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Summary

The adaptive immune system emerged 500 million years ago together with the first verte-
brates, and stands as one of the most intricate biological systems known to humans. It is
based on a dynamic and diverse collection of novel cell types called lymphocytes, each of
which expresses on its surface an antigen recognition receptor of unique specificity. T lym-
phocytes -or T cells-, in particular, lie at the epicenter of the adaptive immunity; they perform
immune surveillance by means of engagement with peptides presented by Major Histocom-
patibility Complex (MHC) molecules of other host cells. This interaction is mediated by the
T cell receptor (TCR), which upon binding a foreign-derived antigen, prompts the activation
of the T cell. Subsequent clonal expansion of the antigen-triggered T cell marks the initiation
of all downstream cellular and humoral immune responses. Thus, the ability of a vertebrate
host to recognize and successfully combat a potential pathogen is linked to both the peptide-
presenting capacity of its germline-encoded MHC molecules, as well as the diversity of its
available repertoire of somatically rearranged TCRs.

Over the past decade, an avalanche of in-depth TCR repertoire studies, fueled by the un-
paralleled resolution of Next Generation Sequencing (NGS) technologies, has helped uncover
many of the mechanisms determining the TCR repertoire and its diversity. The way the TCR
repertoire responds to infection, specifically, has been a topic of intensive research, with the
majority of our current understanding stemming from human and murine empirical data. In
this thesis, I employ the three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus) as an experimental
model to further advance our knowledge regarding the factors that shape the TCR repertoire
during infection. As a teleost, the adaptive immune system of the stickleback bears remarkable
similarities to that of mammals, including an extensive set of germline TCR genes shown to
contribute to a diverse pre-immune repertoire. Furthermore, this species offers the critical ad-
vantage of encompassing a substantial level of natural genetic variation – a crucial component
missing from previous murine studies.

First, I focus my attention at the MHC genes of the three-spined stickleback. InChapter 1,
my co-authors and I sought to develop an accurate and reproducible NGS-based protocol that
can be employed for genotyping multi-locus gene families, such as the MHC, across different
species. Thus far, efforts to reliably characterize the individual MHC diversity in non-model
species have been obstructed by the inability to target each MHC locus individually, leading
to complexities pertaining to the differentiation between genuine alleles and artifacts during
data analysis. Here, we performed systematic comparison of three popular NGS genotyping
pipelines by using MHC sequencing data derived from stickleback genomic DNA and cDNA
samples, independently genotyped by an established non-NGS method. Based on an exhaus-
tive breakdown of genotyping errors, we underscore the necessity for template-specific opti-
mization of adjustable pipeline parameters. Furthermore, we show that optimized genotyping
of paired gDNA and cDNA samples allows for accurate expression analysis of individual alle-
les and haplotypes, which will assist researchers in future efforts to reliably genotype MHC,
and other multigene families, using cDNA samples.

Expression of a highly diverse set of MHC alleles in the three-spined stickleback, as con-
firmed in Chapter 1, is strongly indicative of a fully functional adaptive immune arm. I thus
turn my attention to the TCR repertoire of the three-spined stickleback. A complex network of
genetic and environmental factors are known to affect the TCR repertoire, prominent among
which is the host’s immunological status. Previous infection studies have primarily exam-
ined the TCR repertoire’s response to antigenically simple pathogens, such as viruses. To
build upon these studies, Chapter 2 of this thesis is dedicated to thoroughly investigating
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Summary

the effect of a controlled macroparasitic infection on the TCR repertoire. Towards this end,
I used a stickleback-specific helminth, Schistocephalus solidus, widely presumed to exert im-
munomodulatory effects on the host’s immune system. Importantly, the use of lab-reared,
MHC-genotyped sibships allowed us to simultaneously account for genetic variation at the
individual level. In doing so, I illuminate the significant extend to which genetic background
beyond the MHC can dictate TCR repertoire diversity, a factor largely unacknowledged in
past studies. I postulate upon this experimental finding by discussing the possible genetic and
epigenetic mechanisms partaking in shaping the TCR repertoire. Moreover, infection with a
fast-growing S. solidus strain lead to what I presume is parasite-induced suppression of the
private TCR repertoire compartment. Our results also revealed a set of MHC-unrestricted,
infection-non-specific TCR sequences of distinct properties, strongly indicative of specialized
biological functions. I interpret this as indirect evidence of the presence of unconventional T
cells in the stickleback, and consider the implication regarding their role in the evolution of
the vertebrate adaptive immune system.

In Chapter 3, the last of this thesis, I characterize the TCR repertoire of the stickleback
under semi-natural conditions, achieved via exposure of lab-bred sibships to their natal lake
environment. By emulating its natural living conditions, our goal was to better capture the
stickleback’s immunological status in the wild, which often involves co-infection with multi-
ple macro-parasite species. Such natural context is often overlooked in laboratory-based sin-
gle infection studies and can bias conclusions regarding the TCR repertoire dynamics. Here,
eight weeks of lake exposure facilitated high individual macro-parasitic burdens, which coin-
cided with a robust activation of the TCR repertoire via a substantial increase of clonally ex-
panded TCR clonotypes. I further confirm the role of individual genetic variation in the TCR
repertoire, in agreement with results from Chapter 2. Moreover, I detect strong sex-based
differences in the diversity of the TCR repertoire in sticklebacks, whose sexual maturation
was prompted by our experimental setup. Intriguingly, comparison of TCR repertoires among
control sticklebacks of common genetic background differing in age revealed strikingly similar
changes to those described in mammals, a result that points towards the existence of common
foundational principles governing the TCR repertoire structure throughout a vertebrate’s life-
time.
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Zusammenfassung

Das adaptive Immunsystem entstand vor 500 Millionen Jahren zusammen mit den ersten
Wirbeltieren und ist eines der kompliziertesten biologischen Systeme, die der Mensch kennt.
Es basiert auf einer dynamischen und vielfältigen Ansammlung neuartiger Zelltypen, den
Lymphozyten, von denen jeder auf seiner Ober�äche einen Antigenerkennungsrezeptor mit
einzigartiger Spezi�tät aufweist. Insbesondere die T-Lymphozyten - oder T-Zellen - stehen
im Zentrum der adaptiven Immunität; sie führen die Immunüberwachung durch, indem sie
mit Peptiden interagieren, die von Molekülen des Major Histocompatibility Complex (MHC)
anderer Wirtszellen präsentiert werden. Diese Interaktion wird durch den T-Zell-Rezeptor
(TCR) vermittelt, der nach Bindung eines fremden Antigens die Aktivierung der T-Zelle aus-
löst. Die anschlieÿende klonale Expansion der durch das Antigen ausgelösten T-Zelle markiert
den Beginn aller nachgeschalteten zellulären und humoralen Immunantworten. Die Fähigkeit
eines Wirbeltierwirts, einen potenziellen Krankheitserreger zu erkennen und erfolgreich zu
bekämpfen, hängt also sowohl von der Peptidpräsentationskapazität seiner keimbahnkodierten
MHC-Moleküle als auch von der Vielfalt seines verfügbaren Repertoires an somatisch um-
strukturierten TCRs ab.

In den letzten zehn Jahren hat eine Lawine eingehender Studien des TCR-Repertoires,
angetrieben durch die beispiellose Au�ösung der Next Generation Sequencing (NGS)-Technolo-
gien, dazu beigetragen, viele der Mechanismen aufzudecken, die das TCR-Repertoire und seine
Vielfalt bestimmen. Insbesondere die Art und Weise, wie das TCR-Repertoire auf eine In-
fektion reagiert, ist ein Thema intensiver Forschung, wobei der Groÿteil unseres derzeitigen
Verständnisses aus empirischen Daten von Menschen und Mäusen stammt. In dieser Arbeit
verwende ich den Dreistachligen Stichling (Gasterosteus aculeatus) als experimentelles Modell,
um unser Wissen über die Faktoren, die das TCR-Repertoire während einer Infektion formen,
zu erweitern. Als Teleost weist das adaptive Immunsystem des Stichlings bemerkenswerte
Ähnlichkeiten mit dem von Säugetieren auf, einschlieÿlich eines umfangreichen Satzes von
Keimbahn-TCR-Genen, die zu einem vielfältigen präimmunen Repertoire beitragen. Darüber
hinaus bietet diese Spezies den entscheidenden Vorteil, dass sie ein erhebliches Maÿ an natür-
licher genetischer Variation aufweist - eine entscheidende Komponente, die in früheren Stu-
dien an Mäusen fehlte.

Zunächst konzentriere ich meine Aufmerksamkeit auf die MHC-Gene des Dreistachligen
Stichlings. Im ersten Kapitel haben meine Co-Autoren und ich versucht, ein genaues und
reproduzierbares NGS-basiertes Protokoll zu entwickeln, das für die Genotypisierung von
Multi-Locus-Genfamilien, wie dem MHC, bei verschiedenen Arten eingesetzt werden kann.
Bisher wurden die Bemühungen um eine zuverlässige Charakterisierung der individuellen
MHC-Vielfalt in Nicht-Modellarten dadurch behindert, dass nicht jeder MHC-Locus einzeln
ampli�ziert werden konnte, was zu komplexen Problemen bei der Unterscheidung zwischen
echten Allelen und Artefakten während der Datenanalyse führte. Hier haben wir einen sys-
tematischen Vergleich von drei gängigen NGS-Pipelines zur Genotypisierung durchgeführt,
indem wir MHC-Sequenzierungsdaten von genomischer Stichling-DNA und cDNA-Proben
verwendet haben, die separat auch mit einer etablierten Nicht-NGS-Methode genotypisiert
wurden. Auf der Grundlage einer umfassenden Aufschlüsselung der Genotypisierungsfehler
unterstreichen wir die Notwendigkeit einer ausgangsmaterial-spezi�schen Optimierung der
einstellbaren Pipeline-Parameter. Darüber hinaus zeigen wir, dass eine optimierte Genotyp-
isierung von gepaarten gDNA- und cDNA-Proben eine genaue Expressionsanalyse einzel-
ner Allele und Haplotypen ermöglicht, was bei künftigen Bemühungen um eine zuverlässige
Genotypisierung von MHC- und anderen Multigenfamilien unter Verwendung von cDNA-
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Proben helfen wird.
Die Expression einer Vielzahl von MHC-Allelen beim Dreistachligen Stichling, wie im er-

sten Kapitel bestätigt, ist ein deutlicher Hinweis auf einen voll funktionsfähigen adaptiven
Teil des Immunsystems. Ich wende mich daher im zweiten und dritten Kapitel dem TCR-
Repertoire des Dreistachligen Stichlings zu. Es ist bekannt, dass ein komplexes Netzwerk
genetischer und umweltbedingter Faktoren das TCR-Repertoire beeinflusst, wobei der immu-
nologische Status des Wirts eine wichtige Rolle spielt. Frühere Infektionsstudien haben in er-
ster Linie die Reaktion des TCR-Repertoires auf antigenisch einfache Erreger, wie z. B. Viren,
untersucht. Um auf diesen Studien aufzubauen, widmet sich das zweite Kapitel dieser Arbeit
der gründlichen Untersuchung der Auswirkungen einer kontrollierten makroparasitären In-
fektion auf das TCR-Repertoire. Zu diesem Zweck haben wir einen stichlings-spezifischen
Helminthen, Schistocephalus solidus, verwendet, von dem allgemein angenommen wird, dass
er immunmodulatorische Effekte auf das Immunsystem des Wirts ausübt. Durch die Verwen-
dung von im Labor gezüchteten, MHC-genotypisierten Stichlingsfamilien konnten wir gle-
ichzeitig die genetische Variation auf individueller Ebene berücksichtigen. Auf diese Weise
konnten wir aufzeigen, in welch hohem Maße der genetische Hintergrund über den MHC
hinaus die Vielfalt des TCR-Repertoires bestimmen kann - ein Faktor, der in früheren Stu-
dien weitgehend unberücksichtigt blieb. Ich gehe auf diese experimentellen Ergebnisse ein,
indem ich die möglichen genetischen und epigenetischen Mechanismen diskutiere, die an der
Gestaltung des TCR-Repertoires beteiligt sind.

Darüber hinaus führte die Infektion mit einem schnell wachsenden S. solidus-Stamm zu
einer, wie wir vermuten, parasitenbedingten Unterdrückung des privaten TCR-Repertoire-
Kompartiments. Unsere Ergebnisse zeigten auch eine Reihe von MHC-unbeschränkten, nicht-
infektionsspezifischen TCR-Sequenzenmit unterschiedlichen Eigenschaften, die stark auf spe-
zialisierte biologische Funktionen hinweisen. Wir interpretieren dies als indirekten Beweis für
das Vorhandensein unkonventioneller T-Zellen im Stichling und betrachten die Implikationen
hinsichtlich ihrer Rolle in der Evolution des adaptiven Immunsystems der Wirbeltiere.

Im dritten und letzten Kapitel dieser Arbeit charakterisieren wir das TCR-Repertoire des
Stichlings unter halbnatürlichen Bedingungen, indem wir im Labor gezüchtete Stichlinge der
natürlichen Umgebung ihres ursprünglichen Sees aussetzen. Unser Ziel war es, durch die
Nachahmung der natürlichen Lebensbedingungen den immunologischen Status des Stichlings
in freier Wildbahn besser zu erfassen, der häufig eine Koinfektion mit mehreren Makropara-
sitenarten beinhaltet. Ein solcher natürlicher Kontext wird in laborgestützten Einzelinfektion-
sstudien oft übersehen und kann zu falschen Schlussfolgerungen hinsichtlich der Dynamik des
TCR-Repertoires führen. Hier ermöglichte eine achtwöchige See-Exposition eine hohe indi-
viduelle Makroparasiten-Belastung, die mit einer starken Aktivierung des TCR-Repertoires
durch eine erhebliche Zunahme klonal erweiterter TCR-Klonotypen einherging. Wir bestäti-
gen außerdem die Rolle individueller genetischer Variation im TCR-Repertoire, was mit den
Ergebnissen des zweiten Kapitels übereinstimmt. Darüber hinaus stellenwir starke geschlechts-
spezifische Unterschiede in der Vielfalt des TCR-Repertoires bei Stichlingen fest, deren sex-
uelle Reifung durch unseren Versuchsaufbau ausgelöst wurde. Interessanterweise zeigte der
Vergleich des TCR-Repertoires von Kontroll-Stichlingen mit gleichem genetischen Hinter-
grund und unterschiedlichem Alter auffallend ähnliche Veränderungen wie bei Säugetieren,
ein Ergebnis, das auf die Existenz gemeinsamer Grundprinzipien hinweist, die die Struktur
des TCR-Repertoires während des gesamten Lebens eines Wirbeltiers bestimmen.

8

Zusammenfassung



Fish magic, Paul Klee (1925)
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