelltypischen Genen und von Genen mit
bezeichnender immunregulatorischer Funktion zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten

vor (0 h) und nach der Stimulation (2, 4, 8 h) verglichen werden.

Im Hinblick auf die komplexen Arbeitsablaufe zur Analyse von PBMC-Aktivierungsmustern
sollte gleichzeitig ein Versuchsprotokoll getestet werden, bei dem die Zellproben nach
definierten Arbeitsschritten zwischengelagert werden kénnen. Die Unterteilung in einzelne
Schritte kénnte die Etablierung kunftiger PBMC-Aktivierungsstudien erleichtern, indem
aufwendige Teilprozesse nicht direkt aufeinander folgend (engl. fast-forward) durchgefihrt

werden mussen.

Das zu testende Versuchsprotokoll setzte sich aus den folgenden Teilschritten zusammen:
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e Schritt 1: Nach Isolation aus dem Blut wurden die Zellproben zunachst kryokonserviert und
in vitalem Zustand zwischengelagert.

e Schritt 2: Nach dem Auftauen der Zellen und erfolgter Induktion der Immunzellaktivierung
wurden die resultierenden Zeitverlaufsproben (0, 2, 4, und 8 h) mithilfe eines Methanol-
basierten Verfahrens fixiert und erneut zwischengelagert.

e Schritt 3: Zum Schluss wurden die Zellproben rehydriert, bevor die finalen Analysen mittels

Einzelzell-RNA-Sequenzierung angeschlossen wurden.

Um zu Uberprifen, ob anhand des oben beschriebenen Protokolls eine ausreichend hohe
Probenqualitat erwartet werden kann, sollte nach dem Auftauen der kryokonservierten Zellen,
der prozentuale Anteil der vitalen Zellen gegeniber den toten Zellen ermittelt werden. Dazu
sollten die PBMC-Proben im Anschluss an den ersten Protokoll-Schritt mittels zellularer
Zahlung und unter Trypan-Blau-Farbung der abgestorbenen Zellen untersucht werden. Nach
dem zweiten Protokoll-Schritt sollte exemplarisch fur die T-Zellen (CD4+ und CD8+), welche
die grélte Subpopulation der PBMCs darstellen, die Effektivitat der Zeitverlaufsaktivierung
verifiziert werden. Dazu sollte die Expression des CD69 Oberflachenproteins, das als Marker
fur die Induktion des friihen T-Zell-Aktivierungsprozesses gilt [84], mittels Fluoreszenzfarbung
und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse nachgewiesen werden. Im Anschluss
an den dritten Protokollschritt sollten zudem verschiedene qualitative Parameter der
resultierenden Daten ausgewertet werden. Als wichtige Kriterien fur eine gute Qualitat der
Einzelzell-Sequenzierungsdaten sollten dabei unter anderem der Anteil der intrazellularen

Reads und die Anzahl der detektierten Gene pro Zelle Gberprift werden [25].
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3. Materialien

3.1 Laborgerate

Tabelle 1: Verwendete Laborgerate

A-4-44

Eppendorf AG

Bezeichnung Hersteller Firmensitz
WESSAMAT
Eismaschinenfabrik Kaiserslautern,
Flockeneisbereiter Flake-Line GmbH Deutschland
Karlsruhe,
Haake L Wasserbad mit D8 Thermostat | Thermo Haake GmbH Deutschland
Hanau,
Heraeus Laminair HB 2448 K Sterilbank | Heraeus Holding GmbH Deutschland
Hamburg,
Klhlzentrifuge 5418 R Eppendorf AG Deutschland
New Brunswick Incubator CO2 Galaxy Hamburg,
170S (PBMC-Zellkultur) Eppendorf AG Deutschland
Amsterdam,
Nikon Eclipse TS100 Mikroskop Nikon Europe BV Niederlande
Karlsruhe,
Reagenzglasschiittler Vortex-Genie 2T Carl Roth GmbH & Co. KG | Deutschland
Zentrifuge 5810R mit Ausschwing-Rotor Hamburg,

Deutschland
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3.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller Firmensitz
2-Propanol/lsopropanol Karlsruhe,
(ROTISOLV 299,95 %) Carl Roth GmbH & Co. KG | Deutschland
St.Louis,
Missouri,
Vereinigte
bovine serum albumin (BSA), pH 7, 298% | Sigma-Aldrich Staaten
Dichtegradienten-Medium Aidenbach,
(Pancoll human (p): 1,077 g/ml) PAN-Biotech GmbH Deutschland
Karlsruhe,
Dimethylsulfoxid (DMSQ) Carl Roth GmbH & Co. KG | Deutschland
Fotales Kalberserum (fetal calf/bovine Berlin,
serum; FCS/FBS; superior) Biochrom GmbH Deutschland
Waltham,
Gibco™ DPBS, ohne Calcium, ohne | Thermo Fisher Scientific | MA,Vereinigte
Magnesium Inc. Staaten
Waltham,
Gibco™ Roswell Park Memorial | Thermo Fisher Scientific | MA,Vereinigte
Institute (RPMI) 1640 Zellkulturmedium Inc. Staaten
Waltham,
Thermo Fisher Scientific | MA,Vereinigte
Gibco™ Trypanblau-Lésung, 0,4 % Inc. Staaten
St.Louis,
Missouri,
Vereinigte
lonomycin Sigma-Aldrich Staaten
Karlsruhe,
Methanol ROTISOLV® Carl Roth GmbH & Co. KG | Deutschland
Waltham,
Thermo Fisher Scientific | MA,Vereinigte
Nuklease freies Wasser (Invitrogen) Inc Staaten
St.Louis,
Missouri,
Vereinigte
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Staaten
St.Louis,
Missouri,
Vereinigte
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich Staaten
Melsungen,

Steriles Wasser

B. Braun Melsungen SE

Deutschland
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3.3 Sonstige Materialien

Tabelle 3: Sonstige verwendete Materialien

Bezeichnung Hersteller Firmensitz
Greiner Bio-One lgremsmi]nster,
25 cm? Zellkulturflaschen International GmbH Osterreich

Axygen™200 pl-Universal-
Pipettenspitzen (Wide Bore)

Thermo Fisher Scientific
Inc.

Waltham, MA, Vereinigte
Staaten

Heathrow Scientific Handzahler

Thermo Fisher Scientific
Inc.

Waltham, MA, Vereinigte
Staaten

Zahlkammern/Hamacytometer
(Incyto X50, Disposable, INCYTO C-Chip;
Improved Neubauer; Volumen: 10 L)

Thermo Fisher Scientific
Inc.

Waltham, MA, Vereinigte
Staaten

Greiner Bio-One | Kremsmiunster,
Kryogefalle Cryo.S (2 ml) International GmbH Osterreich

Greiner Bio-One | Kremsmuinster,
Mikrotiterplatten (24-well) International GmbH Osterreich

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Thermo Fisher Scientific
Inc.

Waltham, MA, Vereinigte
Staaten

Pipetten (Eppendorf Research plus; 0,1-
2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 pl und
100-1000 pl)

Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (Multiguard Barrier Tips;
10 pl, 20 pl, 200 pl und 1000 ul)

Sorenson Bioscience, Inc.

Salt Lake City, Utah,
Vereinigte Staaten

Greiner Bio-One I§remsmijnster,
Reaktionsgefale (15 ml und 50 ml) International GmbH Osterreich
Reaktionsgefalle (Safe-lock; 1,5 ml) Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

S-Monovette®, Blutenthahme-Rohrchen
mit Lithium-Heparin

Sarstedt AG & Co. KG

Numbrecht, Deutschland

3.4 Software

Fir die Erstellung der Arbeit wurde das Textverarbeitungsprogramm ,Microsoft Office Word*

verwendet. Abbildungen und Tabellen wurden mit Hilfe von ,Microsoft Office PowerPoint* und

,Microsoft Office Excel“ erstellt. Fiir die Ubersetzung der deutschen Zusammenfassung wurde

unterstitzend DeeplL.com angewandt.

Zur Verwaltung der Literatur-Referenzen wurde das Programm ,Zotero* genutzt.

In der folgenden Tabelle findet sich eine Auflistung aller benutzten Software und deren

Entwickler.
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Tabelle 4: Verwendete Softwares und Tools

Software Entwickler

Micorsoft Office Word Microsoft Office Home and Student;
Microsoft Corporation

Microsoft Office Powerpoint Microsoft Office Home and Student;
Microsoft Corporation

Microsoft Office Excel Microsoft Office Home and Student;

Microsoft Corporation

Zotero

Corporation for Digital Scholarship; Roy
Rosenzweig Center of History and New
Media at George Mason University

Powerpoint-Toolkit

Motifolio Inc.

Deepl.com

DeeplL SE
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4 Methodik

4.1 Gewinnung des Spenderblutes und Aufarbeitung der Blutproben

Als Grundlage der Versuche wurde von vier jungen und gesunden Probandinnen (Spenderin
1,2,3 und 4; weiblich und 22 Jahre alt) peripher venéses Blut gespendet. Dabei wurden pro
Spenderin insgesamt 27 Milliliter (ml) Blut in Blutrohrchen mit Heparin-Lithium zur
Antikoagulation abgenommen. Das abgenommene Blut wurde direkt weiterverarbeitet. Die
Einwilligung der Spenderinnen wurde nach erfolgter Aufklarung in schriftlicher Form
festgehalten. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden durch die

Ethikkommission der Universitat des Saarlandes bewilligt (Ethikantrag mit der Nummer 48/22).

4.2 Isolation der PBMCs mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation

Das entnommene Blut wurde in ein 50 ml Reaktionsgefaly Gberfuhrt und mit PBS auf 35 ml
aufgefullt. Bei PBS (aus dem engl: Phosphate buffered saline) handelt es sich um eine
Phosphat-gepufferte Salzlésung, welche den pH-Wert und den osmotischen Druck der vitalen
Zellen konstant halt und dadurch das Uberleben der Zellen erleichtert [85]. Zudem ist die

Pufferlésung nicht toxisch und ideal zur Verdinnung von Blut [85].

In dem nun vorliegenden Blut-PBS-Gemisch befanden sich nicht nur die gewiinschten PBMCs,
sondern auch weitere Blutbestandteile wie Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und

Blutplasma. Fur die Extraktion der PBMCs wurde die unterschiedliche Dichte der einzelnen
Zelltypen genutzt [51]. Dafiir wurde das Blut-PBS-Gemisch auf eine Ficoll-Schicht in einem

Falcon pipettiert, wobei darauf zu achten war, dass sich die Blutschicht nicht direkt mit der
Ficoll-Schicht vermischte [51]. Bei Ficoll handelt es sich um ein synthetisches Polymer aus
Saccharose, welches eine Molekiil-Dichte von 1,077 g/ml besitzt [86]. Zellen mit einer hdheren
Dichte kénnen die Ficoll-Schicht durchwandern [86]. Dazu gehéren die Erythrozyten und
Granulozyten im Vollblut [51]. Erythrozyten besitzen eine mittlere Dichte von 1,100 g/ml [51].

Bei den Granulozyten variiert die mittlere Dichte je nach Subtyp [51]. Die Basophilen
Granulozyten haben die geringste Dichte mit 1,079 g/ml, gefolgt von den Neutrophilen

Granulozyten mit 1,082 g/ml und die Eosinophilen Granulozyten besitzen mit 1,092 g/ml die
hochste mittlere Dichte aller Granulozyten [51]. Im Gegensatz dazu haben PBMCs eine

geringere Dichte, weshalb sich diese Zellgruppe oberhalb der Ficoll-Schicht ansammelt [86].
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Die mittlere Dichte der Lymphozyten betragt 1,070 g/ml, die der Monozyten 1,065 g/ml [51].
Oberhalb der PBMC-Schicht findet sich das Plasma mit den Thrombozyten, welches eine
mittlere Dichte von 1,026 besitzt [51]. Die Trennung der Blutbestandteile wird durch die
anschlieRende Zentrifugation erreicht. Fir 25 min wurden die Proben bei 1.800 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert und im Anschluss ohne Bremse auslaufen gelassen, um die
entstandenen Schichten nicht zu vermischen. Um die gewlinschten PBMCs zu extrahieren,
wurde die PBMC-Schicht vorsichtig extrahiert. Als nachster Schritt wurden die gewonnenen
PBMCs zweimal mit PBS gewaschen und dabei fur jeweils 6 min zentrifugiert. Um auch alle
Erythrozyten im Sediment auszuwaschen, die nicht durch das Ficoll gewandert sind, wurde
eine Erythrozyten-Lyse mit sterilem Wasser durchgefiihrt. Dafir wurden die Proben kurzzeitig
mit sterilem Wasser versetzt, bevor die Reaktion durch die Zugabe von PBS abgestoppt und
die Zellproben abschlielend fiir 6 min pelletiert wurden. Das resultierende Zell-Pellet wurde

zur anschlieRenden Bestimmung der Zellzahl in 10 ml PBS aufgenommen.

= Plasma
Blutprobe
— PBMCs
= Ficoll
Ficoll Granulozyten
Erythrozyten
Schichtung vor Zentrifugation Schichtung nach Zentrifugation

Abbildung 4: Schichtung einer Blutprobe vor und nach einer Dichtegradientenzentrifugation

Vor der Zentrifugation befindet sich die Vollblutprobe oberhalb der Ficoll-Schicht. Nach der
Zentrifugation liegt eine Mehrfachschichtung nach der jeweiligen Dichte der Zellen vor. Die Schicht mit
der hoéchsten Dichte befindet sich am Boden des Falcons und besteht aus Erythrozyten, dicht gefolgt
von Granulozyten. Daruber liegt die Ficoll-Schicht, die mit ihrer speziellen Dichte die verschiedenen
Blutbestandteile trennt. Als feine Schicht folgen die PBMCs dariiber. Das Plasma hat mit den

Thrombozyten die geringste Dichte und liegt als oberste und breiteste Schicht auf.

(Eigene Darstellung)
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4.3 Bestimmung der Zellzahl

Bevor die Proben fiir die Zwischenlagerung eingefroren wurden, wurde die Zellzahl aller 4
Proben bestimmt. Es wurden 10 Ml des PBS-Zell-Gemisches im Verhaltnis 1:1 mit Trypan-Blau
vermischt. Davon wiederum wurden 10 Ml in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Trypan-
Blau wird fur die Unterscheidung zwischen toten und vitalen Zellen bendétigt, da nur tote Zellen
diesen Farbstoff aufnehmen [87]. Bei vitalen Zellen kann der Farbstoff die Zellmembran nicht
passieren und somit diese Zellen auch nicht dunkelblau anfarben [87]. In den vier Quadranten
der Neubauer-Zahlkammer wurden jeweils die Anzahl der vitalen Zellen ermittelt und anhand
des Mittelwertes dieser Zahlung und unter Einbezug des Verdinnungsfaktors die Anzahl der
Zellen pro Milliliter extrapoliert. Da insgesamt 10 ml des Gemisches vorlagen, wurde die
Anzahl der Zellen pro ml mit dem Faktor 10 multipliziert, um die Gesamtzellzahl zu ermitteln.
Fir Spenderin 1 konnten 2,95x107, fiir Spenderin 2 3,125x%107, fir Spenderin 3 0,99%107 und

fir Spenderin 4 1,65x107 Zellen isoliert werden.

4.4 Kryokonservierung der Proben

Die isolieten PBMC-Proben wurden nicht direkt im Anschluss weiterbearbeitet, sondern
zunachst als Kryokulturen zwischengelagert. Es wurden Aliquots von jeweils 5x10° Zellen
erstellt. Bei Spenderin 1 und Spenderin 2 konnten somit jeweils 5 Ansatze gewonnen werden.
Aus den Zellen von Spenderin 3 konnten 2 und bei Spenderin 4 konnten jeweils 3 Ansatze

gewonnen werden.

Die PBS-PBMC-Gemische wurden vor der Kryokonservierung nochmals fur 6 min bei 1.600
rpom zentrifugiert und der Uberstand wurde danach verworfen. Das Zellpellet wurde in einem
1:1 Mix aus den nachfolgend beschriebenen Kryomedien A und B resuspendiert. Kryomedium
A bestand zu 50 % aus dem Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640-Medium und zu 50
% aus fetalem Kalberserum (FCS). Das Kryomedium B bestand zu 20 % aus Dimethylsulfoxid
(DMSO) und zu 80 % aus FCS. DMSO besitzt eine geringe Molekularmasse und kann dadurch
als intrazellulares Schutzmittel wirken [8]. Das physiologisch vorkommende Wasser innerhalb
der Zellmembran wird wahrend des Einfrierens in Eiskristalle umgewandelt und es kommt zu
einer Dehydrierung der Zelle [8]. Durch dadurch entstandene Licken in der Zellmembran
kénnen Zellinhalte entweichen und es findet ein Zelluntergang statt [8]. Diesen Vorgang kann
DMSO als Schutzmittel unterbinden, indem es durch die Bindung von Wasser in der
Zellmembran die Ausbildung von Eiskristallen verhindert [8]. DMSO ist das am haufigsten

genutzte Kryo-Schutzmittel und wird vorrangig bei langsam verlaufenden Kryokonservierung

22



wie im vorliegenden Fall genutzt [8]. FCS wird als Nahrmittel dazu gegeben, um den Zellerhalt
zu fordern [8]. Besonders fir die Zellerholung wahrend des Auftauens im darauffolgenden
Schritt spielt das FCS eine wichtige Rolle [8]. Das RPMI-Medium ist das Basismedium flr die
Kultivierung von PBMCs und enthalt eine Reihe von Nahrstoffen und Vitamine [88]. Des
Weiteren enthalten RPMI-Medien ein Bicarbonat-Puffer System, welches den pH-Wert der

Zelle aufrechterhalten kann [88].

Die PBS-PBMC-Gemische wurden vor der Kryokonservierung nochmals fur 6 min zentrifugiert
und der Uberstand wurde danach verworfen. Das Zellpellet wurde in Kryomedium A
resuspendiert, wobei pro Ansatz jeweils 500 pl Kryomedium A benétigt wurden. Das Gemisch
aus Krymedium A und Zellen wurden auf die entsprechende Anzahl der Ansatze mit jeweils

500 ul aufgeteilt und darin mit jeweils 600 ul des Kryomediums B vermischt.

Die Schnelligkeit, in welcher die Ansatze herunter gekihlt werden, haben einen grof3en
Einfluss auf das Zelliberleben [8]. Wenn ein so genanntes Supercooling stattfindet, haben
Schutzmittel kaum Zeit, die Zellen zu erreichen und es entstehen vermehrt Eiskristalle, welche
zu einer hohen Anzahl an toten Zellen fihren [8]. Bei einem zu langsamen Gefrierprozess
kénnen Schutzmittel zu lange einwirken und durch den dadurch ausgeldsten osmotischen
Prozess schrumpft die Zelle und wird instabil [8]. Daraus zu schlie3en ist, dass das Tempo,
indem die Zellen einfrieren, exakt getaktet werden muss. Im vorliegenden Versuch wurde dies
mit Hilfe eines Gefrierbehalters erreicht, der zum Teil mit dem Alkohol Isopropanol gefillt ist
und kontrolliert die Proben um — 1°C/min herunterkihlt [8]. Die Kryogefalle mit den Ansatzen
wurden in den Gefrierbehalter gestellt und Uber Nacht bei — 80°C gelagert. Im Anschluss
wurden die Ansatze der Spenderin 1 und 2 flr 77 Tage und die Ansatze der Spenderin 3 und

4 fir 70 Tage in flissigen Stickstoff gelagert.

4.5 Immunzell-Aktivierung

Zur Induktion der Immunzell-Aktivierung wurden die kryokonservierten Zellproben fir einige
Minuten in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Durchschnittlich erwarmt sich in einem 37°C
warmen Wasserbad eine Probe um ~ 65°C/ min [8]. Die angestrebte Zieltemperatur sollte 4°C
nicht Gberschreiten, da sonst ein erhdhtes Absterben der Zellen stattfindet Zum Entfernen des
Kryomediums wurden die Proben im Anschluss flr 6 min bei 1.600 rpm pelletiert und der
Uberstand verworfen. Alle Pellets wurden jeweils in 500 pl frischem Zellkultur-Medium (RPMI-
Medium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin) resuspendiert und bei einem

Gesamtvolumen von jeweils 4 ml in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesat. Zur Erholung vom
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Auftauprozess wurden die Zellproben tber Nacht im Brutschrank (37 °C, 5 % COy) inkubiert.

Am Folgetag wurden die Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt.

Die Zellen wurden zunéachst resuspendiert und dann erneut ausgezahlt. Pro Zeitverlaufsprobe
wurden jeweils 6-7x10° vitale Zellen entnommen, pelettiert (6 min, 1.600 rpm) und in frischem
Zellkulturmedium aufgenommen und bei einem Gesamtvolumen von 500 pl in eine 24-well-
Platte ausgesat. Es folgte nun die in vitro Aktivierung der erhaltenen Immunzellen, um die
Produktion von Zelltyp spezifischen molekularen Markern zu stimulieren. Dazu wurde die
Immunzellaktivierung durch die Zugabe von PMA/lonomycin induziert. lonomycin ist ein
Calcium lonophor, welches durch das Bakterium Streptomyces conglobatus produziert wird
[89]. Durch die Stimulation mittels lonomycin wird der Einstrom von Calcium-lonen (Ca®*) tiber
die Zellmembran in das Zytosol induziert [89]. Die Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration ist maf3geblich wichtig fir den Prozess der Aktivierung einer Immunzelle
[89]. PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) ist eine Phorbol-Verbindung, die aus der Pflanze
Croton tiglium gewonnen werden kann und auf die Aktivitat der Proteinkinase C (PKC) wirkt,
welche ebenfalls eine wichtige Rolle in der Immunzellaktivierung spielt [19]. Der
immunaktivierende Effekt des PMA/lonomycin Gemisches beruht somit auf der Induktion von

Ca?*-abhangigen Signalketten und einer synergistischen Stimulation der PKC-Aktivitat [16].

Im vorliegenden Versuch wurde dem Medium fir die Aktivierung der Zellen PMA und
lonomycin in einer Endkonzentration von 5ng/ml und 500 ng/ml zugegeben. Die Proben
wurden anschlieRend im Brutschrank (37 °C, 5 % CO3) inkubiert.

Fir jeden der vier Spenderinnen wurde eine Zellprobe vor Zugabe des PMA/lonomycin-
Gemisches entnommen (0 h) sowie Proben nach 2-, 4- und 8-stindiger Aktivierung
gesammelt. Dabei wurden die Zellen jeweils aus separaten wells entnommen. Somit ergaben
sich fUr die vier Spenderinnen insgesamt 16 Zeitverlaufsproben.

Direkt im Anschluss an die Entnahme wurden die Zellproben fixiert, um die enthaltene RNA
fur die spatere Analyse mittels Einzelzell-Sequenzierung zu konservieren (siehe Unterpunkt
4.7). Zugleich wurde ein Teil der Zellen separiert, mithilfe einer Paraformaldehyd-Ldsung fixiert
und nach der Farbung von ausgewahlten Zellmarken mittels Durchflusszytometrie untersucht
(siehe Unterpunkt 4.9).
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4.6 Methanol-Fixierung der PBMCs

Die Methanol-Fixierung und die spatere Rehydrierung der Zellproben flr die Analyse mittels
Einzelzell-Sequenzierung wurden in Anlehnung an ein zuvor von Chen et al. [17]
beschriebenes Protokoll durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen in einer auf 4°C gekuhlten
Zentrifuge mit 1600 rpm pelletiert. Unter Verwendung einer wide-bore Pipettenspitze wurden
die Zellproben zur Entfernung von verbleibendem Medium zweimal mit einer Lésung aus 0,04
% bovine serum albumin (BSA) in PBS (Calcium und Magnesium frei) gewaschen und
anschlielRend in 200 pul dieser Losung resuspendiert. Bei BSA handelt es sich um Albumin aus
Rinderserum, welches eine Vielzahl an Funktionen besitzt [90]. Hier flihrte BSA unteranderem
dazu, dass die Zellen vermindert an den Plastikwanden der Reaktionsgefalle klebten. Weitere
Eigenschaften sind unteranderem eine antioxidative Wirkung, die Stress gegenlber den Zellen

und daraus folgende Zellschaden vermindert [90].

An dieser Stelle wurde jeder Zeitverlaufsprobe ein Aliquot von 50 pl entnommen. Diese Zellen

wurden gesondert fir weiterfUhrende FACS-Analysen weiterbearbeitet (siehe Unterpunkt 4.9).

Far die Fixierung der bleibenden Zellen wurde 800 pl Methanol, welches auf — 20 °C vorgekuhlt
worden war, unter Rihren zugetropft und die Proben flr 30 min bei - 20 °C fixiert. Danach
konnten die Proben fir bis zu 3 Monaten bei -80°C gelagert werden. Methanol verursacht eine
Dehydratation der Zellen und dadurch eine Denaturierung von Strukturproteinen [78]. Des
Weiteren werden dadurch Biomolekule wie Proteasen und RNasen angegriffen und zerstort,
welche normalerweise RNA schadigen und zu deren Degradierung fuhren [78]. Dadurch wird
der Abbau der in den Zellen vorliegenden RNA verhindert. Nukleinsduren werden durch

Alkohol nicht beeinflusst und kénnen so konserviert werden [78].

4.7 Analyse der PBMC-Zeitverlaufsproben mittels Einzelzell-Sequenzierung (single-

cell sequencing)

Die Betrachtung der Einzelzelle auf Genomebene ist das Ziel der Einzelzell-Sequenzierung
(auf engl. Single-cell sequencing), ein Verfahren, welches in den letzten Jahren Standard der
Genomaufschliisselung einer Zellpopulation geworden ist [83]. Im Falle des vorliegenden
Versuchs wurde eine Einzelzell-Transkriptom-Analyse (Single cell transcriptome sequencing;

scRNA-seq) durchgefiihrt, bei welcher die Gesamtheit der zellular exprimierten RNAs
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innerhalb einer Zelle, das sogenannte Transkriptom, aufgeschlisselt wurde [83]. Im
Vorliegenden Fall wurden ein System auf Grundlage von sogenannten Droplet-based
microfluidics verwendet, um die Zellen zu vereinzeln. Hierbei werden die PBMCs einzeln in
Droplets aufgenommen, in denen neben den isolierten Zellen Lyse Puffer und barkodierte beads
vorliegen [83]. Die Vereinzelung der Zellen geschieht im vorliegenden Fall durch eine Gel bead
in Emulsion (GEM) [83]. Dabei entsteht durch den Zustrom eines lipophilen Carrier Ols zu den
in einer hydrophilen Phase vorliegenden Zellen eine Emulsion [83]. In dieser werden die
hydrophilen Zellen einzeln von einer Olschicht umschlossen, wobei die dadurch entstehenden
droplets von uniformer Grofie und Form sind [83]. In den droplets werden die Zellen lysiert, damit
die darin erhaltene RNA und DNA freigesetzt wird [83]. Die barkodierten beads erkennen den
Poly(A)-Schwanz der mRNA und hybridisieren diese, um die nachsten Schritte ein zuleiten
[83]. Die zellulare mRNA wird zundchst durch eine reverse Transkription in cDNA
(complementary DNA) umgeschrieben [83]. Im Anschluss wird das gewonnen Genmaterial
amplifiziert, also vervielfaltigt, damit dieses fir die nachfolgende Sequenzierung ausreicht, bei
welcher die Nukleotid Reihenfolge ermittelt wird [83]. Durch diese Technik kénnen tausende
an Zellen simultan analysiert werden [83].

Die Laborarbeiten zur Erstellung der Sequenzierungsbanken wurden freundlicherweise durch
Frau Dr. Caroline Diener (Institut fur Humangenetik, Arbeitsgruppe: Prof. Dr. Eckart Meese,
Universitat des Saarlandes) vorgenommen. Die Vorgehensweise ist im Folgenden kurz
zusammengefasst.

Die fixierten Zellen wurden zunachst auf Eis aufgetaut, pelletiert (6 min, 1.600 rpm, 4 °C) und
anschliel’end in kalter SSC-Lésung rehydriert (3x saline sodium citrate (SSC) Puffer (Sigma
Aldrich), 0,04 % BSA (UltraPure, Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,2 U/pul RNase Inhibitor
(Protector, Sigma Aldrich) und 1 mM DL-Dithiothreitol (DDT) Lésung (BioUltra, Sigma Aldrich))
in Nuklease-freiem Wasser). Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 6000 Zellen pro Probe
zur Analyse des Transkriptoms eingesetzt.

Die Einzelzell-Transkriptom-Banken wurden entsprechend des ,10x Genomics Single Cell*
Herstellerprotokolls der Firma 10x Genomics, Inc. (Pleasanton, CA, Vereinigte Staaten)
erstellt. Fur die Aufsplittung der Zellen auf einzelne droplets/lGEMs und zur Selektion der
Barcodes, die spater der Zuordnung der enthaltenen Einzelzellen dienen, wurden ein
»,Chromium Controller’ (GCG-SR-1; 10x Genomics, Inc.) und das ,Chromium Next GEM Chip
G Single Cell Kit* (PN-1000120; 10x Genomics, Inc.) verwendet. Die zelluldare RNA wurde
mithilfe des “Chromium Next GEM Single Cell 3' Reagent Kits* (v3.1; PN-1000268; 10x
Genomics, Inc.) zunachst zu cDNA umgeschrieben, die anschlieRend amplifiziert und mit
Adaptoren und Indices ligiert wurde. Zur Unterscheidung wurde flr jede Probe ein spezifischer
Sequenz-Index dem “Dual Index Kit TT Set A” (PN-1000215; 10x Genomics, Inc.) entnommen.

Zur thermischen Behandlung wurde ein Thermocycler der Firma Thermo Fisher Scientific
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genutzt (Applied Biosystems MiniAmp Thermocycler). Fir die Zwischenanalyse der
Probenqualitdt wurde das ,Agilent High Sensitivity DNA Kit* auf einem ,Agilent 2100
Bioanalyzer instrument® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Vereinigte Staaten)
verwendet. Die Quantifizierung der Transkriptom-Banken wurde mithilfe des ,Invitrogen
Collibri Library Quantification Kit“ und einem ,,QuantStudio 3 Real-Time-PCR"* Gerat (Thermo
Fisher Scientific Inc.) durchgefihrt. Die Einzelzell-Transkriptom-Banken (libraries) der 16
Zeitverlaufsproben wurden zu gleichen Mengen gepoolt.

Die finale Sequenzierung (Novaseq S4 PE150) der resultierenden Gesamt-library wurde als
externe Dienstleitung durch das Novogene (UK)-Sequenzierungszentrum (Cambridge,

Vereinigtes Konigreich) vorgenommen.

4.8 Bioinformatische Prozessierung zur Auswertung der Einzelzell-
Sequenzierungsdaten

Die Prozessierung der Sequenzierungsdaten und die bioinformatischen Analysen der
Ergebnisse wurden, in Kooperation mit dem Lehrstuhl fir Kklinische Bioinformatik
(Arbeitsgruppe: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Andreas Keller, Universitat des Saarlandes, Standort
Saarbricken), freundlicherweise durch Frau Friederike Grandke durchgefihrt.

Um eine ausreichende Qualitat der Einzelzell-Sequenzierungsdaten gewahrleisten zu kdnnen,
wurde eine Quality Control der Ergebnisse mit Hilfe der Software ,,Cell Ranger* der Firma 10x
Genomics durchgefuhrt. Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurde die Qualitat der Zellen, der
Sequenzierung und des Mappings, also der Zuordnung der mRNA zu einem bestimmten Gen,
Uberprift.

Fir das Mapping der Gene wurden die ausgelesenen Gene mit dem hg38 Genom (refdata-
gex-GRCh38-2020-A) mittels ,,Cell Ranger* Software (v.7.0.0) (10x Genomics) verglichen. Fir
die weiteren Analyseschritte wurden nur Zellen mit einer Mindestanzahl von 200 UMIs
ausgewahlt. Weitere Qualitatskriterien waren eine Mindestanzahl an 200 und eine
Hochstanzahl von 3.500 Genen pro Zelle. Zellen, welche auflerhalb dieses Rasters lagen,
wurden ausgeschlossen. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Zellen mit einem prozentualen
Anteil an mitochondrialen Genen von mehr als 5 %. Mittels ,SoupX” wurde RNA aus der
Umgebung, welche eine Kontamination der Proben darstellt, entfernt. Droplets, welche zwei
Zellen enthalten, sogenannte douplet (engl.), wurden mittels doubletFinder identifiziert.

Dies resultierte in einem Datensatz von 57.375 Zellen, welcher mittels Seurat’s integrateData
Function und einer k.weight von 100 integriert und mittels Seurat’s NormalizeData und
ScaleData Function normalisiert worden ist. Durch eine PCA (engl. Principal Component

Analysis) wurden die mehrdimensionalen Datensatze auf die 30 Variablen reduziert, welche
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die meiste Varianz erfassen. Die daraus gewonnenen Daten wurden mit Hilfe von UMAP
zweidimensional dargestellt. Durch Seurat’s FindNeighbors und FindClusters functions wurde
mit einer Auflésung von 0,8 eine Clusterung der Zellen durchgefiihrt. Basierend auf dieser
Cluster-Einteilung und bekannten Zellmarkern wurde eine Annotation der Gene durchgeflhrt,
wobei Cluster, welche mit dem gleichen Zelltyp in Verbindung gebracht worden sind, zu einem
Cluster zusammengefihrt wurden. Insgesamt wurden die Zellen als CD4+ T-Zellen, CD8+ T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen oder Monozyten klassifiziert. Cluster, welche nicht diesen
Zelltypen zugeordnet werden konnten, wurden als unbekannt oder gemischt bezeichnet.

Die Ergebnisse der Auswertungen wurden freundlicherweise als graphische Ubersicht zur

Verfligung gestellt und fur die Darstellung im Ergebnisteil modifiziert.

4.9 Zellulare Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand unterschiedlicher Eigenschaften wie
Grofle, Struktur und Oberflacheneigenschaften unterschieden werden [51]. Genauere
Aussagen uber den Phanotyp und die Eigenschaften einer Zellpopulation kdnnen getroffen
werden, indem fluoreszenz-gekoppelte Antikdrper an diese Zielstrukturen binden [51]. Die
markierten Zellen laufen einzeln an einen Laser vorbei, der die gefarbten Antikorper auf den
Zellen erfasst [51]. Dadurch werden die Antikdrper angeregt und senden Licht einer
bestimmten Wellenlage aus, welches spezifisch auf einen Fluoreszenzfarbstoff zurlick zu
fuhren ist [51]. Ein grofl3er Vorteil der Durchflusszytometrie ist die hohe Anzahl an Zellen, die
in klrzester Zeit phanotypisch charakterisiert werden kann [51].

Dieses Verfahren wurde genutzt, um die prozentualen Anteile der CD4+ und CD8+ T-Zellen,
als grolte Subpopulation der PBMCs, zu ermitteln. Da alle Arten von Immunzellen
unterschiedliche Oberflachenantigene produzieren, kénnen diese durch gezielte Antikdrper
markiert und gezahlt werden. Des Weiteren konnte Uber die Analyse des CD69-
Oberflachenproteins der Aktivierungszustand der T-Lymphozyten nachgewiesen werden.
CDG69 gilt als Marker fur den frGhen Verlauf der T-Zell-Aktivierung [84].

Wie im Unterpunkt 4.6 vermerkt, wurden im Anschluss an das Sammeln der
Zeitverlaufsproben zellulare Aliquots entnommen. Diese wurden pelletiert und als
Vorbereitung auf die durchflusszytometrische Untersuchung mit einer 4-prozentigen
Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fixiert. Dadurch werden die Proteine nicht denaturiert, es
findet stattdessen ein Cross-linking zwischen den Proteinen statt und die Zellen werden als

Ganzes erhalten [74]. Das Zell-PFA-Gemisch wurde fir 15 min bei 4 °C inkubiert, bevor diese
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zweimal mit einer 1 ml PBS-FCS-L6sung gewaschen worden sind. Wie auch bei der Methanol-
Fixierung verhindert FCS eine Anheftung der Zellen an die Plastikwande der Gefalle und wirkt
zugleich als Schutzkolloid. Im Anschluss wurden die Pellets in 100 ul PBS-FCS-Ldsung
aufgenommen und bei 4 °C dunkel gelagert. Die Zellproben wurde am folgenden Tag mithilfe
von fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gefarbt (anti-CD69 (Mouse Anti-Human CD69-PE;
Clone TP1.55.3; Beckman Coulter; Brea, United States), anti-CD8 (Mouse Anti-Human CD8
(AB_2738101; Becton, Dickinson (BD) and Company) und anti-CD4 (Mouse Anti-Human CD4
(AB_398593; Becton, Dickinson (BD) and Company). AnschlieRend wurden die markierten
Proben mit einem ,FACS Canto II“ Durchflusszytometer (Becton, Dickinson (BD) and
Company; Franklin Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten) untersucht und die Daten mittels
,BD FACSDiva™* Software (v.6.1.3) ausgewertet. Es wurden zwischen 10° und 10* Zellen pro
Ansatz analysiert.

Die Antikérper-Farbungen wurden freundlicherweise durch Frau Dr. Caroline Diener (Institut
fur Humangenetik, Arbeitsgruppe: Prof. Dr. Eckart Meese, Universitat des Saarlandes) und
Frau Tanja Tanzer (Arbeitsgruppe: PD Dr. Barbara Walch-Rlickheim) vorgenommen. Die
durchflusszytometrische Untersuchung und die Auswertung der resultierenden Daten wurde,
in Kooperation mit der Nachwuchsgruppe Virologie (Zentrum fur Human- und
Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes), freundlicherweise durch Frau PD Dr. Barbara
Walch-Rickheim durchgefihrt.
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5. Ergebnisse

5.1 Uberblick zur methodischen Vorgehensweise

In der nachfolgenden Abbildung 5 wird ein Uberblick tiber die methodische Vorgehensweise
der Isolierung und Aktivierung der PBMCs und deren anschlieBenden Analyse mittels
Einzelzell-Sequenzierung dargestellt. Es wurden peripher venése Blutproben von vier
gesunden Probandinnen (alle weiblich, 21 Jahre alt) entnommen. Direkt im Anschluss wurden
die PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Die gewonnen Zellen wurden mit
Kryomedium versetzt und fiir einen Zeitraum von 70, bzw. 77 Tage in flissigem Stickstoff
zwischengelagert. Nach Auftauen der Zellproben wurde mittels Trypan-Blau-Farbung und
anschlieBender Auszahlung der Anteil der vitalen Zellen bestimmt. Zur Induktion der
Immunzell-Aktivierung wurden pro Reaktion jeweils 6-7x10° vitale Zellen in Zellkulturplatten
ausgesat und in vitro mit einem Gemisch aus PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) und
lonomycin stimuliert. PMA/lonomycin wird standardmaRig fur die Stimulation von T-
Lymphozyten genutzt und fuhrt nachweislich zu einer verstarkten Zytokin Produktion [2].
Neben den T-Zellen, welche den gréften Anteil der PBMCs bilden [38], konnte in
vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass die PMA/lonomycin-Stimulation auch die
immunologischen Signalwege in den Ubrig vorliegenden PBMCs induziert (B-Zellen [67],
Monozyten [53], Naturliche Killerzellen [37] und dendritische Zellen [20]). Fir jeden der vier
Spenderinnen wurde eine Probe vor Zugabe des PMA/lonomycin-Gemisches (0 h) sowie nach
2-, 4- und 8-stundiger Inkubation gesammelt. Somit ergaben sich fir die vier Spenderinnen
insgesamt 16 PBMC-Zellproben. Zur Konservierung bis zur spateren Untersuchung mittels
Einzelzell-Sequenzierung wurden die PBMC-Proben durch ein Methanol-basierendes
Verfahren anhand eines von Chen et al. [17] beschriebenen Protokolls fixiert. Methanol
verursacht eine Dehydratation der Zellen, welche zu einer Denaturierung von
Strukturproteinen fiihrt und Biomolekiile wie Proteasen und RNasen zerstort, wodurch die
Schadigung und Abbau der Zell-RNA verhindert wird [78]. Daneben wurde ein Teil der Zellen
entnommen und mit einer 4-prozentigen Paraformaldehyd-Lésung fixiert, um diese im

Folgenden mittels Durchflusszytometrie zu analysieren.
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Abbildung 5: Methodischer Uberblick Uber die Isolierung und Aktivierung von PBMCs und
zur anschlieRenden Analyse mittels Einzelzell-Sequenzierung

Nachdem 4 junge, gesunde Spenderinnen rekrutiert worden sind, wurde von diesen im ersten Schritt
jeweils 27 ml peripher vendses Blut entnommen und die darin enthaltenden PBMCs extrahiert. Die
gewonnen Zellen wurden zur Zwischenlagerung kryokonserviert und im Anschluss nach dem
Auftauen der Proben ausgezahlt, wobei der Anteil der vitalen Zellen als Qualitatskontrolle ermittelt
wurde. Im nachsten Schritt wurden die PBMCs in vitro aktiviert und es wurden Zeitverlaufsproben vor
Aktivierung (0 h) sowie 2, 4 und 8 h nach Aktivierung gesammelt. Zu den jeweiligen Zeitpunkten
wurden die Zellen mithilfe von Methanol fixiert und nach weiterer Zwischenlagerung im Rahmen der
Einzelzell-Sequenzierung analysiert. An einem Teil der PBMCs wurde eine Qualitatskontrolle anhand
einer FACS-Analyse durchgefuhrt.

(Eigene Darstellung)



5.2 Qualitative Kontrolle wichtiger Protokollschritte

5.2.1 Bestimmung des Anteils der vitalen Zellen nach der Kryokonservierung

Die kryokonservierten Proben wurden von Spenderin 1 und Spenderin 2 nach 77 Tagen und
von Spenderin 3 und Spenderin 4 nach 70 Tagen wieder aufgetaut. An dieser Stelle wurde
das erste Mal eine Qualitatskontrolle durchgefuhrt, indem Aliquots der Zellen unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt wurden. Dabei wurden die Zellen mit dem Azofarbstoff Trypan-Blau
behandelt. Bei vitalen Zellen kann der Farbstoff die Zellmembran nicht passieren, so dass eine

Unterscheidung zwischen lebenden und abgestorbenen Zellen méglich ist [87], Es wurde der

prozentuale Anteil der vitalen Zellen gegentber den toten Zellen ermittelt.

Fur die Qualitatssicherung der nachfolgenden Analysen ist es von Bedeutung, dass mdglichst
viele Zellen die Kryokonservierung Uberleben. Nur so ist eine erfolgreiche Weiterverarbeitung
der Zellen mdglich. In der folgenden Abbildung 6 sind die prozentualen Anteile der vitalen
Zellen pro Spenderin dargestellt. Dazu wurden die Ergebnisse der Zellzahlungen als
Gesamtergebnis flur alle Zeitpunkte ausgewertet und sind als Mittelwerte flr jede der

Spenderinnen dargestellt.
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Abbildung 134: Anzahl der vitalen Zellen nach Kryokonservierung aller Spenderinnen

Die Balkendiagramme zeigen den prozentualen Anteil der vitalen und toten Zellen aller Spenderinnen

nach der Kryokonservierung. Dafir wurden die mit Trypanblau angefarbten Zellen unter einem

Lichtmikroskop ausgezahilt.

Der prozentuale Anteil der vitalen Zellen betrug bei Spenderin 1 83,33 %, bei Spenderin 2
89,05 %, bei Spenderin 3 81,58 % und bei Spenderin 4 91,98 % aller gezahlten Zellen. Bei

allen Spenderinnen handelte es sich somit bei mindestens 80 % der aufgetauten Zellen um

vitale Zellen.
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5.2.2 Uberpriifung der Effizienz des Aktivierungsstimulus

Die zweite Qualitatskontrolle wurde auf Grundlage der in Paraformaldehyd-Ldsung fixierten
Zellen durchgefiihrt. Dabei wurden exemplarisch die T-Zellen als groflite Subgruppe der
PBMCs analysiert. Zum einen wurde nach der Kryokonservierung der Anteil der CD4+ und
CD8+ T-Zellen an allen PBMCs bestimmt (Abbildung 7). Zum anderen wurde eine Kontrolle
der Immunaktivierung durchgefihrt, indem die Expression des Oberflachenmarkers CD69+ im

Zeitverlauf Uberpruft wurde (Abbildung 8), der als friher Marker der T-Zell-Aktivierung gilt [84].
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Anteile an CD4+ und CD8+ Zellen der PBMCs

Die durchschnittlichen Anteile der CD4+ und CD8+ Zellen an den PBMCs sind als Gesamtergebnis fur
die Zeitverlaufsanalysen der vier Probandinnen mit Angabe des zugehérigen Standardfehlers
(Fehlerindikatoren) dargestellt. Der Referenzbereich der CD4+ T-Zellen liegt bei gesunden
Erwachsenen zwischen 27 und 53 % und der Anteil an CD8+ T-Zellen in einem Bereich zwischen 16
und 40 % (nach [26]).

Wie in Abbildung 7 dargestellt, lag die Anzahl an T-Zellen in den im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Zellproben im zu erwartenden Referenzbereich eines gesunden Erwachsenen.
Der Anteil an CD4+ T-Zellen lag mit 39,98 % % (Standardfehler (standard error of the mean,
SEM): £2,54) innerhalb des entsprechenden Referenzbereiches von 27-53 % [51]. Mit 17,98
% (SEM: £1,73) lag die Anzahl der CD8+ Zellen im unteren Anteil des Referenzbereiches von

16-40 % [51].
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Abbildung 560: Graphische Darstellung der Anteile der CD69+ Zellen im Verlauf Uber 8

Stunden

Mittels FACS-Analyse wurde die Expression von CD69 auf der Oberflache der CD4+ und CD8+ T-Zellen
analysiert. Der prozentuale Anteil der CD69+ Zellen an den CD4+ (schwarz) und CD8+ Zellen (blau) ist
Uber einen Zeitverlauf von 8 Stunden nach Stimulation graphisch dargestellt. Dabei ist fir den jeweiligen
Zeitpunkt das Durchschnittsergebnis aus der Untersuchung der vier Spenderinnen mit Angabe der

zugehoérigen Gesamtvarianz (Fehlerindikatoren) abgebildet.

Der Anteil der CD69+ T-Zellen stieg nach der Stimulation durch PMA/lonomycin in den ersten
Stunden annahernd linear an und erreichte nach 2 Stunden die hdchste Anzahl an positiven
Zellen, bei dem so gut wie alle der untersuchten Zellen CD69 exprimierten. Als
Gesamtergebnis fur die Zellproben aller vier Spender lag der durchschnittliche Anteil der
CD69+ an den analysierten CD4+ Zellen zu Beginn des Zeitverlaufs (0 h) bei 1,1 % (Varianz:
+0,4/-0,3%) und stieg nach zweistiindiger Stimulation auf einen Wert von 94 % (Varianz: +4,3
%/-5,7 %). Im Falle der CD8+ Zellen stieg der Anteil der CD69+ Zellen im selben Zeitraum von
1,7 % (Varianz: +1,9/-1,7%) auf einen Wert von 97,5 % (Varianz: +2,5 %/-3,9 %). Nach 4
Stunden lag der durchschnittliche Anteil der CD69+ Zellen sowohl unter den CD4+ als auch
unter den CD8+ Zellen weiterhin stabil in einem hohen Bereich von mehr als 90 %. Im weiteren
Verlauf bliebt der prozentuale Anteil der CD69+ Zellen bei den CD8+ T-Zellen mit 97,3 %
(Varianz: +1,9 %/ -3,5 %) relativ stabil, wahrend die Expression bei den CD4+ T-Zellen mit

88,6 % (Varianz: +6,2 %/ - 6,6 %) eine leicht abnehmende Tendenz aufwies.
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5.2.3 Uberpriifung der qualitativen Parameter der finalen Einzelzell-Sequenzierung

Die dritte Qualitatskontrolle wurde im Rahmen der Einzelzell-Sequenzierung durchgefihrt. In
Tabelle 5 sind die wichtigsten qualitativen Parameter unter Angaben der Richtwerte der

Analysesoftware (Cell Ranger) und die analysierten Werte der Spenderproben aufgefihrt.

Wie im Methodenteil dargestellt, wurden durch die Analyse-Software die Qualitat der Zellen,
des Sequenzierungsvorganges und des darauffolgenden Mappings der Gene Uberprift. Die
nachfolgend genannten Referenzwerte beziehen sich, wenn nicht anders gekennzeichnet, auf
die Vorgaben der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Qualitatsanalyse-Software (Cell

Ranger der Firma 10x Genomics, Inc.).

Fur die qualitative Bewertung des Ausgangsprobenmaterials und der resultierenden
Sequenzierungsdaten kann unter anderem die Expression von mitochondrialen Genen
betrachtet werden [34] [72]. Eine hohe Expression von mitochondrialen Genen kann als
Zeichen fur erhdhten zelluldren Stress gedeutet werden [23]. Um die Integritat der zellularen
Ausgangsproben und damit eine ausreichend hohe Qualitat der resultierenden
Sequenzierungsdaten zu gewabhrleisten, sollte der Anteil der mitochondrialen Genen an allen
Genen in der Regel unter 10 % liegen [23]. Im Rahmen der vorliegenden Analysen wurde auf
Grundlage dessen ein prozentualer Anteil von unter 5 % als strikte Voraussetzung fur den
Einbezug der Einzelzelldaten in die Gesamtauswertung gewahlt. Neben der Uberpriifung der
mitochondrialen Gene gehoéren die Anzahl der detektierten Gene und der sogenannten UMlIs
zu den wichtigsten Parametern der Qualitatskontrolle [72]. Eine auflergewdhnlich hohe Anzahl
an Genen pro Zelle wird im Rahmen von Einzelzell-Sequenzierungsanalysen als Hinweis auf
ein douplet, also ein Droplet mit zwei enthaltenden Zellen, gesehen, was wiederum bei
erhdhten Vorkommen fir eine reduzierte Probenqualitat spricht [72]. Daher wurde ein Rahmen
zwischen 200 und 3.500 detektierten Genen (pro Zell-assoziiertem Barcode) als
Voraussetzung fur den Einbezug der Einzelzelldaten in die Gesamtauswertung gewahlt. Durch
die Anwendung von UMIs (engl.: unique molecular identifiers) werden mRNAs zusétzlich
markiert. Dies erlaubt die Unterscheidung zwischen Reads amplifizierter Kopien einer mRNA,
welche die gleichen UMIs besitzen, von unterschiedlichen transkribierten mRNAs eines Gens,
welche jeweils mit einem eigenen spezifischen UMI markiert werden [50]. Einzelzell-
Sequenzierungsdaten, welche weniger als 200 bis 300 UMIs pro Zelle aufweisen, werden in
der Regel als qualitativ mangelhaft betrachtet [34] und gelten als Hinweis auf vorangegangene
Zellschaden [72]. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Analysen ein Minimum von 200

UMis als weiteres Filterkriterium fir den Einbezug der Einzelzelldaten gewahlt.

In der Abbildung 9 ist exemplarisch flur Spender 1 und den 0 h Zeitpunkt die reprasentative

Verteilung der sequenzierten Einzelzellen mit Angabe der Anzahl an Genen und UMIs pro
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Zelle sowie dem prozentualen Anteil an mitochondrialen Genen dargestellt. Dabei wird
deutlich, dass nur ein geringer Anteil der Zellen auf Grundlage der oben genannten
Filterkriterien von der weiteren Auswertung ausgeschlossen werden musste. Dies deutet auf
eine gute Qualitat des zellularen Probenmaterials hin und spricht fur einen sehr geringen Anteil
an Zellen, welche mit zellularem Stress auf die Behandlung vor der Sequenzierungsanalyse
reagierten. Eine ahnliche Verteilung lag auch bei den Ubrigen Zeitverlaufsproben vor.
Insgesamt konnten, nach dem Filtern der Daten, 57.375 Einzelzellen in die Gesamtauswertung
einbezogen werden. Wie in Tabelle 5 zusammengefasst lag die mediane Anzahl an Genen
pro Zelle in den resultierenden Datensatzen in einem Bereich zwischen 2.011 und 2.949. Die
mediane Anzahl an UMIs lag in einem Bereich zwischen 5.405 und 7.740. Die zu erwartende
Anzahl an UMIs pro Zelle sollte anhand von vergleichbaren Studien in einem breiten Rahmen
zwischen 800 und 15.000 liegen [25][34].
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Abbildung 682: Geigenplot mit Merkmalen der Qualitatskontrolle (Beispielhaft Spenderin 1)

A: Mediane Anzahl an Genen pro Zelle. Es wurden nur Einzelzelldaten, welche zwischen 200 und 3.500
detektierten Genen (pro Zell-assoziiertem Barcode) aufwiesen (Kennzeichnung durch schwarze

Trennlinien), mit in die Gesamtauswertung aufgenommen.

B: Medianer Anteil an UMIs in den einzelnen Zellen. Ein Minimum von 200 UMIs (schwarze Trennlinie)

wurde als weiteres Filterkriterium fUr den Einbezug der Einzelzelldaten festgelegt.

C: Verteilung der Zellen anhand deren Anteil von exprimierten mitochondrialen Genen. Ein prozentualer
Anteil der mitochondrialen Gene von unter 5 % wurde als Grenzwert (schwarze Trennlinie) flr den

Einbezug der Einzelzelldaten in die Gesamtauswertung ausgewahilt.
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Tabelle 5: Qualitative Parameter

der

Referenzwerten der verwendeten Analyse-Software (Cell Ranger)

Einzelzell-Sequenzierung unter Angabe von

. Durchschni
Geschatzte | "y ;ope | validititder | Anteil | Zuordnung | /Anzahl | Anzahl
Anzahl der . " UMIs pro | Gene pro
Probenname Anzahl der | zugeordneten | intrazelluld | der Reads
enthaltenen Zelle Zelle
Reads pro Barcodes rer Reads | zum Genom . .
Zellen Zelle (Median) | (Median)
1(0h) 3.325 44.814 97,4% 90.6% 96,9% 5.405 2.352
1(2h) 3.673 44.977 97,5% 88.8% 97,3% 6.675 2.259
1(4 h) 3.566 54.431 97,6% 89.8% 97,3% 7.262 2.326
1(8h) 4.069 47.288 97.6% 89.9% 97,3% 7.068 2409
2 (0 h) 3.962 39.386 97,5% 88.7% 97,0% 6.298 2.5%4
2(2h) 4.410 43.030 97,7% 91.1% 96,6% 6.762 2210
2 (4h) 5.587 37.757 97,8% 91.7% 97,3% 7.053 2.206
2 (8 h) 4512 38.498 97.6% 90.3% 97.2% 7.740 2426
3(0h) 3.172 75.208 96,8% 85.4% 96,6% 7.566 2.949
3(2h) 4.588 38.293 97,2% 88.8% 96,9% 6.515 2.190
3(4h) 4.364 40.878 96,9% 86.4% 97,5% 6.594 2.156
3(8h) 3.844 34.828 97,0% 86.9% 97,4% 6.423 2.099
4(0h) 3.236 57.249 97,2% 88.4% 96,4% 6.059 2.606
4(2h) 3.549 48.915 96,9% 90.5% 97,1% 5.907 2.044
4(4n) 3.859 41.218 97,1% 89.8% 97,4% 5.857 2.011
4 (8 h) 4.127 61.981 97,1% 89.0% 96,7% 7.337 2.320
Referenzwerte |i.d.R. geringer szgel ngze/
anhand des | als tatséchlich Zellt ) Zellt )
Cell Ranger- | eingesetzte | >20.000 >75% >70% >85% yp yp
L und und
Systems (10x | Zellzahl (hier:
Genomics) 6000) Sequen- | Sequen-
ziertiefe) | ziertiefe)

Zur qualitativen Bewertung der Sequenzierungsdaten kann zudem die geschatzte Anzahl der
untersuchten Einzelzellen betrachtet werden. Dabei bezieht sich die Auswertung auf die
Anzahl der barcodes, welche sicher mindestens einer Zelle zugeordnet werden kann. Die
barcodes werden den einzelnen droplets/GEMs zugeteilt, in denen die Zellen einzeln
vorliegen. Diese lagen im vorliegenden Falle in einem Bereich zwischen 3.172 und 5.587 und
somit unter der tatsachlich eingesetzten Anzahl von 6.000 Zellen pro Ansatz. Dies entspricht
technisch bedingt den Erwartungen und liegt in der Regel daran, dass nicht immer wie
gewunscht pro droplet/ GEM nur 1 Zelle isoliert wird, sondern zum Teil mehrere Zellen pro
GEM vorliegen (auf engl. cell multiplets) und dementsprechend mehrere Zellen einem barcode
zugeordnet sind. Die durchschnittiche Anzahl an Reads pro Zelle definiert ebenfalls die
Qualitat der Ergebnisse, wobei nach den Malstdben der verwendeten Analysesoftware und
bei einer guten Probenqualitdt mindestens 20.000 Reads pro Zelle erwartet werden kdénnen.
Berechnet wird dieser Wert, indem die Gesamtanzahl der Reads wahrend der Sequenzierung
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durch die Anzahl der enthaltenden Zellen dividiert wird (sogenannte Sequenziertiefe). Es
wurden minimal 34.828 und maximal 75.298 Reads pro Zelle generiert, womit die
Mindestanzahl von 20.000 erflllt wurde. Ebenfalls als Zellqualitatskontrolle dient der Anteil der
intrazellularen Reads, wobei hier die Anzahl an Reads gemeint ist, welche einen validen
barcode umfassen. Dies sollte erwartungsgemaf bei mindestens 70 % der Reads zutreffen,
wobei in der vorliegenden Einzelzell-Sequenzierung die Anzahl der intrazelluldren Reads in
einem Rahmen zwischen 85 und 92 % lag. Die Qualitat der Sequenzierung kann weiterhin
Uber die Validitat der zugeordneten barcodes Uberprift werden, welche bei mindestens 75 %
liegen sollte. Hierbei werden die barcodes nach Sequenzierung mit einer white list auf
Ubereinstimmung verglichen, in welcher die bekannten barcodes Sequenzen hinterlegt sind.
Hier lag die Validitat der barcodes zwischen 97 und 98 % und somit deutlich Gber den
vorgegebenen 75 %. Die Qualitat des Mappings kann Uber die Anzahl der Reads, welche zu
dem Genom zugeordnet werden kénnen, beurteilt werden, da diese Uber 85 % betragen sollte.
Hier konnten bei jeder Probe mindestens 96 % und maximal 98 % der Reads dem Genom
zugeordnet werden. Insgesamt kann somit auf eine hohe Qualitdt der resultierenden

Sequenzierungsdaten geschlossen werden.

5.3 Analyse von zelltyp-spezifischen Einzelzell-Expressionsmustern

In den folgenden drei Abschnitten werden die Ergebnisse der Zeitverlaufsstimulation bezlglich
der verschiedenen Expressionsmuster der PBMC-Subtypen aufgegriffen. Im Folgenden sollen
verschiedene der zell-spezifischen Marker und die daraus resultierende Zell-Typ Zuordnung
der PBMCs wahrend des Zeitverlaufs evaluiert werden. Zusatzlich werden beispielhaft anhand
verschiedener Gene die Differenzierung der T-Helfer-Zellen im Rahmen der
Immunzellaktivierung betrachtet. AbschlieRend wird auf die Expressionsrate verschiedener

Gene, welche eine Rolle in der Immunaktivierung spielen, eingegangen.
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5.3.1 Vergleich von zelltyp-spezifischen Markern und der resultierenden PBMC-
Zelltyp-Zuordnung zum 0, 2, 4 und 8 h Zeitpunkt

Die sequenzierten Zellen wurden mittels zelltypischer Marker in Cluster aufgeteilt. Diese
konnten durch die Detektion der zugehérigen Transkripte definiert werden. In Abbildung 10 ist
die ganzheitliche Verteilung der verschiedenen Zelltypen wahrend des Zeitverlaufs in Cluster
mittels UMAP zusehen. Anhand dieser Darstellung kann eine Aussage Uber die Aufteilung der

verschiedenen Subtypen der PBMCs wahrend der unterschiedlichen Zeitpunkte getroffen

werden.
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Abbildung 10: UMAP-Darstellung der PBMCs wahrend der verschiedenen Zeitpunkte der
Aktivierung (0, 2, 4 und 8h)

Die Subtypen der PBMC sind in verschiedenen Farben als Cluster dargestellt. Von links nach rechts

sind die verschiedenen Zeitpunkte der Zeitverlaufsuntersuchung abgebildet.

Wie in Abbildung 10 dargestellt konnten als Resultat der Zeitverlaufsstimulation Unterschiede
in der GroRe und Definierbarkeit der jeweiligen Cluster festgestellt werden. Zu dem Zeitpunkt
0 h (vor der Aktivierung der Immunzellen) war insgesamt eine undeutlichere Aufteilung der
unterschiedlichen PBMC-Zelltypen im Vergleich zu den Zeitpunkten der Immunaktivierung
erkennbar. Die zellulare Zuordnung der Zeitpunkte 2, 4 und 8 Stunden nach Aktivierung zeigte
hingegen eine dichtere und deutlichere Cluster Darstellung. Dies ist insbesondere anhand des
Clusters der CD4+ T-Zellen (rot) erkennbar, bei dem bereits ab dem 2 h Zeitpunkt die Menge

der zugeordneten Zellen und damit die Dichteverteilung innerhalb des Clusterdarstellung
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deutlich zunahm. Die maximale Dichte schien dabei zum 4 h Zeitpunkt aufzutreten. Insgesamt
schien auch die Abgrenzung im duReren Bereich des Clusters im Anschluss an die Stimulation
starker definiert zu sein als zum 0 h Zeitpunkt. Ahnliches galt fir die CD8+ T-Zellen
(dunkelgrin). Die B-Zellen (braun) schienen bereits 2 Stunden nach Aktivierung die héchste
Cluster-Dichte zu besitzen. Die Anzahl der NK-Zellen (hellgriin) erschien zu dem Zeitpunkt 8
Stunden nach Aktivierung leicht verringert im Vergleich zu den friheren 2 und 4 Stunden
Zeitpunkten der Aktivierung. Das Cluster der Monozyten (pink) zeigte einen leichten Zuwachs
im Verlauf der 8 Stunden. Zu erwahnen sind aufRerdem die Cluster, die anhand von
unspezifischen Expressionsprofilen mit mehr als einem PBMC-Zelltyp zugeordnet werden
konnten (gemischt; blau). Im Verlauf verringert sich der Anteil des gemischten Clusters, was
auf eine hdhere Spezifitat der Einzelzell-Expressionsmuster hindeuten kdnnte. Die Anzahl der
Zellen, welche keiner Subgruppe zugeordnet werden konnten (unbekannt; lila), war im

Vergleich zu den anderen Clustern durchgangig gering.
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Abbildung 11: Expressionsverhaltnis ausgewahlter Marker von T-Helfer-Zellen wahrend der
verschiedenen Zeitpunkte der Aktivierung

Auf der X-Achse sind die ausgewahlten Marker der T-Helferzellen dargestellt. Auf der Y-Achse sind die
Zeitpunkte 0, 2, 4 und 8 h angegeben. Das Vorliegen der Marker zu den verschiedenen Zeitpunkten
wird durch die durchschnittliche Expression und den prozentualen Anteil der exprimierenden Zellen aller
Zellen charakterisiert. Die durchschnittliche Expression bezieht sich auch auf alle Zellen.
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Beispielhaft wurden die T-Helferzellen beziiglich ihrer Zuordnung in weitere Subgruppen
analysiert. Dafiir wurde eine Auswahl an spezifischen Markern und deren Expression in den
T-Helferzellen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten betrachtet. In Abbildung 11 ist beispielhaft
die Zeitverlaufsexpression ausgewahlter Marker von T-Helfer-Zellen im nicht-aktivierten

Zustand und 2, 4 und 8 Stunden nach Aktivierung aufgezeigt.

Fur die Differenzierung zu Th17 T-Helfer-Zellen sind die Transkriptionsfaktoren RORy und
RORyt essenziell, welche durch das Gen RORC kodiert werden [31]. Die Expression von
RORC mRNA konnte geringgradig gesteigert zu den Zeitpunkten 2 und 4 Stunden
nachgewiesen werden. Da der Anteil der exprimierenden Zellen sehr gering war, wurde der
prozentuale Anteil der betroffenen Zellen in Abbildung 11 als anndhernd 0 % dargestellt. Der
Transkriptionsfaktor BATF (basic leucine zipper ATF-like) wird durch eine Reihe von T-
Helferzellen exprimiert, unter anderem von TFH [21], TH2 und Th17 Zellen [82]. Die
durchschnittliche Expression stieg ab den Zeitpunkt 2 Stunden im Vergleich zu dem Zeitpunkt
vor der Aktivierung stetig an und erreichte nach 8 Stunden die hochste Expressionsrate. Die
Anzahl der exprimierenden Zellen bliebt dabei mit circa 10 % konstant. IL-2 spielt eine wichtige
Rolle in der Differenzierung von T-Helfer-Zellen, vor allem den TH1 und TH2 Zellen, da es
einen grofRen Einfluss auf die exprimierten Zytokin-Rezeptoren IL-12RB32 and IL-4Ra hat [65].
Wahrend die Differenzierung zu TH1 und TH2 Zellen durch IL-2 geférdert wird, werden Th17
Zellen in ihrer Reifung supprimiert [65]. Das Zytokine IL-5 wird vorrangig von TH2 Zellen
sezerniert [73]. Die Expressionsrate von IL-2 stieg im Verlauf der 8 Stunden leicht an, wahrend
die Expressionsrate von IL-5 erst zwischen den Zeitpunkten 4 und 8 Stunden eine leichte
Steigerung aufwies. Da auch hier wieder nur ein sehr geringer Anteil der Zellen eine
Expression aufwiesen, wurde der prozentuale Anteil mit anndhernd 0 % dargestellt. TFRC
kodiert fir den Transferrin Rezeptor 1 (TFR1), welcher eine wichtige Rolle im Eisen-
Metabolismus spielt [3]. Neben einer Vielzahl von Funktionen férdert TFR1 unteranderem die
Proliferation von T-Helfer-Zellen [3]. Die Expression von TFRC stieg wahrend der
Immunaktivierung deutlich an, wobei nach 8 Stunden 30 % der T-Helfer-Zellen eine

Expression aufwiesen.

Insgesamt zeigten TH1, TH2 und Th17 spezifische Marker eine erhohte Gen-Expression
wahrend der Aktivierung im Vergleich zum Zeitpunkt 0. Weitere Marker der T-Helfer-Zellen
wiesen keine erhoéhte Expression auf, was auf eine zu geringe Anzahl an Zellen

zuruckzufuhren ist.
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5.3.2 Identifizierung der Gene mit den starksten Zeitverlaufsveranderungen

Im Folgenden werden in Abbildung 12 die Gene spezifiziert, die im Rahmen des Zeitverlaufs
der Immunaktivierung die starkste Expressionsveranderung aufwiesen. Zum einen sind in
Abbildungsteil A Gene aufgelistet, deren Expressionsrate im Vergleich zum Zeitpunkt 0
wahrend des Zeitverlaufs deutlich zurick ging (um mehr als -1.5). Zum anderen sind in
Abbildungsteil B Gene dargestellt, deren Expressionsrate im Vergleich zum Zeitpunkt 0

deutlich zunahm (um mehr als 1.5). Der Signifikanzwert (p-Wert) lag jeweils unter 0.05.
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Abbildung 12: Expressionsverhaltnis bestimmter Gene wahrend der Aktivierung

A: Anhand der Einzelzellsequenzierungsdaten wurden Gene identifiziert, deren Expressionsverhaltnis
sich nach Stimulation um mehr als -1.5 geandert hat. Zusatzlich ist der prozentuale Anteil der Zellen,

welche das jeweilige Gen aktiv exprimieren, an den insgesamt untersuchten Zellen aufgefihrt.

B: Anhand der Einzelzellsequenzierungsdaten wurden Gene identifiziert, deren Expressionsverhaltnis
sich nach Stimulation um mehr als 1.5 geandert hat. Zusatzlich ist der prozentuale Anteil der Zellen,

welche das jeweilige Gen aktiv exprimieren, an den insgesamt untersuchten Zellen aufgefihrt.

Es wurde immer der Vergleich zwischen dem Zeitpunkt O (vor der Aktivierung) und dem jeweiligen
Zeitpunkt nach Aktivierung (2, 4 oder 8 h) beziiglich der Expressionsrate gezogen. Die durchschnittliche

Expression bezog sich auf alle Zellen der Gruppe.

Der p-Wert lag bei allen in der Graphik dargestellten Ergebnissen unter 0.05.
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Beispielhaft wird im Folgenden auf vier Gene und deren Expressionsrate innerhalb des

Zeitverlaufs von 8 Stunden eingegangen.

Bei verringerter Expressionsrate sank auch bei vielen Genen der prozentuale Anteil der Zellen,
welche die Gene exprimierten. So wurde CAMK4 (calcium/calmodulin-dependent protein
kinase IV [68]) vor der Aktivierung bei ca. 50 % der Zellen exprimiert. Zwei Stunden nach der
Aktivierung sank die Expressionsrate deutlich und der Anteil der CAMK4 positiven Zellen nahm
wahrend des untersuchten Zeitraumes ebenfalls ab. CAMK4 beeinflusst die Expansion der
follikularen T-Helfer-Zellen und deren spezifischen Transkriptionsfaktor BCL6 (B cell
lymphoma 6) Uber den sogenannten cAMP responsive element modulator a (CREMa) [68].
Ein weiteres Gen, welches nach der Aktivierung einen deutlichen Rickgang der mRNA-
Expressionsrate und des prozentualen Anteils der Zellen, welches das Gen aktiv exprimieren,
aufweist, ist BCL11B. Dieses kodiert fir ein C2H: Zinkfinger Protein [6] und spielt eine wichtige
Rolle bei mehreren Schritten der T-Zell-Entwicklung und -Reifung [6]. Funktionell tragt die
Expression von BCL11B in reifen T-Zellen zu der Regulation von Ausbreitung und Funktion
der zytotoxischen T-Zellen bei [6]. Des Weiteren wird durch die Expression von BCL11B die
plastische Veranderung von Th17 Zellen verhindert und die supprimierende Wirkung der Treg
Zellen kontrolliert [6]. Bei den meisten Genen, welche wahrend der Aktivierung von PBMCs
eine steigende Expressionsrate zeigten, erhohte sich auch der prozentuale Anteil der Zellen,
welche das Gen aktiv exprimierten. Es lagen deutliche Unterschiede bezlglich des
Zeitpunktes mit der hdchsten Expressionsrate vor. So stieg beispielsweise bei MIR155HG die
Expressionsrate mit der Zeit immer weiter an und zeigte nach 8 Stunden den hdchsten Wert.
Der MIR155HG Locus kodiert fur das Vorlaufer-Transkript der microRNA-155, welche
vorrangig immunspezifische Transkripte reguliert [75]. Einen besonders deutlichen
Expressionsanstieg erfahrt die microRNA-155 im Rahmen der CD4+ T-Zellen Aktivierung [24].
Zu den Zielgenen, welche durch die microRNA-155 reguliert werden, gehdren beispielsweise
S100B, ein Calcium Bindeprotein als Teil von Calcium-gesteuerten Signalwegen, oder LAT2,
ein Transmembranadaptor, welcher in der Feinregulierung der Lymphozyten Aktivierung zum
Einsatz kommt [24] . Eine erhdhte Expression der microRNA-155 wird durch die Anwesenheit
von proinflammatorischen Signalmolekilen ausgeldst [75]. Andere Gene wiederum, wie
NFKB1, wiesen nach 2 Stunden die héchste Expressionsrate auf, welche im weiteren Verlauf
wieder leicht absank. NFKB1 (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells 1) ist Teil der NF-kB Transkriptionsfaktor Familie und hat einen Einfluss auf die
Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekulen, welche bei der
Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen eine wichtige Rolle spielen [14]. Es liegt
nachweislich ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des NF-kB Transkriptionsfaktor

und der vermehrten Transkription von MIR155HG vor [75].
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6. Diskussion

Die Gruppe der PBMCs spielt als Teil des Immunsystems eine wichtige Rolle flir die Abwehr
von Erregern im menschlichen Koérper [29]. Nach Kontakt mit kdrperfremden Antigenen
werden diese Immunzellen aktiviert und starten eine Immunreaktion [38]. Die genauere
Erforschung der PBMC-Aktivitdt kann wichtige Hinweise auf immun-gekoppelte
Veranderungen im Rahmen von Infektionen [1], aber auch pathogenen Veranderungen wie
Krebs oder auf neurogene Erkrankungen liefern [61][46]. Die Einzelzell-RNA-Sequenzierung
bietet, als eine der neusten molekular-biologischen Untersuchungsmethoden, die Mdglichkeit

fur eine detaillierte Aufschlisselung der zugehorigen Signalketten [1].

6.1 Etablierung einer Methodik zur schrittweisen Verarbeitung von PBMCs

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit bestand in der Erprobung eines Versuchsprotokolls, bei dem
PBMC-Zellproben nach definierten Arbeitsschritten zwischengelagert werden kdénnen. Dies
soll kinftig die komplexen Arbeitsabldufe zur Analyse von PBMC-Aktivierungsmustern mittels

Einzelzell-RNA-Sequenzierung erleichtern.

Im Rahmen des zu testenden Protokolls sollten die PBMCs zunachst aus frischen
menschlichen Blutproben isoliert und anschlieBend in kryokonserviertem Zustand
zwischengelagert werden. Anhand der Auszahlung der aufgetauten Zellproben und unter
Farbung toter Zellen mit dem Azofarbstoff Trypan-Blau, konnte fir die kryokonservierten
Proben der vier untersuchten Spenderinnen nach einer Lagerungsdauer zwischen 70 bis 77
Tagen ein Anteil vitaler Zellen von mehr als 80 % ermittelt werden. Diese hohe Vitalitatsrate
spricht somit fur die besondere Eignung des verwendeten DMSO-basierten Kryomediums zur
Zwischenlagerung der PBMC-Proben.

Vorangegangene Studien liefern zudem Belege daflr, dass durch die Kryokonservierung mit
DMSO-haltigen Medien keine grundlegenden Veranderungen der zellularen RNA-
Expressionsprofile zu erwarten sind [30]. In diesem Zusammenhang konnten nach der
Einzelzell-Sequenzierung von frisch gewonnen PBMCs und fir eine Woche kryokonservierten
PBMCs keine relevanten Unterschiede bezlglich der Anzahl der Reads und der exprimierten
Gene aufgedeckt werden [30]. Im vorliegenden Versuch wurden PBMCs fur einen deutlich
langeren Zeitraum von 10 bzw. 11 Wochen kryokonserviert. Auf Grundlage von
Untersuchungen an der Nieren-Zelllinie HEK293 ware allerdings auch fir eine langere

Lagerungsdauer in DMSO-basierten Kryomedium von bis zu 15 Wochen nicht von gréReren
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Einflissen auf die Gen Expressionen auszugehen [80]. Als Gegenstand zukunftiger
Untersuchungen koénnten vertiefende Analysen auf Grundlage des hier getesteten
Konservierungsmediums nochmals genaueren Aufschluss Uber den zeitlichen Fortbestand der
zellularen Vitalitat von PBMCs und den méglichen Einfluss einer langeren Lagerungsdauer auf

die resultierenden RNA-Expressionsprofile liefern.

Zur Induktion und Analyse von aktivierungs-assoziierten Signalkaskaden sollten die Zellen
nach dem Auftauen im nachsten Schritt des Protokolls mittels PMA/lonomycin stimuliert und
Zellproben Uber einen Zeitraum von insgesamt acht Stunden gesammelt werden. Anhand von
Farbungen und der durchflusszytometrischen Analyse der resultierenden Zeitverlaufs-
Zellproben lagen sowohl der reprasentative Anteil der CD4+ T-Zellen als auch der CD8+ T-
Zellen innerhalb des zu erwartenden Referenzbereiches eines gesunden Erwachsenen (nach
[77]). Zudem konnte auf Grundlage eines frilhen Anstiegs der CD69+ Oberflachenexpression
innerhalb der T-Zell-Subpopulationen die erfolgreiche Induktion der Immunzellaktivierung
exemplarisch bestatigt werden. In weiterflihrende Studien kénnte auch bei anderen Zelltypen
der PBMCs die erfolgreiche Aktivierung nachgewiesen werden. Dies ware beispielsweise bei
Monozyten ebenfalls mithilfe einer vermehrten CD69+ Oberflachenexpression, aber auch
durch eine erhdhte CD68+ Oberflachenexpression sichtbar [42]. Eine weitere Moglichkeit ware
die Kontrolle der B-Zell-Aktivierung durch die Darstellung der erhéhten Expression des Gens

TSPAN33 (Tetraspanin 33), welches nur bei aktivierten B-Zellen verstarkt exprimiert wird [52].

Vor der finalen Sequenzierungsanalysen sollten die resultierenden Zeitverlaufsproben im
nachsten Stadium des zu testenden Protokolls mithilfe eines Methanol-basierten Verfahrens
fixiert und erneut zwischengelagert werden. Auf Grundlage von vorangegangenen Studien
stellt die Methanol Fixierung im Zusammenhang mit Einzelzell-Sequenzierungsanalysen eine
geeignete Methode zur Zwischenlagerung von Zellproben dar [4][17][78]. Untersuchungen von
Wang et al. an humanen Darm- und Leber-Zelllinien (HCT-116 und HepG2) konnten im
Vergleich zu frischen Zellen allerdings einen Einfluss der Methanol-Fixierung auf zellulare
Transkripte mit geringer Ausgangsexpression zeigen [78]. Dies kdnnte gerade bei der Analyse
von PBMCs ein méglicher Nachteil sein, da hier einige Zellen wie die dendritischen Zellen mit
1 bis 2 % Anteil der PBMCs in nur geringen Mengen vorliegen [38]. Die sowieso schon nur
vereinzelt vorliegenden charakteristischen Transkripte dieser Zellgruppe kdnnten somit
verloren gehen. Im Gegensatz zu der durch Wang et al. beschriebenen Methodik, wurden die
fixierten Zellproben im vorliegenden Versuch zur Vorbereitung auf die Sequenzierungsanalyse
nicht mittels Phosphatgepufferter Kochsalzlésung sondern mithilfe einer Natriumcitrat-
basierten Salzlésung rehydriert (nach Chen et al.; [17]). Durch diese kann nachweislich nicht
nur die Degradierung der RNA verhindert werden, sondern auch der Verlust von
zytoplasmatischer RNA nach der Entfernung des fixierenden Mittels [17]. Somit lassen sich
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die Ergebnisse der Studie von Wang et al. nicht uneingeschrankt mit den vorliegenden
Untersuchungen vergleichen. Eine moégliche Alternative zur Methanol-Fixierung stellt die

Verwendung von DMSO dar.

Wohnhaas et al. verglich diese beiden Fixierungsmethoden beziiglich der Qualitat der
Ergebnisse, welche bei nachfolgender Analyse mittels Einzelzell-Sequenzierung erzielt
wurden [80]. Es wurde eine Einzelzell-Sequenzierung bei der humanen embryonalen Nieren-
Zelllinie HEK293 und der murinen embryonalen Fibroblasten- Zelllinie 3T3 jeweils an frischen
Zellen, an mittels DMSO kryokonservierten und durch Methanol fixierten Zellen durchgefuhrt
[80]. Zellen, welche anhand des DMSO Protokolls bearbeitet wurden, zeigten ein sehr
ahnliches Genexpression Profil wie frische Zellen [80]. Methanol fixierte Zellen dagegen
wiesen eine erhdhte Anzahl an mitochondrialen Genen in der Einzelzell-Sequenzierung auf
[80], was als Hinweis einer schlechteren Qualitdt gewertet wird [23]. Da bei den
Untersuchungen durch Wohnhaas et al. keine PBMCs verwendet wurden und analog zur
Studie von Wang et al. keine Natriumcitrat-basierten Salzlésung fir die Rehydrierung der
Zellproben verwendet wurde, kann keine sichere Aussage liber die Uberlegenheit der DMSO-
Methodik bei der Konservierung von PBMC-Zeitverlaufsproben fir die vorliegende Arbeit
abgeleitet werden. Dies bietet die Moglichkeit fortfihrender Studien Uber vergleichende
Analysen zwischen DMSO und Methanol Protokolle, um die optimale Methodik zur Lagerung

von PBMC-Zeitverlaufsproben zu ermitteln.

Als Ergebnis der finalen Sequenzierungsanalysen sollten die resultierenden Datensatze
schlieRlich anhand verschiedener qualitativer Parameter beurteilt werden. Ein sehr geringer
Anteil an Zellen, welche anhand der Expression von mitochondrialen Genen mit zelluldrem
Stress auf die Behandlung vor der Sequenzierungsanalyse reagierten [23] spricht in
besonderer Weise fur die Integritdt der zellularen Ausgangsproben im Rahmen der zu
testenden Methodik. Daneben gelten die Anzahl der Gene sowie die Anzahl der UMIs pro Zelle
als zwei der wichtiges Kriterien zur Beurteilung der Proben- und Daten-Qualitat [25]. Eine
auBergewoOhnlich hohe Anzahl an Genen pro Zelle wird im Rahmen von Einzelzell-
Sequenzierungsanalysen in der Regel als Hinweis auf eine reduzierte Probenqualitat gewertet
[72]. Ebenso werden Datensatze, welche weniger als 200 bis 300 UMIs pro Zelle aufweisen
als qualitativ mangelhaft betrachtet [34] und gelten als Hinweis auf vorangegangene
Zellschaden [72]. Anhand der im Ergebnisteil beschriebenen Evaluierung der vorliegenden
Sequenzierungsdaten musste nur ein sehr geringer Anteil der untersuchten Einzelzellen auf
Grundlage der empfohlenen Grenzwerte fur Gene und UMIs pro Zelle von den nachfolgenden
Analysen ausgeschlossen werden. Als Gesamtergebnis fur alle untersuchten Spender und
Zeitpunkte, lag die mediane Anzahl an Genen pro Zelle flr die final eingeschlossenen 57.375

Einzelzell-Datensatze in einem Bereich zwischen 2.011 und 2.949, was anhand von
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vorangegangenen Studien mit frisch isolieten PBMCs in etwa der zu erwartende Anzahl
entsprach [23]. Daneben lag die mediane Anzahl an UMIs pro Zelle in einem Rahmen
zwischen 5.405 und 7.740, was im Vergleich zu anderen Studien mit frischen PBMCs ebenfalls
innerhalb des zu erwartenden Bereichs von 800-15.000 lag [25][34].

Insgesamt konnte auf Grundlage einer hohen Zellvitalitat, der erwartungsgemalfen Verteilung
T-zellularer Subtypen und anhand der Evaluierung der resultierenden Einzelzell-
Sequenzierungsdaten eine hohe Probenqualitdt nachgewiesen werden. Auf Basis der
vorliegenden Daten ist somit von der Eignung des zu testenden Protokolls fir die Analyse von

PBMC-Einzelzell-Aktivierungsmustern auszugehen.

6.2 ldentifizierung spezifischer Zelltypen mittels in vitro Aktivierung

Im Anschluss an die Sequenzierungsanalyse und im Rahmen der bioinformatischen
Prozessierung werden die Einzelzelldaten Uber die Expression von spezifischen molekularen
Markern den in der Probe enthaltenen Zelltypen zugeordnet [61]. Im Falle der PBMCs kann
dies aufgrund der geringen Ausgangsexpression von charakteristischen Molekul-Markern fur
manche Zelltypen eine Herausforderung darstellen [47]. Durch die in vitro Behandlung mit
Stimulanzien wie PMA/lonomycin kann die PBMC-Aktivierung artifiziell ausgeldst und in Folge
dessen eine verstarkte Produktion von zelltyp-spezifischen Molekul-Markern, wie
beispielsweise Zytokinen, induziert werden [38]. Ein zentrales Ziel dieser Arbeit bestand auf
Grundlage dessen darin zu erproben, ob im Rahmen von Einzelzell-Sequenzierungsanalysen
eine genauere Aufschlusselung der spezifischen PBMC-Subtypen durch eine zuvor induzierte

in vitro Aktivierung erreicht werden kann.

Da die Daten der Einzelzell-Sequenzierung multidimensional sind, wurden diese fir die
Visualisierung dimensional reduziert und anhand der Gen Expression Profile in Clustern
dargestellt. Hierbei wurde deutlich, dass zum 0 Stunden Zeitpunkt (vor der Aktivierung der
PBMCs) die Grofle und Definierbarkeit der verschiedenen Cluster im Vergleich zu den
spateren Zeitpunkten nach Aktivierung der PBMCs geringer war. Die Cluster der T-Zellen
wiesen zum 4 Stunden Zeitpunkt die hochste Dichte auf, bei den B-Zellen war dies bereits
nach 2 Stunden der Fall. Die Zuordnung der NK-Zellen war zu den friheren 2 und 4 Stunden
Zeitpunkten deutlicher, die der Monozyten eher im Verlauf der 8 Stunden. Die Anzahl der
unspezifischen Expressionsprofilen sank im Verlauf, was auf eine héhere Spezifitdt der
Einzelzell-Expressionsmuster hindeuten kdnnte. Im Vergleich zur Testung von unstimulierten
Zellproben scheint die in vitro Aktivierung der PBMCs somit insgesamt eine effizientere

Zuordnung der enthaltenen Zelltypen zu ermoglichen. Im Hinblick auf kinftige Studien
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erscheint insgesamt ein Zeitintervall zwischen 4 und 8 Stunden nach Aktivierung besonders
aussagekraftig. In Abhangigkeit der jeweiligen Fragestellung kénnten jedoch auch friihere
Zeitpunkte nach der Stimulation betrachtet werden, zum Beispiel wenn ein besonderer Fokus

auf der Funktionalitat der NK-Zellen als Subtypus der PBMCs liegen sollte.

Beispielhaft wurde die T-Helferzellen und deren Zuordnung in weitere Subgruppen anhand
spezifischer Marker und deren Expression zu den unterschiedlichen Zeitpunkten genauer
betrachtet. Die Expression von TFRC, welches die Proliferation von T-Helfer-Zellen fordert [3],
stieg wahrend der Immunaktivierung deutlich an, wobei nach 8 Stunden 30 % der T-Helfer-
Zellen eine Expression aufwiesen. Die RORC und BATF Transkriptionsfaktoren kénnen als
Marker fur Th17 T-Helfer-Zellen herangezogen werden [31]. Im Falle der RORC mRNA konnte
zu den Zeitpunkten 2 und 4 Stunden eine etwas gesteigerte Expression nachgewiesen
werden. Die durchschnittliche Expression des Transkriptionsfaktors BATF erreichte erst nach
8 Stunden die hdchste Expressionsrate, wobei die Anzahl der exprimierenden Zellen mit circa
10 % konstant blieb. Die Expressionsrate von IL-2, welches die Differenzierung zu TH1 und
TH2 fordert [65], stieg im Verlauf der 8 Stunden leicht an, wahrend die Expressionsrate von
IL-5, welches vorrangig von TH2 Zellen sezerniert wird [73], erst zwischen den Zeitpunkten 4
und 8 Stunden eine leichte Steigerung aufwies. Insgesamt zeigten TH1, TH2 und Th17
spezifische Marker somit eine erhdhte Gen-Expression wahrend der Aktivierung im Vergleich
zum Zeitpunkt 0. Da der gewahlte Zeitraum von 8 Stunden zu kurz fur die vollstandige
Differenzierung von T-Zellen ist, die in der Regel eine Stimulation von 24 Stunden voraussetzt
[35], sollte es sich hier bei der Aufschlisselung der Subtypen um bereits vorliegende
differenzierte T-Zellen handeln. Die in vitro Aktivierung fordert also die bessere
Aufschlisselung der Subtypen und kann bei zukiinftigen Studien als Hilfestellung genutzt

werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die in vitro Aktivierung ein Gemisch aus PMA und
lonomycin genutzt, welches intrazellulér die Induktion von Ca?*-abhangigen Signalketten und
eine synergistischen Stimulation der PKC-Aktivitat bewirkt [16]. Eine weitere Mdglichkeit fur
die in vitro Aktivierung besteht beispielsweise in der Verwendung von Lipopolysacchariden
(LPS) [45]. LPS ist ein Endotoxin, welches als verbindendes Element in der Zellwand von
gramnegativen Bakterien eine inflammatorische Reaktion bei Kontakt mit wirteigenen Zellen
auslost [76]. Zu den LPS reaktiven Zellen zéhlen vor allem die Monozyten, welche in Folge
dessen vermehrt proinflammatorische Zytokine ausschiitten und zudem die T-Zell-Aktivierung
Uber ihre Zell-Zell-Kontakte stimulieren [44] [76]. Des Weiteren werden auch B-Zellen und NK-
Zellen durch die LPS-Behandlung stimuliert [13] [36]. Je nach Fragestellung ware aullerdem

eine Antigen-spezifische Stimulation der PBMCs denkbar, wobei hier gezielt bestimmte Zellen
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durch zellspezifische Antigene aktiviert werden [12]. So kdnnte beispielsweise eine Stimulation
mit a-Synuclein Monomeren zur Untersuchung von Immun-assoziierten Prozessen in

Zusammenhang der Parkinson Erkrankung genutzt werden [79].

6.3 Veranderung der Expressionsdaten zwischen den Zeitpunkten

Darilber hinaus sollten am Beispiel der CD4+ T-Zellen die Expressionsprofile von Genen mit
immunregulatorischer Funktion zu den Zeitpunkten vor und nach der Stimulation verglichen
werden. Im Folgenden soll auf vier exemplarische Gene mit ausgepragter

Expressionsveranderung genauer eingegangen werden.

Zwei Gene, welche im Verlauf der Immunaktivierung sowohl eine verringerte Expressionsrate
aufwiesen als auch von einem geringeren Prozentsatz an Zellen exprimiert wurden, sind
CAMK4 und BCL11B. Uber den sogenannten CREMa Transkriptionsfaktor kann das
zugehorige CAMK4-Protein die Expansion von follikularen T-Helfer-Zellen und deren
spezifischen Transkriptionsfaktor BCL6 beeinflussen [68]. Des Weiteren verringert CAMK4 die
Aktivitat von Treg Zellen, sodass es umgekehrt bei einer reduzierten Expression von CAMK4
zu einer erhdhten Aktivierung von Treg Zellen fahrt [40]. Durch die Inhibition von CAMK4 wird
neben der verstarkten Aktivierung von Treg Zellen vermehrt IL-2 produziert, welches fur die
Funktion von Treg Zellen eine bedeutende Rolle spielt [39]. Die richtige Balance zwischen der
Aktivitat von T-Helfer-Zellen und der Regulierung der Immunantwort durch Treg Zellen ist
entscheidend fur die Verhinderung von autoimmunen Prozessen, wobei diese Balance
zugunsten einer vermehrten Treg Aktivierung ausfallt [40]. Die verringerte Expression von
CAMK4 war somit zu erwarten. BCL11B kodiert fur ein C,Hz Zinkfinger Protein und spielt eine
wichtige Rolle bei mehreren Schritten der T-Zell-Entwicklung und -Reifung, vor allem bei der
Regulation von Ausbreitung und Funktion der zytotoxischen T-Zellen [6]. Dazu férdert es durch
die Interaktion mit verschiedenen Co-Faktoren die Transkription von Genen wie /L2 und
FOXP3 oder wirkt als transkriptioneller Repressor auf Gene wie p57 und p271, wodurch
BCL11B als Tumorsuppressor dient [27]. Bei erhdhter Expression von BCL11B wird die
plastische Veranderung von Th17 Zellen verhindert und die supprimierende Wirkung der Treg
Zellen kontrolliert [6]. Bei einem Verlust der BCL11B fuhrt dies zu einer verminderten
Ausbildung von Treg Zellen und einer unkontrollierten Immunreaktion [70]. Eine verringerte
Expression von BCL11B flhrt in den frGhen Stadien der T-Zell-Entwicklung zu Defekten [41].
Zu spateren Zeitpunkten flhrt die Abwesenheit von BCL11B zu einer Umprogrammierung der
T-Zellen zu NK-Zellen ahnlichen Zellen [41]. Zwar ist die Entwicklung der Immunzellen zum
Zeitpunkt der Versuchsreihe bereits abgeschlossen, trotzdem ist die Reduktion von BCL11B

unerwartet, da die Beteiligung von BCL 11B nach der Aktivierung von T-Zellen im Rahmen von
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Transkriptionsaktivierung und -suppression verschiedener Gene bekannt ist [18]. Je nach
Halbwertszeit kbnnen manche Proteine erst nach gewisser Zeit akkurat gemessen werden
[54], wodurch die Zeitspanne von 8 Stunden in dieser Zeitverlaufsuntersuchung fir die

Messung von BCL11B zu kurz sein kénnte.

Eine zunehmende Expressionsrate im Zusammenhang mit der Aktivierung und ein erhdhter
prozentualer Anteil der exprimierenden Zellen wiesen folgende Gene auf: MIR155HG, welches
fur das Vorlaufer-Transkript der microRNA-155 kodiert und vorrangig immunspezifische
Transkripte reguliert [75], und NFKB1 als Teil der NF-kB Transkriptionsfaktor Familie [14]. Fir
die microRNA-155 konnte anhand von vorangegangenen Studien ebenfalls ein Anstieg der
Expressionsrate im Rahmen der CD4+ T-Zellen Aktivierung nachgewiesen werden. Zur
Koordinierung des Aktivierungsprozesses werden Zielgene wie beispielsweise S7100B, ein
Calcium Bindeprotein als Teil von Calcium-gesteuerten Signalwegen, oder LAT2, ein
Transmembranadaptor, welcher in der Feinregulierung der Lymphozyten Aktivierung zum
Einsatz kommt, durch die microRNA reguliert [24]. Eine erhdhte Expression der microRNA-
155, welche hier im Verlauf immer weiter anstieg, wird durch die Anwesenheit von
proinflammatorischen Signalmolekilen wie LPS, Interleukine, Interferone und TNF ausgeldst
[75]. Der Transkriptionsfaktor NFKB71 koordiniert eine vermehrte Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekilen, welche vermehrt Immunzellen
aktivieren und rekrutieren [14]. Beispielsweise sind NK-Zellen in ihrer Ausreifung und
Funktionsweise von NFKB1 abhangig [49]. Aktiviert wird der Transkriptionsfaktor NFKB1 durch
eine Vielzahl an Auslésern, unteranderem proinflammatorische Zytokine, T-Zell-Rezeptor
Aktivierung und B-Zell-Rezeptor Aktivierung [49]. Die Aktivierung des NF-kB
Transkriptionsfaktors fuhrt zu einer vermehrten Aktivierung von MIR155HG und damit
Transkription der microRNA-155, indem NF-kB direkt an die proximale Promotorregion von
MIR155HG bindet [75]. Die erhdhte Expressionsrate und der vermehrte prozentuale Anteil der
exprimierenden Zellen bei beiden Genen entspricht somit den Erwartungen bei einer effektiven

in vitro Aktivierung der Immunzellen.

6.4 Fazit und Ausblick

Die Zielsetzungen dieser Arbeit bestanden in der Erprobung eines mehrschrittigen
Versuchsprotokolls, bei welchem Zellproben zwischengelagert wurden und der Identifizierung
spezifischer Zelltypen nach Aktivierung der Immunzellen mittels Einzelzell-Sequenzierung,
wobei zusatzlich die Expressionsveranderung spezifischer Gene im Rahmen eines

Zeitverlaufs von 8 Stunden dargestellt wurden.
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Das mehrschrittige Versuchsprotokoll beinhaltete die Zwischenlagerung der frisch gewonnen
PBMCs mittels Kryokonservierung und im nachsten Schritt die Fixierung der aktivierten
PBMCs mit Methanol. Durch mehrfache Qualitatskontrollen konnte insgesamt eine hohe
Probenqualitat bei Kombination beider Verfahren nachgewiesen werden. Zukinftig kénnen
also komplexere Versuche mit PBMCs in mehrere Arbeitsschritte aufgegliedert werden, ohne
an Qualitat einzublfRen. Eine vergleichende Analyse zwischen DMSO und Methanol Protokolle
zur Lagerung von PBMC-Zeitverlaufsproben konnte die optimale Lagerungsmethodik

eruieren.

Um die bis dahin erschwerte Aufschliisselung der verschiedenen Zelltypen [47] zu erleichtern,
wurde in dieser Arbeit eine Aktivierung der Immunzellen mittels PMA/lonomycin
vorgenommen. Die nachfolgende Einzelzell-Sequenzierung wurde mit nicht aktivierten
Zellproben und mit aktivierten Zellproben nach 2, 4 und 8 Stunden durchgeflihrt. Anhand der
Cluster Darstellung der spezifischen Zelltypen wurde ersichtlich, dass die Aktivierung eine
bessere Aufschllisselung ermdéglicht. Eine vergleichende Analyse zwischen der Aktivierung
durch PMA/lonomycin und der Aktivierung mit alternativen Stimuli kdnnte die optimale
Methodik der Zellaktivierung fir die weitere Aufschliisselung der Subtypen mittels Einzelzell-

Sequenzierung eruieren.

Die Darstellung der Expressionsveranderung spezifischer Gene war bei Genen, welche einen
Anstieg der Expression durch die Aktivierung erfuhren, genauer. Beispielsweise wurden
spezifische Gene der T-Helfer-Zellen und deren Expressionsverhalten dargestellt, wobei TH1,
TH2 und Th17 spezifische Marker eine erhéhte Gen-Expression wahrend der Aktivierung im
Vergleich zum Zeitpunkt 0 aufzeigten. Auch die genauere Betrachtung der Genexpression wird

durch die Aktivierung der Immunzellen geférdert.

Insgesamt konnte ein mehrschrittiges Versuchsprotokoll mit in vitro Aktivierung der Zellproben
fur die genauere Aufschlisselung der PBMC-Subtypen etabliert werden, welches in

zukunftigen Studien mit PBMCs angewandt werden kann.
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