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Zusammenfassung

Fingolimod (FTY720, Gilenya®), ein funktioneller Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor (S1PR)
Antagonist, ist seit 2011 in der Europaischen Union ein zugelassenes Medikament zur
Behandlung der Multiple Sklerose (MS). Es bewirkt das Zuriickhalten von S1PRi-exprimierenden
Immunzellen im Lymphknoten (LK). U.a. wird der S1PR;i-Rezeptor von unreifen nattrlichen
Killer(NK)-Zellsubpopulationen exprimiert. Flr diese Arbeit wurde daher die Annahme, dass die

Behandlung mit Fingolimod einen reifen NK-Zellphanotyp férdert, untersucht.

Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden Patientinnen und Patienten mit schubférmig
remittierender MS (RRMS) im Rahmen einer klinischen Phase IV Interventionsstudie ein Jahr
taglich mit 0,5mg Gilenya® behandelt. Klinische sowie immunologische Daten wurden 0, 1, 3, 6
und 12 Monate nach Therapiebeginn erhoben. Als primarer Endpunkt galt das
durchflusszytometrisch-bestimmte Verhéltnis von unreifen zu reifen NK-Zellen im peripheren Blut
(PB) zu Beginn und 12 Monate nach Therapiebeginn. Als sekundéare Endpunkte wurde die
Veranderung weiterer NK-Zellsubpopulationen tber den gesamten Studienzeitraum untersucht.
Klinische sekundare Endpunkte umfassten das Mal3 der Krankheitsaktivitat, definiert durch die
Expanded Disability Status Scale (EDSS) und die jahrliche Schubrate (ARR).

Die 17 in die Studie eingeschlossenen Patientinnen und Patienten waren im Mittel 41 Jahre alt.
Der NK-Zellanteil nahm wahrend der Studie zu, wahrend andere angeborene lymphatische Zellen
(,Innate lymphoid cells“, ILCs) abnahmen. Die unreifen CD56""9" NK-Zellen zeigten eine
Reduktion, wohingegen der Anteil besonders reifer CD16*, CD94"°" und NKG2A KIR* CD56%™
NK-Zellsubpopulationen anstieg. In der automatisierten FlowSOM Analyse wurde die Zunahme
eines reifen Metaclusters (MC4) im PB mit einem CD56 CD16"*KIR""NKG2A CD94 CCR7*"
CX3CR1""NKG2C'NKG2D*NKp46'DNAM-1**CD127*-Phanotyp identifiziert. Dies entspricht
einem reifen, eventuell auch weniger funktionell aktiven Phanotyp. Uber den Studienzeitraum
wies die Kohorte einen konstanten EDSS auf und die ARR nahm von 0,68 vor Studienbeginn auf
0,47 wahrend der Studie ab. Es konnte keine Korrelation zwischen Therapieansprechen und NK-

Zellsubpopulationen festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen andere Studien, die ebenfalls eine Fingolimod-
assoziierte Zunahme der NK-Zellen und eine Abnahme der CD56P"" NK-Zellen im PB
beschrieben haben. Dariiber hinaus zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit eine Zunahme
besonders reifer, eventuell auch gealterter und damit weniger funktionell aktiver NK-
Zellsubpopulationen an. Auch wenn diese explorativen Ergebnisse in weiteren phanotypischen
und funktionellen Studien bestétigt werden missen, kdnnte eine Fingolimod-assoziierte Zunahme
von gealterten NK-Zellen zu einer verschlechterten Abwehr gegen Tumorzellen und Pathogene
beitragen.
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Abstract

Fingolimod (FTY720, Gilenya®), a functional Sphingosin-1-Phosphate-Receptor (S1PR)
Antagonist, is since 2011 an approved medication for Multiple Sclerosis (MS) in the European
union. It acts primary by withholding S1PR1 expressing immune cells within the lymph nodes.
Among others, immature natural killer (NK) cells express the S1PR;. For this study the
assumption, that Fingolimod treatment promotes a mature NK-cell phenotype, has been

investigated.

To verify this hypothesis, patients with relapsing-remitting MS (RRMS) were treated orally with
0.5mg Gilenya® daily as part of a clinical phase IV intervention study. Clinical and immunological
data were collected 0, 1, 3, 6 and 12 months after therapy initiation. The primary endpoint was
the ratio of immature to mature NK cells in the peripheral blood (PB) at baseline and 12 months
after treatment initiation measured with flow cytometry. Secondary endpoints included the
alterations of further NK cell subpopulations over the entire study period. Clinical secondary
endpoints comprised the degree of disease activity defined by the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) and the annualized relapse rate (ARR).

The 17 patients included in the study were in average 41 years old. We observed that the NK cell
fraction increased during the trail, while the other innate lymphoid cells (ILCs) decreased.
Moreover, while immature CD56°9" NK cells diminished, mature CD16*, CD94"°" and
NKG2AKIR* CD569™ NK cell subpopulations increased. The unsupervised FlowSOM analysis
revealed the accumulation of a mature metacluster (MC4) in the PB, which displayed a CD56"
CD16"™KIR*"NKG2A CD94 CCR7*"CX3CR1""NKG2C'NKG2D*NKp46'DNAM-1**CD127*-

phenotype. This phenotype represents a mature, probably less functional active population. The
EDSS remained stable during the study and the ARR decreased from 0.68 before baseline to
0.47 during the trail. No correlation between treatment response and NK cell populations could

be determined.

The results of the present thesis confirm previous reports on an increase of NK cells and a decline
of CD56P"9" NK cells in PB of fingolimod-treated patients. Moreover, the data presented here
indicates an increase of mature or even aged and less functional NK cell populations. Even
though the results need to be confirmed in lager phenotypic and functional studies, it could be
speculated that a fingolimod-associated expansion of aged NK cells might lead to an impaired

defense against tumor cells and pathogens.
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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende und im Verlauf
zunehmend degenerative Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) [1]. Weltweit leiden
ca. 2,8 Millionen Menschen an dieser Erkrankung, wobei Frauen doppelt so haufig betroffen sind

wie Manner [2].

Auf Grund der multifokalen Lokalisation von entzindlichen, demyelinisierenden ZNS-L&sionen,
umfassen die Symptome von MS-Patientinnen und -Patienten diverse neurologische Defizite, wie
Sehstdrungen, Muskelschwéache, Sensibilitatsstérungen und Fatigue [3]. Um die Diagnose MS
anhand der 2017 revidierten Fassung der McDonald Kriterien [4] stellen zu kénnen, muss (1) eine
klinische Symptomatik vorliegen bzw. vorgelegen haben, (Il) eine r&umliche und zeitliche
Dissemination von ZNS-Lasionen nachgewiesen werden und (lll) andere Ursachen fir die

klinischen und paraklinischen Befunde ausgeschlossen werden (,no better explanation®) [5].

Die MS kann in verschiedene Verlaufsformen unterteilt werden [6, 7]. 85% der Betroffenen
erkranken an der schubformig remittierenden MS (,relapsing-remitting“, RRMS). Bei dieser
Verlaufsform treten MS-Schibe mit neuen neurologischen Symptomen oder mit einer
Verschlechterung bzw. dem Wiederauftreten von Symptomen eines vorherigen
demyelinisierenden Ereignisses auf, die sich nach einigen Tagen bis Wochen partiell oder
vollstandig zuriickbilden (Remission) [4]. Wird hingegen von Erkrankungsbeginn an eine
Behinderungszunahme festgestellt, wird die Verlaufsform als primar progrediente MS (,primary
progressive®, PPMS) klassifiziert [4]. In einem Grol3teil der Falle geht auch die RRMS innerhalb
von mehreren Jahrzehnten in eine progrediente Verlaufsform Uber [4]. Dieses
Erkrankungsstadium wird als sekundar progrediente MS (,secondary progressive“, SPMS)
bezeichnet [4].

Zur systematischen Erfassung der Krankheitsaktivitdt werden verschiedene standardisierte
Scores und Parameter mit unterschiedlich hoher Reliabilitéat verwendet [5, 8]. Haufig eingesetzt
werden in diesem Zusammenhang die Expanded Disability Status Scale (EDSS) [9], die jahrliche
Schubrate (annualised relapse rate, ARR) und der MS Functional Composite (MSFC) [10]. Des
Weiteren werden gerade in friihen Erkrankungsstadien Surrogatparameter hinzugezogen. Hierzu
zahlt in erster Linie die Auswertung MS-typischer Veranderungen in der
Magnetresonanztomographie (MRT), wie z.B. neue bzw. sich vergroBernde T2-Lasionen,

kontrastmittelaufnehmende T1-Lasionen oder sog. ,black holes* in der T1-Gewichtung [5]. Der



Einleitung 4

verschiedene Parameter kombinierende Endpunkt ,kein Hinweis auf Krankheitsaktivitat-3“ (“no
evidence of disease activity-3“, NEDA-3) st definiert als Schubfreiheit, keine
Behinderungsprogression und keine neuen T2 und/oder Gadolinium-aufnehmenden T1 L&sionen
[5, 11]. Bei NEDA-4 wird zusatzlich der Parameter ,keine Giber das normale Maf3 hinausgehende

Hirnatrophie® erganzt [12].

Trotz intensiver Forschung ist die genaue Pathogenese der MS weiterhin unklar. Es wird von
einer multifaktoriellen Genese mit genetischer Pradisposition, modulierenden Umweltfaktoren
und einer Immundysbalance ausgegangen [13]. Die Schlisselrolle wurde lange Interferon-
gamma (IFN-y) produzierenden CD4" T-Helfer-1-Zellen (TH1-Zellen) mit einer autoimmunen
Aktivitat gegen Myelin im ZNS zugeschrieben [3]. Aktuelle Konzepte gehen von einer komplexen
multizellularen Krankheitsgenese mit einer Neuroinflammation nicht nur durch die TH1-Zellen,
sondern auch durch CD8"* T-Zellen und CD4* TH17-Zellen, B-Zellen und Zellen des angeborenen
Immunsystems sowie im ZNS ortsanséssigen Mikroglia und Astrozyten aus [14].

1.2 NK-Zellen und ihre Rolle in der MS

NK-Zellen wurden in den 70er Jahren entdeckt und zunéchst als Tumorzellen-lysierende
Effektorzellen beschrieben [15]. Sie besitzen die Fahigkeit frihzeitig, ohne vorherige
Antigenexposition, nicht-kdrpereigene oder infizierte kdrpereigene Zellen zu identifizieren und
abzut6ten [16]. AuRBerdem konnen sie sowohl auf Zellen des angeborenen wie auch auf Zellen
des erworbenen Immunsystems regulatorisch einwirken [17, 18]. Humane NK-Zellen werden
orientierend an dem Expressionsgrad von CD56 (neurales Zelladh&sionsmolekul-1, NCAM1)
traditionell in die zytotoxischen CD569™ NK-Zellen, die 90% der NK-Zellen im peripheren Blut
(PB) ausmachen und die regulatorischen CD56""" NK-Zellen, die die restlichen 10% der NK-
Zellen im PB darstellen und in sekundaren lymphatischen Organen (SLO) dominieren, unterteilt
[19, 20].

Neben den NK-Zellen wurden in den letzten 2 Jahrzehnten weitere Immunpopulationen des
angeborenen Immunsystems identifiziert, die man mit dem Begriff ,angeborene lymphatische
Zellen® (,Innate lymphoid cells®, ILCs) als gemeinsame Entitdt zusammenfasste [21]. ILCs
exprimieren keine antigenspezifischen Rezeptoren (CD4, CD8, CD19, CD20) und lassen sich
anhand ihres Zytokin-Repertoires sowie der zur Reifung benotigten Transkriptionsfaktoren in drei
Gruppen einteilen. NK-Zellen werden der IFN-y produzierenden ILC-Gruppe 1 zugeordnet, deren

Reifung vom Transkriptionsfaktor , T-box expressed in T cells” (t-bet) abhangt [22, 23].
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Die Rolle der NK-Zellen in der MS wurde in zahlreichen murinen und humanen Studien
untersucht. Im Mausmodell der MS, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
wurden widersprichliche Ergebnisse zur Rolle der NK-Zellen in der Pathogenese der EAE
erhoben. In mehreren Studien konnte nach der Reduktion funktionsfahiger NK-Zellen eine
Verschlechterung des EAE-Krankheitsverlaufes beobachtet werden [24-28]. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen gibt es Untersuchungen, die ein verringertes Ausbrechen oder einen

milderen Verlauf der EAE unter diesen Bedingungen berichten [29-33].

Erste humane Studien konnten NK-Zellen in ZNS-L&sionen von MS-Patientinnen und -Patienten
nachweisen [34]. Im PB wurde bereits vor mehreren Jahrzehnten eine MS assoziierte Reduktion
der NK-Zellzahl sowie eine Reduktion der funktionellen Aktivitat (FA) der NK-Zellen beschrieben
[35-38]. In einigen Studien konnten diese Befunde allerdings nicht validiert werden [39, 40]. Eine
longitudinale Studie von Kastrukoff et al. [41] liefert eine mégliche Erklarung fur die differierenden
Ergebnisse bezuglich der FA der NK-Zellen: Es konnte gezeigt werden, dass die FA von NK-
Zellen zyklisch schwankt und somit je nach Messzeitpunkt auch eine hohe FA gemessen werden
konnte. Im Durchschnitt war die FA in dieser Studie jedoch ebenfalls bei MS-Patientinnen und -
Patienten signifikant geringer als bei gesunden Kontrollpersonen [41]. Das Auftreten von
Lasionen in der MRT-Bildgebung war mit einer Reduktion der FA assoziiert [41]. Weitere
Hinweise auf eine reduzierte FA der NK-Zellen wahrend der MS liefert die hohere Expression des
inhibierenden Rezeptors KIR2DL5 auf NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten [42] sowie
die niedrigere IFN-y Produktion [43]. Ebenso wird der Chemokin-Rezeptor CXsCR1, der eine
Migration in das ZNS vermittelt, weniger auf NK-Zellen von Betroffenen als von Gesunden
exprimiert [44]. Es gibt zahlreiche Belege, dass auch bei vielen anderen Autoimmunerkrankungen
numerische und funktionelle Defizite der NK-Zellen vorliegen [45]. Diese Erkenntnisse implizieren
eine protektive Rolle der NK-Zellen bei autoimmunologischen Prozessen, die im Rahmen der

jeweiligen Erkrankung eingeschrankt sind.

Im Bezug auf die MS-Immunpathogenese gibt es Evidenz fir die Stérung der NK-Zell-vermittelten
Regulation von autoreaktiven T-Zellen. So ist z.B. die DNAM-1-CD155 und die CD94/NKG2A-
HLA-E Interaktion auf NK- und T-Zellen bei MS-Patientinnen und -Patienten verandert [46, 47].
Wahrend der Remission wird die regulatorische NK-Zell-Aktivitat vermutlich wiederhergestellt. So
wurde in diesem Krankheitsstadium eine erhdhte Frequenz von CD95" NK-Zellen beobachtet, die
ex-vivo die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen hemmen konnten [48]. (schematische

Darstellung der Erkenntnisse aus humanen Studien, siehe Abbildung 1)
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Abbildung 1. Rolle der NK-Zellen in der Pathogenese der MS (eigene Darstellung).

Links sind untersuchte Stérungen der NK-Zell vermittelten Regulation von T-Zellen und weitere Veranderungen des
NK-Zellphanotyps, die eine geringere funktionelle Aktivitat (FA) der NK-Zellen implizieren kénnten, dargestellt. Auf der
rechten Seite sind mégliche Unterschiede in der FA der NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten wahrend eines

Schubes (oben) und wahrend der Remission (unten) dargestellt. Abbildung erstellt mit Biorender.

Schwangere MS-Patientinnen erleben i.d.R. eine Reduktion der MS-Krankheitsaktivitat, die mit
einer Zunahme der CD56P"9" Population im PB korreliert [49]. Ebenso induzieren einige MS-
Medikamente, wie Daclizumab, Interferon-beta, Dimethylfumerat und Alemtuzumab einen
Anstieg des CD569" Anteils im PB [50-58]. Fur Daclizumab und Dimethylfumerat gibt es zudem
Hinweise, dass die NK-Zell Zytotoxizitdt gegeniber autoreaktiven T-Zellen durch die
Medikamente zunimmt [52, 59]. In zwei Interventionsstudien mit Daclizumab wurde eine
Korrelation zwischen dem Anstieg der CD56""" Population und dem Ansprechen auf das
Medikament sowie der Anzahl von neuen bzw. vergroRerten KM-aufnehmenden L&sionen
festgestellt [50, 53]. Diese Erkenntnisse sprechen dafiir, dass insbesondere die CD5619" NK-

Zellen eine protektive Rolle in der MS-Pathogenese einnehmen und diese in der MS gestort ist.

Wahrend zu den CD569" NK-Zellen vergleichsweise viele Erkenntnisse vorliegen, ist die Rolle

der CD56%™ weitgehend ungeklart. In einigen Studie wurde ein erhdhter Anteil an CD569™ NK-
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Zellen im PB von Betroffenen im Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen [60, 61]. Die
CD569™ typische antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC), die als Ursache fiir
perivaskulare Demyelinisierung in ZNS-L&sionen beschrieben wurde [62] und Hinweise auf ihren
Beitrag zur Neurodegeneration [63], lassen eine schadliche Rolle der CD56%™ NK-Zellen im
Krankheitsverlauf vermuten [64]. Zusammenfassend, ist auf Grundlage vieler Studien ein
protektiver Stellenwert der CD56""" NK-Zellen in der Pathogenese der MS anzunehmen [47, 49-
58, 65]. Wohingegen basierend auf einer begrenzten Studienlage [60, 62] ein unglnstiger
Einfluss der CD56%™ NK-Zellen auf den Verlauf der MS zu vermuten ist. Um die grobe Einteilung
in CD56°" und CD56%™ NK-Zellen zu erweitern, sollten in zukiinftigen Studien auch

subgruppenspezifische und im Verlauf schwankende Effekte bedacht werden.

1.3 Fingolimod und sein Effekt auf NK-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten, die mit
Fingolimod (FTY720, Gilenya®) behandelt wurden, untersucht. Fingolimod wurde 2011 als erstes
orales MS-Medikament von der Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA) zugelassen [66]. In
mehreren grofen randomisierten klinischen Studien konnte seine Effektivitat im Vergleich zu
Placebo bzw. Interferon-f 1a gezeigt werden [67-69]. Fingolimod reduzierte die ARR um 48-54%
im Vergleich zu Placebo bzw. Interferon- 1a [67-69]. Als Wirkmechanismus ist ein funktioneller
Antagonismus von vier der funf Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren(S1PR), der S1PRjg3s,
beschrieben [70]. Ein korpereigener Ligand des G-Protein-gekoppelten S1PR ist das
Lysophospholipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P), das die Lymphozytenmigration, -proliferation
und -adhdsion moduliert sowie Einfluss auf die Angiogenese, GefaRRstabilitat und die
Embryogenese hat [71]. S1PR; ist u.a. ein chemotaktischer Rezeptor, der den Austritt von
Immunzellen aus dem lymphatischen System vermittelt [72, 73]. Nach einer Phosphorylierung
kann auch Fingolimod an den S1PR; binden und induziert eine Hyperaktivierung, Internalisierung
und den Abbau des Rezeptors [74]. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von S1PR1 exprimierenden
Zellen in den Lymphknoten (LK) [75] und verhindert die Einwanderung dieser Zellen ins ZNS. Zu
den in den LK sequestrierten Zellen zahlen naive T-Zellen, zentrale T-Gedachtniszellen (central
memory T cells, TCM) sowie B-Gedachtniszellen [76-80]. Regulatorische B- und T-Zellen kénnen
jedoch auch unter der Fingolimod-Therapie ungehindert im PB und den SLO zirkulieren [76, 78,
80, 81].

Wahrend die Gesamtzahl der T- und B- Zellen unter der Fingolimod-Therapie abnimmt, steigt der
Anteil an NK-Zellen im PB im Vergleich zu unbehandelten, oder mit anderen MS-Medikamenten
behandelten Personen und gesunden Kontrollen an [82-84]. Auch in longitudinalen Studien

konnte eine Zunahme des NK-Zellanteils im PB von ca. 10% bei Baseline auf Giber 40-50% unter
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der Therapie eruiert werden [81, 85]. Innerhalb der NK-Zellpopulation steigt das
CD56""9"/CD569™M Verhaltnis zugunsten der CD56%™ im Verlauf der Fingolimod-Therapie an [84,
86, 87]. In absoluten Zahlen hat Fingolimod hingegen keinen Effekt auf CD569™ NK-Zellen,
wahrend CD56M9" NK-Zellen abnehmen [88, 89]. Zum Zeitpunkt der Planung dieser Studie waren
erst zwei Querschnittsstudien zum Thema NK-Zellen und Fingolimod verdoffentlicht [82, 83]. Es
fehlten longitudinale klinische Studien und Analysen des NK-Zellphanotyps von Patientinnen und

Patienten mit Fingolimod-Therapie.

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit und Bedeutung fiur das Fachgebiet

Die signifikante Reduktion zirkulierender T- und B-Zellen in die SLO und die daraus resultierende
Zunahme des NK-Zellanteils im PB unter einer Fingolimod-Therapie um das mehr als 4-fache
[83] macht die detaillierte Untersuchung dieser Immunpopulation interessant. Wahrend auch der
Anteil an zirkulierenden CD56P"9" NK-Zellen signifikant abnimmt, verbleiben die CD569™ NK-
Zellen im PB [82]. Die Untersuchung von NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie kann somit auch
als Forschungsparadigma zum besseren Verstandnis der Rolle der CD56%™ NK-Zellen in der MS-
Pathogenese dienen. Die Studienlage zum Zeitpunkt der Planung des vorliegenden
Forschungsprojektes war sehr begrenzt. Zur Validierung der ersten Ergebnisse aus zwei
Querschnittsstudien [82, 83] waren weitere Studien mit gré3eren Kohorten nétig. Ebenso fehlten
longitudinale Daten sowie detaillierte phanotypische und funktionelle Studien, die eine genauere
Einordnung der Rolle der NK-Zellen auf den Therapieerfolg bzw. das Auftreten von

Nebenwirkungen ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Fragestellung untersucht, ob der S1PR-Modulator
Fingolimod NK-Zellen mit einem bestimmten Phanotyp férdert und diese Veranderungen mit dem
Therapieansprechen oder den Nebenwirkungen korrelieren. Da wahrend der Reifung der NK-
Zellen die Expression des S1PR;-Rezeptors abnimmt [90, 91], ist eine Zunahme besonders reifer
NK-Zellen im PB zu vermuten. Entsprechend wurde in dieser Studie von folgender Hypothese
ausgegangen: Fingolimod induziert die Zunahme der Frequenz reifer NK-Zellen im PB von MS-
Patientinnen und -Patienten. Das Ziel dieser Studie bestand in der Charakterisierung des NK-
Zell-Phanotyps von MS-Patientinnen und -Patienten innerhalb von 12 Monaten Fingolimod-
Therapie. Diese Arbeit soll hiermit einen Betrag zur Beantwortung folgender Fragen leisten:

e Welche Rolle spielen die NK-Zellen und insbesondere die CD56%™ Population wahrend

einer Fingolimod-Therapie in der MS-Pathogenese?
o Welche Rolle spielen die NK-Zellen als Surrogatmarker fur das Therapieansprechen?
o Welche Rolle spielen die NK-Zellen fur den Ausbruch/Verhinderung von Fingolimod-

assoziierten Nebenwirkungen?
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2 Methodik

2.1 Studiendesign

Um den Effekt von Fingolimod auf NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten zu
untersuchen, wurde 2013 eine offene klinische Phase IV Interventionsstudie mit Vergleich von
Baseline zu verschiedenen Behandlungsphasen geplant. Die Studie (Eudra-CT:2012-000,411-
91; NCT 01790269) wurde von der lokalen Ethikkommission (Approval ID: 12/9543-EK)
genehmigt und wurde im Einklang mit der Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis [92, 93], der aktualisierten Deklaration von Helsinki zu
ethischen Grundséatzen fir die medizinische Forschung am Menschen [94], der Richtlinie der
.international conference on harmonization of good clinical practice [95] und dem deutschen
Gesetz durchgefuihrt. Es wurden 18- bis 65-jdhrige, an RRMS (definiert je nach
Diagnosezeitpunkt mit den 2010 bzw. 2017 revidierten McDonald Kriterien [4, 96]) erkrankte
Patientinnen und Patienten in die Studie eingeschlossen, bei denen eine Indikation fiir eine
Fingolimod-Therapie vorlag und keine Kontraindikationen entsprechend der Fingolimod-
Fachinformation [97] bekannt waren. Weiteres Einschlusskriterium war ein EDSS < 6 [9].
Ausgeschlossen wurden Personen mit MS, die eine immunsuppressive Behandlung in den
letzten 3 Monaten vor Studienbeginn mit Natalizumab erhalten hatten. Ein weiteres
Ausschlusskriterium war eine Therapie mit anderen Immunsuppressiva auf3er Prednisolon in den
letzten 6 Monaten oder ein Schub innerhalb der 30 Tage vor der Screening-Visite. Die
Rekrutierung erfolgte am NeuroCure Clinical Research Center (NCRC) der Charité -
Universitatsmedizin Berlin mittels Kontaktierung von Patientinnen und Patienten, die im NCRC
behandelt werden, sowie von Personen mit MS, die Interesse an einer klinischen Studie bekundet

hatten.

Innerhalb der 12-monatigen Studie wurden die Studienteilnehmerinnen und Studienteilnehmer
nach ausfiuhrlicher Aufklarung und schriftlicher Einwilligung taglich mit 0,5mg Kapseln Fingolimod
(Gilenya®) behandelt. Die erste Einnahme erfolgte 4 Wochen nach einer Screening-Visite im
Studiencenter. Hierbei wurden die empfohlenen Sicherheitsvorgaben inkl. 6-stiindigem 12-Kanal-
EKG-Monitoring und stiindlicher Blutdruck- und Herzfrequenzkontrolle eingehalten. Nach
Screening und Therapiebeginn folgten vier weitere Visiten, nach 1, 3, 6 und 12 Monaten, sowie
ungeplante zusatzliche Visiten bei Wunsch der Patientinnen und Patienten, schwerem Schub
oder Auftreten von Nebenwirkungen. Bei jeder Visite wurden eine standardisierte Anamnese und
eine Kklinisch-neurologische Untersuchung von approbierten Studienarztinnen und -arzten der AG
Klinische Neuroimmunologie des NCRC durchgefiihrt. Zuséatzlich erfolgte die Abnahme eines

Sicherheits- und Forschungslabors. (Abbildung 2)
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Abbildung 2. Studiendesign (eigene Darstellung).

Die Screening-Visite erfolgte 4 Wochen vor Therapiebeginn und beinhaltete das Eruieren der Ein- und
Ausschlusskriterien (links oben aufgelistet). Ab der Baseline-Visite (Visite 0) wurden die Patientinnen und Patienten fir
ein Jahr taglichen mit 0,5mg Fingolimod (Gilenya®) behandelt. Die weiteren Visiten folgten 1, 3, 6 und 12 Monate nach
Therapiebeginn. Zu jeder Visite wurden klinische und immunologische Daten erhoben (siehe rechts oben). Die
Indikationen fur eine zusétzliche Visite sind mittig aufgefiihrt. Abbildung erstellt mit Biorender.

Als primarer Endpunkt wurde der Anteil an unreifen NK-Zellen innerhalb der gesamten NK-
Zellpopulation vor und 12 Monate nach Fingolimod-Behandlung festgelegt. Die sekundaren

Endpunkte beinhalteten sowohl immunologische wie klinische Endpunkte.

Die immunologischen sekundéren Endpunkte umfassten:
¢ den NK-Zellanteil innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation zu allen Visiten,
e den Anteil an unreifer NK-Zellen innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu allen
Visiten sowie
e den Anteil an NK-Zellen mit bestimmten aktivierenden oder einen Reifezustand

beschreibenden Rezeptoren innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu allen Visiten.

Zu den klinischen sekundaren Endpunkten zahlte die ARR verglichen mit der ARR der 24 Monate
vor Studienbeginn und der Grad der Behinderung ermittelt anhand des EDSS [9].

In einem weiteren Schritt sollten Verdnderungen von NK-Zellpopulationen mit dem Klinisch-
ermittelten Therapieansprechen, anhand der ARR und der Verdnderung des EDSS, korreliert

werden.
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2.2 Erhebung der klinischen Daten

Zwischen September 2013 und Juli 2018 wurden insgesamt 21 RRMS-Patientinnen und -
Patienten am NCRC der Charité — Universitatsmedizin Berlin in die prospektive Studie
eingeschlossen. Die Studienkohorte reduzierte sich aufgrund inakzeptabler Risiken bei
Reevaluation der Risiko-Nutzen-Bewertung bzw. unzureichender Probenqualitat in 5 Fallen:

e 2 Patientinnen und 1 Patient hatten die Fingolimod-Einnahme auf Grund erhéhter
Leberenzyme (Toxizitatsgrad = 3 gemaf den ,Common Toxicity Criteria“ (CTC) [98]) bzw.
Lymphozytopenie (< 0,2/nl) frihzeitig beenden mussen.

¢ Bei einem Patienten war die Probenqualitat aller Visiten unzureichend, sodass er vor
Beginn der Analyse ausgeschlossen wurde.

e Bei einem Patienten wurden nur 4 der 5 Zeitpunkte in die Auswertung miteinbezogen, da
die Fingolimod-Therapie nach Uber 6 Monaten (nach Visite 3) auf Grund einer
Lymphozytopenie (< 0,2/nl) beendet werden musste.

Insgesamt wurden somit die Daten von 17 Patientinnen und Patienten ausgewertet.

Bei jeder Visite sowie bei zusatzlichen Visiten wurde eine klinisch-neurologische Untersuchung
durchgefuhrt und ein anonymisierter standardisierter Prifbogen in Papierform mit Angaben zu
den klinischen Parametern wie EDSS, Schubverlauf und unerwiinschten Ereignissen (,adverse
events®, AE) ausgefillt. AEs umfassen negative medizinische Zeichen, die eine Patientin oder
ein Patient, die/der ein Prifprodukt einnimmt in zeitlichen Korrelation zu dieser Einnahme
erleiden, ohne das eine kausale Beziehung zu der Einnahme bestehen muss [99]. lhre
Klassifikation in mild, mittelschwer und schwer wurde vor Studienbeginn wie folgt definiert:
o mild: AE wird vom Patienten als mild eingeschatzt.
o mittelschwer: AE wird vom Patienten als stérend empfunden und schrankt sie/ihn in
ihrer/seiner Alltagsaktivitat ein.
e schwer: AE verursacht erhebliche Einschrénkungen der Alltagsaktivitat der/des
Patientin/Patienten.
Als schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse (,serious adverse events“, SAEs) wurden AEs
eingeordnet, die zu einer Krankenhauseinweisung, anhaltender Behinderung und/oder dem Tod

fuhrten.

Die klinischen Daten wurden anonymisiert und passwort-geschiitzt in die browserbasierte

Forschungsdatenbank REDCap ubertragen.
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2.3 Erhebung der immunologischen Daten

Zur Erhebung der immunologischen Daten wurden zunéchst die peripheren mononukledren
Zellen (PBMCs) aus dem heparinisierten Vollblut (Forschungslabor) der Patientinnen und
Patienten isoliert und diese zur langfristigen Lagerung kryokonserviert. So konnten, trotz
longitudinalem Studiendesign, alle Blutproben einer Person am selben Studientag gemessen
werden. Dies sollte einen Bias durch heterogene Bedingungen der durchflusszytometrischen

Messungen an unterschiedlichen Experimentiertagen (sog. Bartch-Effekt) verhindern.

Zur Vorbereitung der durchflusszytometrischen Messungen erfolgte (I) das finale Design des
Multicolor-Antikdrper-Panels, (lI) die Bestimmung der optimalen Antikbrperkonzentrationen
mittels  Titrationsexperimenten,  (lll) die  Anpassung der automatisch-erstellten
Kompensationsmatrix sowie (IV) die Entwicklung einer Gating-Strategie. Im Anschluss wurden
verschiedene Oberflachenmolekiille auf den Immunzellen mit Fluorochrom-gekoppelten

Antikdrpern (Markern) markiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen.

2.3.1 PBMC-Isolation und Kryokonservierung

Als Forschungslabor wurden 30ml peripher-vendses Vollblut von den Studienpatientinnen und -
patienten bei jeder geplanten Visite (0, 1, 3, 6 und 12 Monate nach Therapiebeginn) in ein
heparinhaltiges Rohrchen abgenommen. Zunéchst wurde das Vollblut im 1:1 Verhéltnis mit
Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) versetzt. Die PBMCs wurden dann mittels einer
Dichtegradienten-Zentrifugation vom Rest der Blutprobe (Erythrozyten, Granulozyten, Plasma
und Thrombozyten) getrennt [100]. Die milchige Interphase mit den PBMCs konnte nach
Schichtung von 25ml verdinnten Vollblutes auf 15ml Biocoll-Losung (Dichte von 1,077g/ml,
Biochrom GmbH) und anschlieBender Zentrifugation (bei 760g fir 20 Minuten ohne
Dezeleration), leicht entnommen werden [100]. Die Zellen wurden mittels PBS und
Waschmedium (RPMI 1640 Medium mit 1% N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure
(HEPES) und 5% fotalem Kalberserum (FCS) weiter aufgereinigt.

Zur Vorbereitung des Einfrierens wurde zunéchst der Gefrierbehalter (Mr. Frosty, Thermofisher,
Waltham) auf 4°C runtergekuhlt und das Einfriermedium (10% Dimethylsulfoxid (DMSO) und 20%
FCS in RPMI 1640 Medium mit 1% HEPES) auf Eis platziert. Die Zellzahl der aufgereinigten
PBMCs wurde mittels Neubauer Zahlkammer abgeschatzt [101]. Jeweils 7,5x10° Zellen pro
Kryoréhrchen wurden, verdinnt mit Einfriermedium, aliquotiert und danach umgehend in den
Gefrierbehalter Uberfihrt. Dies war ein zeitkritischer Schritt, da DMSO bei Raumtemperatur
zytotoxisch wirkt [102]. In dem Gefrierbehalter erfolgte eine graduierte Abkihlung um 1 °C pro

Minute auf zunachst -80°C. Am Folgetag konnten die Proben in Tanks mit flissigem Stickstoff



Methodik 13

(Temperatur ca. -168°C) Uberfiihrt und dort bis zur Durchflihrung der durchflusszytometrischen

Experimente verwahrt werden.

2.3.2 Vorbereitung der durchflusszytometrischen Experimente

Auf der Grundlage eines Multicolor-Antikdrper-Panels aus unserer Arbeitsgruppe [103], welches
zur Charakterisierung des NK-Zellphanotyps bei schwangeren MS-Patientinnen unter
Verwendung des LSR Fortessa™ Durchflusszytometers (BD Pharmigen, Heidelberg) etabliert
wurde, wurde das Panel fur das vorliegende Promotionsprojekt weiterentwickelt (Tabelle 1).
Hierfur wurde das neuere Durchflusszytometer Cytoflex LX (Beckman Coulter, Brea) genutzt.
Aufgrund von Schwierigkeiten mit der Kompensation des antiCD27-Antikérpers wurde dieser flr
das neue Panel ausgeschlossen. Entsprechend der vorliegenden Fragestellung wurde er durch
den Reifegrad-charakterisierenden KIR-Rezeptor [104] ausgetauscht. Des Weiteren wurde
Verbesserungspotential beim Viabilitatsfarbstoff gesehen. Ein alternativer Viabilitatsfarbstoff
konnte mit dem Laser ,nahe UV* gemessen werden, der eine bessere Diskriminierung zwischen
lebenden und toten Zellen versprach. Dies bedingte allerdings die Nutzung eines anderen
antiCD16-Antikorpers, der zuvor diesen Detektionskanal belegte. Fur die neuen drei Antikdrper
wurde die passende Konzentration mittels Titrationsexperimenten ermittelt. Hierfir wurden
kryokonservierte PBMCs gesunder Kontrollpersonen verwendet und diese nach den in Abschnitt

2.3.3 und 2.3.4 beschriebenen Protokollen aufgetaut und gefarbt.

Tabelle 1. Panel-Design fur die 14-Marker-NK-Zell-Phanotypisierung unter
Verwendung des CytoFLEX LX Durchflusszytometers (eigene Darstellung)

Laser (nm) BP Antikorper Fluorochrom Verdinnung
Filter?

nahe UV 450/45  L/D UV blau-fluoreszierender ~ 1/1000

(375) Reaktivfarbstoff

Violett (405) 450/45  CCRY Bv421 1/25
525/40 NKG2D BV510 1/20
610/20 CX3CR1 BV605 1/50
660/20 NKp46 BV650 1/100
763/43  CD127 BV785 1/25

Blau (488) 525/40 NKG2C Alexa488 1/100
690/50 DNAM1 PerCP/Cy5.5 1/50

Gelb/Griun 585/42  KIR (KIR2DL1/DS1) PE 1/40

(561) 610/20 CD56 PE/Dazzle594 1/200
764/43  NKG2A PE/CY7 1/100

Rot (640) 660/20 CD9%4 APC 1/50
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712/25 Lineage (CD3, CD19, Alexa700 1/100, 1/100,
CD14, CD20) 1/400, 1/1600
763/43 CD16 APCfire750 1/40

Auf die Laser des Cytoflex LX (nahe UV, Violett, Blau, Gelb/Grin und Rot) wurden die fluoreszenzgekoppelten
Antikdrper (vollstandige Bezeichnungen finden sich der tbersichtlichkeitshalber im Abkirzungsverzeichnis) verteilt.
Die Verdiunnungsverhaltnisse ergaben sich aus in unserem Labor durchgefiihrten Titrationsexperimenten und
beziehen sich auf ein Gesamtvolumen von 50l.

! band-pass (BP) Filter

AuRerdem wurde vor Messung der Patientinnen-/Patientenproben das neue Panel getestet und
eine passende Kompensationsmatrix angelegt. Hierfir wurden ebenfalls kryokonservierte
PBMCs gesunder Kontrollpersonen verwendet. Die Kompensationsmatrix dient der Korrektur von
spektralen Uberlappungen zwischen Fluorochromen, die zu einem Spillover, also falsch-positiven
Signalen in einem fur ein Fluorochrom nicht charakteristischen Detektionskanal, fihren [105]. Die
Korrekturen wurde auf Grundlage von Einzelfarbungen in der FlowJo software 10.4 (FlowJo LLC,
Ashland) automatisiert berechnet und im Einzelfall unter Beriicksichtigung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) der Positiv- und Negativ-Population manuell optimiert [105]. Der
nachste wichtige Schritt zur Verbesserung der Probenqualitat und spateren Analyse der
immunologischen Teilpopulationen beinhaltete die Etablierung einer Gating-Strategie [106], die

der Abbildung 3 zu entnehmen ist.

2.3.3 Auftauen der Zellen

Vor Beginn jedes durchflusszytometrischen Experimentes wurden die entsprechenden Proben
aus den fliissigen Stickstoff-Tanks in ein 37 °C warmes Wasserbad Uberfuhrt und in diesem fir 8
Minuten aufgetaut. Danach wurde die Zellsuspension zigig mit einem warmen Auftaumedium
(RPMI + 10% FCS) gewaschen, um das DMSO zu entfernen [107, 108]. Im Anschluss wurde die
Probe mit PBS gemischt, die Zellzahl mittels Neubauer Zahlkammer abgeschéatzt und jeweils

etwa 1,2x10° Zellen in ein Micronic-Rohrchen gegeben.

2.3.4 Farbung von Oberflachenmolekilen

Die mit PBS gemischte Zellsuspension wurde zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Danach
wurden die Zellen fur 5 Minuten mit jeweils 50ul FC blockierendem Reagenz (Miltenyi Biotec, B.
Gladbach) inkubiert, um etwaige unspezifische Bindungen von Antikdrpern an FC-Rezeptoren zu
verhindern [109]. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen fiir 30 Minuten im Dunklen mit
,LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kits“ (Thermo Fisher, Waltham) inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt erfolgte die Farbung der Zellen mit verschiedenen Kombinationen von
humanen Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern (Hersteller i.d.R. Biolegend, San Diego;
Ausnahmen entsprechend gekennzeichnet): anti-CCR7-BV421, anti-NKG2C-AlexaFlour488
(R&D Systems, Minneapolis), anti-DNAM-1-PerCP/Cy5.5, anti-CD158a/h-PE (Miltenyi Biotec, B.
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Gladbach), anti-CD56-PE/Dazzle594, anti-NKG2A-PE/Cy7 (Beckman Coulter, Brea), anti-CD94-
APC, anti-Lineage(CD3, CD19, CD14, CD20)-Alexa700, anti-CD16-APCfire750, anti-NKG2D-
BV510, anti-CX3CR1-BV605 (BD Biosciences, Heidelberg), anti-NKp46-BV650 und anti-CD127-
BV785 [110]. Anti-CCR7-BV421 wurde fir 30 Minuten im Dunklen inkubiert, wéhrend alle
anderen Antikdrper fur 15 Minuten im Dunklen inkubiert wurden. Nach einem letzten Waschschritt
mit FACS-Puffer und Filterung der Zellsuspension mittels eines Filters mit 30ul groRen Poren
wurden die Zellen in 200l FACS-L6sung im Durchflusszytometer Cytoflex LX (Beckman Coulter,

Brea) gemessen.

Zeit lebend Einzelzellen
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Poro e ey
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R R R R R R
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10 105
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& < e
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7 »
FSC-A FSC-A  CD3,CD4,CD19,CD20
angeborene lym-
phgtische Ze?llen NK-Zellen
CD56bright CD56dim CD16 auf NK-Zellen

CD127

Abbildung 3. Gating Strategie (Ubersetzt aus [110])
Zunéchst erfolgte der Ausschluss von schlechter Flussqualitat durch Auftragen von Zeit gegen Seitwartsstreulicht
(SSC = side scatter), dann erfolgte der Ausschluss von toten Zellen und danach die Identifikation von Einzelzellen

(Singlets), die sich durch eine lineare Beziehung in der Vorwartsstreulicht Flache (FSC-A = forward scatter area) und
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Hohe (FSC-H) bzw. in der SSC-A/H auszeichnen. Im néchsten Schritt wurden Zelltrimmer, welche mit <500.000 auf
der FSC-A Scala definiert wurden, ausgeschlossen. Die Lymphozyten konnten im néchsten Gate anhand ihrer
typischen Morphologie im SSC-H/FSC-A identifiziert werden. Mit der CD3, CD14, CD19, CD20 Farbung (Lineage)
wurden T-, B,- NKT-Zellen und Monozyten aus der Analyse ausgeschlossen. Das ILC-Gate war definiert als Lineage”
und CD56-CD127* und das NK-Zell-Gate als Lineage und CD56". Eine weitere Aufteilung der NK-Population
erfolgte zum einen in CD569™ (a_1) und CD56"9" (a_2) und zum anderen in CD56"9"CD16" (b_1),
CD56"e"CD16*(b_2), CD569MCD16~ (b_3), und CD569MCD16* (b_4). Die Expression weiterer Marker (CCR7,
NKG2C, DNAM-1, CD158a/h, NKG2A, CD94, NKG2D, CX3CR, NKp46) wurden sowohl in der CD56%9™ (a_1) wie in
der CD56P1d (a_2) Population untersucht.

* Prozentzahlen beziehen sich auf das Lymphozyten-Gate

2.4 Analyse der immunologischen Daten

Die erhobenen durchflusszytometrischen Daten wurden zunéchst unverblindet mittels
biparametrischen Darstellungen in der FlowJo software 10.4 (FlowJo LLC, Ashland) ausgewertet.
Zur Setzung der Analysefenster (sog. Gates) wurden messtag-spezifisch FMO(fluorescence-
minus-one)-Kontrollen genutzt, die alle Fluorochrome des Multicolor-Panels bis auf den zu
Uberprifenden Antikdrper enthielten. Das Spreading in einen Detektionskanal konnte so beurteilt
und die Fluoreszenz-negativen sicher von Fluoreszenz-positiven Zellen abgegrenzt werden.
Waren die Zellpopulationen dennoch nicht klar abgrenzbar, wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) genutzt. Hierbei wurde die MFI der FMO-Kontrolle von der MFI des
spezifischen Markers abgezogen (A MFI). Vor Beginn der Analysen schlossen wir 13 von
insgesamt 84 Datensatzen auf Grund von schlechter Probenqualitat (hohe Zahl an toten Zellen
oder Zellfragmenten) von der Analyse aus. Somit variierte die Anzahl der ausgewerteten Proben
je nach Visite wie folgt: Visite 0: n = 17, Visite 1: n = 15, Visite 2: n = 12, Visite 3: n = 13, Visite 4:

n = 14 und ergab insgesamt 71 Visitendaten.

Die hochdimensionalen Datensatze, die mittels Multicolor-Durchflusszytometrie generiert
werden, kénnen nur noch begrenzt durch eine manuelles bivariantes Gating erfasst und
umfassend analysiert werden [111]. Bioinformatische Ansatze, wie der Clustering-Algorithmus
FlowSOM von Cytobank (Beckman Coulter, Brea) bieten neue Méglichkeiten zur Visualisierung
und weiterfihrenden Analyse [112]. FlowSOM wurde daher in der vorliegenden Promotionsarbeit
zur Validierung der Ergebnisse des manuellen Gatings sowie zur automatisierten Identifikation
weiterer unbekannter Subpopulationen, die eine signifikante Veranderung innerhalb des
Therapiezeitraumes zeigten, verwendet. Die bereits kompensierten und manuell bis zur CD56*-
NK-Zell-Population vorgegateten Dateien (verwendete Gating-Strategie siehe Abbildung 3)
wurden in Cytobank tberfiihrt und mit der Arcsin-Funktion transformiert und neu skaliert. Der
Import einer FCS-Datei (Visite 0 bei Patientin mit ID-Nummer 005 aus der Respondergruppe)

konnte aus technischen Grinden nicht durchgefiihrt werden. Sodass alle aufgenommenen
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Datenpunkte (reprasentieren jeweils eine Zelle) aus insgesamt 70 FCS-Dateien in einem 4-
schrittigen Analyseprozess (detailliert beschrieben in [112]) mittels Algorithmen des maschinellen
Lernens in einer selbst-organisierten Karte eingeordnet wurden. Zellen mit &hnlichen
Eigenschaften wurden hierbei in einem Cluster und mehrere Cluster zu Ubergruppen sog.
Metaclustern (MC) zusammengefasst. Die Anzahl der Cluster und Metacluster musste vor Beginn
der FlowSOM Analyse vom Benutzer spezifiziert werden [113]. Sie sollte so hoch gewahlt sein,
dass auch seltene Populationen identifiziert werden, ohne durch ,overclustering“ homogene
Zellgruppen in Untergruppen aufzuteilen [113]. Anhand der empirischen Bewertung mehrerer
FlowSOM-Durchlaufe desselben Datensatzes mit unterschiedlichen Clusterzahl-Einstellungen
wurde in der vorliegenden Studie eine Clusterzahl von 81 und eine MC-Zahl von 15 ermittelt.
Mittels der Darstellung der Cluster als Punkte in einem baumartigen Netz, wobei Cluster mit
ahnlichen Eigenschaften in raumlicher Nahe zueinander angeordnet sind, konnte der
multidimensionale Datensatz in einem zweidimensionalen sog. ,minimal spanning tree“ (MST)
visualisiert werden. Die Frequenz der MC zu den entsprechenden Visiten wurde im Anschluss
exportiert und mittels statistischer Tests untersucht. Mit einem qualitativen Ansatz, der die
Frequenz der MC in der Responder- und Non-Responder-Gruppe mittels einer Heatmap visuell
darstellt, wurden Unterschiede in den zwei Gruppen analysiert. Auf Grund der Kkleinen

Studienkohorte wurde auf quantitative Vergleiche zwischen beiden Gruppen verzichtet.

2.5 Analyse der klinischen Daten

Da Fingolimod nach etwa zwei Monaten eine konstante Blutkonzentration erreicht [114], wurden
nur Klinischen Daten ab Visite 2 (3 Monate nach Behandlungsbeginn) berlcksichtigt [110]. So
wurde die Schubrate von Monat 3 bis Monat 12 (Visite 2 bis 4) mit der Schubrate der 24 Monate
vor Studienbeginn verglichen und der Verlauf des Behinderungsgrades mittels des EDSS nach 3

Monaten (Visite 2) und nach 12 Monaten (Visite 4) beschrieben.

Ein Therapieansprechen wurde in dieser Studie definiert als Abnahme der ARR von Monat 3 bis
Monat 12 unter Fingolimod-Therapie im Vergleich zur ARR der 24 Monate vor Therapiebeginn
und als keinen EDSS Anstieg bzw. eine Abnahme des EDSS vom Monat 3 im Vergleich zum
Monat 12 nach Therapiebeginn. Ebenso wurde als Therapieansprechen gewertet, wenn kein
EDSS Anstieg zwischen Monat 3 und Monat 12 der Studie auftrat und kein Schub wahrend der

Studie und in den 24 Monaten vor Studienbeginn stattgefunden hatte.

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Studie wurde eine explorative Datenanalyse vor Beginn der

Studie festgelegt. Ziel der explorativen Datenanalyse ist die Generierung neuer Hypothesen in
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Fachgebieten, in denen der Forschungsstand gering ist [115]. Analysen zur Modellannahme (z.B.
Normalverteilungsannahme) werden in diesem Rahmen nicht durchgefihrt und es wird keine
Anpassung fir multiples Testen vorgenommen [116]. Wichtig ist daher alle statistisch
signifikanten Ergebnisse dieser Studie im Rahmen eines explorativen Studiendesigns zu werten

und sie in weiteren Studien zu validieren [117].

Die primaren und sekundaren Endpunkte sowie die MC wurden zunachst mittels deskriptiver
Statistik (Frequenz, Median) analysiert. Mit dem Wilcoxon-Test erfolgte die Testung einer
gleichartigen Veranderung des Verhaltnisses von unreifen NK-Zellen im Vergleich zu allen NK-
Zellen zwischen Therapiebeginn und 12 Monaten Fingolimod-Einnahme (primérer Endpunkt).
Ebenso wurde dieser Test zur Prifung der sekundaren Endpunkte, also zum Vergleich der Anteile
einer Immunpopulation vor und 12 Monate nach Therapiebeginn genutzt. Nur bei signifikanten
Werten in diesem Test wurde die Veranderung Uber die Zeit mittels einer multivariaten
Varianzanalyse (,multivariate non-parametric repeated-measures analysis of variance®,
MANOVA) getestet [118]. War der Vergleich von zwei bestimmten Visiten innerhalb des
Studienverlaufes von Interesse, wurde bei signifikanter Varianzanalyse ein post-hoc Wilcoxon-

Test zum Vergleich dieser angeschlossen.

Fur die Identifizierung von NK-Zellpopulationen, deren Verdnderungen als Préadiktoren fir
klinische Parameter dienen kdnnten, wurden multivariante Regressionsanalysen durchgefihrt.
Zur Verwendung kam die Methode der generalisierten Schatzgleichung (,Generalized Estimating
Equation, GEE). Es wurden fiunf GEE Modelle mit jeweils unterschiedlichen abhangigen
klinischen Variablen und denselben unabhangigen (moglicherweise urséachlichen)
immunologischen Variablen berechnet. Die drei ausgewdahlten Immunpopulationen waren die
CD56"9" NK-Zellen, das MC4 und die CD569™CD94"" Zellen. Getestet wurde, ob ihre
prozentuale Veranderung wahrend der Studienzeit mit der Anzahl an Schilben, der Anzahl an
Infektionen, der Anzahl an AEs, der EDSS-Progression oder dem Therapieansprechen
korrelierten. Da von einer abnehmenden Korrelation tber die Zeit ausgegangen wurde, wurde in

der Korrelationsmatrix ein autoregressives Model der 1. Ordnung verwendet.

Die statistische Signifikanzgrenze wurde ab einem p-Wert <0,05 definiert, wobei die p-Werte als
explorativangesehen werden mussen. Fur die statistischen Berechnungen wurde ,IBM© SPSS©
Statistics®, Version 25, © Copyright 1989, 2016 SPSS Inc. und das ,R Project for Statistical
Computing“, Version 3.4.0 (2017-04-21) genutzt. GraphPad prism 8.0.0 und BioRender 2021

wurden zur Erstellung der Grafiken verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Studienkohorte

Die demografischen Daten der 17 inkludierten Patientinnen und Patienten sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Tabelle 2. Baseline Daten der Studienkohorte (libersetzt und modifiziert nach [110])

demografische Parameter Gesamte Kohorte
(n=17)
Frauen (n (%)) 11 (64,7)
Alter (in Jahren, Mittelwert + STD) 40,8 £10,0
Intervall vom MS Beginn bis zur Baseline (in Jahren, Mittelwert + STD) 10,1 6,7
Jahrliche Schubrate (ARR) der 24 Monate vor Baseline 0,68
EDSS-Score zur Baseline (Median (Spannweite)) 2,0(0,0-16,0)
Vorherige MS-Behandlung (n (%)) 15 (88,2)
Interferon B (n (%)) 4 (23,5)
Glatirameracetat (n (%)) 6 (35,3)
Teriflunomid (n (%)) 3(17,6)
Mitoxantron (n (%)) 1(5,9)
Fingolimod (n (%)) 1(5,9)

STD - Standardabweichung; MS — Multiple Sklerose; ARR — annualized relapse rate; EDSS — Expanded Disability
Status Scale.

3.2 Analyse der klinischen Daten

Da Fingolimod eine konstante Blutkonzentration nach 2 Monaten erreicht [114], wurde nur der
Zeitraum von Visite 2 (nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie) bis Beendigung der Studie bei der
klinischen Datenauswertung berucksichtigt. Anhand der im Methodenteil (Abschnitt 2.5)
genannten Kriterien wurden 41% der Studienkohorte (2 Méanner und 5 Frauen) als Non-

Responder klassifiziert.

4 Patientinnen und Patienten litten wahrend der Studie an einem oder mehreren Schilben. Daraus
ergab sich eine Uber alle Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer gemittelte ARR von 0,47. Der
EDSS stieg in 35% der Falle zwischen Visite 2 (nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie) und
Beendigung der Studie an. Insgesamt litten 11 Patientinnen und Patienten an einem oder

mehreren AEs, die sich zu insgesamt 23 AEs addierten. 78% der AEs wurden als leicht bzw.
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mittelschwer eingestuft (Klassifikation der AEs in Abschnitt 2.2 erlautert). Die schweren AEs (n =
4) umfassten in der Responder-Gruppe eine Herpes zoster Infektion und erhéhte Leberenzyme
bei derselben Person sowie in der Non-Respondergruppe ebenfalls erhéhte Leberenzyme und
eine Exazerbation der MS-Symptomatik wahrend einer Urosepsis. Schwerwiegende
unerwlnschte  Ereignisse  (,serious adverse events, SAEs), die zu einer
Krankenhauseinweisung, Tod oder anhaltender Behinderung fuhrten, wurden in der Studie nicht
beobachtet oder berichtet. 70% (n = 5) der Non-Responder und 40% (n = 4) der Responder
erlitten Infektionen wahrend des Studienzeitraumes. Insgesamt wurden 14 Infektionen, jeweils 7

in der Responder und 7 in der Non-Respondergruppe verzeichnet. (Tabelle 3)



Ergebnisse

21

Tabelle 3. Klinische Daten der Studienkohorte (Ubersetzt und modifiziert nach [110])

Klinische Parameter Gesamte Kohorte  Responder? Non-Responder?
(n=17) (n=10) (n=7)
Schiibe
Personen mit Schilben zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 4 (23,5) 0 (0,0) 4 (57,1)
1 Schub 2 (11,8) 0 (0,0) 2 (28,6)
2 Schiube 2(11,8) 0 (0,0) 2 (28,6)
Jahrliche Schubrate (ARR) 0,47 0 1,14
EDSS
Personen mit EDSS Anstieg zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 6 (35,3) 0 (0,0) 6 (85,7)
Veranderung von Visite 2 zu Studienende (Median (range)) 0.0(-15-1,5) -0,5(-1,5-0) 0,5(0,0-1,5)
Adverse events (AES)
Personen mit AEs zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 11 (64,7) 4 (40,0) 7 (100,0)
Absolute Anzahl an AEs zwischen Visite 2 und Studienende 23 10 13
davon als leichtes oder mittelschweres AE klassifiziert (n (%)) 18 (78,3) 8 (80,0) 10 (76,9)
davon als schweres AE klassifiziert (n (%)) 4(17,4) 2 (20,0) 2 (15,4)
davon als SAE klassifiziert (n (%)) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Infektionen
Personen mit Infektionen zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 9 (53,0) 4 (40,0) 5(71,4)
Absolute Anzahl an Infektionen zwischen Visite 2 und Studienende 14 7 7

1 Responsekriterien finden sich im Abschnitt 2.5.

ARR - annualized relapse rate; EDSS — Expanded Disability Status Scale; AE — adverse events; SAE — serious adverse events.
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3.3 Analyse der immunologischen Daten

3.3.1 Manuelle Analyse der immunologischen Daten

In einem ersten Schritt wurden die prozentualen Veréanderungen der CD56* NK-Zellpopulation
sowie der CD56"9" und CD56%™ Subpopulationen im PB der 17 MS-Patientinnen und Patienten
analysiert. Die genutzte Gatingstrategie ist im Methodenteil (in Abbildung 3) dargestellt. Die
Expression der Chemokinrezeptoren, der aktivierenden Rezeptoren und der inhibierenden
Rezeptoren wurden in einem zweiten Schritt sowohl auf der CD569", als auch in der CD569™
Population untersucht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich am Ende dieses
Abschnittes in Tabelle 4. Signifikante Ergebnisse muissen unter der Einschrankung der
explorativen Datenanalyse interpretiert werden und bedtrfen weiterer Validierung in zukinftigen
Studien (siehe Abschnitt 2.6).

3.3.1.1 Zunahme des NK-Zellanteils und Abnahme des Anteils anderer ILCs

Der prozentuale Anteil der CD56* NK-Zellen innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation lag
bei Studienbeginn bei 8,74% (Median) und stieg Uber die Zeit signifikant an (MANOVA p =0,003).
Nach einem Monat betrug der Anteil an NK-Zellen 28,90% (Wilcoxon-Test p=0,005) und nach
zwolf Monaten 40,05% (Wilcoxon-Test p <0,001). (Abbildung 4)

Zusatzlich zu den NK-Zellen finden sich weitere ILC-Populationen, namentlich die ILC2 und ILC3,
im PB [119]. Zur orientierenden Einschéatzung ihrer Veranderungen wahrend einer Fingolimod-
Therapie wurde der ILC-Marker CD127 verwendet. Bei Therapiebeginn betrug der Anteil an
CD56°CD127* Zellen 0,17% (Median) innerhalb der zirkulierenden Lymphozyten und nahmen

Uber die Studiendauer von zwolf Monaten auf 0,12% ab (Wilcoxon-Test p =0,01).

3.3.1.2 Zunahme reifer und Abnahme unreifer NK-Zellen

Als primarer Endpunkt war das Verhéltnis von unreifen NK-Zellen zu allen NK-Zellen bei
Therapiebeginn im Vergleich zu 12 Monaten Studiendauer definiert worden. Die unreife CD56P191
Population zeigte eine signifikante Reduktion der medianen Frequenz von 9,30% bei
Therapiebeginn auf 3,56% nach 12 Monaten (Wilcoxon-Test p <0,001). Diese Abnahme konnte
bereits in den vorherigen Zwischenvisiten beobachtet werden (MANOVA p = 0,0000009). Nach
einem Monat war der Anteil an CD569" NK-Zellen bereits auf 3,83% gesunken (Wilcoxon-Test
p <0,001). (Abbildung 5A) Der Anteil an reifen CD16*CD56%™ NK-Zellen innerhalb der gesamten
NK-Zellpopulation nahm signifikant von 59,30% (Median) bei Studienbeginn auf 77,43% nach 12
Monaten Therapie zu (Wilcoxon-Test p = 0,042). Uber die Zeit war diese Veranderung allerdings
nicht signifikant. (Abbildung 5B)
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Abbildung 4. Zunahme des NK-Zellanteils wahrend der Fingolimod-Behandlung

(Ubersetzt und modifiziert nach [110])

(A) Auf der linken Seite zeigen reprasentative Konturplots eingerahmt die Lineage'CD56* NK-Zellpopulationen
innerhalb der Lymphozyten zu drei Zeitpunkten wahrend der Studie. (B) Rechts werden durch Box-Plots die
guantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p <0.05; **p<0.01; ***p < 0.001; exakter Wilcoxon-
Test #p <0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001.
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Abbildung 5. Veranderung der klassischen NK-Zellsubpopulationen CD56°"9" und
CD569™CD16* wahrend der Fingolimod-Behandlung (iibersetzt und modifiziert nach
[110])

Auf der linken Seite zeigen reprasentative Konturplots eingerahmt die CD561 9" NK-Zellen (A) und auf der rechten
Seite die CD569mCD16* NK-Zellen (B) innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu drei Zeitpunkten wahrend der
Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die quantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert.
MANOVA *p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ns — nicht signifikant; exakter Wilcoxon-Test #p < 0.05; ##p <0.01;
###p <0.001; SSC-A — side scatter area.

Zwei weitere besonders reife NK-Zellsubpopulation, die CD569™CD94"" Zellen [120] und die
CD569"NKG2AKIR* Zellen [104], nahmen Uber die Studiendauer zu. Diese Veranderung war
bei der CD569mCD94"°" Population (MANOVA p = 0.014) ausgepréagter. lhre mediane Frequenz
lag bei Studienbeginn bei 32,65% und stieg auf 44.60% bei Studienende (Wilcoxon-Test

p =0,008). (Abbildung 6A)

Der Anteil an NKG2AKIR* NK-Zellen innerhalb der CD56%™-Population stieg nur leicht von
19,30% (Median) bei Beginn der Fingolimod-Einnahme auf 20,85% nach zwolf Monaten
Medikamenteneinnahme an (Wilcoxon-Test p =0.013). (Abbildung 6B)

3.3.1.3 Abnahme von NK-Zellen mit Chemokinrezeptoren

Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR7 und CX3CR1 wurde auf der gesamten NK-
Zellpopulation sowie auf den CD56P"" und CD56%™ Zellen analysiert. Innerhalb der Gruppe der
NK-Zellen, sowie innerhalb der CD56%™ Population nahm der Anteil an CCR7 bzw. CX3CR1
positiven Zellen Gber den Studienzeitraum ab. Die Abnahme der CCR7* CD56™ NK-Zellen tber
die Zeit istin Abbildung 7 gezeigt (MANOVA p = 0,0032). Bei Baseline betrug der Anteil an CCR7*
Zellen innerhalb der CD569™ Population 5,30% (Median). Nach zwolf Monaten Fingolimod-
Therapie lag dieser bei 2,46% (Wilcoxon-Test p=0,007). Der Anteil an CCR7* und CX3CR1"

Zellen innerhalb der CD56"9" Population anderte sich im Durchschnitt nicht.
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Abbildung 6. Veranderung besonders reifer NK-Zellsubpopulationen wahrend der

Fingolimod-Behandlung (libersetzt und modifiziert nach [110])
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Auf der linken Seite zeigen reprasentative Konturplots eingerahmt die CD569mCD94'°*-Zellen innerhalb der
gesamten NK-Zellpopulation (A) und auf der rechten Seite die NKG2A'KIR*-Zellen (B) innerhalb der CD569™ NK-
Zellpopulation zu drei Zeitpunkten wahrend der Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die
guantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p £0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ns — nicht signifikant;
exakter Wilcoxon-Test #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p <0.001.
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Abbildung 7. Veranderung der Chemokinrezeptor CCR7-exprimierenden CD569™ NK-

Zellen wahrend der Fingolimod-Behandlung (Ubersetzt und modifiziert nach [110])

(A) Auf der linken Seite zeigen reprasentative Konturplots eingerahmt die CCR7*-Zellen innerhalb der CD56%™ NK-
Zellpopulation zu drei Zeitpunkten wahrend der Studie. (B) Rechts werden durch Box-Plots die quantitativen
Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001; exakter Wilcoxon-Test #p < 0.05;
##p <0.01; ###p < 0.001; SSC-A — side scatter area.
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3.3.1.4 Abnahme von NK-Zellen mit dem inhibierenden Rezeptor NKG2A und

Abnahme von NK-Zellen mit den aktivierenden Rezeptoren NKp46 und DNAM-1

CD94 wird als Heterodimer mit verschiedenen Rezeptoren der NKG2-Familie auf der NK-
Zelloberflache exprimiert. Zusammen mit NKG2A wirkt der Rezeptorkomplex inhibierend [121].
Die mediane Frequenz der CD94"NKG2A* Zellen nahm zwischen Baseline und zw6lf Monaten
Therapie sowohl in der Gruppe der gesamten NK-Zellen von 54,85% auf 48,56% (Wilcoxon-Test
p =0.004), als auch in der der CD56°9" (Wilcoxon-Test p =0,002) und CD569™ (Wilcoxon-Test
p =0,013) Population ab.

Die im nachsten Schritt analysierten aktivierenden Rezeptoren umfassten NKp46, DNAM-1,
NKG2D und CD94-NKG2C. Der Anteil an NKp46 und DNAM-1 positiven NK-Zellen nahm
wahrend des Studienzeitraumes ab. Der Anteil an NKG2D und CD94-NKG2C exprimierenden

Zellen veranderte sich im Durchschnitt nicht.

Der Anteil an NKp46* Zellen minderte sich nur in der CD56%™ Population und nicht in der CD56°" 9"
Population. Es wurde eine Abnahme der medianen Frequenz der NKp46* CD56%™ Zellen von
18,90% bei Therapiebeginn auf 15,80% nach zwolf Monaten gemessen (Wilcoxon-Test
p =0,007). (Abbildung 8A)

Der Anteil an DNAM-1" Zellen zu Therapiebeginn im Vergleich zu nach zw6lf Monaten
Therapiedauer nahm hingegen sowohl in der CD56°9" Population (Wilcoxon-Test p <0,001), als
auch in der CD569™ Population (Wilcoxon-Test p =0.035) ab. Die Veranderung Uber die Zeit war
nur in der CD56P"" und nicht in der CD56Y™ Population signifikant (MANOVA p =0.0036).
(Abbildung 8B)



Ergebnisse

29

A 1,0M

800K -

600K —

0 Monate

400K -

200K |

1,0M

800K -

600K =

6 Monate
SSC-A

400K -

5 6 7
10 10 10

1,0M

800K

600K -

12 Monate

400K

200K 4 -7

5 6 7
10 10 10 10

% (NKp46+/CD56dim
NK-Zellen)

N
(=]
1

4t

Monate

B

6 Monate 0 Monate

12 Monate

MFI (DNAM-1 Expression
auf CD56bright NK-Zellen)

100

80 4

60

40 4

20

Patienten
Probe

4 4 5 6 7
-10 0 10 100 10 10

100 -

80

60

40 1

normalised to mode

20

4 4 5
-10 0 10 100 10 10

6 7

100

80

60

40 4

201

15000

10000

5000+

10* 0 10* 10> 1010
DNAM-1

*k
] |

IR

Monate

Abbildung 8. Veranderung des NK-Zellanteils mit aktivierenden Rezeptoren wahrend der

Fingolimod-Behandlung (libersetzt und modifiziert nach [110])



Ergebnisse 30

Auf der linken Seite zeigen reprasentative Konturplots eingerahmt die NKp46*-Zellen innerhalb der CD569™ NK-
Zellpopulation (A) bzw. auf der rechten Seite ein reprasentatives Histogramm die DNAM-1-Expression auf den
CD56%™ NK-Zellen (B) zu drei Zeitpunkten wahrend der Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die
guantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p £0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ns — nicht signifikant;
exakter Wilcoxon-Test #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p <0.001; FMO - fluorescence-minus-one; SSC-A — side scatter

area; MF| — mittlere Fluoreszenzintensitat.

3.3.1.5 Zusammenfassung zur manuellen Analyse der immunologischen Daten

Tabelle 4. Zusammenfassung der Ergebnisse der manuellen Analyse (lUbersetzt und
modifiziert nach [110])

CD56* CD56Pright CD56dm
Effekt p-Wert Effekt p-value Effekt p-Wert

Reifemarker

CD16 - 0.108 1 0.049 - 0.542
CD9%4 \k 0.011 - 0.203 - 0.058
CD94/NKG2A J 0.004 d 0.002 J 0.013
KIR T 0.007 T 0.091 T 0.019
Chemokin-

rezeptoren

CCRY7 3 0.002 - 0.155 3 0.007
CXsCR1 3 0.031 - 0.168 N 0.058
Inhibierende

Rezeptoren

CD94/NKG2A J 0.004 d 0.002 J 0.013
Aktivierende

Rezeptoren

NKp46 J <0.0001 - 0.561 J 0.007
DNAM-1 J 0.005 d 0.001 J 0.035
NKG2D - 0.413 T 0.067 T 0.042
CD94/NKG2C - 0.531 - 0.122 - 0.333

Verglichen wurde die medianen Marker-Frequenz in der gesamten NK-Zellpopulation und in der CD568M sowie
CD56%™ Population zur Baseline und 12 Monaten nach Behandlungsbeginn. Die Auswertung erfolgte mit dem
Wilcoxon-Test. Signifikante Ergebnisse wurden fett dargestellt.




Ergebnisse 31

3.3.2 Automatisierte Analyse der immunologischen Daten unter Verwendung des

unsupervidierten Clustering-Algorithmuses FlowSOM

NK-Zellen sind eine Immunpopulation, die sich aus vielen heterogenen Subpopulationen mit
unterschiedlichen Funktionen und Phanotypen zusammensetzen, die noch nicht vollumfanglich
beschrieben und charakterisiert sind [122, 123]. Um Veradnderungen von unerwarteten
Immunsubpopulationen wahrend der Fingolimod-Therapie zu explorieren, wurden die
durchflusszytometrischen Daten durch den unsupervidierten Algorithmus FlowSOM [112] mittels
maschinellen Lernens analysiert. Zudem bot diese automatisierte Analyse die Mdglichkeit, die

Ergebnisse des manuellen Gatings zu validieren.

Zellen mit ahnlichen Eigenschaften (Rezeptorexpression) werden unter der Verwendung von
FlowSOM zu Clustern und in Ubergruppen den MC zusammengefasst. Diese Cluster werden in
Form von Punkten in einem MST dargestellt, wobei Cluster mit &hnlichen Eigenschaften in
topografischer Nahe zueinander angeordnet werden. Insgesamt wurden die Daten in 81 Clustern
und 15 MC zusammengefasst. Die GrtéRRe der Clusterpunkte visualisiert den Anteil an Zellen, die

in einem Cluster inkludiert werden.

In Abbildung 9A konnen mehrere CD56P"9" Populationen identifiziert werden (orange
eingerahmt). Bereits in dieser Abbildung kann eine Reduktion der CD569" Populationen visuell
nachvollzogen werden. AuRerdem zeigt die Abbildung, dass die CD56P9"-MC in drei
verschiedenen Asten des MST lokalisiert sind. Zur Aufschliisselung dieser Zuordnung ist die
Analyse der Expressionslevels der anderen Rezeptoren innerhalb dieser MC entscheidend (siehe
hierzu Abbildung 9B &10). Das MC15 wird auf Grund seines hohen NKG2C Expressionsgrads im
Ast mit den NKG2C*-Populationen dargestellt. Wahrend MC6, 13 und 9 ein entsprechend
niedriges NKG2C Expressionslevel aufweisen. MC9 hingegen unterscheidet sich von den
anderen CD56"™" MC durch eine niedrige Expression des Chemokinrezeptors CCR7. Die
Prufung statistisch signifikanter Verdnderungen der MC-Frequenzen zwischen Therapiebeginn
und Studienende zeigte bei 5 MC signifikante Ergebnisse. Wahrend MC4 in diesem Zeitraum
signifikant zunahm, nahmen MC11 sowie drei weitere MC (MC6, 13 und 15) signifikant ab. MC4
stieg von 29,59% (Median) bei Baseline auf 43,45% bei Studienende an (Wilcoxon p = 0,01). Der
Anteil des MC11 nahm nur leicht von 5,34% auf 4,90% ab (Wilcoxon p < 0,001). Bei beiden MC
war die Veranderung uber alle Visiten allerdings nicht signifikant (MANOVA MC4 p =0.12, MC11
p = 0.10). Die anderen drei MC (MC6, 13 und 15), die auf Grund ihrer hohen CD56 Expression
zusammengefasst wurden, machten zu Beginn der Studie 11,84% der NK-Zellpopulation aus.
Nach einem Monat sank ihr Anteil auf 5,90% und nach zwolf Monaten Therapie auf 4,00%
(Wilcoxon p < 0,001). (Abbildung 9C)
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Abbildung 9. Unsupervidierte Clustering-Analyse aller CD56" NK-Zellen der

Studienkohorte (Ubersetzt und modifiziert nach [110])

Die CD56* NK-Zellen von allen Patientinnen und Patienten zu allen Studienzeitpunkten wurden auf der Grundlage
ihrer CCR7, NKG2C, DNAM-1, 158a/h, CD56, NKG2A, CD94, CD16, NKG2D, CX3CR1, NKp46, und CD127
Expression unter Verwendung des FlowSOM Algorithmuses in insgesamt 81 Cluster aufgeteilt. Der zur
Visualisierung der Clustering-Analyse dienliche minimal-spanning-tree (MST) stellt Cluster mit &hnlichen
Eigenschaften im selben Ast dar. Die Farbe der Clusterpunkte visualisiert die mediane Fluoreszenzintensitét des
jeweiligen Antikorpers (siehe Farblegende) und die Grof3e reprasentiert die Anzahl an Zellen, die in das jeweilige
Cluster integriert wurden. Die Ringfarbe, die jedes Cluster umrahmt, kennzeichnet die Zugehdrigkeit zum
entsprechenden Metacluster (MC). A Einzelne MSTs flr verschiedene Visiten der Studie mit Visualisierung der
CD56-Expression. MC mit homogener CD569h-Expression bei Monat 0 eingerahmt. B Einzelne MSTs mit
Visualisierung der jeweiligen Antikdrper-Expression. MC mit signifikanter Frequenzzunahme zwischen Baseline und
12 Monaten Therapie mit durchgezogener Linie und MC mit signifikanter Frequenzabnahme mit gestrichelter Linie
markiert. C Boxplots zur Visualisierung der quantitativen Analysen von den MC mit signifikanten Veranderungen
zwischen Baseline und 12 Monaten Therapie. MANOVA *p < 0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ns — nicht signifikant;
exakter Wilcoxon-Test #p < 0.05; ##p < 0.01; ####p < 0.001; MC — Metacluster
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Abbildung 10. Heatmap zur Visualisierung der Marker-Expression der FlowSOM-
Metacluster(MC) (modifiziert nach [110])

Darstellung der medianen Fluoreszenzintensitéat jedes Markers im entsprechenden MC mittels einer von der
minimalen zur maximalen Fluoreszenzintensitét reichenden Farbskala. Die durchgezogene Linie markiert das MC4,
dessen Anteil wahrend des Studienzeitraumes zunahm und die gestrichelte Linie markiert MC, deren Anteil Giber den
Studienzeitraum abgenommen haben (MC 6, 11, 13, 15). In Orange sind die CD56"" MC umrahmt.
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Zur Charakterisierung des jeweiligen Phanotyps der in einem MC zusammengefassten Zellen,
wurde die mediane Fluoreszenzintensitat aller zwolf analysierten NK-Zellrezeptoren fir jedes MC
mit einer Farbscala vom Minimum (blau) bis Maximum (rot) in einer Heatmap dargestellt
(Abbildung 10). MC6, 13 und 15 zeigen einen typischen CD569" Phanotyp. MC11 kann mit
folgendem Phanotyp beschrieben werden: CD56*"CD16'KIR'NKG2A**CD94**CCR7* CX3CR1*"
NKG2C NKG2D**NKp46**DNAM-1**CD127*". Im Vergleich zu MC6, 13 und 15 weist MC11 eine
niedrigere CD56-Expression auf und auch andere typische CD56"9"-Rezeptoren, wie CCR7,
sind in geringerem Ausmal} vertreten [124]. Auf der anderen Seite fehlen dieser Zellpopulation
typische Reifemarker, wie KIR und CD16 [124, 125]. Die Abnahme dieses MCs war nicht so stark
ausgepragt, wie die der drei CD56" MC. MC4 weist hingegen eine niedrige CD56 Expression
und eine hohe CD16 Expression auf [126]. Sein Phanotyp ist charakterisiert als: CD56°
CD16™KIR*"NKG2A CD94 CCR7*"CX3CR1""NKG2C NKG2D*NKp46'DNAM-1**CD127* [110].
Eine Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse der Clustering-Analyse ist in Tabelle 5
dargestellt.

Tabelle 5. Zusammenfassung der Ergebnisse der automatisierten FlowSOM-Analyse

(eigene Darstellung)

Vergl. der Phéanotypische Charakteristika der entsprechenden MC
MC-
Frequenzen
zwischen VO
und V4
E p-Wert CD56- Reife- Chemoki Inhibiere Aktivieren CD127-
ff Expres  marker nre- nde de Expressi
e sion zeptoren  Rezeptor Rezeptore on
kt en n
MC4 + 0,010 CD56° CD16™ CCR7*" NKG2A" NKG2C CD127*
KIR*" CX3CR1* NKG2D*
NKG2A NKp46
CD94- DNAM-1**
MC6 ;0,002 CD56** CD16~ CCRT* NKG2A*™ NKG2C CD127*
KIR" CX3CR1- NKG2D*
NKG2A™ NKp46~
CD94™ DNAM-1**
MC11 | ;| <0,0001 |CD56" CD16" CCR7*" NKG2A™ NKG2C CD127*
KIR CX3CR1* NKG2D*™
NKG2A™ NKp46**
CD94* DNAM-1**
MC13 | | <0,0001 |CD56" CD16~ CCRT* NKG2A*™ NKG2C CD127*
KIR™ CX3CR1- NKG2D**
NKG2A™ NKp46™*
CD94™ DNAM-1**
MC15 | ; 0,001 CD56™ CD16~ CCRT* NKG2A™ NKG2C CD127+
KIR CX3CR1- NKG2D*
NKG2A*™ NKp46**
CD94* DNAM-1**
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Links sind die Veranderungen (Effekt) der MC-Frequenzen zwischen Baseline (V0) und 12 Monaten nach
Behandlungsbeginn (V4) dargestellt. Es sind nur die signifikanten Ergebnisse (ermittelt mit Wilcoxon-Test) mit dem
jeweiligen Signifikanzniveau (p-Wert) aufgefuhrt. Rechts sind die entsprechenden Phénotypen aufgeschlisselt.

MC — Metacluster.

3.4 Vergleichende Analysen der klinischen und immunologischen Daten

3.4.1 Vergleichende Analyse der MC-Verteilung in Respondern und Non-Respondern

Um Unterschiede in der Verteilung der MC zwischen Respondern und Non-Respondern zu
analysieren, lieRen wir die Daten beider Gruppen einzeln in dem MST abbilden. Die prozentuale
Verteilung der MC von jedem Patienten bzw. jeder Patientin zu Therapiebeginn und nach 6 und
12 Monaten, stellten wir mit einer relativen Farbskala in Abbildung 13 dar. Bei den eingerahmten
CD5gPrightmedium MC (MC6, 9, 13, 15) fiel ein hoherer Anteil in der Non-Respondergruppe als in
der Respondergruppe bei Therapiebeginn auf. Nach 6 Monaten schienen diese MC einen
ahnlichen Anteil in beiden Gruppen auszumachen. Au3erdem fiel ein hdherer Anteil des CD127*
MC2 bei Baseline in der Non-Respondergruppe auf. Nach 6 Monaten glich sich auch die

Frequenz des MC2 in der Non-Respondergruppe der Frequenz der Responder an.

0 6 12
Monate Monate Monate

-1 0 1 2 3
4

metaclusters

Abbildung 11. Visualisierung der Metacluster(MC)-Verteilung in der Responder- und Non-

Respondergruppe (Ubersetzt und modifiziert nach [110])

Hier wird der prozentualen Anteile eines jeden MC bei Respondern (,R dunkel grau) und Non-Respondern (,N*, hell
grau) zu Therapiebeginn und nach 6 und 12 Monaten farbcodiert in einer Heatmap dargestellt. Jede Spalte zeigt die

MC-Verteilung einer Person zu einer bestimmten Visite. Zur besseren Vergleichbarkeit der MC-Verteilungen und um

Personen-spezifische Spannbreiten zu berlcksichtigen, wurde der Z-Score zur Skalierung genutzt (pro Probe tber

alle Metacluster). Eingerahmt sind die MC mit hoher CD56 Expression.
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3.4.2 Assoziationsanalysen mit bestimmten NK-Zellsubpopulation und verschiedenen klinischen

Parametern

Zur ldentifizierung von NK-Zellpopulationen, deren Veranderungen als Pradiktoren fr klinische
Parameter dienen konnten, wurden fiinf GEE Modelle berechnet. Als potentielle Kandidaten
wurden die regulatorischen CD56P"" NK-Zellen [20], die reife, zytotoxische CD569MCD94"°W
Population [120] und das MC4, eine bisher in der Literatur nicht beschriebene Population, die
mittels der unsupervidierten Clustering-Analyse identifiziert wurde und die wéahrend der Studie

zugenommen hatte, ausgewahilt.

Zunéachst wurde auf eine Assoziation zwischen der Verédnderung der 3 Immunpopulationen und
dem Risiko fur eine Infektion getestet. Eine Zunahme der CD569™CD94"" korrelierte hierbei mit
einer geringeren Anzahl an Infektionen (siehe Tabelle 4). Ein Anstieg dieser Population um ein
Prozent bedeutete eine Risikoreduktion fur eine Infektion um 3,7% (Odds Ratio = 0,963; 95%
Konfidenzintervall = 0,939 — 0.988, p =0,004). Die anderen Immunpopulationen zeigten keinen

signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Infekte.

Eine Reduktion der CD56""" Population korrelierte signifikant mit einer Zunahme der Schiibe.
Eine Abnahme der CD569" NK-Zellen um ein Prozent war mit einer Erhohung des Schubrisikos
um 25,9% assoziiert (Odds Ratio = 0,741; 95% Konfidenzintervall = 0,556 — 0,998, p = 0,041). Bei
den anderen Immunpopulationen fanden sich keine signifikanten Korrelationen beziglich des
Schubrisikos (siehe Tabelle 4). Auch zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den

drei Immunpopulationen und der Anzahl an Nebenwirkungen, dem EDSS und der Response.
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Tabelle 4. Longitudinale Assoziation zwischen klinischen Parametern und drei NK-

Zellpopulationen (Ubersetzt und modifiziert nach [110])

Koeffizient p - Odds Ratio
(95%-K I%) Wert  (95%-Kl)
abhéngige Variable: Anzahl an Infektionen
unabhangige Veranderung von -0,080 0,073 0,923
Variablen: CD56™ " (-0,169 — 0,008) (0,845 — 1,008)
Veranderung von MC4  -0,010 0,503 0,990
(-0,040 - 0,020) (0,960 — 1,020)
Verénderung von -0,037 0,004 0,963
CD56“"CDY4"" (-0,063 — -0,012) (0,939 — 0,988)
abhéngige Variable: Anzahl an Schiben
unabhangige Verénderung von -0,300 0,041 0,741
Variablen: CD56"oM (-0,587 — 0,012) (0,556 — 0,988)
Veranderung von MC4 0,037 0,085 1,038
(-0,005 - 0,080) (0,995 — 1,083)
Veranderung von 0,043 0,093 1,044

CD569MCD94/ow

(-0,007 — 0,094)

(0,993 — 1,099)

Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 generalisierten Schétzgleichungen (,Generalized Estimating Equation®,
GEE). Als unabhangige Variablen wurde die ,Anzahl an Infektionen® in dem einen Modell und die ,Anzahl an
Schiben“ im anderen Modell verwendet. Die abhangigen Variablen beinhalteten die CD569"-, MC4- und
CD569mMCD94"-Population in beiden Modellen. Untersucht wurde eine Vorhersage der klinischen Parameter
durch die Veranderung der jeweiligen Immunpopulationen. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt dargestellt.

Kl - Konfidenzintervall
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Fingolimod fuhrt zu einer Abnahme von Zellen des adaptiven Immunsystems im PB und einer
damit einhergehenden Zunahme des NK-Zellanteils. Die vorliegende Studie soll diese im PB
dominierende NK-Zellpopulation analysieren und mégliche Hinweise auf ihre Rolle im Rahmen
der MS-Pathogenese aufdecken. Dafir wurde der NK-Zellphanotyp im PB von 17 RRMS-
Patientinnen und -Patienten unter neu-begonnener Fingolimod-Therapie Uber 12 Monate
untersucht und auf Korrelationen mit dem Therapieansprechen oder dem Auftreten bestimmter

Nebenwirkungen getestet.

Die Hauptaussagen der Promotionsarbeit sind folgende:

1. Wahrend der Therapie mit Fingolimod nimmt der NK-Zellanteil zu und der Anteil anderer
ILCsim PB ab.

2. Die klassischen NK-Zellsubpopulation zeigen unter der Fingolimod-Therapie ein inverses
Verhalten mit einer prozentualen Abnahme der unreifen CD56""" Population und einer
prozentualen Zunahme der reifen CD56%™ Population.

3. Besonders reife NK-Zellsubpopulationen (CD569™CD94"", CD569™NKG2A KIR*) nehmen
ebenfalls wahrend der Therapie mit Fingolimod zu, wahrend NK-Zellen mit der Expression
bestimmter funktioneller Rezeptoren (CCR7, CX3CR1, NKG2A, NKp46 und DNAM-1)
abnehmen.

4. Nach Beginn der Behandlung mit Fingolimod nimmt der Anteil einer bisher nicht
beschriebenen NK-Zellsubpopulation mit folgendem Phénotyp im PB zu:
CD569MCD16"*KIR*"NKG2A CD94 CCR7*"CX3CR1""NKG2C NKG2D*NKp46
DNAM1*CD127* [110].

5. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass sich Non-Responder durch eine grdRRere
Reduktion der CD56""" Frequenz im PB nach Beginn der Fingolimod-Therapie
auszeichnen.

6. NK-Zellsubpopulationen (CD56"" Zellen, CD569™CD94"°" Population und MC4) konnten

in dieser Studie nicht als Pradiktoren fiir ein Therapieansprechen dienen.

4.2 Interpretation und Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Viele Studien berichten Uibereinstimmend von einem héheren Anteil an NK-Zellen im PB von MS-
Patientinnen und -Patienten mit Fingolimod-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten, oder mit

anderen MS-Medikamenten behandelten Personen und gesunden Kontrollen [81-85, 127, 128].
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Hinsichtlich des longitudinalen Studiendesigns vergleichbare Untersuchungen berichten von 9-
11% NK-Zellanteil innerhalb der Lymphozytenpopulation zur Baseline-Visite und einer Zunahme
dieses Anteiles auf 41-54% nach 6 bzw. 12 Monaten [81, 85]. Der in diesem Projekt gemessene
Lin"CD56" NK-Zellanteil lag mit 8,74% bei Baseline und 40,05% nach 12 Monate somit nicht
wesentlich niedriger als die berichteten NK-Zellfrequenzen der zwei oben zitierten Studien und
bestétigt die bisher in der Literatur beschriebene Beobachtung (Abbildung 4). In mehreren
Untersuchungen wurde aul3erdem die absolute Zahl der NK-Zellen analysiert, die sich unter der
Fingolimod-Therapie nicht &nderte oder nur leicht abnahm, wahrend sich die absolute Anzahl der
B- und T-Zellen deutlich reduzierte [81, 84, 86, 89, 127-130]. Auf den B- und T-Zellen dominiert
der S1PR1, wohingegen NK-Zellen hohe Level an S1PRs aufweisen [131]. In murinen Studien
konnte gezeigt werden, dass S1PRs zwar wie S1PR; den Austritt aus den LK vermittelt, allerdings

nicht von Fingolimod antagonisiert wird [90, 91].

Im Gegensatz zu den NK-Zellen exprimieren die tbrigen ILCs hohere S1PR; Level [132], sodass
eine Reduktion der ILCs unter Fingolimod-Therapie antizipiert werden kann. Diese Hypothese
konnte sowohl in unserer Arbeit, sowie Ubereinstimmend von Eken et al. [132] bestatigt werden.
Als Limitation der gewahlten Gating-Strategie in der vorliegenden Studie ist anzumerken, dass
nicht-klassische CD1279™ |ILCs und CD56" ILC3 unberiicksichtigt bleiben und auf der anderen
Seite Kontamination im ILC-Gate mit anderen CD127* Zellen (z.B. Basophilen) nicht
ausgeschlossen sind [133]. Da das vornehmliche Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit eine

NK-Zellph&notypisierung war, wurde auf ein differenzierteres ILC-Panel verzichtet.

Als primaren Endpunkt dieser Studie wurde 2013 das Verhdltnis von unreifen NK-Zellen im
Vergleich zur Gesamtpopulation der NK-Zellen definiert. Bereits nach 1 Monat hatte der Anteil
unreifer CD56""9" Zellen innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation deutlich abgenommen und
blieb tber den Studienverlauf konstant niedrig (Abbildung 5A). Hiermit konnte die in der Einleitung
formulierte Hypothese unterstiitzt werden, sowie die Ergebnisse mehrerer rezenter Studien
validiert werden [78, 82, 84, 86, 87, 89]. In einigen Studien wurde gezeigt, dass auch die absolute
Zahl der CD56""9" NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie im PB abnimmt, wohingegen Fingolimod
keinen Effekt auf CD56%™ NK-Zellen zeigte [88, 89]. Es existieren zwei Erklarungsansatze fiir den
geringen Umverteilungseffekt von Fingolimod auf die CD56%™ NK-Zellen:

e Als Population mit niedriger Expression des SLO Homing-Rezeptors CCR7 [134]
migrieren CD569™ NK-Zellen wenig zu den LK und kénnen somit auch nicht in diesem
Kompartiment zuriickgehalten werden [82]. Ein Ansatz der auch zur Erklarung der
veranderten Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen im PB nach Fingolimod-

Therapie herangezogen wird [79].
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e CD56Y™ NK-Zellen nutzen einen Fingolimod-resistenten Austrittsmechanismus aus den
LK mittels S1PRs [90, 91].

Die unreifen CD56""" NK-Zellen weisen hingegen sowohl héhere CCR7, als auch niedrigere
S1PRs und dafir hohere S1PR;:-Level auf und sind daher suszeptibler fur die Wirkung von
Fingolimod. Die Akkumulation von CD56""" NK-Zellen in den SLO kdnnte durch die lokale Nahe
zu anderen Immunzellen eine verbesserte Interaktion mit T-Zellen und dendritischen Zellen
bedingen [135, 136]. AuRerdem wird das lymphatische System auf Grund hoher IL-15 und IL-7
Konzentrationen als Ort der NK-Zellreifung diskutiert [137-140]. Eine Fingolimod-Behandlung
kénnte somit zu einem sicheren Verweilen von CD56""9" NK-Zellen im LK fiihren, die dort

regulatorisch tatig sind und als gereifte Zellen ins Blut austreten.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde eine detaillierte Charakterisierung des NK-
Zellphanotyps durchgefuihrt. Hierdurch ergaben sich neue Hinweise darauf, dass eine
Fingolimod-Therapie nicht nur zu einer Veranderung des CD56""9"/CD56%™ Verhaltnisses im PB
fuhrt, sondern auch, dass sich diese Therapie differenzierter auf die Zusammensetzung der
verschiedenen NK-Zellsubpopulationen in Abhangigkeit von ihrem Reifegrad auswirkt. Innerhalb
der CD569™ Population nahmen die besonders reifen CD569mCD94'°% [120] und CD569™NKG2A
KIR® NK-Zellen [104] zu (Abbildung 6). Als zugrundliegenden Mechanismus fir diese
Beobachtung kann die mit der NK-Zellreifung einhergehende Zunahme der S1PRs Expression
postuliert werden. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese, wurde in einer humanen Studie ein
deutlich hoherer S1PRs Expressionsgrad auf reiferen CD57* CD56™ NK-Zellen, als auf CD57-
CD569™M NK-Zellen, die einem frilheren CD56%™ Entwicklungsstadium entsprechen, gemessen
[141].

Der Anteil an NK-Zellen mit der Expression von den Chemokinrezeptoren CCR7 und CXsCR1
nahm wahrend der Fingolimod-Therapie in der vorliegenden Studie ab. Eine niedrigere Frequenz
von CCR7* CD56* NK-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen wurde bereits berichtet
[82]. Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der Anteil an
CCR7* CD56Y™ NK-Zellen wahrend des Studienzeitraumes ebenfalls abnahm (Abbildung 7).
Unter physiologischen Konditionen exprimieren ca. 5% der CD56%™ Population CCR7 [142]. Auch
diese Population besitzt die Fahigkeit an die CCR7-spezifischen Liganden CCL19 und CCL21 zu
binden [143], sodass ihre Umverteilung in die SLO unter der Fingolimod-Therapie wahrscheinlich
ist. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine Arbeit von Jiilke et al. [144], die eine CD62L*
CD56%™ NK-Zellpopulation mit hoher CCR7 Expression als mogliches Zwischenstadium in der
NK-Zellreifung zwischen CD56P"9" und CD62L- CD56%™ Zellen beschreiben. Die Abnahme dieser

.mittelreifen® Population passt zur Schlussfolgerung des vorherigen Abschnitts, dass die
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Fingolimod-Therapie insgesamt eine Verschiebung hin zu besonders reifen NK-

Zellsubpopulationen im PB induziert.

Infante Duarte at al. beobachteten eine niedrigere CX3CR1-Expression auf NK-Zellen von MS-
Patientinnen und -Patienten in den schubfreien als in den aktiven Erkrankungsphasen [44]. Die
Abnahme der CX3CR1* NK-Zellen in der vorliegenden Studie kdnnte somit mit der niedrigeren
Schubrate wahrend der Studie im Vergleich zu den Vormonaten zusammenhangen. Im Verlauf
der NK-Zelldifferenzierung nimmt die Expression von dem CX3zCR1-Rezeptor zu und ist in hoher
Dichte auf besonders reifen CD57* CD56%™ NK-Zellen vorhanden [145, 146]. Die Abnahme von
reifen CX3sCR1* NK-Zellen unter der Fingolimod-Therapie zeigt somit ein inverses Verhalten im
Vergleich zu den anderen reifen NK-Zellpopulationen (CD569™CD94°" und CD569"NKG2AKIR*
NK-Zellen), die wahrend der Therapie zunahmen. Eine Studie von Yang et al. [145] zeigt, dass
nur etwa die Halfte der CD57* CD56%™ NK-Zellen hohe Level an CX3CR1 exprimieren.
Funktionelle Unterschiede bzw. Unterschiede im Reifegrad zwischen CX3CR1"9" und CX3CR1""
CD57* CD56"™ NK-Zellen sind bisher nicht untersucht. In Anbetracht der chemotaktischen und
zytotoxischen Funktion von CX3;CR1 [146] ware eine niedrigere FA in CX3CR1°" als in
CX3CR1"eh CD57* CD56Y™ NZ-Zellen zu vermuten. Die prozentuale Abnahme von CX3;CR1
wahrend der Fingolimod-Therapie lasst somit eine reduzierte FA in reifen NK-Zellpopulationen

vermuten.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit eine prozentuale Abnahme von NK-Zellen mit bestimmten
aktivierenden Rezeptoren (DNAM-1 und NKp46) nach Therapiebeginn gemessen (Abbildung 8).
Unter der Annahme, dass auch diese Zellpopulationen in den SLO akkumulieren, kénnte ein
topografisch enges Zusammenliegen eine verbesserte Regulation u.a. von CD4* T-Zellen uber
die DNAM-1/CD155-Interaktion bedingen [46]. Zudem konnte die Abnahme von DNAM-1*" NK-
Zellen im PB unter Fingolimod-Therapie das Vorherrschen von besonders reifen NK-Zellen [147],
oder sogar ,exhausted” (lUberalterten/entkrafteten) NK-Zellen [148] in diesem Kompartiment
bedeuten. Sowohl DNAM-1 als auch NKp46 spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunitat gegentber viralen Erregern [149-155]. Eine Abnahme von NK-Zellen mit diesen
Rezeptoren im PB kodnnte zu einer verstarkten Suszeptibilitat fur viral vermittelte Erkrankungen
fuhren. Zudem korreliert der Expressionsgrad an NCRs (hatural cytotoxicity receptors), zu deren
Rezeptorgruppe auch NKp46 gehort, direkt mit der Fahigkeit dieser NK-Zellen Tumorzellen zu
lysieren [156, 157]. Die Reduktion von NKp46* NK-Zellen in der Peripherie kénnte somit zum

erhdhten Risiko fUr bestimmte Krebserkrankungen wahrend der Fingolimod-Therapie beitragen.

Im zweiten Teil dieser Studie wurden die Durchflusszytometrie-Daten mit dem unsupervidierten

Clustering-Algorithmus FlowSOM [112] analysiert. Beim visuellen Vergleich der Clustering-
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Ergebnisse in sogenannten Minimal-Spanning-Trees (MSTs) konnten die Ergebnisse des
manuellen Gatings beziiglich der Abnahme unreifer CD569" NK-Zellen bestatigt werden
(Abbildung 9 A&C). Insgesamt wurden vier MC (MC6, 9, 13 und 15) der CD56"9" Population
zugeordnet. Im Gegensatz zum MC6, 13 und 15, deren prozentualer Anteil Uber den
Studienzeitraum signifikant abnahm, zeigte das MC9 keine signifikante Veranderung (Abbildung
9 C). Entscheidend hierfur kénnte die niedrige CCR7-Expression sein. AuRerdem wurde eine NK-
Zellsubpopulation intermediaren Reifegrades (MC11) mit mittlerer CD56 und CD16 Expression
identifiziert, die ebenfalls tGber den Studienzeitraum signifikant abnahm und eine héhere CCR7-
Expression als das MC9 zeigte (Abbildung 10). Nur ein MC nahm signifikant zwischen
Therapiebeginn und zwo6lf Monaten Therapiedauer zu (MC4) (Abbildung 9 C). Es wies im
Vergleich zum MC11 einen hoheren Expressionsgrad an CD16 und KIR und einen niedrigeren
Expressionsgrad an CD56, CD94, NKG2A, und NKG2D auf (Abbildung 10). Die durch den
Algorithmus neu identifizierte Population spiegelt zum gréf3ten Teil die in der manuellen Analyse
untersuchten Veranderungen wider. Ubereinstimmend mit der Zunahme des CD94°NKG2A und
KIR*- MC4 zeigt sich auch mittels manuellen Gatings eine Zunahme der zwei besonders reifen
CD569™CD94"°" und CD56YMNKG2AKIR* NK-Zellpopulationen. Ein phanotypisches Merkmal
des MC4, das sich in der manuellen Analyse nicht widerspiegelt, ist die hohe Expression von
DNAM-1im MC4. Wéahrend das DNAM-1** MC4 wahrend des Studienzeitraumes zunimmt, zeigte
die manuelle Analyse eine signifikante Abnahme von DNAM-1* CD569™ NK-Zellen. Es ist
auffallig, dass die DNAM-1 Expression in den einzelnen CD56%™ MC sehr unterschiedlich hoch
ausfallt (Abbildung 10). Die manuelle Analyse zeigt die liber alle CD56%™ MC gemittelte Abnahme
von DNAM-1 bei der die Zunahme des MC4 mit einer hohen DNAM-1 Expression nicht ins

Gewicht fallen konnte.

Interessanterweise ahnelt der im PB vorherrschende NK-Zell Phénotyp von mit Fingolimod
behandelten Patientinnen und Patienten dem von alten Menschen. Mit zunehmendem Alter sinkt
der Anteil an CD56""" NK-Zellen sowie der Anteil an CD94* und NKG2A* NK-Zellen, wobei der
Anteil von CD56%™ und KIR* NK-Zellen steigt [158-162]. AuRerdem nimmt wahrend des Alterns
die Expression von DNAM-1 und NKp46 ab [161-163]. Die CD16 Expression scheintim Alter nicht
stark verandert zu sein [159, 164]. NK-Zellen von alten Menschen weisen im Vergleich zu NK-
Zellen von jungeren Menschen verringerte zytotoxische Eigenschaften auf [162, 165]. Es wird
diskutiert, dass dies eine Ursache fur das erhdhte Risiko fur Infektionen im Alter darstellt [166].
Auch mit Fingolimod therapierte Patientinnen und Patienten haben ein erhdhtes Risiko an
gewissen Infektionen zu erkranken, hierunter z.B. Varizella-Zoster-Infektionen [167]. Eine
moglicherweise vergleichbare Abnahme der Funktionalitit von CD569™ NK-Zellen unter
Fingolimod-Therapie wie im Alter kbnnte somit zu einer erhdhten Suszeptibilitat fur Infektionen

fuhren, aber zum anderen auch dazu beitragen, dass der potenziell schandliche Effekt der
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CD569M NK-Zellen in der MS-Pathogenese eingedammt wird. Auf Grund der geringen Menge an
Patientenproben waren keine funktionellen Untersuchungen der NK-Zellsubpopulationen in

dieser Studie mdglich. Dies ware ein spannender Ansatz fur weiterfilhrende Forschung.

Trotz der kleinen Studienteilnehmerzahl und der wenigen klinischen Parameter zur Evaluation
des Therapieansprechens sollte in dieser Studie geprift werden, ob es deutliche Unterschiede in
der MC-Zusammensetzung bei Respondern und Non-Respondern zu verschiedenen Zeitpunkten
der Studie gab. Hierbei fiel ein htherer Anteil an CD56""9" MC (MC6, 9, 13, 15) sowie des CD127*
MC2 in der Non-Respondergruppe, als in der Respondergruppe bei Therapiebeginn auf
(Abbildung 11). Nach Therapiebeginn fiel ihr Anteil in der Non-Respondergruppe auf ein
ahnliches Level wie bei der Respondergruppe ab. Die in der Gruppe der Non-Responder
zusammengefassten Patientinnen und Patienten zeigten also eine gré3ere Abnahme der fir die
MS als protektiv geltenden CD56""9" Population [168]. In einer anderen Studie konnten diese
Ergebnisse nicht bestatigt werden [87]. Hier wiesen die Responder, definiert durch das Erreichen
des NEDA-3 oder NEDA-4 Status, sowohl bei Baseline als auch nach 6 Monaten Fingolimod-
Einnahme hohere CD56""9" evel auf, als die Non-Responder [87]. Es bedarf weiterer Forschung,
um festzustellen, ob es signifikante Unterschiede in der Veranderung der CD56""9" Population
bei Respondern und Non-Respondern unter der Fingolimod-Therapie gibt. Diese Erkenntnisse
sind wichtig, um die pathophysiologischen Implikationen der Abnahme von CD56""9" NK-Zellen
im PB unter der Fingolimod-Therapie zu verstehen und die potenzielle Verwendung dieser

Population als Responsemarker bewerten zu kénnen.

Um longitudinale Korrelationen zwischen bestimmten Immunpopulationen (CD56°"9",
CD569MCD94"°% MC4) und klinischen Parametern zu untersuchen, filhrten wir mehrere GEE
Analysen durch. Keine signifikanten Korrelationen zeigte sich zwischen den drei
Immunpopulationen und der Anzahl an Nebenwirkungen, dem EDSS und der Response. Eine
GEE Analyse zeigte eine Korrelation zwischen einer prozentualen Zunahme der CD569™CD94""
Population und einer Abnahme des Infektionsrisikos (Tabelle 4). Diese Population kann Perforin
und Granzym B produzieren und wurde bereits in der Literatur als zytotoxische NK-
Zellsubpopulation beschrieben [169]. Auch wenn das MC4 ebenfalls durch eine niedrige CD56-
und CD94-Expression charakterisiert ist, konnte fir diese Population keine Korrelation zwischen
der Anzahl der Infektionen und der prozentualen Veradnderung Uber den Studienzeitraum
festgestellt werden. Im Gegensatz zur CD569™CD94"" Population kdnnte das MC4 also weniger

zytotoxisch aktiv sein und weniger effizient vor Infektionen schitzen.

In einer weiteren GEE Analyse zeigte sich eine Korrelation zwischen der Abnahme der CD56 9"

Population im PB und einem erhdhten Schubrisiko und umgekehrt eine Korrelation zwischen
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Zunahme der CD56""" Population und einem niedrigeren Schubrisiko (Tabelle 4). Auch eine
Schwangerschafts-assoziierte und Daclizumab-assoziierte Zunahme von CD56"9" NK-Zellen im
PB korreliert mit einer Reduktion der MS-Krankheitsaktivitat [168]. In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass CD56"9" NK-Zellen im LK durch die topografische
Nahe zu autoreaktiven Immunzellen besonders effektiv regulatorisch wirken konnen und
hierdurch die MS-Krankheitsaktivitat eingedammt wird. Diese Hypothese lasst sich mit dieser
Analyse nicht stiitzen. Es ist jedoch zu bedenken, dass mittels Regressionsanalysen keine

Kausalitat, sondern nur Korrelationen untersucht werden.

4.3 Limitationen der Studie

Die wichtigste Limitation der vorliegenden Studie ist sicherlich die niedrige Zahl eingeschlossener
Patientinnen und Patienten. Hierdurch ist die Power der prasentierten Statistik niedrig. Auf3erdem
steigt durch den explorative Analyseansatz ohne Korrekturen fir multiples Testen die
Wahrscheinlichkeit fur falsch-positive Ergebnisse. Daher ist die Bestatigung der vorliegenden

Ergebnisse in grol3en unabh&ngigen Kohorten notig.

Damit die Versuchsbedingung bei der Farbung und Messung der zu verschiedenen Zeitpunkten
in der Studie abgenommenen PBMCs derselben Person méglichst konstant gehalten werden
konnten, wurden die Zellen nach der Abnahme kryokonserviert und am selben Tag aufgetaut,
gefarbt und gemessen. Eine Veranderung der Rezeptorexpression durch die Kryokonservierung
und das anschliel3ende Auftauen ist hierbei nicht auszuschlieen [170]. Au3erdem war durch die
Methodenwahl keine Bestimmung von absoluten Zahlen beziglich der Immunzellpopulationen
mdglich. Alle berichteten Werte sind prozentuale Werte, die sich auf die jeweilige
,Mutterpopulation“ beziehen. Zu- und Abnahmen kénnen ebenso den Verlust/die Zunahme von

Immunpopulationen, wie eine Umverteilung infaus dem PB hinein/heraus bedeuten.

Eine grundlegende Limitation humaner Studien ist die Untersuchung von Korrelationen, ohne
dass Kausalitdaten Uberpruft werden kdnnen. Durch die rein phanotypische Analyse in der
vorliegenden Arbeit, ohne funktionelle Untersuchungen, sind die in der Diskussion prasentierten
Uberlegungen beziiglich der Bedeutung des NK-Zellphanotyps fiir das Therapieansprechen, die
Nebenwirkungen und die MS-Pathogenese lediglich Vermutungen, die einer Uberprifung in

weiteren Studien bedirfen.

Durch das Baseline zu Therapie vergleichende Studiendesign ist nicht auszuschlieRen, dass die
gemessenen immunologischen Verdanderungen lediglich dem Verlauf innerhalb eines Jahres

voranschreitender MS entsprechen. Da in anderen Studien mit gesunder Kontrollgruppe bzw.
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unbehandelten MS-Patientinnen und -Patienten ahnliche Ergebnisse spezifisch fir die mit
Fingolimod behandelte Interventionsgruppe erzielt worden sind [82, 83, 87, 88], scheint diese

Limitation allerdings nur von geringer Bedeutung zu sein.

4.4 Implikationen fiur die weitere Forschung

Aus der vorliegenden Studie ergeben sich drei weiterfuhrende Fragestellungen:

Zunéchst besteht die Frage, ob die NK-Zellen, die unter Fingolimod-Therapie im PB
zurlickbleiben, eine reduzierte FA aufweisen. Auch wenn in einer Studie die Zytokinproduktion
und die NK-Zell Zytotoxizitat in der Fingolimod therapierten Gruppe nicht signifikant im Vergleich
zu gesunden Kontrollen reduziert war [82], kénnte abgeleitet aus den vorliegenden Ergebnissen,
eine reduzierte FA vermutet werden. Da lediglich eine Studie [82] mit kleiner Probandenzahl keine
Veranderungen der FA festgestellt hat und Subgruppen-spezifischen Analysen fehlen, sind
weitere Studien beziglich dieser Fragestellung nétig. Bei alten Menschen ist auf3erdem die
Bildung von Perforin in NK-Zell-K562 Zell Kokultur und die Bindung von NK-Zell produziertem
Perforin an Zielzellen reduziert [162]. Diese NK-Zellfunktionen wurden noch nicht bei Personen,

die mit Fingolimod behandelt wurden, untersucht.

Zweitens ist es eine spannende Frage, wohin die NK-Zellen, die aus dem Blut austreten,
migrieren und vor allem ob die veranderte Lokalisation Vorteile fir die Austbung der
regulatorischen Funktionen der NK-Zellen zur Folge hat. In vitro reagieren NK-Zellen, die mit
Fingolimod behandelt wurden, stéarker auf die eine Migration in die LK-vermittelnden Chemokine
CCL19 und CCL21, als auf das eine Migration zum Knochenmark vermittelnde CXCL12 [88]. Eine
Umverteilung von CCR7* Immunzellen aus dem PB in Richtung LK unter der Fingolimod-
Behandlung ist daher breiter wissenschaftlicher Konsens [171]. In den parafollikularen Zonen der
LK sind CD569" NK-Zellen in unmittelbarer Nahe zu dendritischen Zellen und T-Zellen lokalisiert
[172]. Eine Fingolimod-assoziierte hohere Wahrscheinlichkeit fir direkte Zell-Zell-Kontakte von
NK-Zellen und anderen Immunzellen im LK mit einer daraus resultierenden effektiveren

Regulation anderer Immunzellen ist bisher nicht untersucht worden.

Eine interessante Uberlegung ist auBerdem, ob eine vermehrte Migration der NK-Zellen ins ZNS
unter Fingolimod-Therapie erfolgt, wie es fiir regulatorische B-Zellen beschrieben wurde [173]. In
einer Studie konnte kein Effekt auf die NK-Zell-Migration zu CX3CL1, einem zum ZNS fuhrenden
Chemokin, eruiert werden [82]. Andere, die Migration zum ZNS vermittelnde Chemokine, wie
CCL2 und CXCL10 [174] oder Liganden des CCRS5 [175], wurden noch nicht untersucht. Da vor
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allem der Anteil der regulatorischen CD56"9" NK-Zellen im PB abnimmt, konnten durch eine
Umverteilung der CD56""9" NK-Zellen ins ZNS protektive Effekte denkbar sein.

Als drittes ist zu bedenken, dass inzwischen mehrere Nachfolgemedikamente zu Fingolimod
entwickelt worden sind. Bei Siponimod, Ozanimod und Ponesimod konnte eine Wirksamkeit zur
Behandlung der MS bei selektiverer Modulation von nur S1PR; (Ponesimod) oder S1PR; und
S1PRs (Siponimod, Ozanimod) nachgewiesen werden [176]. Hier gilt es, die Frage zu
beantworten, ob diese S1PR-Modulatoren zu denselben Verénderungen von NK-
Zellsubpopulationen im PB fihren. Bisher wurde bereits eine, den Fingolimod-Studien &hnelnde,
relative Zunahme bzw. eine unveranderte absolute Menge der zirkulierenden NK-Zellen unter der
jeweiligen Therapie im Vergleich zu Placebo und Baseline festgestellt [177-180]. Da weiterhin der
S1PR; Rezeptor der Hauptangriffspunkt der neueren S1PR-Modulatoren ist und dieser auf
unreifen aber nicht auf reifen NK-Zellen exprimiert wird, ist bei diesen Medikamenten eine
ahnliche Veranderung der NK-Zellsubpopulationen im PB wie unter der Fingolimod-Behandlung

Zu vermuten.
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5 Schlussfolgerungen

Das Verstandnis tUber die Auswirkungen, die ein medikamentoser Eingriff in das Immunsystem
hat, ist insbesondere vor dem Hintergrund der Entschlisselung der Wirkmechanismen der
Medikamente, der Vorhersage von Therapieansprechen und Nebenwirkungen von zentraler
Bedeutung. Die signifikante Reduktion zirkulierender T- und B-Zellen in die SLO und die daraus
resultierende Zunahme des NK-Zellanteils im PB unter einer Fingolimod-Therapie um das mehr
als 4-fache macht die detaillierte Untersuchung dieser Immunpopulation interessant. Im Rahmen
der vorliegenden Studie wurde daher der NK-Zellphanotyp von 17 RRMS-Patientinnen und -
Patienten unter neu-begonnener Fingolimod-Therapie Uber einen Zeitraum von 12 Monaten

untersucht.

Wahrend der Therapie zeigte sich eine deutliche Abnahme der CD56°9" NK-Zellen im PB. Im
Bezug auf die Rolle der NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie in der MS-Pathogenese ist ein
sicheres Verweilen von unreifen CD56P9" NK-Zellen in den LK denkbar, die hier protektive
regulatorische Téatigkeit austiben und als gereifte Zellen ins Blut austreten. Im PB scheinen NK-
Zellen mit einem reifen, oder auch ,exhausted“ Phanotyp (Abnahme der aktivierenden
Rezeptoren DNAM-1 und NKp46) zu dominieren. Dies konnte eine starkere Suszeptibilitat
gegeniber viralen Erregern und bestimmten Tumorerkrankungen unter einer Fingolimod-
Therapie erklaren. Des Weiteren kénnte durch die reduzierte FA von CD56%™ NK-Zellen, deren

potentiell schadlicher Effekt in der MS-Pathogenese eingeddmmt werden.

Eine direkte Korrelation zwischen Veranderungen der NK-Zellsubpopulationen und dem
Therapieansprechen zeigte sich in dieser Studie nicht. Allerdings konnte eine Abnahme von
CX3CR1* NK-Zellen beobachtet werden. Da eine niedrige CXsCR1-Expression mit einer
niedrigen MS-Krankheitsaktivitat korreliert [44], konnte die in dieser Studie beobachtete CX;CR1-

Abnahme, die niedrigere Krankheitsaktivitat im Vergleich zu den Vormonaten widerspiegeln.
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Abstract

Fingolimod is an approved oral treatment for relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) that modulates agonistically the
sphingosin-1-phosphate receptor (S1PR), inhibiting thereby the egress of lymphocytes from the lymph nodes. In this interven-
tional prospective clinical phase IV trial, we longitudinally investigated the impact of fingolimod on frequencies of NK cell
subpopulations by flow cytometry in 17 RRMS patients at baseline and 1, 3, 6, and 12 months after treatment initiation. Clini-
cal outcome was assessed by the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and annualized relapse rates (ARR). Over the study
period, median EDSS remained stable from month 3 to month 12, and ARR decreased compared to ARR in the 24 months
prior treatment. Treatment was paralleled by an increased frequency of circulating NK cells, due primarily to an increase in
CD56%MCD94°" mature NK cells, while the CD56" " fraction and CD127* innate lymphoid cells (ILCs) decreased over
time. An unsupervised clustering algorithm further revealed that a particular fraction of NK cells defined by the expression
of CD56%™CD16"*KIR*"NKG2A~CD94~CCR7+~CX,CR1""NKG2C NKG2D*NKp46 DNAM1**CD127* increased
during treatment. This specific phenotype might reflect a status of aged, fully differentiated, and less functional NK cells.
Our study confirms that fingolimod treatment affects both NK cells and ILC. In addition, our study suggests that treatment
leads to the enrichment of a specific NK cell subset characterized by an aged phenotype. This might limit the anti-microbial
and anti-tumour NK cell activity in fingolimod-treated patients.

Keywords Natural killer (NK) cells - Fingolimod - Multiple sclerosis (MS) - Innate lymphoid cells (ILCs) - Sphingosin-1-
phosphate receptor (SIPR)
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is one of the most frequent chronic
neurological diseases in young adults in western countries
[1]. MS is traditionally considered a primarily demyelinat-
ing autoimmune disease [2-4], in which autoreactive CD4*
T cells play a key role in the initiation and maintenance of
the chronic inflammation within the central nervous sys-
tem [5]. This inflammatory process, also supported by B
cells and macrophages, eventually leads to demyelination,
axonal damage [6] and loss of neurological functions [7].

Fingolimod (Gilenya®) is approved as oral treatment
for relapsing—remitting (RR) MS [8, 9]. Its efficacy could
be demonstrated in different phase III studies [10-13].
Fingolimod acts by withholding lymphocytes within the
lymph nodes through the modulation of the sphingosin-
1-phosphate (S1P) receptor [14]. Specifically, fingolimod
is an agonist of the S1P, and S1P;_s receptors that are
expressed on lymphocytes and regulate cell trafficking [14]
as well as vascular barrier function [15, 16], angiogenesis
[17], and vascular tone [18]. After its binding, it leads
to hyperactivation and subsequently internalization of the
receptor, which results in an inhibition of lymphocytic
egress from the lymph nodes [19-21] and modulation of
the profile of circulating immune cells [22]. S1P receptors
are also expressed on innate lymphocytes (ILCs), includ-
ing NK cells [23-25].

Classically, human NK cells are subdivided according
to their CD56 expression into CD56¢" and CD56%™ NK
cells [26]. Approximately 90% of the peripheral NK cells
in circulation are CD56%™, whereas CD56"¢" NK cells
are more abundant in secondary lymphoid tissues and
within the cerebrospinal fluid [27-29].

To date, both beneficial and deleterious roles of NK
cells have been proposed in MS [30-33]. Reports of the
last four decades indicate that MS development is associ-
ated with a deficient NK cell activity [34—41]. However,
other studies showed a relationship between NK cell action
and central nervous system pathology [42—47], indicating
that the effect of NK cells on MS may depend on the NK
cell type or mode of action.

Treatment-related enrichment of a particular NK cell
subset, mostly CD568" or induction of NK cell acti-
vation has been associated with the therapeutic success
of numerous MS drugs including interferon-beta, dacli-
zumab, mitoxantrone, glatiramer acetate, or alemtuzumab
[36, 48-59].

Effects of fingolimod on NK cells have also been
extensively investigated [22, 52, 60-70]. Apart from one
study that did not observe any significant effect of fin-
golimod on NK cells [22], all other cross-sectional stud-
ies have shown a relative increase of NK cells compared
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with other lymphocyte populations. These studies also
revealed a decrease of CD56°" in comparison to
CD56%™ in fingolimod-treated patients compared with an
untreated cohort, healthy controls, or patients treated with
other medications [60, 61, 64]. Interestingly, although
proportions but not absolute numbers of NK cells and
CD56%™ were affected by fingolimod treatment, signifi-
cant reduction in CD56"€" counts was observed [63, 67,
68, 71]. Longitudinal intra-individual studies corrobo-
rated the altered frequencies of NK cells and CD56""eht
and CD569™ [62, 64, 65, 68, 69]. However, the specific
immune profiles of these enriched or depleted subpopula-
tions remain largely undetermined.

In a more recent publication, Eken et al. [25] showed
a decrease of all types of ILCs in the peripheral blood of
fingolimod-treated patients comparing off and on treatment.

It has been demonstrated that the expression of S1P
receptors increases during NK cell maturation [24]. Thus,
different NK cell subtypes may respond differently to S1P-
receptor agonist such as fingolimod.

Therefore, in this study, we aimed to investigate longitu-
dinally the effects of fingolimod on NK cell homeostasis and
maturation/differentiation to define more comprehensively
the profile of NK cells enriched under fingolimod therapy.
‘We hypothesized that fingolimod specifically targets certain
NK cell subsets and that this effect may be associated with
therapeutic benefits.

Methods
Study Design

A post-authorizational investigator-driven, interventional,
prospective, open-label, baseline-to-treatment study
was designed to evaluate the effects of fingolimod treat-
ment on NK cells in RRMS patients. The study (Eudra-
CT:2012-000,411-91; NCT 01790269) was approved by
the responsible ethics committee (Approval ID: 12/9543-
EK) and regulative authorities and was conducted in accord-
ance with the Declaration of Helsinki, the guidelines of the
International Conference on Harmonization of Good Clini-
cal Practice, and the applicable German laws. All partici-
pants gave informed written consent. Patients were screened
and enrolled at the Experimental and Clinical Research
Center and the Neurocure Research Center at Charité-
Universitidtsmedizin Berlin. The main inclusion criteria
were RRMS according to the 2010 McDonald criteria [72]
with an Expanded Disability Status Scale (EDSS)<6.0
[73], age 18-64 years, an indication for on-label treatment
with fingolimod, and absence of relapse for 30 days prior
to screening. Exclusion criteria were mainly related to the
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contraindications of fingolimod as indicated in the label. An
additional exclusion criterion was the intake of other disease
modifying drugs within 6 months (regarding mitoxantrone,
azathioprine, or any other immunosuppressive drug except
prednisolone) or 3 months (natalizumab) prior to baseline.
Detailed inclusion and exclusion criteria are provided as
supplementary Table 1.

Effects of fingolimod on NK cell maturation, differentia-
tion, and activation were investigated longitudinally (base-
line vs. treatment) by flow cytometry. Blood samples were
obtained at baseline visit (visit 0) and 1 month (visit 1),
3 months (visit 2), 6 months (visit 3), and 12 months (visit
4) after treatment initiation. The primary endpoint was the
degree of NK cell maturation, defined as the ratio of imma-
ture NK cells/total NK cells (percentage) before fingolimod
treatment and after 12 months of treatment. Secondary end-
points included NK cell frequency, percentage of immature
NK cells/total NK cells, and degree of NK cell activation
and maturation at all time points. Clinical secondary end-
points included the number of relapses, the disability profile
(determined by the EDSS [73]), and side effects determined
by the numbers of adverse events and infections.

Study Drug Application

Fingolimod in 0.5mg capsules was administered orally once
daily for a period of 12 months. The treatment phase began
at the baseline visit within 4 weeks after the screening visit.
Treatment exactly complied with the approved label, dose,
application, frequency, and safety monitoring. All regular
study visits coincided with the regular treatment monitor-
ing visits, but included larger samples of venous blood (ca.
40 ml).

Sample Collection and Flow Cytometry

Heparinized peripheral blood samples were collected during
study visits. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated by density gradient centrifugation (Biochrom
GmbH, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions as described previously [56], and were then cryopre-
served in liquid nitrogen for later analysis. All samples of
the same patient (different time points) were processed and
analyzed simultaneously.

For the characterization of NK cell subpopulations,
defrozen PBMCs were washed and incubated with human
Fc fragments (Miltenyi Biotec, Germany) to block unspe-
cific antibody binding, followed by the incubation with anti-
CCR7-BV421, anti-NKG2C-AlexaFlour488, anti-DNAM-1/
CD226-PerCP/Cy5.5, anti-CD158a/h-PE, anti-CD56-PE/
Dazzle594, anti-NKG2A/CD159a-PE/Cy7, anti-CD94-APC,
anti-Lin( CD3, CD19, CD14, CD20)-Alexa700, anti-CD16-
APCfire750, anti-NKG2D-BV510, anti-CX;CR1-BV605,

anti-NKp46-BV650 and anti-CD127-BV785. Viable cells
were identified with “LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell
Stain Kits “ (Thermofisher). Data were acquired at Cytoflex
LX flow cytometer (Beckman Coulter).

Clinical Data Collection and Analysis

As fingolimod shows a steady-state blood concentration
only after approximately 2 months of treatment [74], the
first 3 months of treatment were not considered when assess-
ing clinical effects. Effect of treatment on relapse rates was
therefore evaluated by comparing the annualized rate of
relapses during treatment (from month 3 to 12) to the annu-
alized rate in the 24 months prior study.

Relapses were defined as either the occurrence of new
neurological symptoms or the recurrence or worsening of
previously existent symptoms/signs at least 30 days after
the beginning of a previous demyelinating event. The symp-
toms/signs had to last at least 24 h and had to occur indepen-
dently of fever or acute infections. The course of MS-related
disability determined by EDSS [73] was evaluated by com-
paring the EDSS from month 3 and month 12.

Treatment response was defined as the absence of EDSS
increase from month 3 to month 12 and decrease in ARR
when comparing the ARR from month 3 to month 12 on-
treatment with the 24 months pre-treatment ARR. Non-
response was defined as EDSS increase from month 3 to
month 12 and/or stable ARR or increase in ARR when com-
paring the ARR from month 3 to month 12 on-treatment with
the 24-month pre-treatment ARR. If no relapse occurred dur-
ing the study and 24 months prior to study and the EDSS
did not increase from moth 3 to month 12, the patient was
considered a responder.

Flow Cytometry Data Analysis and flowSOM-Based
Unsupervised Analysis

The flow cytometry data were first analysed unblinded using
FlowJo software 10.4 (TreeStar). Thereafter, a multidimen-
sional unsupervised analysis was conducted using Cyto-
bank (www.cytobank.org). Fluorescent minus one (FMO)
stainings were used as controls. The applied gating strategy
is shown in Fig. 1. From the 84 acquired data points, 13
measurements were excluded during the analysis process
due to poor sample quality (very high number of dead cells
or debris) or defective acquisition. These samples were
excluded before the initiation of the analysis.

Expression of a given marker was determined either by
percentage of fluorescence positive cells or by using the
mean fluorescence intensity (MFI). In the latter case, a
change in the MFI (A MFI) was calculated by subtracting
the MFI of the FMO-control from the FMI of the specific
marker.
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Fig. 1 Gating strategy. Artefacts caused by poor flow were elimi-
nated in a time vs. scatter plot; afterwards, dead cells as well as cell
clumps or doublets were excluded; to disregard cell debris, only
events > 500,000 on the FSC-A scale were included in further anal-
ysis; lymphocyte population was determined by its characteristic
morphology in FSC-A vs. SSC-H plot; T, B, NKT cells and mono-
cytes were excluded from the analysis by staining for CD3, CD19,
CD14, or CD20, respectively. ILCs were described as lineage-
negative, CD56"CD127* cells. NK cells were defined as lineage-

In addition, to avoid biased analysis based in pre-determined
populations, we performed a multidimensional unsupervised
analysis using the FlowSOM algorithm [75]. For that, all com-
pensated files were transferred to the Cytobank and scaled in
this program. Events (cells) from all included patients and all
visits were assigned to a self-organizing map. Events with simi-
lar properties were aggregated in one of different 81 clusters. A
minimal spanning tree visualized similar clusters in the same
branch of this tree. Clusters with similar properties were then
further integrated within 15 final metaclusters (MCs). To assess
effects of treatment on NK cell clusters, MC percentage at base-
line visit and after 12 months of therapy were compared. Next,

@ Springer

L CD56 —

SSC-A —

FSC-A — SSC-A
lineage neg
- 529%
CD3,CD14,CD19,CD20
CD56bright CD16 on NK-
CD56dim cells

negative CD56" cells. The CD56" cells were further discriminated
in CD56%™ (a_1) and CD56™%¢" (a_2) cells. The expression of the
other markers of interest (CCR7, NKG2C, DNAM-1, CD158a/h,
NKG2A, CD9%4, NKG2D, CX;CR, NKp46) were analysed consider-
ing both, all NK cells and the subgroups (CD56%™ and CD56"e"),
NK cells were also subcategorized according to CD16 expression in
CD56""CD16~ (b_1), CD56™E"CD16% (b_2), CD56Y™CD16~
(b_3), and CD56%MCD16™ (b_4). FSC forward scatter, SSC side scat-
ter, -H pulse height, -A pulse area

a qualitative analysis of differences of the MCs in responders
and non-responders was conducted.

Statistical Analysis

Data of primary and secondary endpoints and the MCs
were analyzed using an exploratory approach and descrip-
tive statistics (frequency of parameters, median). To assess
the primary endpoint, status of NK cell maturation (ratio
immature NK cells per total NK cells as a percentage) before
treatment and after 12 months of treatment was compared.
Secondary immunological endpoints (NK cell frequency,
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ratio immature NK cells per total NK cells, as well as the
frequency of NK cell activation and functional markers)
were evaluated for the whole treatment period. Additionally,
the frequency of the MCs from the unsupervised clustering
analysis was evaluated for all time points. Non-parametric
(pairwise exact Wilcoxon) analysis was performed to com-
pare (univariately) immune subsets before treatment and
after 12 months of treatment. In order to test for systematic
changes over time, markers of special interest with a sig-
nificant Wilcoxon result were included in a nonparametric
analysis of longitudinal data (nonparametric MANOVA)
[76]. Univariate post hoc Wilcoxon tests after global test-
ing were used to check for significant differences in certain
clinically interesting time points.

Generalized estimating equations (GEE) were applied to
test for potential associations between clinical parameters
and changes in immunological endpoints over time. Differ-
ent GEE models were examined with number of infections,
number of relapses, and frequency of CD56"EM MC4, and
CD56%MCDI94"Y cells as independent influencing factors.
Based on our previous experiences in neurology [77], we
used an autoregressive model of 1st order for the correla-
tion matrix.

Tests should be seen as exploratory data analysis. There-
fore, all p-values have to be understood as exploratory ones.
For that reason, no adjustments for multiple testing were
conducted. Statistical significance was defined as p <0.05.
Calculations were performed using IBM© SPSS© Statis-
tics, Version 25, © Copyright 1989, 2016 SPSS Inc., an
IBM Company and the R Project for Statistical Computing,
Version 3.4.0 (2017-04-21). Figures were generated using
GraphPad prism 8.0.0.

Results
Demographic and Clinical Data

Twenty-one patients were screened and included in this
study. Three patients terminated fingolimod treatment early
due to a significant elevation of liver enzymes (2 patients)
or severe lymphocytopenia (1 patient) and therefore dropped
out. Another patient developed severe lymphocytopenia
(grade 4 toxicity) before the last visit; for this patient, the
data of only 4 time points were analyzed. Data of another
patient were removed from the analysis because of the poor
quality of the frozen blood samples.

The final analysis included therefore 16 patients treated
daily for 12 months and one patient treated for 10 months.
Demographic baseline data are displayed in Table 1.
Females accounted for 65% of the cohort; the mean age at
screening was 41 years; the mean MS duration was 10 years.
The median EDSS score at treatment start was 2.0. Fifteen

Table 1 Demographic characteristics

n=17
Age (in years, mean+SD) 40.8+10.0
Females (n (%)) 11 (64.7)
Interval from MS onset to baseline 10.1+6.7

(in years, mean + SD)
Annualized relapse rate (ARR) 0.68
24 months before baseline

EDSS score at baseline (median (range)) 2.0 (0.0-6.0)

SD standard deviation

(88%) of the 17 patients received previous treatment with
other disease-modifying drugs. Based on the response cri-
teria described in “Methods,” seven patients (41%; 2 males,
5 females) were classified as non-responders.

From the patients included in the analysis, 24% (n=4)
suffered from one or more relapses during the study. A total of
18% (n=3) showed an increase in the ARR calculated
from month 3 to month 12 on-treatment compared with
the 24-month pre-treatment ARR. Median EDSS remained
stable from visit 2 (third month of treatment) to the last
visit after 12 months of treatment. In 35% (n=6), an EDSS
increase was observed. Thus, relapses and/or EDSS increase
were observed in seven patients that for hypothesis generat-
ing analyses were considered as non-responders.

Serious adverse events were reported in three patients,
namely elevated liver enzymes, herpes zoster, and urosepsis
with subsequent aggravation of MS-symptoms. No
serious adverse events resulted in hospitalization, death, or a
permanent disability. Fourteen infection-related adverse events
were recorded, seven in the responder group, affecting four
patients, and seven in the non-responders, that affected five
out of the seven patients. Therefore, as shown in Table 2, the
number of patients affected by infections was higher in the
non-responder group (71%) than in the responder group (40%).

Effects of Fingolimod on Immature/Mature NK Cell
Fractions

NK cell markers were analysed according to the gating strat-
egy shown in Fig. 1. The expression of maturation markers
was analysed considering all NK cells or the CD56%™ and
CD56™Eh fractions separately as displayed in Fig. 1. The
following statistical analyses should be seen as exploratory
data analysis; therefore, all p-values are to be understood as
exploratory ones.

Figure 2A shows that the frequency of circulating
CD56" NK cells increased during treatment (MANOVA
p=0.003), from 8.74% before treatment to 28.90% after
1 month (Wilcoxon test p=0.005) up to 40.05% at month
12 (Wilcoxon test p<0.001).
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Table 2 Clinical outcomes

Relapses All patients (n=17) Responder (n=10) Non-responder (n=7)
Patients with confirmed relapse from visit 2 to treatment termination (n 4(23.5) 0(0.0) 4(57.1)

(%))
1 relapse (n(%)) 2(11.8) 0(0.0) 2(28.6)
2 relapses (n(%)) 2(11.8) 0(0.0) 2(28.6)
Annualized relapse rate (ARR) 0.47 0 1.14
EDSS
Patients with EDSS increase from visit 2 to treatment termination (n (%)) 6 (35.3) 0(0.0) 6(85.7)
Change from visit 2 to visit 4 (median (range)) 0.0 (- 1.5-1.5) —0.5 (- 1.5-0) 0.5 (0.0-1.5)
Infections
Patients with infections from visit 2 to treatment termination (n (%)) 9(53.0) 4 (40.0) 5(71.4)
Number of infections from visit 2 to treatment termination 14 7 7

Further, we observed a fingolimod-associated reduc-
tion of CD56%eh NK cells over time (MANOVA
p=0.0000009) from 9.30% at baseline to 3.83% after
1 month (Wilcoxon test p<0.001) and 3.56% after
12 months of treatment (Wilcoxon test p < 0.001) (Fig. 2B).
However, as shown in Fig. 2C, within the CD56%™ popula-
tion only, the fraction of circulating CD16* CD56%™ NK
cells increased during treatment from baseline median
59.30 to 77.43% after 12 months of fingolimod intake (Wil-
coxon test p=0.042). Additionally, the analysis of ILCs,
defined as CD56™CD1277 cells, revealed a mild decrease

Fig.2 Effect of fingolimod a
therapy on the expression
of CD56 and CD16. Repre-

over the treatment period from 0.17 to 0.12% (Wilcoxon
test p=0.01) (data not shown).

Further, we focused on the fully mature fractions, that are
CD94'¥ [78] and express KIR, but no NKG2A [79, 80]. We
observed an increase of fully mature CD564™CD94'°" over
time (MANOVA p=0.014) (Fig. 3A) from 32.65% at base-
line to 44.60% after 12 months of treatment (Wilcoxon test
p=0.008). In the same line, NKG2A~KIR* CD56%™ NK
cells increased slightly from 19.30% at treatment initiation
to 20.85% after 12 months of fingolimod intake (Wilcoxon
test p=0.013) (Fig. 3B).
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Fig.3 Effect of fingolimod a
therapy on NK cell maturation
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Thus, the proportion of highly mature NK cells increased
after 1 month of treatment and remained elevated during
the treatment period of 12 months (overview supplementary
Table 2).

Activation and Chemotactic Capacity of NK Cells
Under Fingolimod Treatment

To evaluate the proportion of NK cells with activating or
migration-mediating receptors during the treatment with
fingolimod, we examined the expression of the chemokine
receptors CCR7 and CX;CR1, as well as the inhibition
marker NKG2A and the activation markers NKp46, DNAM-
1, NKG2D, and NKG2C.

Fingolimod treated patients showed a decreased propor-
tion of both CCR7* and CX;CR1* CD56%™ NK cells in
peripheral blood. As shown in Fig. 4A, the CCR7 express-
ing CD56%™ NK cells decreased from treatment initiation
to the later visits (MANOVA p=0.0032). The fraction of
CCR7* CD56™ NK cells decreased from 5.30% at base-
line to 2.46% after 12 months of treatment (Wilcoxon test
p=0.007) (Fig. 4A). We observed a trend in the decrease
in fluorescence intensity of CX;CR1 on CD56%™ NK cells
(p=0.056) (supplementary Fig. 1B). No change in CCR7 or
CX,;CR1 was observed in CD56"" NK cells (supplemen-
tary Fig. 1A, IB).

Furthermore, the proportion of the CD94*NKG2A* NK
cells was reduced from 51.60 to 47.60% at the 12-month visit
(Wilcoxon test p=0.004). The frequency of CD94*"NKG2A*
cells also decreased in both CD56%™ and CD56"s" NK
cells after 1 month of treatment and remained low during
the entire treatment period (supplementary Fig. 1C).

Next, we analysed changes in the percentage of NK
cell activation receptors. While the ratio of NKp46* and
DNAM-1* NK cell subpopulations was consistently reduced

KIR — months of treatment

after 1 month of fingolimod intake, we observed no sig-
nificant changes in NKG2D* and CD94*NKG2C* NK cells
(supplementary Fig. 1D, 1E, 1F, 1G). The proportion of
NKp46 expression only decreased in CD56%™ NK cells,
while CD56"€" NK cells were not affected (supplemen-
tary Fig. 1D). While the decrease from baseline (median
frequency: 18.90%) to 12 months of treatment (median fre-
quency: 15.80%) was significant (Wilcoxon test p=0.007)
in the CD56‘”"’NKp46Jr cells, no alteration over the entire
treatment period was observed (Fig. 4B).

On the other hand, the ratio of DNAM-1 express-
ing CD56™#" decreased during the observation period
(MANOVA p=0.0036) (Fig. 4C). In line with these find-
ings, we could also evaluate a significant decrease in the
proportion of DNAM-1 in CD56%™ NK cells comparing
baseline to 12 months (Wilcoxon test p=0.035) (supple-
mentary Fig. 1E).

Thus, fingolimod may affect NK cell function by promot-
ing a reduced fraction of activation receptors expressing NK
cells. This was observed for the entire NK cell population
and also for the CD56™¢™ and CD56%™ fractions (overview
supplementary Table 2).

Unsupervised Multidimensional Analysis
of the Effect of Fingolimod on NK Cell
Subpopulations

To investigate whether a so far undescribed fraction of circu-
lating NK cells increases in fingolimod treated patients, the
high-dimensional data set was further explored by means of
the unsupervised clustering algorithm FlowSOM. FlowSOM
clusters and reduces the dimensionality by displaying the
data of all markers and patients in one self-organized map
(SOM) [75]. From 83 flow cytometry files of all patients
included in this study, which were manually pre-gated for the
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Fig.4 Effect of fingolimod a
therapy on NK cell activation

and chemotactic responses.
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CD56" NK cell (as shown in Fig. 1), a minimum-spanning
tree (MST) was generated. Clusters with cells characterized
by similar phenotypes are depicted in the same branch of the
tree. Data was merged into a total of 81 clusters and further
aggregated into 15 MC. Figure 5A illustrates the MST by
displaying the median CD56 signal intensity for each cluster
node coded by colour. Cluster size reflects the number of
events included in it. Here, CD56™¢" NK cell cluster (black
frame) can be easily identified and showed a decrease over
time (Fig. 5A).

The comparison of all MC revealed that three inter-
related MC (MC6, 13, and 15) decreased significantly
comparing baseline and 12 months of treatment (Wil-
coxon test p=0.001). As shown in Fig. 5B, all three
MCs are characterized by a high expression of CD56™2ht
(orange or red cluster nodes). While the baseline-
frequency of MC6, MC13, and MC15 was 11.84%, it
decreased to 5.90% after 1 month and further decreased
to 4.00% after 12 months of treatment (Fig. 5C). Unsu-
pervised analyses confirmed our previous results that
the proportion of NK cell with bright CD56 expression
decreased during treatment.

Further, we identified a significant increase in the fre-
quency of MC4, containing CD56%™ expressing NK cells
and a decrease in the frequency of MC11, containing NK
cells with different levels of CD56 expression (Fig. 5B).
The MC4 fraction expanded significantly from a baseline

@ Springer

median frequency of 29.59 to 43.45% after 12 months of
therapy (Wilcoxon test p=0.01), while the MC11 fraction
slightly decreased from median 5.34 to 4.90% (Wilcoxon
test p<0.001) (Fig. 5C).

To define the phenotype of cells within a MC, median
expression of all analysed markers with a colour spectrum
scaled per marker from minimum to maximum fluores-
cence intensity are depicted in Fig. 6A. While MC4 cells
are CD16™"KIR*"NKG2A~CD94~CCR7"~CX,CR1""N
KG2C"NKG2D*NKp46 DNAM-1**CD127*, NK cells
of the MCI11 are CDI16"KIR"NKG2A**CD94**CCR
7*~CX,;CR1""NKG2C"NKG2D**NKp46 " DNAM1++
CD127*~. Thus, in comparison to MC4, MC11-NK
cells express lower levels of CD16, KIR, and CD127 and
higher levels of NKG2A, CD94, NKG2D, and NKp46 and
could be considered as an intermediate mature NK cell
population.

Next, data from patients considered as responders and
non-responders were mapped to the MST separately. The
frequency of the different MCs depicted with a colour
scale at baseline, as well as after 6 and 12 months of treat-
ment, is represented in Fig. 6B. We observed a higher
frequency of the CD56°¢" MCs (MC6, 9, 13, 15) and
the CD127* MC2 in the non-responders compared to the
responders at baseline visit. After treatment initiation,
these MCs seem to decrease in both non-responders and
responders and converge to same levels.
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Fig.5 FlowSOM unsupervised a
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Fig.6 Heatmaps of the MC. a Heatmap of all MCs on the basis of
the median expression of 12 markers with a colour spectrum scaled
per marker from minimum to maximum fluorescence intensity. The
continuous black line encloses the MC4 that increased significantly
over time; dashed black lines define the MCs that decreased signifi-
cantly during the treatment (MC 6, 11, 13, 15). b Direct comparison
of MC frequencies in responders (“R,” dark grey) and non-responders
(“N,” light grey) in a heatmap for baseline and the visits after 6 and
12 months of treatment. Each column represents the MC frequen-
cies of one patient for one specific timepoint during the therapy. To
improve the comparability between the different MCs and accounting
for subject-specific ranges, we showed the frequencies with a row z
score normalization (per sample across all MCs). CD56™&" MCs
framed. MC metacluster

Longitudinal Association of Fingolimod-Induced
Changes in NK Cell Subpopulations with Clinical
Outcome Parameters

Further, we performed a hypothesis-driven analysis,
in which three different NK cell subpopulations were
investigated as independent variable for associations
with clinical endpoints (number of infections, num-
ber of relapses, number of adverse events, EDSS, and
response) within the 12 months of treatment. The inde-
pendent variable were CD56" €™ cells, a regulatory, low
cytotoxic NK cell subpopulation [81], CD56%™mCD94!%
cells, a mature subpopulation with low regulatory, but
high cytotoxic capacity [78] and MC4 cluster, a yet
undescribed NK cell cluster that showed a significant
fingolimod-induced increase in the previous unsuper-
vised clustering analysis.

Generalized estimating equation (GEE) analysis revealed
interesting initial data. We measured an inverted correla-
tion between changes in CD56%™CD94"Y and number of
infection (Table 3), indicating that an increase in propor-
tion of one percent of this population correlates with a
decreased risk for an infections by 3.7% (odds ratio=0.963;
95% confidence interval =0.939-0.988, p=0.004). In
addition, a decrease of the CD56€" fraction correlated
with a relapse risk increase (decrease by 1% was associ-
ated with an increase of the risk for a relapse by 25.9%,
odds ratio=0.741; 95% confidence interval =0.556-0.998,
p=0.041)]. No significant correlations between the three
NK cell populations and number of AEs, EDSS, or response
were found.

To summarize, an increase in the fraction of
CD56%™CD94'% and CD56" " NK cell populations was
associated with a reduced number of infections and with a
reduced number of relapses, respectively.

Table 3 Longitudinal association of clinical outcome parameters and fingolimod-related NK cell profile

Coefficient (95% CI) p-value QOdds ratio (95% CI)
Dependent variable: number of infections
Independent variable: Change in CD56"1ieht —0.080 (=0.169-0.008) 0.073 0.923 (0.845-1.008)
Change in MC4 —0.010 (—0.040-0.020) 0.503 0.990 (0.960-1.020)
Change in CD56™CD94'*" —0.037 (—0.063 to —0.012) 0.004 0.963 (0.939-0.988)
Dependent variable: number of relapses
Independent variable: Change in CD56%¢" —0.300 (—0.587-0.012) 0.041 0.741 (0.556-0.988)
Change in MC4 0.037 (=0.005-0.080) 0.085 1.038 (0.995-1.083)
Change in CD56%mCD94" 0.043 (—0.007-0.094) 0.093 1.044 (0.993-1.099)

Results for two separate multivariate generalized estimating equation (GEE) analyses, using the “number of infection” or “number of relapses”
as dependent variables, respectively. As independent parameters CD56™'", MC4 and CD56%™CD94"" were used in both models. Analyses
were conducted to check for prediction of the clinical parameters by alteration of the immune populations. Values in bold indicate significant

correlations
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Discussion

This pilot study aimed to determine the effects of
12 months of fingolimod treatment on frequency and phe-
notype of circulating NK cells in a cohort of MS patients
in the context of an exploratory flow cytometry analysis.

We observed an increase of NK cell fraction within the
lymphocytes over the treatment period (Fig. 2A), which is
consistent with previous reports [60-62, 64, 65, 68, 69].
Hjorth et al. [69] demonstrated a decrease in number of cir-
culating lymphocytes in fingolimod treated patients, while
NK cell numbers were not affected. NK cells, contrary to
T and B cells, only express low levels of the major fingoli-
mod target S1P, receptor [23, 24]. Thus, the increase of NK
cell frequency observed in our study may result from the
decreased number of circulating adaptive lymphocytes that,
in contrast to NK cells, are broadly sequestered within the
secondary lymphoid tissue during fingolimod treatment [82].

Moreover, our study confirmed that fingolimod reduces
the proportion of circulating ILCs [25] and led to a reduced
proportion of the circulating immature CD56” " NK cells
and an increased proportion of the CD56™ NK cell frac-
tion (Fig. 2B) [60, 63-65, 68]. Our longitudinal study also
confirmed that these effects could be observed already after
the first month of treatment and were maintained over 1 year
of regular fingolimod intake. The decreased frequency of
CD356"¢h and the increased frequency of CD56%™ could be
explained by their different forms of recirculation. CD56"" "
may be more susceptible to sequestration within secondary
lymphoid tissue (SLT) and CD56%™ to exit SLT, because
contrary to the CD56%™ CD56" ¢ cells express high lev-
els of the homing receptors L-selectin and CCR7 [83, 84]
and, in addition, CD56%™ cells appear to express high levels
of S1P receptors, that appear to be resistant to fingolimod
effects in vivo [24, 60, 63].

Moreover, we analysed additional phenotypic markers
in the peripheral blood that included CD16, CD94, or the
KIRs (Fig. 3). Highly mature CD56%™ NK cells are char-
acterised by low CD94, low NKG2A, and high KIR levels,
and by a low IFN-gamma, but a high granzyme B and
perforin production [78, 79]. Here, we showed that over
12 months of treatment, the fraction of CD56%™CD94'°%
was significantly enriched in the circulation, suggesting
not only a predomination of mature CD56%™ but rather a
continuous shift within the CD56%™ population towards
fully maturation and differentiation. These findings were
also in line with a mild increase in the frequency of mature
CD56%MNKG2A~KIR" after fingolimod initiation.

Our data further revealed that under fingolimod therapy,
NK cells showed an altered functional receptor profile, with
a lower percentage in expression of CCR7 and CX;CR1,
the inhibitory receptor NKG2A, as well as the activating

receptors NKp46 and DNAM-1 (Fig. 4; supplementary
Fig. 1). Effects on CCR7 were already reported in treated
patients versus untreated MS patients and healthy donors
[60]. CD56™#" NK cells are up to 60% positive for CCR7
[83] and represents around 95% of the lymph node NK cells
[85], while only 5% of CD56%™ NK cells are CCR7* [83].
Our data also confirmed that around 5% of the CD56%™
express CCR7 at baseline, and that this small population,
with probably an intermediary mature phenotype, seems to
be also sequestered within the lymph nodes during treatment.

Further, we observed that the fraction of CX3CR1Jr NK
cells is also diminished during treatment (supplementary
Fig. 1). We previously showed that CX;CRI1 is expressed on
mature NK cells [86] and that MS patients have a reduced
proportion of circulating CX;CR1* NK cells, although
increased frequency of peripheral CX;CR1* NK cells cor-
relates with an enhanced MS activity [40]. Since most of
the patients of our cohort were stable during the study, the
decreasing CX;CR1 levers might reflect the therapy success.

We also measured a decrease in the frequency of NKp46
and DNAM-1 in peripheral blood. DNAM-1 decrease
in fingolimod treated patients might result in a reduced
anti-tumour capacity. In MS patients, a reduced ability to
kill activated CD4* T-cells via activation of DNAM-1 is
described [41]. DNAM-1% NK cells enriched within the
SLT may kill even more efficiently those autoreactive T cells
[41]. In the context of our study, the decrease of DNAM-1 in
the peripheral blood could be explained by the shift of NK
cells towards a fully differentiated [87] or even exhausted
[88] profile. Both markers, DNAM-1 and NKp46, play an
important role in the innate immune response against human
cytomegalovirus infected dendritic cells; NKp46 is further-
more involved in recognition and defence of several other
viruses [89-92]. A relative reduction of these receptors in
the peripheral blood might lead to a higher susceptibility of
fingolimod treated patients for viral infections.

Further, using the flow cytometry data combined with an
unsupervised clustering, we identified 15 NK cell clusters that
changed in frequency during fingolimod therapy and compared
these alterations in responders and non-responders. Although
the sample size is very limited, we decided to conduct an
exploratory analysis based on response to provide a basis for
comparison with studies that reported on associations between
certain NK cell subtype and clinical outcome. We confirmed a
significant reduction in the ratio of CD56"€" clusters and an
alteration in two specific CD56%™ NK cell clusters (MC4, 11)
(Fig. 5). During treatment only the fraction of MC4 increased,
while MC11 decreased significantly (Fig. 6A). Compared to
MC11, MC4 is characterized by a low expression of CD56,
CD9%4, NKG2A, and NKG2D, but a higher expression of
CD16 and KIR. These results indicate that MC4 may repre-
sent a fully mature or even exhausted cluster predominant in
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fingolimod treated patients, while MC11 represents an inter-
mediate mature MC, which decreased with the treatment.

In our GEE analysis, no correlation was observed between
MC4 and treatment response or clinical outcomes. How-
ever, we did observe an association between an increased
frequency of CD56%™CD94'°" (characteristic for MC4 and
MCS8) and a lower number of infections. CD56%™CD94!°%
cells are cells with great capacities to produce intracellular
perforin and granzyme B [78]. In the same line, decreased
CD56"" and CD56%™CD94'°" frequencies were inversely
associated with an increased number of relapses. These
results are certainly interesting but need further validation
due to small patient numbers in our study.

In our cluster analysis, CD56"¢" frequency was higher at
baseline in patients considered as non-responders compared
to those considered as responders. However, after fingolimod-
treatment, frequencies of CD56 M and CD56%™ were com-
parable in both groups; thus, the decrease in CD56™&" MCs
and accordingly the increase in CD56%™ fraction were more
pronounced in the non-responder patients (Fig. 6). Although
these data are preliminary due to the limited sample size,
they may indicate that a strong treatment-related reduction
of the CD56"¢" cell fraction is associated with the lack of
response. In fingolimod treated patients, high frequency of
the CD56 " fraction has been associated with stable mag-
netic resonance imaging [64] and also with response, using
an achieved NEDA(no evidence of disease activity)-3 and
NEDA-4 status as response criteria [65]. An association
between CD56* €™ cells and reduced relapse rate has been
also observed in MS patients during late pregnancy [93];
and in patients treated with daclizumab, CD56™EM" increase
predicted a reduced number of gadolinium enhancing lesions
[54]. Thus, our data may also suggest that an increased frac-
tion of circulation CD56"" could be associated with treat-
ment benefits in MS [64]. CD56"*" NK cells that are not
reaching the blood are probably captured in the SLT [63].
Accumulation of CD56™€" in the SLT could facilitate inter-
actions with T cells and dendritic cells [94, 95]. Moreover, the
high IL-7 expression within the SLT may promote NK cell
surveillance [96]. It is therefore conceivable that CD56€"
can be safely stored within SLT and regulate locally adap-
tive autoimmune response, or exit the SLT strengthened
when needed in the periphery. The latter possibly happens
in patients who benefit from fingolimod treatment, as they
show a lower decrease of CD56€" cells in the peripheral
blood during treatment [64]. Furthermore, SLT is described
as a compartment of NK cell maturation [97, 98]. Thus, the
arrest of NK cells in SLT might lead to further maturation of
these cells.

Our data suggest an increased frequency of fully differ-
entiated or even “exhausted” long-lived NK cells in the cir-
culation of fingolimod-treated MS patients in the peripheral
blood. Interestingly, although the limited amount of patient’s
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material did not allow to perform functional tests in vitro,
the profile of this NK cell cluster predominant in fingoli-
mod treated patients resembles the phenotype described in
elderly healthy people. With age, CD56%™ NK cell frac-
tion and the expression of KIR increase [99-102], while the
CD56" " fraction and expression of NKG2A and CD94
decrease [101, 103]. In addition, and also in line with our
results, a reduction in NKp46 and DNAM-1 has also been
observed during age [100, 102, 104], while CD16 expression
remains unchanged [103, 105]. This phenotype reflects a
NK cell subgroup with diminished NK cytotoxicity that may
underline the high risk of infections observed in fingolimod-
treated patients and also in elderly people [102, 106, 107].
Furthermore, it is imaginable that an enhanced fraction of
“exhausted” CD56%™ NK cells may be accompanied by a
diminished proportion of detrimental subtypes, contributing
to an overall benefit for MS. However, further studies are
needed to verify this hypothesis.

The small number of patients included in our study rep-
resents an important limitation, which has an impact on the
power of our calculations, the balance on the selection of
participants, and the detection of small but statistically sig-
nificant changes. Therefore, the conducted statistic should
be understood as exploratory data analysis, and therefore, all
p-values should be considered as exploratory ones. Moreo-
ver, our study design does not permit to establish causal rela-
tionships between changes affecting NK cells and the treat-
ment, since those changes could just reflect the natural MS
progression. Another important limitation is that the study
lacks an untreated MS control cohort, which, due to ethical
reasons, was unfeasible in a 12-months longitudinal study.
However, confirming our estimations, other studies com-
paring effects with cohorts of untreated patients or healthy
controls did present similar NK cell alterations exclusively
in fingolimod treated patients [60, 61, 63, 65]. On the other
side, due to the longitudinal character of our study, samples
were frozen after the different visits to permit the simul-
taneous analysis of all time points of each single patient.
This may have advantages in reducing experimental errors,
but has the disadvantage that absolute cell accounts cannot
be determined. Changes in population’s frequency could be
due to redistribution rather than depletion or emergence of
particular subpopulations.

In conclusion, our study indicates that fingolimod not
only affects the balance between CD56%™ and CD56Peht
NK cells, but also seems to promote a shift to elderly NK
cell clusters, which are probably less functional. Along
with the well-described effects of fingolimod on the adap-
tive immune response, this impact on the innate response
may support the increased risk of tumour development [108]
and/or infections observed in fingolimod-treated patients.
No association between a certain NK cell subtype and the
treatment response could be demonstrated in this pilot study.
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Nevertheless, our data suggests an association between the
frequency of cytotoxic CD569™CD94"% NK cells and lower
infection risk.
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