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,Gib das, was dir wichtig ist, nicht auf, nur weil es nicht einfach ist.”

(Albert Einstein)

Fur Fabian Hover
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Um den Organismus vor verschiedensten Pathogenen und durch sie verursachten Schaden
zu schitzen, hat sich im Laufe der Evolution ein komplexes Netzwerk aus physikalischen,
chemischen und zelluldren Mechanismen entwickelt. Sie verhindern nicht nur das Eindringen
und Ausbreiten von Krankheitserregern, sondern sorgen durch die Beseitigung krankhafter
Zellveranderungen auch dafir, dass die Integritat des Organismus erhalten bleibt.

Den ersten Abwehrmechanismus gegen Pathogene bilden dabei die zahlreichen chemischen
und physikalischen Barrieren des Korpers, wie z.B. das saure Milieu des Magens und die
Epithelien mit antimikrobiellen Proteinen (Defensine) [33].

Werden diese Barrieren jedoch von den Krankheitserregern Uberwunden und gelingt es
ihnen in das Gewebe vorzudringen, so kommt es zur Aktivierung komplexer zellularer
Abwehrmechanismen. Dabei werden zwei Arten der Immunantwort unterschieden. Die
angeborene Immunantwort ist die erste Reaktion des Koérpers auf Pathogene. Sie setzt
unmittelbar nach der Infektion ein und ist eher unspezifisch. Mit etwas Verzégerung setzt
dann die adaptive Immunantwort ein. Sie richtet sich ganz gezielt gegen bestimmte
Pathogene und ist in ihrer Wirkung wesentlich starker als die angeborene Immunantwort. Die
adaptive Immunantwort bildet auRerdem die Grundlage flr das immunologische Gedachtnis,
das heil3t der Organismus entwickelt nach der erfolgreichen Bekdmpfung eines Erregers
eine gewisse Immunitdt gegen diesen Erreger, wodurch er diesen bei einer erneuten
Infektion schneller erkennt und die Immunantwort direkter und starker ausfallt als bei dem
ersten Kontakt [3].

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Zur angeborenen Immunitat gehdéren neben dem Komplementsystem eine Vielzahl von
Zellen, die an einer ersten unspezifischen Immunantwort beteiligt sind. Zu ihnen zahlen
neben den phagozytierenden Zellen wie den Makrophagen, den Monozyten, den
Granulozyten und den dendritischen Zellen (DC) auch die Mastzellen und die natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) [71].

Dabei sind es meist die langlebigen Makrophagen, die eingedrungene Erreger als erstes
erkennen, da sie in allen Geweben vorkommen. Sie nehmen die Erreger durch Phagozytose
auf und téten sie ab. Aulierdem tragen sie durch das Freisetzen von Mediatoren wie den
Zytokinen dazu bei, dass es zu einer Entziindungsreaktion und somit zu einer Ausweitung

der Immunantwort kommt [48, 104].
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Im Gegensatz zu den Makrophagen kommen die kurzlebigen Granulozyten im gesunden
Gewebe kaum vor. Erst wenn es zu einer Infektion kommt, werden sie vermehrt im
Knochenmark gebildet und wandern dann zum Entzindungsherd, wo sie ebenfalls an der
Beseitigung der eingedrungenen Erreger beteiligt sind [16].

Eine zentrale Rolle bei der angeborenen Immunabwehr spielen zudem die dendritischen
Zellen, da sie auch eine wichtige Verbindung zur adaptiven Immunantwort darstellen. So
nehmen sie im Gegensatz zu den Granulozyten und Makrophagen, die Erreger nicht nur auf
und zerstoren sie, sondern prasentieren die beim Abbau entstandenen Peptidfragmente
anschliefend den T-Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen [41].

Doch um Pathogene erkennen und eliminieren zu kénnen, muissen diese zunachst als
koérperfremd  erkannt werden. Hierbei spielen sogenannte mikrobenassoziierte
Immunstimulanzien eine wichtige Rolle. Zu diesen Stimulanzien zahlen zum Beispiel
wirtsfremde  Molekile auf der Zelloberfliche der Mikroorganismen, wie die
Lipopolysaccharide (LPS) auf gram-negativen Bakterien oder die Teichonsaure auf gram-
positiven Bakterien, aber auch unmethylierte CpG-DNA, die bei vielen Krankheitserregern
vorkommt. Haufig weisen die Mikroorganismen auch regelmaRige Muster molekularer
Strukturen auf, die als pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) bezeichnet werden. Neben diesen PAMPs werden zudem auch
endogene molekulare Strukturen erkannt, die z.B. bei Zellschaden auftreten kénnen und
daher auch schadenassoziierte molekulare Muster (damage-associated molecular patterns,
DAMPs) genannt werden. Erkannt werden die Molekile, PAMPs und DAMPs von
sogenannten Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors, PRR). Zu diesen
Rezeptoren gehéren unter anderem die I6slichen Rezeptoren des Komplementsystems, aber
auch die membrangebundenen Rezeptoren der Toll-like Rezeptorfamilie (TLR). Der Uber die
Toll-like Rezeptoren ausgeléste Signalweg flhrt schlieBlich zur Produktion wichtiger
Mediatoren der angeborenen Immunantwort, wie verschiedener Zytokine und Chemokine,
und zur Expression kostimulatorischer Molekile an der Zelloberflache, die flir den Beginn

der adaptiven Immunantwort existentiell sind [26, 45].

1.1.1.1 Dendritische Zellen - ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborener und

adaptiver Immunitat

Das erste Mal beschrieben wurden DC von Paul Langerhans, der sie 1868 noch als
Nervenzellen in der menschlichen Haut identifizierte [51]. 1973 wurden sie von Ralph M.
Steinman und Zanvil A. Cohn weiter charakterisiert und erhielten ihren Namen aufgrund der
Auslaufer, die sich wahrend ihrer Reifung ausbilden [90].

Durch zahlreiche weitere Forschungen weil3 man heute, dass die DC aus einer heterogenen
Mischung verschiedenster Subpopulationen mit jeweils unterschiedlichen Funktionen
bestehen [87].
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Ihren Ursprung haben dabei alle DC im Knochenmark, wo sie sich wie die Ubrigen
Leukozyten, aus hamatopoetischen Stammzellen (HSC) entwickeln. Dabei wird bei der
Differenzierung der HSC in eine myeloide und eine lymphoide Keimbahn unterschieden. Aus
den myeloiden Vorlauferzellen (common myeloid progenitor, CMP) entwickeln sich
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Megakaryozyten und Erythrozyten [4]. Wa&hrend
aus den lymphoiden Vorlauferzellen (common lymphoid progenitor, CLP) B-Zellen, T-Zellen
und NK-Zellen hervorgehen [49]. Die groRte Anzahl der DC entsteht Uber die myeloide
Keimbahn, wobei sich aus der CMP eine Monozyten-DC-Vorlauferzelle (monocyte-DC
progenitor, MDP) entwickelt, die zur DC Vorlauferzelle (common DC progenitor, CDP) wird.
Aus dieser CDP gehen wiederum verschiedene DC Subpopulationen hervor [65].

Bei den DC Subpopulationen werden zwei Gruppen unterschieden. Dabei spielen neben der
kleineren Gruppe der plasmazytoiden DC (pDC) vor allem die groRe Gruppe der
konventionellen DC (conventional DC, cDC) eine entscheidende Rolle bei der Immunantwort.
Die cDC gehen aus einem weiteren Entwicklungsschritt der CDP, den so genannten preDC
hervor. Diese preDC verlassen das Knochenmark und wandern in das Gewebe, wo sie nach
einem Antigenkontakt weiter heranreifen. cDC zeichnen sich durch eine hohe Expression der
Integrin-a Kette (cluster of differentiation 11c, CD11c) und einer hohen Expression des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (Major Histocompatibility Complex, MHC)-Klasse-II aus
und unterscheiden sich so von den pDC, die eine mittlere Expression an CD11¢ und MHCII
aufweisen. Dariber hinaus kénnen cDC anhand ihrer Expression der Korezeptoren CD8a
und CD4 in drei weitere Untergruppen CD4  CD8a*, CD4* CD8a™ und doppelt negative CD4"
CD8a cDC unterschieden werden [102].

Neben dem beschriebenen myeloiden Weg kénnen sich DC auch uber die lymphoide
Keimbahn entwickeln [9, 61]. AuRerdem besteht die Moglichkeit, dass sich unter
inflammatorischen Bedingungen DC aus Monozyten entwickeln [72]. Sie werden dann als
monozytare DC (moDC) bezeichnet und besitzen &hnliche Eigenschaften wie die cDC
(Abbildung 1).

Kommt es zu einem Eindringen von Pathogenen, wandern DC zum Ort der Infektion,
nehmen die eingedrungenen Erreger Uber rezeptorvermittelte Phagozytose oder Pinozytose
auf und zerlegen sie in einzelne Peptidfragmente. Die aktivierte DC beginnt zu reifen, andert
ihre Form und wandert zu den peripheren lymphatischen Organen. Dabei beginnt sie
kostimulatorische Proteine auf ihrer Oberflache zu exprimieren und Zytokine zu sezernieren
[41]. In den peripheren Lymphorganen angekommen, werden die Peptidfragmente der
prozessierten Antigene lUber MHC-Peptidkomplexe den T-Zellen prasentiert, die dadurch
ihrerseits aktiviert werden [40]. Aufgrund dieser Funktion werden die DC auch als

antigenprasentierende Zellen (antigen presenting cell, APC) bezeichnet.
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Abbildung 1: Entwicklung der Subpopulationen der dendritischen Zellen (adaptiert nach Khan et al. [46]).
Dendritische Zellen entstehen aus hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark (BM, bone marrow), die sich
zu lymphatisch gepragten Progenitorzellen (lymphoid-primed multipotent progenitors, LMPPs) entwickeln. Aus
den LMPPs gehen zwei verschiedene Keimbahnen hervor. Es kénnen sich myeloide Vorladuferzellen (common
myeloid progenitor, CMP) oder lymphoide Vorlduferzellen (common lymphoid progenitors, CLP) entwickeln.
Wahrend aus den CLP vor allem Lymphozyten wie B- und T-Zellen und NK-Zellen entstehen, gehen aus den
CMP die Monozyten-DC-Vorlauferzellen (monocyte-DC progenitor , MDP) hervor, die zu DC-Vorlauferzellen
(common DC progenitor, CDP) werden. Aus diesen CDP gehen wiederum verschiedene DC-Subpopulationen,
die konventionellen DC (conventional DC, cDC) und die plasmazytoiden DC (plasmacytoid DC, pDC) hervor, die
schliellich im Gewebe weiter ausdifferenzieren. Neben dem myeloiden Weg kénnen sich DC auch uber die
lymphoide Keimbahn aus den CLP entwickeln. Darlber hinaus besteht die Madglichkeit, dass DC unter
inflammatorischen Bedingungen auch aus einer Vorlauferzelle der Monozyten (common monocyte progenitor,
CMoP) entstehen koénnen. Pre-pDC, pre-plasmacytoid DC; Pre-cDC, pre-conventional DC; cDC1, conventional
type | DC; cDC2, conventional type Il DC

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Bei der adaptiven Immunantwort steht die Aktivierung der Lymphozyten durch die APC im
Mittelpunkt. Dabei unterscheidet man zwei Arten von Lymphozyten, die B-Lymphozyten (B-
Zellen) und die T-Lymphozyten (T-Zellen). lhren Ursprung haben beide Zelltypen im
Knochenmark, wahrend die B-Zellen jedoch auch im Knochenmark heranreifen, wandern die
unreifen Vorlauferzellen der T-Zellen aus dem Knochenmark in den Thymus, wo sie
schlief3lich heranreifen und dem sie auch ihren Namen verdanken [112]. Doch nicht nur im
Ort ihrer Reifung unterscheiden sich die beiden Zelltypen, sie exprimieren auch
unterschiedliche Antigenrezeptoren. Dabei sind diese Antigenrezeptoren jedoch im
Gegensatz zu den Antigenrezeptoren des angeborenen Immunsystems sehr spezifisch und

erkennen jeweils nur ein bestimmtes Antigen [71].



Einleitung 12

Nach ihrer Reifung in den primaren lymphatischen Organen (Knochenmark und Thymus),
zirkulieren die Lymphozyten in der LymphflUssigkeit und im Blut. Dabei besitzen sie nur eine
geringe funktionelle Aktivitdt solange noch kein Antigen an ihre Rezeptoren gebunden hat.
Man bezeichnet sie in dieser Phase auch als naive (ungepragte) Lymphozyten. Erst wenn
das fir sie jeweils spezifische Antigen an ihre Rezeptoren bindet werden sie aktiviert,
proliferieren und differenzieren zu den entsprechenden Effektorzellen. Bei den B-Zellen
werden diese Effektorzellen Plasmazellen genannt. Sie produzieren Antikorper, die der
sezernierten Form des B-Zellrezeptors entsprechen und die dieselbe Antigenspezifitat wie
dieser aufweisen. Diese Art der Immunantwort wird auch als humorale Immunantwort
bezeichnet [71].

Im Gegensatz zu den B-Zellen unterscheidet man bei den T-Zellen drei Gruppen von T-
Zellen, die zytotoxischen T-Zellen, die T-Helferzellen und die regulatorischen T-Zellen. Die
zytotoxischen T-Zellen téten mit Viren oder anderen intrazelluldren Erregern infizierte Zellen
direkt [7]. T-Helferzellen hingegen unterstiitzen, wie der Name schon sagt, andere Zellen,
wie Makrophagen, B-Zellen und DC bei ihrer immunologischen Wirkung, indem sie Zytokine
sezernieren und entsprechende Proteine auf ihrer Oberflache exprimieren [103]. Die
regulatorischen T-Zellen Ubernehmen ihrerseits die Kontrolle der Immunantworten. Sie
konnen die Aktivitat von zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen und auch dendritischen
Zellen unterdricken und tragen so unter anderem auch zur immunologischen Selbsttoleranz
bei [13]. Die durch die T-Zellen ausgeloste Immunantwort wird auch als zellulare
Immunantwort bezeichnet.

In Kontakt mit ihrem jeweiligen Antigen kommen die T-Zellen in den sekundaren
lymphatischen Organen, zu denen die Lymphknoten, die Milz und die lymphatischen
Gewebe der Schleimhaute zahlen. Hier werden die von den antigenprasentierenden Zellen,
hauptsachlich DC, prozessierten Peptidfragmente den T-Zellen Uber die MHC-Molekile

prasentiert.

1.1.2.1 T-Zellen

T-Zellen entstehen wie die DC aus den HSC im Knochenmark, ihre Reifung geschieht jedoch
im Thymus. Dabei wandern lymphoide Vorlauferzellen Uber das Blut in den Thymus und
durchlaufen dort ein komplexes Differenzierungsprogramm, bei dem es auch zu einer
negativen Selektion kommt, bei der die Zellen, die koérpereigene MHC-Molekile nicht
erkennen kénnen, aussortiert werden [57, 85].

Wie die DC lassen sich auch die T-Zellen in verschiedene Gruppen unterteilen. Dabei
unterscheidet man zunachst aufgrund der Zusammensetzung des T-Zell-Rezeptors (TCR, T
cell receptor) in a:p und y:A T-Zellen, wobei die a:3 den gréRten Teil der T-Zellen ausmachen
[69]. Dariber hinaus werden die T-Zellen wie die DC auch anhand der Expression

verschiedener Oberflachenmolekiile weiter unterschieden.
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Ein Marker fur alle T-Lymphozyten ist dabei der CD3 Komplex, der mit dem TCR verbunden
ist. Dartiber hinaus lassen sich die T-Zellen anhand der Glykoproteine CD4 und CD8, die als
Korezeptoren fungieren, weiter unterteilen [50]. Dabei wird CD4 von den T-Helferzellen und
CD8 von den zytotoxischen T-Zellen exprimiert.

Die CD4" T-Helferzellen wiederum lassen sich anhand verschiedener Marker in weitere
Untergruppen, zu denen die Tu1-, Tu2-, Tu17-Zellen sowie die T.g zahlen, unterteilen. Sie
unterscheiden sich zudem stark in den von ihnen sezernierten Zytokinen [83].

Auch die CD8* zytotoxischen T-Zellen lassen sich anhand der Expression verschiedener
Oberflachenmolekile weiter unterteilen. Eine gute Mdglichkeit, die CD8" T-Zellen weiter zu
unterteilen, bietet die Expression von CD44 und L-Selektin (CD62L). L-Selektin ist ein
Adhasionsmolekil, das von reifen T-Zellen exprimiert wird und die Funktion eines
Lymphknoten-Homing-Rezeptors fir reife naive T-Zellen hat. Nach einem Antigenkontakt
wird die Expression von CD62L herunter reguliert, so dass Effektorzellen kein CD62L mehr
exprimieren [74]. CD44 wiederum ist ein Adhasionsmolekul, das in geringeren Mengen von
naiven T-Zellen exprimiert wird und nach deren Aktivierung hochreguliert wird. So lassen
sich anhand dieser beiden Marker drei unterschiedliche Gruppen der CD8* T-Zellen
einteilen. Naive CD8" T-Zellen (Tn), die CD62L und geringe Mengen an CD44 exprimieren,
CD8* T-Effektorzellen (Te) und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tewm, effector memory T cells),
die kein CD62L aber groRe Mengen an CD44 exprimieren und Central Memory T-Zellen
(Tcwm), die sowohl CD62L als auch CD44 exprimieren [2, 73] (Abbildung 2).

T-Zelle

Regulatorische T-Zelle T-Helferzelle Zytotoxische T-Zelle
CD3* CD3* CD3*
CD4* CD4* CcDs8*

Tu17 Tn

eee 00 @

CD62L* CD62L-  CD62L*
CD44-  CD44M  CD44n

Abbildung 2: Schematische Darstellung der T-Zellsubpopulationen. Anhand ihrer Oberflachenmolekule und
Effektorfunktionen lassen sich die T-Zellen in verschiedene Subpopulationen unterteilen. CD, cluster of
differentiation; T, T-Helferzelle; Tn, naive T-Zelle; Te, Effektor T-Zelle; Tcm, Central Memory T-Zelle
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Reife naive Lymphozyten zirkulieren kontinuierlich durch die peripheren lymphatischen
Organe, zu denen neben den Lymphknoten auch die Milz und die lymphatischen Gewebe
der Schleimhaute zahlen. Treffen sie dort auf DC, die das flr sie spezifische Antigen Uber
MHC-Molekiile prasentieren, werden sie aktiviert und beginnen sich zu teilen. Dabei
entstehen identische Tochterzellen, die den gleichen TCR exprimieren wie die
Ursprungszelle. Dieser Vorgang wird daher auch als klonale Expansion bezeichnet und
ermoglicht es dem Koérper schnell und gezielt eine grolde Anzahl spezifischer Lymphozyten
im Kampf gegen die Pathogene bereitzustellen [1]. Diese differenzieren weiter und die
meisten Zellen gelangen als Effektorzellen zurtick in den Blutkreislauf, GUber den sie sich
dann verteilen und in die Gewebe gelangen, um dort schliellich aktiv zu werden. Dieser
Prozess der adaptiven Immunantwort dauert beim ersten Kontakt zu einem bisher
unbekannten Erreger vier bis sechs Tage ab Erkennen des Erregers. Naive Lymphozyten,
die keinen Kontakt zu dem fir sie spezifischen Antigen haben, gelangen wieder ins Blut und
zirkulieren weiter durch die lymphatischen Gewebe bis sie ihr Antigen erkennen oder
absterben [71].

Auch die Lebenszeit der durch die klonale Expansion entstandenen Lymphozyten ist
begrenzt und so sterben die meisten von ihnen ab, wodurch die zellulare Immunantwort
begrenzt wird. Eine kleine Anzahl der aktivierten antigenspezifischen T-Zellen bleibt jedoch
erhalten und bildet als Gedachtniszellen die Grundlage fir das immunologische Gedachtnis
[70]. Sie kénnen bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Erreger viel schneller aktiviert
werden und stellen so sicher, dass die Immunreaktion bei einer erneuten Infektion schneller

und wirksamer ablauft.

1.2 Diabetes mellitus

1.2.1 Formen des Diabetes mellitus

Als Diabetes mellitus wird eine Gruppe von Erkrankungen bezeichnet, bei denen der
Glukosestoffwechsel gestort istt Es kommt zu einer Hyperglykdmie, erhdhte
Glukosekonzentration im Blut, die auch Auswirkungen auf verschiedene zellulare Prozesse
und die Immunantwort haben kann.

Man unterscheidet dabei hauptsachlich zwei Arten des Diabetes, Typ 1 Diabetes mellitus
(TIDM) und Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM). Beim T1DM kommt es aufgrund einer
Autoimmunreaktion zu einem Insulinmangel, da die insulinproduzierenden R-Zellen des
Pankreas in einem autoreaktiven Prozess zerstdrt werden. Eine entscheidende Rolle
nehmen dabei autoreaktive zytotoxische CD8" T-Zellen ein, die gegen bestimmte Antigene
der R-Zellen gerichtet sind [97].
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Beim T2DM kommt es hingegen zu einer Insulinresistenz aufgrund einer verminderten
Sensitivitat der Koérperzellen gegenuber Insulin. Dabei tritt T2DM haufig im Zusammenhang
mit Ubergewicht und einer ungesunden Ernahrung auf. Sport und eine Umstellung der
Erndhrungsgewohnheiten kénnen hier haufig zu einer Verbesserung fuhren [58, 111]. Im
Gegensatz dazu sind Patienten, die von T1DM betroffen sind, ihr Leben lang auf die
Einnahme von exogenem Insulin angewiesen. Bevor das Insulin entdeckt wurde, war T1DM
eine meist todlich verlaufende Krankheit [36].

Neben den erwahnten beiden Hauptformen des Diabetes mellitus gibt es auch noch den
Gestationsdiabetes mellitus (GDM), der wahrend der Schwangerschaft auftreten kann, sowie
andere spezifische Diabetesformen, deren Ursache sehr verschieden sein kann. So kénnen
beispielsweise verschiedene Erkrankungen des endokrinen Pankreas, wie etwa Pankreatitis,
Traumen oder Tumore den Glukosestoffwechsel beeinflussen. Aber auch medikamentdse
Einflisse oder genetische Defekte kdnnen eine Veranderung im Glukosestoffwechsel
bewirken [34].

1.2.2 Folgen des Diabetes mellitus

Durch die gestérte Funktion des Insulins kann die Glukose nicht mehr adaquat von den
Zellen aufgenommen werden und reichert sich im Blut an. Der Koérper versucht diesen
Anstieg auszugleichen, indem er die Glukose iber den Urin ausscheidet, daher kommt es zu
einer Polyurie verbunden mit einer Polydipsie, da der Korper versucht den Flussigkeitsverlust
zu kompensieren. Weitere Symptome kénnen Midigkeit, Sehstérungen und Gewichtsverlust
sein. Bei chronischer Hyperglykdmie besteht zudem die Gefahr, dass Organe (Augen,
Nieren, Herz), Nerven, BlutgefaRe und andere Gewebe geschadigt werden. So erhoht
Diabetes auch das Risiko fur vaskulare Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit und
Schlaganfall [39].

Bei absolutem Insulinmangel kann sich zudem eine Ketoazidose entwickeln. Sie entsteht,
wenn die Zellen aufgrund des Insulinmangels nicht gentigend Glukose als Energielieferant
fur ihre Stoffwechselprozesse aufnehmen kénnen. Um diesen Verlust zu kompensieren,
beginnt der Kérper Fettgewebe abzubauen, um die fehlende Energie auszugleichen. Bei
diesem Prozess kommt es jedoch zu einem unvollstandigen Abbau der Fettsauren und es
sammeln sich Ketonkérper im Blut an, die schlieRlich zu einer Ubersduerung des Blutes
fuhren [66, 107].

1.2.3 T1DM - eine Autoimmunerkrankung

Ein entscheidendes Merkmal des T1DM ist die Zerstorung der insulinproduzierenden [3-
Zellen im Pankreas durch eine Immunreaktion, die gegen die kdrpereigenen Zellen gerichtet

ist. Diese Reaktion ist mikroskopisch durch eine Infiltration der Langerhans-Inseln im
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Pankreas, in denen sich die insulinproduzierenden R-Zellen befinden, mit verschiedensten
Immunzellen, vor allem zytotoxischen CD8" T-Zellen, gekennzeichnet. Aber auch
Makrophagen, CD4* T-Zellen, B-Lymphozyten und Plasmazellen sind in den Infiltraten zu
finden. Zu einem geringen Anteil sind auch NK-Zellen und Forkhead-Box-Protein P3 positive
(FOXP3*) Zellen in den Infiltraten zu finden [10].

Die zytotoxischen CD8" T-Zellen sind dabei gegen bestimmte Antigene der [-Zellen
gerichtet. Zu diesen Antigenen gehdéren unter anderem Epitope des Proinsulins [99], der
Glutamat-Decarboxylase 65 (GAD65) [101] und des Zinktransporters ZnT8 [27]. Zudem
spielen Autoantikdrper gegen diese Antigene der Inselzellen eine wichtige Rolle. Sie sind
bereits Monate oder sogar Jahre vor der Manifestation des Diabetes im Blut nachweisbar
und dienen als wichtiger diagnostischer Marker bei der Feststellung des T1DM . Die meisten
Falle des T1DM werden bereits im Jugendalter diagnostiziert, daher wurde der T1DM friher
auch als juveniler Diabetes bezeichnet. Dabei ist TIDM eine der haufigsten chronischen
Erkrankungen im Kindesalter und die Inzidenz ist in den letzten Jahrzenten noch
angestiegen [10].

Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass eine Erkrankung auch im Erwachsenenalter nicht

ausgeschlossen ist [17, 55].

1.3 Sepsis

1.3.1 Die Definition der Sepsis

Eine Sepsis, im Volksmund haufig als Blutvergiftung bezeichnet, tritt auf, wenn die lokale
Begrenzung einer Immunantwort {berschritten wird und es zu einer systemischen
Immunreaktion kommt. Dabei wurde die Definition einer Sepsis im Laufe der Jahre immer
wieder angepasst. Lange ging man von einem linearen Verlauf aus, bei dem eine Sepsis
durch eine anfangliche Infektion, gefolgt von der Entwicklung eines systemischen
inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS), entsteht. Die Sepsis ist in diesem Modell
gefolgt von einer schweren Sepsis, bei der zu der anfanglichen Sepsis noch eine
Schadigung der Organe kommt und endet in einem septischen Schock, bei dem neben der
schweren Sepsis noch eine Hypertonie auftritt. Doch mit den Jahren zeichnete sich ab, dass
dieser Verlauf lange nicht bei jeder Erkrankung auftreten muss und so wurde nach einer
neuen Definition gesucht, die sich auch klinisch leichter anwenden lasst, um Patienten mit
einer schlechteren Prognose schneller identifizieren zu kénnen. In der dritten internationalen
Consensus Definition fur Sepsis und septischer Schock von 2016 wird die Sepsis daher als
eine ,lebensbedrohliche Organdysfunktion, der eine deregulierte Immunantwort des Wirtes
auf eine Infektion vorausgeht®, beschrieben. Ein septischer Schock ist dabei eine besondere

Form der Sepsis, der per Definition schwerwiegende zellulare und metabolische
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Veranderungen sowie Durchblutungsstérungen umfasst und mit einem hoéheren
Sterblichkeitsrisiko verbunden ist als die Sepsis alleine. Der Begriff der schweren Sepsis
sollte nicht weiter verwendet werden, da per Definition bei jeder Sepsis eine
Organdysfunktion vorliegt [88]. Zur Festlegung der Schwere der Organdysfunktion wird der
sogenannte Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA-Score) verwendet, bei dem
klinische Parameter aus verschiedenen Bereichen wie Atmung, zentrales Nervensystem,
Herz-Kreislauf-System, Leberfunktion, Blutgerinnung und Nierenfunktion erfasst und mit
einem Punktesystem bewertet werden. Eine Organdysfunktion liegt vor, wenn der SOFA-

Score um mindestens zwei Punkte steigt [24].

1.3.2 Zellulare und molekulare Veranderungen wahrend einer Sepsis

Kennzeichnend fiir die erste Phase der Sepsis ist eine Uberschiellende Immunantwort des
Korpers, die sogenannte Hyperinflammation, bei der es vermehrt zur Ausschittung
proinflammatorischer Mediatoren, wie Interleukin (IL)-1, Tumornekrosefaktor (TNF) und IL-
17, durch die Zellen des angeborenen Immunsystems kommt. Die so aktivierten
Lymphozyten produzieren ihrerseits wiederum proinflammatorische Zytokine, was zu einem
sogenannten Zytokinsturm flhrt [24]. Durch diese systemische Inflammation kann es dann
zur Schadigung von Geweben und Organen und im schlimmsten Fall zu einem
Multiorganversagen kommen [81].

Trotz des medizinischen Fortschritts stellt die Sepsis immer noch eine der haufigsten
Todesursachen auf Intensivstationen dar [31, 82]. Doch selbst wenn die Patienten diese
kritische Phase Uberleben, bleiben sie, auch nachdem die Sepsis abgeklungen ist, weiterhin
anfalliger fir nosokomiale und andere Folgeinfektionen und weisen eine héhere Sterblichkeit
auf [80, 105, 110]. Denn unmittelbar nachdem die Ausschuttung der proinflammatorischen
Zytokine begonnen hat, werden auch antiinflammatorische Zytokine produziert, um die
proinflammatorische Reaktion zu regulieren. Eine Schlisselrolle spielt hierbei IL-10, das von
verschiedenen Zellen sezerniert wird und supprimierend auf die Produktion verschiedener
proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6 und Interferon (IFN)-y, wirkt. Zudem regt es die
Produktion von I8slichen TNF-Rezeptor- und IL-1-Rezeptor-Antagonisten an, die die
proinflammatorische Signallibertragung durch TNF-a und IL-1 Signalwege neutralisieren
[24].

Doch nicht nur auf Ebene der Signaltransduktion gibt es Veranderungen, auch auf zellularer
Ebene zeigen sich sowohl bei der angeborenen als auch der erworbenen Immunitat
erhebliche Defizite, die zu dem Status der Immunsuppression nach einer Sepsis beitragen.
So ist bei den Neutrophilen die Chemotaxis gestért, wodurch sie nicht in ausreichendem
Mafe zum Ort der Infektion gelangen um dort bei der Beseitigung der Erreger zu helfen [6].

Auch konnte beobachtet werden, dass es wahrend einer Sepsis zu einer vermehrten
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Apoptose bei Lymphozyten und DC kommt [59, 95]. Darlber hinaus zeigen DC septischer
Patienten nach der Stimulation mit LPS eine verminderte Produktion proinflammatorischer
Zytokine und eine gesteigerte Produktion des antiinflammatorischen IL-10 [77].

Auch in einem murinen Modell flr die polymikrobielle Sepsis, der zokalen Ligation und
Punktion (cecal ligation and puncture, CLP) weisen die DC einen dysfunktionalen Phanotyp
auf, d.h. sie produzieren vermehrt das antiinflammatorische IL-10 und geringere Mengen an
IL-12 [32]. Ebenso weisen neu generierte BMDC der septischen Mause, die unter
Verwendung des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (granulozyte-
macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) aus Knochenmarkzellen generiert wurden,
eine erhdhte IL-10 Produktion auf, was darauf schlieRen lasst, dass die Dysfunktion bereits

im Knochenmark entsteht [76].

1.3.3 Der Einfluss des T1DM auf die Sepsis

Die Schwere, bzw. der Ausgang einer Sepsis kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden. Neben dem Geschlecht, der Ethnie und dem Alter der Patienten spielen auch
Begleiterkrankungen eine entscheidende Rolle [28]. Diabetes mellitus nimmt dabei einen
hohen Stellenwert ein, nicht nur weil die Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten Patienten
in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen hat. An Diabetes erkrankte Patienten sind
auch anfalliger gegenuber Infektionen und haben ein erhdhtes Risiko fur Komplikationen bei
einer Sepsis [75].

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass T1DM die Uberlebenschancen der
Mause verringert, wenn sie einer durch eine CLP ausgelosten polymikrobiellen Sepsis
ausgesetzt werden. Dabei konnte dies fir verschiedene murine Modelle des T1DM gezeigt
werden. So zeigen Akita-Mause, die eine Mutation des Insulingens und einen Verlust der R-
Zellfunktion aufweisen, eine um 75 % erhohte Sterblichkeitsrate gegeniber den Wildtyp-
Tieren [75]. Bei NOD-Mausen (non-obese diabetic, NOD), die spontan autoimmun T1DM
entwickeln kénnen, ist die Sterblichkeitsrate um 30 % erhéht gegeniber nicht diabetischen
Tieren [18]. Und auch wenn T1DM durch die Gabe von Streptozotocin (STZ) ausgeldst
wurde, ist die Sterblichkeit erhoht [96].

Die Ursache flir diese erhdhte Sterblichkeit scheint dabei eine Stérung verschiedenster
zelluldarer Komponenten sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems zu
sein.

So ist sowohl im Tiermodell als auch bei Patienten die Chemotaxis der Neutrophilen gestort
und die Phagozytoseleistung im Gegensatz zu den Neutrophilen gesunder Probanden
verringert [6, 96]. Auch Makrophagen zeigen in Versuchen mit zwei verschiedenen Modellen
fur T1DM in Mausen, NOD und STZ-induziert, Veranderungen. Die Expression von MyD88

(myeloid differentiation primary response 88) und STAT1 (signal transducer and activator of
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transcription 1) ist bei den diabetischen Tieren erhéht und die Menge an Leukotrien B ist
sowohl in den Makrophagen als auch im Serum der diabetischen Tiere hoher als bei den
nicht diabetischen Kontrolltieren, was zu einer gesteigerten Expression proinflammatorischer
Zytokine bei den diabetischen Tieren fuhrt [30]. Inwieweit auch dendritische Zellen an der
erhohten Sterblichkeit beteiligt sind und welchen Einfluss die autoreaktiven CD8* T-Zellen
auf die Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems haben konnten, ist noch

unklar.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Typ 1 Diabetes mellitus ist eine Autoimmunerkrankung, bei der die insulinproduzierenden [3-
Zellen des Pankreas zerstért werden. Eine zentrale Rolle spielen dabei autoreaktive
zytotoxische CD8" T-Zellen, die gegen bestimmte Autoantigene in den [3-Zellen gerichtet
sind. Patienten, die an T1DM leiden, weisen eine héhere Anfalligkeit gegentber Infektionen
und mit ihnen verbundenen Komplikationen, wie beispielsweise einer Sepsis, auf [75].

Eine Sepsis tritt auf, wenn bei einer Infektion die lokale Begrenzung der Immunantwort
Uberschritten wird und es zu einer systemischen Immunreaktion kommt. Dabei kommt es zu
lebensbedrohlichen Organdysfunktionen, die haufig tddlich enden. Neben der akuten
Endzindungsreaktion kommt es bei einer Sepsis darlber hinaus zu einer
Immunsuppression, die auch bestehen bleibt, wenn die eigentliche Infektion abgeklungen ist
[37].

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass dysfunktionale DC an der postseptischen
Immunsuppression beteiligt sind. Sie produzieren nach Stimulation héhere Mengen des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und geringere Mengen des proinflammatorischen
Zytokins IL-12 und tragen so z.B. zu einer verminderten Ty1-Antwort bei. Diese Dysfunktion
der DC ist bereits auf eine veranderte Differenzierung der DC im Knochenmark
zurlckzufiihren [76].

In der folgenden Arbeit sollte untersucht werden, ob T1DM die Immunsuppression wahrend
einer Sepsis verstarkt und so zu der erhdhten Anfélligkeit gegenuber Infektionen und
Komplikationen bei einer Sepsis beitragt. Um dieser Frage nachzugehen, wurde T1DM unter
Verwendung des Low-Dose Streptozotocin Modells in C57BL/6-Mausen induziert. Zur
Untersuchung der Auswirkungen des T1DM auf die DC wahrend der Sepsis wurde das
murine Modell der polymikrobiellen Sepsis, die zokale Ligation und Punktion (cecal ligation
and puncture, CLP) verwendet.

Neben den Auswirkungen des T1DM auf die Immunsuppression bei Sepsis, sollte in einem
weiteren Schritt der Frage nachgegangen werden, ob die T-Zellen der diabetischen Tiere
einen Einfluss auf die Differenzierung der DC im Knochenmark haben und so zu einer
verstarkten Immunsuppression beitragen. Hierzu wurde T1DM in NMRI-Mausen induziert.
AnschlieRend wurden die CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere und der Kontrolltiere isoliert
und in T-Zell-defiziente NMRI-Foxn1"“-Mause transferiert, um den Einfluss der T-Zellen auf

die dendritischen Zellen in vivo zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Mausstamme

C57BLI/6

Finf Wochen alte mannliche C57BL/6-Mause wurden von Charles River, Erkrath oder aus
der Zucht des Zentralen Tierlabors des Universitatsklinikums Essen bezogen. Alle
tierexperimentellen  Arbeiten  wurden unter  Bericksichtigung der  geltenden
Tierschutzgesetze des Landes Nordrhein-Westfalen durchgefuhrt. Um
geschlechtsspezifische Unterschiede auszuschlielen, wurden ausschlielllich mannliche
Tiere verwendet. Alle Tiere hatten, wenn nicht anders beschrieben, uneingeschrankten

Zugang zu Wasser und Futter wahrend des gesamten Versuchs.

NMRI
Finf Wochen alte mannliche NMRI-Mause wurden von Janvier Laboratories, Hannover

bezogen.

NMRI-Foxn1™

FUnf Wochen alte NMRI-Foxn1™-Mause wurden aus der Zucht des Zentralen Tierlabors des
Uniklinikums Essen bezogen. Bei diesem Mausstamm handelt es sich um einen
immundefizienten Stamm. Die Immundefizienz zeichnet sich durch eine Mutation im
Forkhead Box N1 (Foxn1) Gen (Chromosom 11) aus, die zu einer kompletten oder teilweisen
Aplasie des Thymus fuhrt. Dies hat zur Folge, dass die Tiere keine T-Zellen besitzen,

wahrend die Ubrigen Immunzellen wie DC, NK-Zellen und B-Zellen unverandert sind.

3.1.2 Medien, Puffer und andere Reagenzien

3.1.2.1 Zellkulturmedien

Tabelle 1 - Zellkulturmedien

Zelltyp Substanz Bezugsquelle
VLE RPMI 1640 + L-Glutamin Biochrom, Berlin
10 mM HEPES Biochrom, Berlin

BMDC 0,06 mg/ml Penicillin Sigma Aldrich, Taufkirchen
0,02 mg/ml Gentamicin Sigma Aldrich, Taufkirchen
0,05 mM R-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Taufkirchen
10 % FCS Biochrom, Berlin
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Zelltyp Substanz Bezugsquelle
VLE RPMI 1640 + L-Glutamin Biochrom, Berlin

T-Zellen 0,06 mg/ml Penicillin Sigma Aldrich, Taufkirchen
0,05 mM 3-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Taufkirchen
10 % FCS Biochrom, Berlin

3.1.2.2 Serum

In der Zellkultur und bei weiteren Versuchen wurde fétales Kalberserum (FCS) der Firma

Biochrom mit einem Endotoxingehalt unter 1,00 EU/ml verwendet. Nach vorheriger Testung

wurde fur alle Versuche nur eine FCS-Charge verwendet. Vor Gebrauch erfolgte eine

Inaktivierung des FCS durch Erwarmung auf 56 °C fur 30 min. Durch eine abschliel’ende

Zentrifugation (4000 g, 10 min) wurden zudem mogliche Sedimente entfernt.

3.1.2.3 Reagenzien

Tabelle 2 - Reagenzien

Substanz

Zusammensetzung / Bezugsquelle

Brefeldin A

eBioscience

Collagenase D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

CpG-Oligonukleotide

(Sequenz: T*C*C*ATGACGTTCCTGAT*G*C*T),

ODN 1668 Eurofins MWG Operon, Ebersberg

EDTA 250 mM Stocklésung

Ethanol 70 % vlv, Apotheke Universitatsklinikum Essen
GolgiStop™ BD Biosciences, Heidelberg

lonomycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Isofluran (Forene®)

100 % viv

PepTivator® GADG5 - research grade

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Physiologische NaCL-L&ésung

Fresenius Kabi Deutschland

Phorbol 12-Myristate 13-Acetat (PMA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Red Blood Cell Lysing Buffer

Sigma Aldrich, Taufkirchen

rekombinanter muriner Granulozyten-
Makrophagen Kolonie -stimulierender
Faktor (rmGM-CSF)

PromoKine, PromoCell, Heidelberg

Streptozotocin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypanblauldésung

0,4 %, Sigma Aldrich, Taufkirchen

Vybrant™ CFDA SE Cell Tracer Kit

Molecular Probes™ Thermo Fisher Scientific,
Goéttingen
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3.1.2.4 Puffer und Lésungen

Tabelle 3 - Puffer und Losungen

Puffer/Lésung

Zusammensetzung / Hersteller

CellWash®

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Blocking Buffer

100ml CellWash®
1 mg mouse IgG, Sigma Aldrich, Taufkirchen

D-PBS

1,5 M NaCl, 26,8 mM KClI, 14,7 mM KH2HPO4,

27,1 mM NazHPO4

ELISA-Blockpuffer

1% FCS in PBS

ELISA-Waschpuffer

D-PBS + 0,05 % Tween20, Serva

Na-Citratpuffer

1.47 g Na-Citrate (enzyme grade), Fisher
Scientific,
50 ml ddH20 ; pH 4, 5

3.1.3 Kommerzielle Reaktionssysteme und Reagenziensatze

Tabelle 4 - Kommerzielle Reaktionssysteme und Reagenziensitze

Kit

Hersteller

CD4+ T cell Isolation Kit mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CD8a+ T cell Isolation Kit mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CD11c MicroBeads, mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Basic Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

BD Cytofix/Cytoperm™

BD Biosciences, Heidelberg

Foxp3 Staining Buffer Set®

eBioscience, Frankfurt

IL-6 ELISA DuoSet

R&D Systems, Wiesbaden

IL-10 ELISA DuoSet

R&D Systems, Wiesbaden

IL-12p70 ELISA DuoSet

R&D Systems, Wiesbaden

IFN-y DuoSet

R&D Systems, Wiesbaden

BD OptEIA™ TMB Substrate Reagent
Set

BD Biosciences, Heidelberg

BD™ Cytometric Bead Array (CBA)

BD Biosciences, Heidelberg

Mouse IL-10 Flex Set

BD Biosciences, Heidelberg

Mouse IL-12p70 Flex Set

BD Biosciences, Heidelberg
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3.1.4 Antikorper
Tabelle 5 - Antikorper
Konjugation | Spezifitat Klon Bezugsquelle Isotyp
FITC CD3e 145-2C11 BD Pharmingen™  Arm Ham IgG1, K
CD8 53-6.7 BD Pharmingen™  Rat IgG 2a, k
CD40 3/23 BD Pharmingen™  Rat IgG 2a, «
I-A/I-E 2G9 BD Pharmingen™  Rat IgG 2a, «
Ly6C AL-21 BD Pharmingen™  Rat IgM, k
PE RM4.5 : ™
CD4 (RUO) BD Pharmingen Rat IgG 2a, k
CD62L MEL-14 eBioscience Rat 1gG 2b, k
CD69 H1.2F3 BD Pharmingen™  Arm Ham IgG 1,A3
CD86 GL 1 BD Pharmingen™  Rat IgG 2a, «
IFN-y XMG1.2 BD Pharmingen™  Rat IgG 1, K
IL-12 (p40/p70) C15.6 BD Pharmingen™  Rat IgG 1
Ly6G 1A8 BD Pharmingen™  Rat IgG 2a, k
PE-Cy7 CD25 PC61.5 eBioscience Rat IgG 1, A
PerCP- CD11b M1/70 BD Pharmingen™  Rat IgG2b, k
Cy™5.5 CD44 IM7 BD Pharmingen™
[-A/I-E 2A5/1 14.15. Rat IgG2b,
APC CD3 17A2 eBioscience -
CD11c N418 eBioscience Arm Ham IgG
CD25 PC61 BD Pharmingen™  Rat IgG 1, A
CD44 IM7 BD Pharmingen™  Rat IgG2b, k
Pacific Blue™ | cD45 30-F11 BioLegend Rat IgG2b, k

3.1.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien stammen, wenn nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich

(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) oder Promega (Darmstadt).

Die Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma BD Medical (Heidelberg), Eppendorf
(Hamburg), Greiner bio-one (Frickenhausen), Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden), Starlab
Deutschland GmbH (Hamburg), Sysmex Partec GmbH (Goérlitz) oder Thermo Fisher

Scientific (Dreieich) bezogen.
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3.1.6 Gerate

Tabelle 6 - Gerate

Anwendungsgebiet

Gerat

Firma

Zellseparation

Durchflusszytometrie

ELISA

Blutzuckermessung

autoMACS®

FACSCalibur™
FACSCanto II™
Mikroplatten-Adsorptionsreader

ELx808
Stat Strip Xpress-i®

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Becton, Dickinson and
company (BD), Heidelberg

Becton, Dickinson and
company (BD), Heidelberg

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall

Nova Biomedikal UK, Cheshire

3.1.7 Software

Tabelle 7 - Software

Software Firma

Excel Microsoft
CellQuest™ Pro BD Bioscience
NovoExpress® Acea Biosciences
FCAP Array Software BD Bioscience

GraphPad Prism5

GraphPad
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3.2 Methoden

3.2.1 Low-Dose Streptozotocin Modell zur Induktion von Typ 1 Diabetes bei

Mausen

Streptozotocin (STZ) ist ein Glucosamin mit einem selektiven toxischen Effekt auf die Insulin-
produzierenden 3-Zellen in den Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldriise (Pankreas). STZ
wird dariber hinaus den Nitrosoharnstoffen zugeordnet, da in seiner chemischen Struktur
Methylnitrosoharnstoff an die C2-Position von Glucose gebunden ist. Dadurch besitzt STZ
alkylierende Eigenschaften, d.h. es bewirkt den Einbau von Alkylgruppen in die DNA und
verhindert so die Zellteilung. Der selektive Effekt auf die 3-Zellen kommt dadurch zustande,
dass Streptozotocin durch seinen Glukoseanteil genauso wie das Zuckermolekdl Uber den
GLUT2 Transporter in die Zellen aufgenommen werden kann. Die R-Zellen besitzen
wiederum einen hohen Anteil dieses Transporters auf ihrer Zelloberflache. Wurde das
Streptozotocin in die Zelle aufgenommen, kommt es zur Schadigung der DNA und somit zum
Funktionsverlust der Zelle.

Zur Induktion des Typ 1 Diabetes mellitus wurden 5 Wochen alte mannliche C57BL/6- oder
NMRI-Mause verwendet, die nach dem Low-Dose Streptozotocin Induction Protocol (Mouse)
(Diabetic Complications Consortium) behandelt wurden. Bei diesem Protokoll wird durch die
Gabe einer geringen Dosis STZ uber funf aufeinanderfolgende Tage ein Autoimmunprozess
ausgeldst, der dem menschlichen Typ 1 Diabetes ahnelt.

Zur Durchfuhrung des Protokolls wurde den Tieren vier Stunden vor der Streptozotocin-Gabe
das Futter entzogen. Pro Tier wurden 50 mg/kg Streptozotocin in Natrium-Citratpuffer
(pH 4,5) oder Natrium-Citratpuffer alleine intraperitoneal injiziert. Der Puffer wurde mit jeder
Injektionsrunde frisch angesetzt und der pH-Wert durch Zugabe von Monohydrat Na-Citrat
auf pH 4,5 eingestellt. Die entsprechende Menge Streptozotocin (7,5 mg/ml) wurde erst
unmittelbar vor der Injektion in Na-Citrat gelost, da es innerhalb von 15-20 Minuten
degradiert. Nach der Injektion wurde den Tieren wieder Futter sowie Wasser mit 10 %
Sucrose angeboten, um eine plétzliche Hypoglykamie zu vermeiden. Die Injektion wurde an
funf aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt und eine Woche nach der letzten Injektion mit
der Messung des Blutzuckerwertes begonnen (Abbildung 3). Es erfolgte eine Kontrolle des
Korpergewichts der Mause. Die Messungen wurden im wochentlichen Rhythmus
durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Blutglukosewerte der Mause wurden die Tiere fixiert und die
Schwanzvene mit einem Skalpell punktiert. AnschlieRend erfolgte die Messung mittels eines
Blutzuckermessgerates (Stat Strip Xpress-i®, Nova Biomedikal UK). Die Messung erfolgte
ohne vorherigen Futterentzug und unter Einhaltung der gleichen Tageszeit. Die Tiere wurden

als diabetisch eingestuft, wenn bei zwei aufeinanderfolgenden Messungen die
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Blutglukosewerte Uber 250 mg/dl lagen. Nachfolgend wird der Zeitpunkt der zweiten
Messung mit Werten Gber 250 mg/dl als Beginn des Diabetes bezeichnet. Tiere, die Werte
uber 600 mg/dl erreichten wurden aus dem Versuch ausgeschlossen.

Neben den Blutglukosewerten, wurden bei den diabetischen Tieren auch die Ketonwerte im
Blut bestimmt, um eine mdgliche Ketoazidose auszuschlieen. Bei einem Anstieg der Werte

uber 0,6 mmol/l wurden die Tiere vom Versuch ausgeschlossen.

d1 d2 d3 d4 dsv
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Behandlung mit Streptozotocin zur Induktion des T1DM. An
funf aufeinanderfolgenden Tagen bekommen die Mause niedrig dosiertes Streptozotocin i.p. injiziert. Diese
Behandlung fuhrt bereits eine Woche nach der letzten Injektion zu erhéhten Glukosewerten im Blut der Tiere.

3.2.2 Zokale Ligation und Punktion als murines Modell der polymikrobiellen

Sepsis

Die zokale Ligation und Punktion (cecal ligation and puncture, CLP), nach Chaudry et al.
[106], ist ein anerkanntes murines Modell der polymikrobiellen Sepsis. Die Durchflihrung der
CLP erfolgte unter einer Narkose mit 100 mg/kg Ketamin (CEVA Sante Animale, Disseldorf)
und 10 mg/kg Xylazin (CEVA Sante Animale, DUsseldorf), die den Tieren nach einer kurzen
Inhalationsnarkose mit Isofluran intramuskular injiziert wurde.

Nach einem laparoskopischen Schnitt entlang der linea alba wurde das Cecum freigelegt
und das untere Drittel mittels Zuhilfenahme eines sterilen, nicht resorbierbaren Fadens (5-0
Nahtmaterial, Ethicon Norderstedt) ligiert. Nach der Ligation des Cecum wurde es mit einer
27-gauge (G) Nadel einmalig punktiert und ca. 1 pl des Darminhaltes herausgedruckt.
AnschlieRend wurde das Cecum wieder in die Bauchhdhle zuriickgeschoben und die
Bauchdecke abschlieliend mit zwei Nahten (Bauchdecke und Haut) geschlossen. Zur
besseren Rehydrierung der Tiere wurde 1 ml physiologische NaCl-Lésung in den Bauchraum
gegeben. Kontrolltiere erfuhren die gleiche Behandlung, jedoch ohne die Ligation und
Punktion des Cecum.

Fir die weiteren Untersuchungen wurden die Mause nach 24 Stunden getétet und die

entsprechenden Organe entnommen (s. 3.2.4).
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3.2.3 CD8*T-Zell Transfer von NMRI-Wildtyp in NMRI-Foxn1"-Mause

Die CD8* T-Zellen wurden aus der Gesamtheit der Milzzellen diabetischer NMRI-Mause oder
Kontrolltiere unter Verwendung des CD8" T-Zell-Isolation Kit und des autoMACS®
aufgereinigt. Die Verwendung des Kits erfolgte nach Herstellerangaben (s. 3.2.5.5).
AnschlieBend wurden die Zellen in PBS aufgenommen. Die Konzentration der Zellen wurde
dabei auf 1x107 Zellen pro 100 pl eingestellt. Die Zellen wurden stets auf Eis gehalten.

Fir den Transfer der T-Zellen wurden die NMRI-Foxn1"-Mause in einer Fixationsréhre
fixiert. Zum Weiten der Vene wurde der Schwanz der Tiere kurz in ein Falcon mit warmem
Wasser getaucht und danach desinfiziert. AnschlieRend wurden den Tieren jeweils 1x10’
Zellen in 100 uyl PBS in die Schwanzvene injiziert.

Zwei Wochen nach dem Transfer der T-Zellen wurden die Empfangertiere flr weitere

Untersuchungen getétet und die entsprechenden Organe entnommen (s. 3.2.4).

in vivo
©e _,*
CD8+T-ZeIIen
A. B. 5 TiDM
5x ST?% CD8* T-Zellen
8 Wochen
) — )
nach
: N 2Wochen
nu
NMRI NMRI b) _ / zelen NMRI- Foxn1 - T-Zellen
-DC x X \ - DC
— T-Zellen —> T-Zellen
—BMDC - BMDC

Abbildung 4: Schematische Darstellung zur Durchfiihrung des CD8* T-Zell-Transfers. T1DM wurde bei flnf
Wochen alten NMRI-Mausen unter Verwendung des Low-Dose Streptozotocin Modells induziert (A). Acht
Wochen nach der Induktion des Diabetes wurden die CD8* T-Zellen aus der Milz der diabetischen NMRI-Mause
mittels MACS® Separation isoliert, in PBS aufgenommen und i.v. in T-Zell-defiziente NMRI-Foxn1"-Mause
injiziert (siehe B.a). Darlber hinaus wurde eine FACS-Analyse der Milz- sowie der Knochenmarkzellen der
Spendertiere zur Charakterisierung der T-Zellen und DC durchgefihrt (siehe B,b). Zwei Wochen nach dem
Transfer der CD8* T-Zellen wurden die Zellen aus Milz und Knochenmark der Empféngertiere isoliert und mittels
FACS analysiert. Aulerdem wurden fiir weitere Analysen die DC aus der Milz der Empféngertiere mittels MACS®
Separation isoliert und eine Kultur der BMDC angelegt (C).
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3.2.4 Organentnahme und Praparation der Zellen

Soweit nicht anders angegeben wurden die Tiere vor der Organentnahme durch eine kurze
Inhalationsnarkose mit Isofloran betdubt und anschlieBend mittels zervikaler Dislokation
getotet. Die Isolation und Kultivierung der verschiedenen Zelltypen erfolgten unter sterilen
Bedingungen. Die isolierten Zellen und Gewebe wurden zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten auf Eis gekunhlt. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte unter Verwendung
einer TrypanBlau-Losung zur Detektion und Ausschluss bereits abgestorbener Zellen mittels

Neubauer-Zahlkammer.

3.2.4.1 Peritoneallavage und Isolierung der Peritonealzellen

Fir die Isolation der Peritonealzellen wurde den Tieren 3 ml Medium (ohne Antibiotika) in
das Peritoneum injiziert. Daraufhin wurde die Maus unter Fixation des Kopfes leicht
geschuttelt, damit sich das Medium gut im Bauchraum verteilen konnte. Anschlieltend wurde
das Medium méglichst vollstandig wieder aus dem Bauchraum aufgenommen und die darin
enthaltene Zellzahl bestimmt. Proben, bei denen es zu einer Verunreinigung mit Blut
gekommen war, wurden ausgeschlossen. Zur Untersuchung der bakteriellen Belastung
wurden 50 pl des aus dem Bauchraum zuriickgewonnenen Mediums abgenommen.

Nach Zentrifugation der tibrigen Zellen wurde 1 ml des Uberstandes fiir weitere Analysen bei
-20 °C eingefroren und die Zellen fir weitere Analysen mittels Durchflusszytometrie

verwendet.

3.2.4.2 Bestimmung der bakteriellen Belastung in der Peritoneallavage

Zur Bestimmung der bakteriellen Belastung wurden 50 ul des aus dem Bauchraum
zuriuckgewonnenen Mediums abgenommen und eine Verdinnungsreihe erstellt. Jeweils 10
pl der entsprechenden Verdiinnungen wurden unter sterilen Bedingungen mit einer Impfose
auf einer Blutagarplatte ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am darauffolgenden Tag wurde die bakterielle Belastung der jeweiligen Proben durch

Auszahlen der entstandenen Kolonien (CFU, cluster forming units) bestimmt.

3.2.4.3 Isolierung der Milzzellen

Nach Eréffnung des Bauchraumes auf der linken Seite unterhalb des Rippenbogens, wurde
die Milz vorsichtig heraus prapariert und in eine Petrischale Uberfiihrt. Anschlielend wurde
ca. 1 ml Collagenase D L&sung (400 ng/ml) an drei verschiedenen Stellen in die Milz injiziert,
die Milz in drei Stlcke geschnitten und die Schale mit weiteren 2 ml Collagenase D Lésung

aufgefullt. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank fir 18 min bei 37 °C.
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Im Anschluss wurde die Milz in einer Petrischale mit 10 ml Kulturmedium und 5 mM EDTA
unter Zuhilfenahme des Stempels einer 2 ml Spritze durch ein 70 ym Zellsieb gerieben. Das
Filtrat wurde gut resuspendiert und durch ein 30 um Zellsieb in ein 15 ml Falcon Uberflhrt.
Nach einer Zentrifugation der Zellen erfolgte die Erythrozytenlyse unter Verwendung des
Red Blood Cell Lysing Buffer, Sigma Aldrich, Taufkirchen.

3.2.4.4Isolierung der Knochenmarkzellen

Far die Isolation der Knochenmarkzellen wurden die Knochen der Hinterbeine (Tibia und
Femur) von C57BL/6- oder NMRI-Mausen verwendet. Hierzu wurden die Knochen zunachst
vorsichtig aus den Mausen heraus prapariert und von Muskeln und Gewebe befreit. Es folgte
ein zweimaliger Waschschritt mit 70 %-igem Ethanol. Danach wurden die Knochen mit PBS
abgespdlt. Zur Gewinnung der Zellen wurden die Knochen, unter sterilen Bedingungen, in
einer Schale an ihren Enden gekappt und das Knochenmark mit Hilfe einer Spritze mit 27G
Kanule durch injizieren von 5 ml kaltem Medium aus dem Knochen gespult. Nach kurzer
Resuspension wurden die Zellen durch ein 30 um Zellsieb in ein 15 ml Falcon Réhrchen
uberfihrt, bei 1500rpm flr 6 Minuten zentrifugiert und anschlieRend eine Erythrozytenlyse
unter Verwendung des Red Blood Cell Lysing Buffer, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
durchgefiihrt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellen in 5 ml Medium

aufgenommen, gezahlt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt.

3.2.5 Zellkultur

3.2.5.1 Generierung von BMDC

Zur Generierung der BMDC wurden zunachst die Vorlauferzellen aus dem Knochenmark der
Hinterbeine von C57BL/6- oder NMRI-Mausen isoliert (s. 3.2.4.4). Anschliel3end erfolgte die
Kultivierung der Zellen in 100x15mm Petrischalen (Falcon, BD Bioscience). Die
Differenzierung der Vorlauferzellen zu dendritischen Zellen wurde durch die Nutzung von
GM-CSF gewahrleistet, dabei wurden jeweils 2x10° der isolierten Zellen in 10 ml Medium mit
20 ng/ml GM-CSF pro Schale ausgesat. Nach drei Tagen wurden 10 ml frisches Medium mit
20 ng/ml GM-CSF zugegeben. An Tag 6 oder 7 wurden 10 ml des alten Mediums entfernt
und 10 ml frisches Medium mit 20 ng/ml GM-CSF zugegeben. Die Ernte der BMDC erfolgte

an Tag 9, indem alle nicht adharenten Zellen abgenommen wurden.

3.2.5.2 In vitro Stimulation der BMDC

Fir die Stimulation der BMDC wurden 2x10° Zellen pro Well in 100ul Medium (mit 20 ng/ml
GM-CSF) jeweils in Triplikaten in einer 96-Well-Flachbodenplate ausplattiert. Nach einer
Inkubation von einer Stunde bei 37 °C, 5 % CO: erfolgte die Zugabe von 100ul Medium oder
Medium mit 5 pg/ml CpG, bevor die Zellen fur weitere 18 h bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert



Material und Methoden 31

wurden. Danach wurden die Uberstidnde abgenommen und fiir spatere Analysen bei -20 °C
eingefroren.

Die Zellen wurden fur die Analyse mittels Durchflusszytometrie gefarbt.

3.2.5.3 Isolation der DC aus der Milz

Die Isolation der DC aus der Gesamtheit der Milzzellen der diabetischen Tiere oder
Kontrolltiere erfolgte unter Verwendung der CD11c Micro Beads, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach und des autoMACS®. Um die Reinheit der isolierten DC zu verbessern, wurden
die Zellen zudem vor der Inkubation mit den CD11c Micro Beads fir einige Sekunden mit
Basic Micro Beads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, inkubiert. Die Verwendung der

Beads erfolgte jeweils nach Angabe des Herstellers.

3.2.5.4 In vitro Stimulation der Milz-DC

Die aufgereinigten DC aus der Milz wurden in Medium mit 0,3 ng/ml GM-CSF aufgenommen
und je 1x10° pro Well in 100 uyl Medium in einer Rundbodenplatte ausplattiert (Triplikate).
Nach einer Inkubation von einer Stunde bei 37 °C, 5 % CO- erfolgte die Zugabe der CpG
Oligonukleotide (5 pg/ml) in 100 ul Medium. AnschlieRend wurden die Zellen fir weitere 18
Stunden bei 37 °C, 5 % CO. inkubiert, wobei nach vier Stunden 10 pl GolgiStop™ (1,5
ug/ml) hinzugefiigt wurden. Nach der Inkubation wurden die Uberstdnde abgenommen und
fur spatere Analysen bei -20 °C eingefroren. Die Zellen wurden flr die Untersuchung mittels

Durchflusszytometrie verwendet.

3.2.5.5Isolierung der CD4" oder CD8"* T-Zellen aus der Milz

Um die CD4* oder CD8* T-Zellen aus der Gesamtzahl der Milzzellen zu isolieren, wurden
das CD4+ oder CD8a* T cell Isolation Kit (mouse) und das autoMACS® der Firma Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, verwendet. Die Anwendung erfolgte unter Einhaltung der
Herstellerangaben. Die  Reinheit der aufgereinigten Zellen wurde  mittels
Durchflusszytometrie Uberprift und lag stets Uber 95 %. Die Zellen wurden flr in vitro

Versuche in der Zellkultur oder in vivo fur den Transfer CD8* T-Zellen verwendet.

3.2.5.6 Kokultur naiver BMDC mit T-Zellen diabetischer oder nicht diabetischer Tiere

Fir die Kokultur naiver BMDC mit T-Zellen diabetischer oder nicht diabetischer Tiere wurden
BMDC naiver Tiere an Tag 8 geerntet und anschlie®end mit CD4* oder CD8* T-Zellen
diabetischer Tiere oder nicht diabetischer Kontrolltiere in Kultur gebracht. Hierzu wurden
2x10° BMDC in 100ul Medium (mit 20 ng/ml GM-CSF) in einer 96-Well-Flachboden-Platte
ausplattiert (Triplikate) und anschlielend fur eine Stunde bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe der entsprechenden T-Zellen mit 4x10° Zellen pro Well in 50ul

Medium.
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Die Stimulation erfolgte mit CpG (5ug/ml) in 50 pyl Medium fir 18 h bei 37 °C, 5 % COa..
AnschlieRend wurden die Uberstdnde abgenommen fiir weitere Analysen bei -20 °C

eingefroren.

3.2.5.7 Stimulation der Milzzellen mit Peptiden der Glutamat-Decarboxylase

Glutamat-Decarboxylase (GAD) wird von den R-Zellen in den Langerhans-Inseln im
Pankreas exprimiert und spielt als Autoantigen eine wichtige Rolle bei der Entstehung des
Typ 1 Diabetes [43]. PepTrivator®GADG65 von Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, ist ein
Peptid Pool aus Sequenzen des GAD 65 Proteins (mit einer Lange von 15 Aminosauren und
einer Uberlappung von 11 Aminos&uren), der fir die in vitro Stimulation antigenspezifischer
T-Zellen entwickelt wurde. Zur Stimulation moglicher antigenspezifischer T-Zellen wurden die
Milzzellen diabetischer Tiere oder nicht diabetischer Kontrolltiere mit einer Konzentration von
5x10% Zellen in 100 pl Medium ausgesat und anschlieRend 100 yl Medium mit oder ohne
PepTrivator®GAD65 dazugegeben (jeweils Triplikate). Die Verwendung des
PepTrivator®GADG5 erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Inkubation erfolgte fir 48 h
oder 72 h bei 37 °C, 5% CO,. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen, fiir weitere
Analysen bei -20 °C eingefroren und die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf die

Expression von IFN-y hin untersucht.

3.2.5.8 Stimulation der Milzzellen mit PMA und lonomycin

Far die Stimulation der Milzzellen diabetischer Tiere oder nicht diabetischer Kontrolltiere mit
PMA und lonomycin wurden 5x10° Zellen pro Well in 100 yl Medium ausgesat (Triplikate)
und eine Stunde bei 37 °C, 5 % CO- inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von PMA
(0,5 pg/ml) und lonomycin (5 pg/ml) in 100 pl Medium sowie die Zugabe von GolgiStop™
(1,5 pg/ml) in 10 pyl Medium. Nach einer weiteren Inkubation fur vier Stunden bei 37 °C, 5 %
CO, wurden die Uberstande abgenommen und bei -20 °C fir weitere Analysen eingefroren.

Die Zellen wurden intrazellular fur IFN-y gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht.

3.2.5.9 Analyse der IFN-y Produktion der Milzzellen ohne vorherige Stimulation

Um die IFN-y Produktion der CD8* T-Zellen aus der Milz ohne vorherige Stimulation zu
untersuchen, wurden die Milzzellen diabetischer Tiere oder nicht diabetischer Kontrolltiere
mit einer Konzentration von 5x10% Zellen pro Well in 200 pl ausgeséat und anschliefend
sofort GolgiStop (1,5 pg/ml) hinzugegeben. Die Zellen wurden flr acht Stunden bei 37 °C,
5 % COz inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen intrazelluléar

fur IFN-y gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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3.2.6 Molekularbiologische Methoden

3.2.6.1 Nachweis verschiedener Zytokine und Chemokine mittels Enzyme-linked

Immunosorbant Assay (ELISA)

Zum Nachweis verschiedener Zytokine und Chemokine in Zellkulturiberstdnden wurden die
zuvor bei -20 °C eingefrorenen Uberstdnde aufgetaut und fir den jeweiligen ELISA
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fur alle ELISA wurden
96-well Maxi-Sorp® Mikrotiterplatten der Firma Nunc, Wiesbaden verwendet. Zur
Bestimmung der Konzentration wurden die entsprechenden Proben mit dem Mikroplatten-

Absorptionsreader ELx808, BioTek Instruments GmBH, Bad Friedrichshall eingelesen.

3.2.6.2 Nachweis verschiedener Zytokine mittels Zytometrischem Bead Array (CBA)

Neben dem klassischen ELISA wurde zum Nachweis verschiedener Zytokine auch das
Zytometrische Bead Array der Firma BD Bioscience verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte
nach den Angaben des Herstellers. Die Analyse der Proben erfolgte am BD FACSCalibur™

mit anschlielender Auswertung unter Verwendung der FCAP-Software.

3.2.7 Durchflusszytometrie

Zur weiteren Analyse der Zellen wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Hierbei wurden
verschiedene extrazelluldare oder intrazellulare Molekile untersucht, um die
unterschiedlichen Zellpopulationen zu definieren sowie die Expression verschiedener

kostimulatorischer Molekule oder Zytokine bzw. Chemokine zu bestimmen.

3.2.7.1 Extrazelluldre Fluoreszenz-Farbung

Fur die Farbung wurden je Probe 1x10°¢ Zellen in ein Well einer 96-Well Rundbodenplatte
Uberfiihrt und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und je 50 pl des
FACS Blocking Buffers (s.Tabelle 3) auf die Zellen gegeben, um unspezifische Bindungen zu
minimieren. Die Inkubation erfolgte fir 6 min bei 4 °C im Dunkeln. Anschlieend erfolgte die
Zugabe der entsprechenden Antikdrper oder Isotypen in 50 pl CellWash®, gefolgt von einer
Inkubation flr 12 min bei 4 °C im Dunkeln. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen
wurde im Anschluss 100 pl CellWash® je Well zugegeben, die Platte zentrifugiert und der
Uberstand abgeschittet. AbschlieRend wurden die Zellen in 250 ul CellWash®
aufgenommen und in FACS-R&6hrchen uberfuhrt. Bis zur Messung wurden die Zellen auf Eis

gehalten.
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3.2.7.2 Intrazelluldre Fluoreszenz-Farbung

Fir die Farbung wurden zunachst 1x108 Zellen in ein Well einer Rundbodenplatte Gberfiihrt
und eine extrazellulare Farbung der entsprechenden Oberflachenmarker zur Festlegung der
zu untersuchenden Zellpopulation durchgefihrt.

AnschlieBend wurde fur die intrazelluldre Farbung der Zytokine 150 pl BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixierungs- und Permeabilisierungslésung zugegeben und fur 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zum Waschen wurden 100 yl BD Perm/Wash Buffer
hinzugegeben und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet, die Platte fiir 30 sek bei
500 rpm auf den Plattenschittler gestellt und anschlieffend die entsprechenden Antikérper
bzw. Isotypen in 100 pyl BD Perm/Wash Buffer auf die Zellen gegeben und fir 12 min bei 4
°C im Dunkeln inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 100 pl BD Perm/Wash Buffer
wurden die Zellen in 250 pl CellWash Buffer aufgenommen und in FACS-Roéhrchen
uberfuhrt.
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4. Ergebnisse

Eine Sepsis flhrt neben der anfanglichen Hyperinflammation zu einer Immunsuppression,
die auch bestehen bleibt, nachdem die akute Phase der Sepsis tUberwunden ist [14]. In
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass diese Immunsuppression im Zusammenhang mit
dysfunktionalen DC steht. Nach bakterieller Stimulation sezernieren sie héhere Mengen des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und geringere Mengen des proinflammatorischen
Zytokins IL-12 und hemmen so z.B. die Entwicklung einer Tu1-Antwort [32]. Diese
Dysfunktion der DC ist auf eine veranderte Differenzierung der DC im Knochenmark
zurtckzufuhren [76].

Patienten mit Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) zeigen eine erhdhte Anfalligkeit gegenlber
Infektionen und gegenuber Komplikationen bei Sepsis [75]. Die Ursache fur diese erhdhte
Anfalligkeit ist bisher nicht genau bekannt. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob T1DM
die Anfalligkeit von Mausen gegenuber einer Sepsis im CLP-Modell erhdht und inwieweit es
zu einer Modulation der DC und T-Zellen der diabetischen Tiere unter dem Einfluss des
T1DM kommt.

4.1 Etablierung des Modells des Streptozotocin-induzierten Diabetes

mellitus
Um den Einfluss von T1DM auf verschiedene Immunzellen untersuchen zu kénnen, wurde
das Low-Dose Streptozotocin Protokoll (Diabetic Complications Consortium) verwendet, um
T1DM in C57BL/6- oder NMRI-Mausen zu induzieren.
Dabei wurden finf Wochen alte C57BL/6- oder NMRI-Mause eine Woche lang mit
Streptozotocin behandelt und anschlieRend wdchentlich die Blutglukosewerte sowie das
Gewicht der Mause kontrolliert (s. 3.2.1).
Bereits eine Woche nach der Gabe von Streptozotocin war bei den C57BL/6-Mausen ein
deutlicher Anstieg des Blutglukosespiegels im Vergleich zu der Kontroligruppe zu sehen
(Abbildung 5A, oben). Wahrend die Werte der Kontrollgruppe Uber den gesamten Zeitraum
von 16 Wochen bei durchschnittlich 130 mg/dl lagen, stieg der Wert der STZ-Gruppe eine
Woche nach der Verabreichung von Streptozotocin auf durchschnittlich 210 mg/dl an und
erreichte zwei Wochen nach der Behandlung den Schwellenwert von 250 mg/dl, der als
Grenzwert zur Bestimmung des Diabetes genommen wurde. Nach sieben Wochen wurde ein
Blutglukosewert von 450 mg/dl in der STZ-Gruppe erreicht. Ab der neunten Woche blieben
die Werte der Diabetesgruppe konstant bei Konzentrationen um 530 mg/dl.
Der Verlauf der Blutglukosemessung der NMRI-Mause ahnelte dem der C57BL/6-Mause,
jedoch zeigte sich bei den NMRI-Mausen ein verzdgerter, dafiir jedoch starkerer Anstieg der
Glukosewerte zu Beginn der Messung (Abbildung 5A, unten). So lagen die Werte der mit

Streptozotocin behandelten Tiere eine Woche nach der Streptozotocingabe noch in einem
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ahnlichen Bereich wie die der Kontrolltiere. In der zweiten Woche stieg die
Glukosekonzentration bei den NMRI-Mausen auf 350 mg/dl und zeigte dann einen &hnlichen
Anstieg wie bei den C57BL/6-Mausen.
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Abbildung 5: Induktion des Diabetes in C57BL/6- oder NMRI-M&usen durch Gabe von Streptozotocin. Finf
Wochen alte C57BL/6- oder NMRI-Mause bekamen an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen eine Injektion mit niedrig
dosiertem Streptozotocin oder Citratpuffer (Losungsmittel fir Streptozotocin als Kontrolle) in das Peritoneum, um
T1DM zu induzieren. AnschlieRend wurden wodchentlich Messungen des Blutzuckerspiegels (A) sowie des
Korpergewichtes (B) der Mause durchgefihrt. Die Tiere wurden als diabetisch eingestuft, wenn der
Blutglukosespiegel an zwei aufeinander folgenden Messungen einen Wert von 250 mg/dl (A, rote Linie)
Uberschritten hatte. Die Datenpunkte zeigen den Mittelwert von n = 3-7 Tieren mit Standardabweichung. Die
dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir 23 (C57BL/6) oder acht (NMRI) Experimente. Statistische
Unterschiede wurden mittels ,two way ANOVA® mit anschlielfendem Bonferroni Test bestimmt. ** p < 0,01, *** p <
0,001

Wahrend die Blutglukosewerte der mit Streptozotocin behandelten C57BL/6-Mause bereits
eine Woche nach der Behandlung deutlich Gber den Werten der Kontrollgruppe lagen, zeigte
sich beim Gewicht der Tiere kein signifikanter Unterschied (Abbildung 5B, oben). Beide
Gruppen lagen zu Beginn der Messungen bei durchschnittlich 22 g pro Tier. In beiden
Gruppen nahmen die Tiere bis zur siebten Woche leicht zu und erreichten ein Gewicht von
durchschnittlich 25 g pro Tier. Danach begannen sich leichte Unterschiede zwischen den
Tieren der Kontrollgruppe und der mit Streptozotocin behandelten Tiere abzuzeichnen.
Wahrend die Tiere der Kontrollgruppe bis zur 16. Woche stetig an Gewicht zunahmen, kam
es bei den mit Streptozotocin behandelten Tieren zu einer reduzierten Gewichtszunahme.
Ahnlich verhielt es sich mit dem Gewichtsverlauf der NMRI-M&use. Wahrend auch hier beide
Gruppen bis etwa zur sechsten Woche in gleicher Weise an Gewicht zunahmen, zeigte sich
im weiteren Verlauf eine reduzierte Gewichtszunahme bei den diabetischen Tieren
(Abbildung 5B, unten).
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Nach der Gabe von niedrig dosiertem Streptozotocin stiegen somit die Blutglukosewerte der
behandelten Tiere bis zur neunten Woche an und blieben dann auf einem gleichbleibend
hohen Niveau. Gleichzeitig kam es im Verlauf zu einer tendenziell verminderten

Gewichtszunahme der mit Streptozotocin behandelten Tiere.

4.2 Einfluss des Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus im CLP-

Modell der Sepsis

4.2.1 Einfluss des T1DM auf die Induktion der Sepsis

Um den Einfluss des T1DM auf die Induktion der Sepsis unter Verwendung des CLP-Modells
naher zu untersuchen, wurde T1DM in finf Wochen alten C57BL/6-Mausen unter
Verwendung des Low-Dose Streptozotocin Protokolls induziert und 15 Wochen nach
Feststellung des Diabetes eine CLP-Operation durchgefihrt. Als Kontrolle dienten Tiere, die
nur Citratpuffer (Losungsmittel fur Streptozotocin) erhielten, sowie Tiere, die nur einer Sham-
Operation unterzogen wurden. Vierundzwanzig Stunden nach der Operation wurden durch
eine Peritoneallavage Zellen aus dem Bauchraum der operierten Tiere isoliert und
durchflusszytometrisch analysiert. Gleichzeitig wurde die bakterielle Belastung der Lavage
mittels eines Ausstriches auf einer Blutagarplatte bestimmt.

Der exemplarische Dotplot der durchflusszytometrischen Analyse der Lavage des
Peritoneums (Abbildung 6A) zeigt, dass es sowohl bei den diabetischen Mausen als auch bei
den Kontrolltieren zu einem Anstieg der Ly6G* Granulozyten kam, wenn bei den Tieren eine
CLP und somit die Induktion einer Sepsis durchgefihrt wurde. Im Vergleich zu den Sham-
operierten Tieren stieg der Anteil der Ly6G* Granulozyten bei den CLP-operierten Tieren der
Kontrollgruppe von 14,08 % auf 58,17 % und bei den diabetischen Tieren von 12,44 % auf
48,7 % (Abbildung 6Aa). Auch bei der absoluten Anzahl war der Anstieg der Ly6G*
Granulozyten im Peritoneum nach der CLP sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den
diabetischen Tieren deutlich zu erkennen (Abbildung 6Ab). Wahrend sich jedoch bei der
Anzahl L6G* Granulozyten bei den Sham-operierten Tieren kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den diabetischen Tieren zeigte, war die Anzahl der
eingewanderten L6G* Granulozyten nach der CLP bei den diabetischen Tieren mit
durchschnittlich 16 Millionen Zellen deutlich niedriger als bei den Kontrolltieren mit 27
Millionen Zellen.

Die Auswertung der bakteriellen Belastung erfolgte durch Auszahlen der Kolonie-formenden-
Einheiten (colony forming units, CFU) auf einer Blutagarplatte (Abbildung 6B). Dabei war auf
der Platte der diabetischen Tiere ein Zahlen kaum noch maéglich, da sich so viele Kolonien

gebildet hatten, dass nahezu die gesamte Platte bedeckt war. Bei der Platte der
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Kontrollgruppe hingegen lieRen sich die Kolonien noch gut zahlen und lagen bei
durchschnittlich 300 000 CFU/ml.

Diabetische Tiere zeigten wahrend der akuten Phase der Sepsis also eine verminderte
Einwanderung an Granulozyten in den Peritonealraum verbunden mit einer hdheren

bakteriellen Belastung.
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Abbildung 6: Induktion der Sepsis in Kontrolltieren und diabetischen C57BL/6-Mausen unter Verwendung
des CLP-Modells. Fiinfzehn Wochen nach Feststellung des Diabetes wurden diabetische Tiere oder Kontrolltiere
einer CLP- oder Sham-Operation unterzogen. Vierundzwanzig Stunden nach der Operation wurden Zellen aus
dem Peritoneum durch eine Lavage isoliet und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 6A: a)
exemplarischer Dotplot, b) absolute Anzahl Granulozyten). AulRerdem wurde die bakterielle Belastung in der
Peritoneallavage durch einen Ausstrich auf Blutagarplatten und anschlieRende Zahlung ermittelt (B). Die
Balkendiagramme zeigen jeweils die Daten von n = 2-3 Tieren gepoolt (Abb. 6A b)) oder den Mittelwert mit
Standardabweichung (Abb. 6B). a.d.= above detection limit

4.2.2 Einfluss des T1DM auf die Differenzierung der dendritischen Zellen

wahrend der Sepsis

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es durch eine Sepsis zu Veranderungen
bei den DC kommt. So war zwar die Anzahl der aus dem Knochenmark generierten DC
sowohl bei CLP-operierten Tieren als auch bei Sham-operierten Tieren gleich, jedoch
unterschieden sich die DC in ihrer Eigenschaft bestimmte Zytokine zu produzieren. DC, die

aus dem Knochenmark von CLP-operierten, also septischen Tieren, isoliert wurden,
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sezernierten weniger proinflammatorisches IL-12 und mehr antiinflammatorisches IL-10 als
die DC der Sham-operierten, also nicht septischen Tiere [76].

Um den Einfluss des T1DM auf die Differenzierung von DC wahrend der Sepsis zu
untersuchen, wurden die Zellen des Knochenmarks von diabetischen Tieren und
Kontrolltieren 24 Stunden nach der Induktion der Sepsis isoliert und in Kultur mit GM-CSF
gebracht, um eine Differenzierung zu DC zu gewahrleisten. Nach acht bis neun Tagen

wurden die DC geerntet, Uber Nacht mit CpG stimuliert und die Expression der Zytokine

untersucht.
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Abbildung 7: Charakterisierung der BMDC von Kontrolltieren und diabetischen C57BL/6-Mausen (nach
CLP- oder Sham-Operation) in Kultur. Vierundzwanzig Stunden nach der CLP wurden die Knochenmarkzellen
der diabetischen Tiere und Kontrolltiere entnommen, gruppenweise gepoolt und fir neun Tage mit GM-CSF
kultiviert. Sham-operierte Tiere dienten als Kontrolle. Anschlieend wurden die Zellen geerntet und mittels
Durchflusszytometrie auf den prozentualen Anteil an CD11c* Zellen (als Marker fir DC) hin untersucht (A).
AuBerdem wurden die BMDC (iber Nacht mit CpG stimuliert und die Konzentration an IL-10 im Uberstand mittels
ELISA bestimmt (B). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der Triplikate aus einem
reprasentativen Experiment mit n = 1-4 Mausen. Statistische Unterschiede wurden mittels “one way ANOVA” mit
anschlieflendem Bonferroni Test bestimmt. ** p < 0,01, *** p < 0,001

Wahrend der Anteil der CD11c* DC bei allen untersuchten Gruppen nahezu identisch war
und bei etwa 80 Prozent lag (Abbildung 7A), zeigten sich bei der Menge des von den BMDC
produzierten IL-10 nach Stimulation mit CpG grofRe Unterschiede (Abbildung 7B). So war die
Konzentration bei den septischen Tieren der Kontrollgruppe signifikant héher als bei den
nicht septischen Tieren der Kontroligruppe. Auch bei den septischen Tieren der
Diabetesgruppe war die Konzentration signifikant héher als bei den nicht septischen Tieren
dieser Gruppe. Auffallig war aullerdem, dass die Konzentration an IL-10 bei den
diabetischen Tieren sowohl bei den Sham-operierten Tieren als auch bei den CLP-operierten
Tieren signifikant hdher war als bei den jeweiligen Tieren der Kontrollgruppe.

T1DM begunstigte somit die Differenzierung von dysfunktionalen DC mit einer erhdhten IL-
10 Produktion. Dabei wurde das Ausmald dieser Dysfunktion durch die Sepsis noch

verstarkt.
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4.3 Auswirkungen des T1DM auf die Zytokinproduktion de novo

generierter dendritischer Zellen

Die Versuche unter Verwendung des CLP-Modells zeigten, dass T1DM bereits fir sich die
Differenzierung dysfunktionaler DC begunstigte. Um jedoch einen moglichen Einfluss der
Sham-Operation auszuschliel3en, wurde in einem weiteren Schritt die IL-10 Produktion der
BMDC diabetischer Tiere ohne vorangegangene Operation untersucht. Dazu wurde T1DM in
C57BL/6-Mausen induziert. Acht Wochen nach der Induktion des Diabetes wurden die Zellen
aus dem Knochenmark der diabetischen Tiere isoliert und mit GM-CSF in Kultur gebracht.
Nach acht bis neun Tagen wurden die DC geerntet, mit CpG oder LPS stimuliert und die
Zytokinkonzentration im Uberstand bestimmt.

Acht Wochen nach der Induktion des Diabetes zeigten die neu generierten DC der
diabetischen Tiere sowohl nach der Stimulation mit CpG als auch nach der Stimulation mit
LPS eine signifikant hdhere Expression an IL-10 als die nicht diabetischen Kontrolltiere.

Dies bestatigte, dass T1DM bereits fir sich die Differenzierung dysfunktionaler DC

beglnstigte.
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Abbildung 8: IL-10 Produktion der BMDC von Kontrolltieren und diabetischen C57BL/6-Mausen in Kultur.
Acht Wochen nach der Induktion des Diabetes wurden die Knochenmarkzellen der diabetischen Tiere und
Kontrolltiere entnommen, gruppenweise gepoolt und fir neun Tage mit GM-CSF kultiviert. Mit Citratpuffer
behandelte Tiere dienten als Kontrolle. Anschlielend wurden die Zellen geerntet, Uber Nacht mit CpG oder LPS
stimuliert und die Konzentration an IL-10 im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und die Standardabweichung der Triplikate aus einem reprasentativen Experiment mit n = 3-4 Mausen.
Statistische Unterschiede wurden mittels ungepaartem “student t-Test” analysiert. * p < 0,1

4.4 Auswirkungen des T1DM auf die dendritischen Zellen in der Milz

Um die Auswirkungen des Diabetes auf die Funktion der DC in vivo zu untersuchen, wurde
T1DM in funf Wochen alten C57BL/6-Mausen unter Verwendung des Low-Dose
Streptozotocin Protokolls induziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion des
Diabetes die DC aus der Milz der nicht diabetischen Kontrolltiere und der diabetischen
Mause mittels MACS-Separation isoliert. AnschlieRend wurden die DC tber Nacht mit CpG
stimuliert und die Zytokinkonzentration im Uberstand mittels ELISA bestimmt.
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Vier Wochen nach der Induktion des Diabetes war die Expression von IL-12 bei den DC der
diabetischen Tiere mit durchschnittlich 40 pg/ml bereits signifikant niedriger im Vergleich zu
den Kontrolltieren mit 67 pg/ml (Abbildung 9A). Dieser Unterschied wurde acht Wochen nach
der Induktion des Diabetes noch deutlicher. Wahrend die Konzentration des IL-12 bei den
Kontrolltieren hier bei 72 pg/ml lag, erreichte die Konzentration des IL-12 bei den DC der
diabetischen Tiere nur 31 pg/ml. Finfzehn Wochen nach der Induktion des Diabetes war der
Unterschied noch starker ausgepragt. Hier lag die Konzentration des IL-12 bei den DC der
Kontrolltiere mit durchschnittlich 70 pg/ml in einem &hnlichen Bereich wie nach vier und acht
Wochen. Bei den DC der diabetischen Tiere lag die Konzentration mit 14 pg/ml deutlich
niedriger als bei den DC der Kontrollgruppe. Wahrend die Werte der IL-12 Konzentration der
DC der Kontrollgruppe zu allen drei Zeitpunkten in einem &hnlichen Bereich von ca. 70 pg/ml

lagen, sank die Produktion an IL-12 bei den DC der diabetischen Tiere mit Fortschreiten des

Diabetes.
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Abbildung 9: Analyse der Zytokinproduktion der DC isoliert aus der Milz von Kontrolltieren und
diabetischen C57BL/6-Mausen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion des Diabetes wurden die DC
aus der Milz der Kontroll- und Diabetestiere mittels MACS isoliert und Uber Nacht mit CpG stimuliert. Fir die
Kultur wurden die Zellen von n = 1-3 Tieren gepoolt. Anschlielend wurde die Zytokinproduktion unter
Verwendung des Cytometric Bead Array (CBA, BD) und der Durchflusszytometrie bestimmt. (A) IL-12p70 (B) IL-
10. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten von einem repréasentativen
Experiment. Statistische Unterschiede wurden mittels ungepaartem “student t-Test” analysiert. ** p < 0,01, *** p <
0,001

Betrachtet man die Produktion an IL-10 (Abbildung 9B), so waren vier Wochen nach
Induktion des Diabetes noch keine gréReren Unterschiede zwischen den DC der

Kontrollgruppe mit durchschnittlich 12 pg/ml und den DC der diabetischen Tiere mit
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durchschnittlich 14 pg/ml zu erkennen. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes war ein
signifikanter Anstieg der IL-10 Konzentration bei den DC der diabetischen Tiere zu erkennen.
Dabei lag die Konzentration an IL-10 bei den DC der Kontrollgruppe bei 11 pg/ml und
erreichte bei den DC der diabetischen Tiere 18 pg/ml. Dieser Unterschied war 15 Wochen
nach Induktion des Diabetes noch ausgepragter. Hier lag die IL-10 Konzentration bei den DC
der Kontrollgruppe weiterhin bei 11 pg/ml wahrend die Konzentration bei den DC der
diabetischen Tiere einen Wert von durchschnittlich 33 pg/ml erreichte.

Wahrend die Konzentration des IL-10 bei den DC der Kontrollgruppe zu allen drei
Zeitpunkten konstant bei ca. 11 pg/ml lag, stieg die Konzentration des IL-10 bei den DC der
diabetischen Tiere mit Fortschreiten des Diabetes deutlich an und erreichte 15 Wochen nach
Induktion des Diabetes einen dreifach héheren Wert als bei den DC der Kontrollgruppe.
T1DM flhrte also zu einer veranderten Zytokinproduktion der aus der Milz isolierten DC der
diabetischen Tiere. Diese produzierten nach Stimulation mit CpG geringere Mengen an
proinflammatorischen IL-12 und groBere Mengen des antiinflammatorischen IL-10. Der
Unterschied zu den Kontrolltieren war dabei umso starker ausgepragt je weiter die

Erkrankung fortgeschritten war.

4.5 Einfluss der T-Zellen diabetischer Tiere auf naive dendritische

Zellen in vitro

Die T-Zellen spielen bei der Entstehung des T1DM eine entscheidende Rolle, da sie in einer
Autoimmunreaktion die R-Zellen des Pankreas angreifen und zerstéren. Darlber hinaus
kénnen sie jedoch auch Einfluss auf andere Zellen des Immunsystems haben und diese
wiederum in ihrer Funktion verandern. Zu diesen Zellen gehdren unter anderem die DC.
Dabei kénnen die T-Zellen zum einen direkt auf die bereits differenzierten DC wirken [60],
zum anderen konnen sie die DC indirekt beeinflussen, indem sie auf die Progenitorzellen der
DC im Knochenmark wirken und so Einfluss auf deren Differenzierung nehmen [8].

Um einen moglichen direkten Einfluss der T-Zellen der diabetischen Tiere auf
ausdifferenzierte DC zu Uberprifen, wurden Knochenmarkzellen aus naiven Mausen isoliert
und fur acht bis neun Tage mit GM-CSF kultiviert, um die Differenzierung zu BMDC zu
gewahrleisten. AnschlieRend wurden die BMDC geerntet und zusammen mit CD4" oder
CD8" T-Zellen aus diabetischen Tieren kultiviert, Gber Nacht mit CpG stimuliert und
anschlieBend die Zytokinkonzentration im Uberstand bestimmt. Als Kontrolle dienten
Ansatze mit T-Zellen, die aus Tieren isoliert wurden, die nur mit dem Citratpuffer
(Lésungsmittel fur Streptozotocin) behandelt wurden sowie BMDC, die ohne T-Zellen
kultiviert und ebenfalls mit CpG stimuliert wurden.

Die Konzentration an IL-12 stieg signifikant an, wenn die BMDC mit CD4* oder CD8" T-
Zellen der Kontrolltiere kultiviert wurden (Abbildung 10A). Dabei war dieser Effekt bei den
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BMDC, die mit den CD8" T-Zellen kultiviert wurden mit 460 pg/ml noch einmal deutlich
ausgepragter als bei den BMDC, die mit den CD4" T-Zellen kultiviert wurden. Hier lag die
Konzentration bei 360 pg/ml. Wurden die BMDC hingegen mit CD4* oder CD8" T-Zellen der
diabetischen Tiere kultiviert, so war kein signifikanter Anstieg der IL-12 Konzentration zu
erkennen und die Werte lagen hier sogar in einem ahnlichen Bereich wie die der BMDC, die

ohne T-Zellen kultiviert wurden.
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Abbildung 10: Zytokinproduktion naiver BMDC nach Co-Kultur mit T-Zellen isoliert aus der Milz von
Kontrolltieren oder diabetischen C57BL/6-Mausen. Naive BMDC wurden geerntet und anschlieRend mit CD4*
oder CD8* T-Zellen, die mittels MACS aus der Milz von diabetischen oder Kontrollmausen aufgereinigt wurden, in
Kultur gebracht. Dabei wurden die T-Zellen von n = 3-4 Tieren pro Gruppe gepoolt. Anschlielfend wurden die
Zellen (iber Nacht mit CpG stimuliert und die Zytokinkonzentration im Uberstand mittels ELISA bestimmit.
Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe der “one-way ANNOVA” mit anschlieRBendem Bonferroni Test
bestimmt. * p < 0,05, ** p < 0,01

Die Konzentration an IL-10 hingegen war, im Vergleich zu den BMDC, die in Abwesenheit
von T-Zellen kultiviert wurden, signifikant niedriger, wenn die BMDC mit CD4* oder CD8" T-
Zellen der Kontrolltiere oder diabetischen Tiere kultiviert wurden. Jedoch war die
Konzentration an IL-10 bei den Ansatzen mit den T-Zellen der diabetischen Tiere hoher als
bei den Ansatzen mit den T-Zellen der Kontrolltiere. Bei den Kulturen mit den CD8* T-Zellen
der diabetischen Tiere war dieser Unterschied signifikant.

T-Zellen isoliert aus T1IDM Mausen beeinflussten somit BMDC in vitro und fihrten, im
Gegensatz zu den T-Zellen naiver Tiere, zu einer verminderten Produktion des

proinflammatorischen IL-12 und einer erhéhten Produktion des antiinflammatorischen I1L-10.
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4.6 Einfluss der CD8" T-Zellen diabetischer Tiere auf die
Differenzierung dendritischer Zellen in vivo - das NMRI-Foxn1™-

Transfermodell
Die Ergebnisse zeigen, dass die dendritischen Zellen, isoliert aus der Milz diabetischer
Mause, ein verandertes Zytokinprofil aufwiesen (s.4.4). Auch in vitro generierte BMDC naiver
Tiere, die in Anwesenheit von CD4* oder CD8* T-Zellen diabetischer Tiere kultiviert wurden,
zeigten dieses veranderte Zytokinprofil. Dabei war der Unterschied zur Kontrollgruppe bei
den BMDC, die mit CD8" T-Zellen kultiviert wurden noch ausgepragter als bei den BMDC,
die mit CD4" T-Zellen kultiviert wurden (s.4.5). CD8* T-Zellen diabetischer Tiere hatten somit
einen Einfluss auf die DC.
Um zu Uberprifen, ob CD8* T-Zellen diabetischer Tiere bereits Einfluss auf die
Differenzierung der dendritischen Zellen im Knochenmark haben, wurde T1DM in flnf
Wochen alten NMRI-Mausen unter Verwendung des Low-Dose Streptozotocin Protokolls
induziert. AnschlieBend wurden die CD8* T-Zellen aus diabetischen NMRI-Mausen isoliert
und in NMRI-Foxn1™-Mause transferiert. Bei diesem Mausstamm kommt es durch eine
Mutation im Forkhead boxN1 (Foxn1) Gen (Chromosom 11) zu einer Aplasie des Thymus.
Dies hat zur Folge, dass die Tiere keine T-Zellen besitzen, wahrend die Ubrigen Immunzellen
wie DC, NK-Zellen und B-Zellen unveradndert sind. So lasst sich der Einfluss der
transferierten T-Zellen auf andere Immunzellen wie die DC untersuchen. Als Kontrolle
dienten Tiere, die nur mit Citratpuffer behandelt wurden und deren CD8" T-Zellen ebenfalls
isoliert und transferiert wurden, sowie Mause die nur PBS anstelle der T-Zellen intravends

erhielten.
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4.6.1 Charakterisierung der T-Zellen wahrend des TIDM in den NMRI-

Spendertieren

Da der Einfluss der CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere auf die Differenzierung der DC im
Knochenmark untersucht werden sollte, wurden zunachst die T-Zellen der diabetischen
NMRI-Spendertiere sowie der nicht diabetischen Kontrolltiere in Milz und Knochenmark
untersucht, um Unterschiede zwischen den T-Zellen der gesunden und der diabetischen
Spendertiere festzustellen und um die spater transferierten CD8* T-Zellen weiter zu
charakterisieren. Hierzu wurde die Verteilung der verschiedenen T-Zellpopulationen (CD4*
und CD8") sowie der CD8* Subpopulationen (Tn, Tew und Tg) analysiert und die
Aktivierbarkeit der CD8* T-Zellen Uberpruft.

T1DM
CD8* TZellen /—\
®
®
® ®
«) nach
2Wochen

® e
NMRI-Foxn1™ \

—>_T-fe|5n-; — T-Zellen
: x & \ -~ DC
I - T-Zellen | - T-Zellen
I —BMDC | - BMDC

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Analyse der Zellen der Spendertiere. Diese Darstellung dient
nur der besseren Orientierung, fur eine detaillierte Beschreibung vgl. Abbildung 4, S. 28.

4.6.1.1 Verteilung CD4* und CD8* T-Zellen in Milz und Knochenmark

Es zeigte sich, dass der prozentuale Anteil sowohl CD4* als auch CD8" T-Zellen in der Milz
der diabetischen Tiere signifikant niedriger war als in der Milz der Kontrolltiere (Abbildung
12B). Dabei war dieser Unterschied bei den CD8* T-Zellen noch ausgepragter als bei den
CD4* T-Zellen. Im Knochenmark lag der prozentuale Anteil sowohl der CD4* T-Zellen als
auch der CD8" T-Zellen unter einem Prozent. Dabei war der prozentuale Anteil beider T-
Zellpopulationen bei den diabetischen Tieren signifikant hdher als bei der Kontrollgruppe,
wobei die Werte der einzelnen Tiere bei den diabetischen Mausen jedoch stark schwankten.

Die absolute Anzahl CD8* T-Zellen in der Milz war bei den diabetischen Tieren signifikant
niedriger als bei den Kontrolltieren (Abbildung 12C). Auch bei der absoluten Anzahl CD4* T-
Zellen in der Milz war eine Tendenz von weniger CD4* T-Zellen bei den diabetischen Tieren
zu erkennen.

Im Knochenmark war die absolute Anzahl sowohl der CD4* T-Zellen als auch der CD8" T-

Zellen bei den diabetischen Tieren signifikant erhéht.
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Abbildung 12: Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen in Milz und Knochenmark von diabetischen NMRI-
Mausen und Kontrolltieren. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die Zellen aus Milz und
Knochenmark der diabetischen Tiere und der Kontrolltiere isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf ihren
Anteil an CD4* und CD8* T-Zellen hin untersucht. (A) Exemplarische Gatingstrategie, (B) prozentualer Anteil der
CD4* und CD8* T-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der Lymphozyten, (C) absolute Zellzahl bezogen auf die
Gesamtzahl der Zellen aus Milz oder Knochenmark. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere aus funf
verschiedenen Versuchen mit Median und Interquartilsabstand mit n = 6-9 Mause. Statistische Unterschiede
wurden mit Hilfe des ungepaarten student t-Test analysiert. * p < 0,05, ** p < 0,01

Zusammengefasst kam es bei den diabetischen Tieren zu einem Verlust der T-Zellen in der

Milz, wahrend die Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen im Knochenmark anstieg.

4.6.1.2 Analyse der CD25 Expression auf CD4* und CD8* T-Zellen

Als CD25 wird die alpha-Kette des Interleukin-2-Rezeptors bezeichnet. Es wird vor allem auf
aktivierten T-Lymphozyten sowie konstitutiv auf regulatorischen T-Zellen exprimiert. Um den
Aktivierungszustand der T-Zellen in den diabetischen Tieren naher untersuchen zu konnen,
wurden die isolierten T-Zellen mit einem Antikdrper gegen CD25 gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht.

Betrachtet man den jeweiligen Anteil CD25* Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen in
Milz und Knochenmark (Abbildung 13B), so lag bei den diabetischen Tieren ein signifikanter

Anstieg der CD25* Zellen in der Milz vor, wahrend im Knochenmark der Anteil CD25" Zellen
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bei der Diabetesgruppe in etwa dem Wert der Kontrollgruppe entsprach. Hinsichtlich des
Anteils CD25* Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-Zellen gab es sowohl in der Milz als
auch im Knochenmark keinen Unterschied zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und den
diabetischen Tieren.

Bei der absoluten Anzahl CD25* T-Zellen in der Milz gab es sowohl bei den CD4* CD25" T-
Zellen als auch bei den CD8" CD25" T-Zellen keine nennenswerten Unterschiede zwischen
den Kontrolltieren und den diabetischen Tieren (Abbildung 13C). Im Knochenmark der
diabetischen Tiere war hingegen die Anzahl CD25* T-Zellen signifikant erhéht. Dabei lag der
Median der CD4* CD25" T-Zellen bei den diabetischen Tieren doppelt so hoch wie der
Median der Kontrollgruppe. Auch die Anzahl CD8* CD25" T-Zellen im Knochenmark war bei
den diabetischen Tieren signifikant erhoht. Allerdings war die Gesamtzahl der CD8" CD25*
T-Zellen im Knochenmark sehr gering und schwankte vor allem bei den diabetischen Tieren
sehr stark.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es zu einem signifikanten Anstieg sowohl CD4*
CD25* als auch CD8* CD25* T-Zellen im Knochenmark der diabetischen Tiere kam,
wahrend sich die Anzahl der CD25" T-Zellen in der Milz der diabetischen Tiere kaum von der

Anzahl der nicht diabetischen Tiere unterschied.
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Abbildung 13: CD25 Expression der T-Zellen von Kontrolltieren oder diabetischen NMRI-Mausen als
Aktivitatsmarker. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die Zellen aus Milz und Knochenmark der
diabetischen Tiere und der Kontrolltiere isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf ihren Anteil an CD4*CDC25*
und CD8*CD25* T-Zellen hin untersucht. (A) Exemplarische Gatingstrategie, (B) prozentualer Anteil der CDC25*
an der Gesamtzahl der CD4* oder CD8* T-Zellen, (C) absolute Zellzahl bezogen auf die Gesamtzahl der Zellen
aus Milz oder Knochenmark. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere mit Median und Interquartilsabstand aus
finf verschiedenen Versuchen mit n = 6-9 Mause. Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe des ungepaarten
student t-Test analysiert. * p < 0,05, ** p < 0,01

4.6.1.3 Analyse der T-Zell-Subpopulationen in Milz und Knochenmark der diabetischen

Tiere

Die CD8* T-Zellen kénnen anhand der Expression verschiedener Oberflachenmarker in
weitere Untergruppen unterteilt werden. Dabei unterscheidet man naive T-Zellen (Tn), sie
exprimieren CD62L aber kein CD44, Central Memory T-Zellen (Tcwm), sie exprimieren CD62L
und CD44, und Effektor T-Zellen (Te), sie exprimieren CD44 aber kein CD62L.

Um zu untersuchen, ob der Anstieg der Zellzahl der CD8* T-Zellen im Knochenmark der
diabetischen Tiere auf die selektive Zunahme einer bestimmten Subpopulation der CD8* T-
Zellen zurlckzufihren war, wurden die Zellen der Milz und des Knochenmarks hinsichtlich
einer Veranderung in der Expression dieser Oberflachenmarker analysiert.

Wie Abbildung 14B zeigt, war der prozentuale Anteil naiver T-Zellen in der Milz bei den
diabetischen Tieren signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe. Gleichzeitig war der
prozentuale Anteil der Effektor T-Zellen bei den diabetischen Tieren signifikant erhdht. Der
prozentuale Anteil an Central Memory T-Zellen war bei beiden Gruppen in etwa gleich.
Allgemein hatten bei beiden Gruppen die naiven T-Zellen den grof3ten prozentualen Anteil,
wenn man die verschiedenen Subpopulationen verglich.

Die Zusammensetzung der verschiedenen Subpopulationen im Knochenmark unterschied

sich von der in der Milz. Hier war der Anteil naiver T-Zellen deutlich niedriger und es gab
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auch keine nennenswerten Unterschiede zwischen den diabetischen Tieren und der
Kontrollgruppe. Auch der prozentuale Anteil an Central Memory T-Zellen war sehr gering und
bei beiden Gruppen in etwa gleich. Den gréten prozentualen Anteil CD8" T-Zellen im
Knochenmark stellten in beiden Gruppen die Effektor T-Zellen, wobei der Anteil bei der

Diabetesgruppe signifikant erhdht war im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Zusammensetzung der CD8* T-Zell-Subpopulationen in Milz und Knochenmark von
diabetischen NMRI-Mausen und Kontrolltieren. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die Zellen
aus Milz und Knochenmark der diabetischen Tiere und der Kontrolltiere isoliert und mittels Durchflusszytometrie
bezuglich der unterschiedlichen CD8*-Subpopulationen analysiert. Unter Anwendung der Gatingstrategie (A)
wurde dabei in naive (Tn ; CD62L*CD44"), Central Memory (Tcm ; CD62L*CD44") und Effektor (Te ; CD62L"
CD44h) CD8* T-Zellen unterschieden. (B) Prozentualer Anteil der jeweiligen Subpopulation an der Gesamtzahl
der CD8* T-Zellen. (C) Absolute Zellzahlen der Subpopulationen bezogen auf die errechnete Anzahl an CD8* T-
Zellen. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere mit Median und Interquartilsabstand aus drei verschiedenen
Versuchen mit n = 6-9 Mause. Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe des ungepaarten student t-Test
analysiert. * p < 0,05, ** p < 0,01

Betrachtet man die absolute Anzahl naiver T-Zellen (Abbildung 14C) in der Milz, so besalRen
die diabetischen Tiere signifikant weniger naive T-Zellen. Dabei war die Anzahl naiver T-
Zellen bei den Tieren der Kontrollgruppe mit einem Median von 4,5 Millionen Zellen fast
doppelt so hoch wie die der diabetischen Tiere mit nur 2,4 Millionen Zellen. Bei der Zahl der
Central Memory T-Zellen war die Anzahl bei den diabetischen Tieren ebenfalls geringer als
bei den Kontrolltieren. Die Anzahl der Effektor T-Zellen war hingegen bei den diabetischen
Tieren tendenziell héher als bei den nicht diabetischen Kontrolltieren.

Im Knochenmark war bei der absoluten Anzahl naiver T-Zellen eine Tendenz zu mehr naiven
T-Zellen bei den diabetischen Tieren zu erkennen. Auch bei den Central Memory T-Zellen
kam es zu einem Anstieg bei den diabetischen Tieren im Vergleich zu der Kontrollgruppe,
der in diesem Fall signifikant war. Dabei lag der Median der diabetischen Tiere mit 6 600
Zellen doppelt so hoch wie der Median der Kontrollgruppe mit 3 300 Zellen. Allerdings war
die allgemeine Anzahl an Central Memory T-Zellen im Knochenmark sehr gering. Die Anzahl
der Effektor T-Zellen im Knochenmark war bei den diabetischen Tieren signifikant erhéht und
der Median lag mit 66 000 Zellen fast doppelt so hoch wie bei der Kontrollgruppe mit 35 000

Zellen.
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Wahrend des T1DM kam es somit zu einem Verlust naiver T-Zellen in der Milz bei einem
gleichzeitigen Anstieg der Anzahl der Effektor T-Zellen sowohl in der Milz als auch im

Knochenmark.

4.6.1.4 Analyse der IFN-y Expression der T-Zellen bei T1DM

Bei T1DM handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der die R-Zellen in den
Langerhans-Inseln des Pankreas von autoreaktiven T-Zellen angegriffen und zerstort
werden. Dabei richtet sich die Reaktion der T-Zellen gegen verschiedene Autoantigene der
R-Zellen, zu denen unter anderem die Glutamat Decarboxylase (GAD), ein peripheres
Membranprotein der Mikrovesikel in den [3-Zellen, gehort.

Der Anstieg der Anzahl an CD25* T-Zellen (s. 4.6.1.2) sowie die erhdhte Anzahl von Te und
Tem (s. 4.6.1.3) im Knochenmark der diabetischen Tiere kénnte darauf hinweisen, dass bei
den diabetischen Tieren eine antigenspezifische Immunantwort im Sinne der beschriebenen
Autoimmunreaktion bei T1DM stattgefunden hat.

Um zu Uberprifen, ob im Fall der diabetischen Tiere autoreaktive T-Zellen vorlagen und um
die antigenspezifische Aktivierbarkeit der CD8" T-Zellen zu untersuchen, wurden die
Milzzellen der diabetischen Tiere und der Kontrolltiere fir 72 Stunden mit einem
kommerziellen Peptidgemisch des GAD zur antigenspezifischen Stimulation von T-Zellen
(PepTivator® GAD65, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) kultiviert und anschlieRend die
IFN-y Konzentration im Uberstand bestimmt. Darliber hinaus wurden die Milzzellen
antigenunspezifisch mit PMA und lonomycin stimuliert, um die Auswirkungen des T1DM auf
die allgemeine Aktivierbarkeit anhand der IFN-y Produktion der CD8" T-Zellen zu
untersuchen.

Wie Abbildung 15A zeigt, war die IFN-y Konzentration bei den Zellen der diabetischen Tiere
auch schon hoéher als bei den Tieren der Kontrollgruppe, wenn sie nur in Medium ohne GAD
kultiviert wurden. Unter Zugabe von GAD stieg die IFN-y Produktion der diabetischen Zellen
leicht an, jedoch war dieser Anstieg auch bei den Zellen der Kontrollgruppe zu beobachten
und nicht spezifisch flr die Zellen der diabetischen Tiere.

Ein ahnliches Bild zeigte die Untersuchung der intrazelluldren IFN-y Expression mittels
Durchflusszytometrie (Abbildung 15B). Durch die Zugabe von BD GolgiStop™, einem
Monensin enthaltenden Proteintransportinhibitor, der den intrazellularen Proteintransport in
lymphoiden Zellen blockiert, kam es zu einer Akkumulation der produzierten Zytokine im
Golgi-Komplex, die dann Uber eine intrazellulare Farbung durchflusszytometrisch bestimmt
werden konnten. Bei diesem Ansatz war die IFN-y Expression bei den CD8* T-Zellen der
diabetischen Tiere ohne Zugabe von GAD bereits signifikant héher als bei den Zellen der
Kontrollgruppe. Unter Zugabe der GAD-Peptide stieg die IFN-y Expression bei den Zellen
der diabetischen Tiere zwar leicht an, jedoch war dieser Anstieg auch bei den Zellen der

Kontrolltiere zu beobachten und war hier signifikant. Betrachtet man nur die IFN-y
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Expression der CD44* exprimierenden CD8* T-Zellen, so lag auch hier die IFN-y Expression
der Zellen der diabetischen Tiere Uber der der Zellen der Kontrolltiere, wenn sie in Medium
ohne GAD kultiviert wurden. Unter Zugabe von GAD stieg die IFN-y Expression sowohl bei
den Zellen der Kontrolltiere als auch bei den Zellen der diabetischen Tiere an. In diesem Fall

war der Anstieg bei den Zellen der diabetischen Tiere signifikant.
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Abbildung 15: IFN-y Expression der CD8* T-Zellen diabetischer NMRI-Mause und Kontrolltiere. Acht
Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die Milzzellen der diabetischen Mause und der Kontrollmause
isoliert und in Kultur genommen. Dabei wurden sie entweder zusammen mit GAD fiir 2-3 Tage inkubiert und
anschlieBend die IFN-y Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen (A). Oder die Zellen wurden
geerntet, mit Antikdrpern gegen CD3 CD8 CD44 und IFN-y gefarbt und die intrazellulare IFN-y Expression mittels
Durchflusszytometrie bestimmt (B). AufRerdem wurden Milzzellen von diabetischen Mausen und Kontrollmausen
fur vier Stunden mit PMA und lonomycin stimuliert und anschlielend die intrazellulare IFN-y Expression bestimmt
(C). In einem weiteren Ansatz wurde die IFN-y Expression ex vivo bestimmt (D). Dargestellt sind die Mittelwerte
von n = 3-9 Mausen pro Gruppe mit Standardfehler (A-C) oder die Einzelwerte der Tiere (n = 6-8 Mause pro
Gruppe) mit Median und Interquartilsabstand (D). Statistische Unterschiede wurden unter Verwendung der ,one
way ANOVA® mit anschlieRendem Bonferroni Test (A-C) oder unter Verwendung des student t-Tests (D)
berechnet. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,01

Stimulierte man die isolierten Milzzellen der Kontrolltiere und der diabetischen Tiere
antigenunspezifisch mit PMA und lonomycin (Abbildung 15C), so war in beiden Gruppen ein
signifikanter Anstieg der IFN-y Expression zu erkennen, wobei die Werte der diabetischen
Tiere auch hier etwas héher lagen als die Werte der Kontrollgruppe. Betrachtet man hier die
IFN-y Expression der CD44* Zellen, zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg der IFN-y
Expression bei beiden Gruppen. Dabei lagen die Werte fir die IFN-y positiven Zellen hier mit
47 Prozent bei den Kontrolltieren und 53 Prozent bei den diabetischen Tieren sehr hoch. Es

waren also vor allem die CD44" T-Zellen, die auf die Stimulation mit der Produktion von IFN-

y reagieren.
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Die IFN-y Produktion war bei den Zellen der diabetischen Tiere bei allen Ansatzen bereits
ohne zusatzliche Stimulation héher als bei den Zellen der Kontrolltiere. Dies kénnte darauf
hindeuten, dass die T-Zellen der diabetischen Tiere bereits im Tier konstitutiv IFN-y
produzierten. Um dies zu Uberprifen, wurde die IFN-y Produktion der T-Zellen ex vivo
bestimmt. Dazu wurden in einem weiteren Versuch die Milzzellen isoliert und anschlief3end
fur acht Stunden unter Zugabe von BD GolgiStop™ in Kultur genommen (Abbildung 15D).
Die Auswertung dieses Versuchsansatzes zeigte, dass der Anteil der IFN-y produzierenden
Zellen bei den diabetischen Tieren bereits hier deutlich héher lag als bei den Zellen der
Kontrollgruppe. Ebenso waren es vor allem die CD44* Zellen, die IFN-y exprimierten.

Die CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere zeigten nach Stimulation den gleichen Anstieg in
der IFN-y Expression wie die CD8" T-Zellen der nicht diabetischen Tiere. Darlber hinaus
exprimierten die CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere bereits ex vivo ohne vorherige
Stimulation hohere Mengen an IFN-y. Dabei waren es vor allem die CD8" CD44" T-Zellen,

die eine erhohte IFN-y Expression zeigten.

4.6.2 Charakterisierung der dendritischen Zellen wahrend des T1DM in den
NMRI-Spendertieren

Die Analyse der T-Zellen der diabetischen NMRI-Spendertiere zeigte, dass diese T-Zellen
gewisse Veranderungen aufwiesen. So war die Anzahl CD25* T-Zellen (Abbildung 13) sowie
die Anzahl an Tg-Zellen (Abbildung 14) bei den diabetischen Tieren erhoht. Auf3erdem
produzierten die T-Zellen der diabetischen Tiere ex vivo mehr IFN-y (Abbildung 15). Ein
Einfluss der T-Zellen der diabetischen Tiere auf die dendritischen Zellen ware also denkbar.
Um mdgliche Veranderungen der DC der diabetischen Tiere festzustellen, wurden die DC

aus Milz und Knochenmark der NMRI-Spendertiere analysiert.

4.6.2.1 Analyse der DC-Subpopulationen in der Milz wahrend T1DM

Um eine mdgliche direkte Auswirkung des T1DM auf die DC weiter zu untersuchen, wurden
die Milzzellen von diabetischen und Kontrolltieren isoliert und auf das Vorkommen der DC-
Subpopulationen hin untersucht.

Eine Analyse des prozentualen Anteils CD11* Zellen in der Milz zeigte, dass der Anteil
CD11c* Zellen bei den diabetischen Tieren signifikant héher war, als bei den Tieren der
Kontrollgruppe, wobei die Werte bei den diabetischen Tieren stark schwankten (Abbildung
16B). Die absolute Anzahl CD11" Zellen war jedoch nicht wesentlich hdher als bei den
Tieren der Kontrollgruppe. Auch die prozentualen Anteile der verschiedenen DC-
Subpopulationen unterschieden sich bei den diabetischen Tieren und den Kontrolltieren nicht
grof’ von einander (Abbildung 16). T1DM schien also keinen Einfluss auf die Differenzierung

der DC-Subpopulationen zu haben.



Ergebnisse 54

o
O] Q| ®1
2 o o
FSC FSC CD4
CD11c* CD4* cDs8* CD4-CD8-
2.0q * 100 50- 50-
® o o e < <
o . S 801 o%o oo S, 404 S, 404 .
1.5 ° ° ° ° £ \
9 *e a a o a
X
= ° : O 60 eoloe O 30 O 301 °’
= <t <
O 1.0 E%:_ -:ge— é 00 0.:0 8 3 . 8 og
a ° O 40 9 * = 20 ° 00 = 204 © T
S SIS 0 I - Lo | Tl
0.5 b = 5 0g° E %50 O-o...o-o
' o o 2 1 Copoe 10
oo B )
0.0 0 0 0
Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes

CD11c"/Maus [*10%]

oYo
o4o
O
11 o JoO
O: [o) oo
o

Kontrolle Diabetes

Abbildung 16: DC-Subpopulationen in der Milz der diabetischen NMRI-Mause und Kontrolltiere. Acht
Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die Milzzellen der diabetischen Tiere und Kontrolltiere isoliert, mit
Antikérpern gegen CD4 CD8 und CD11c  gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A)
Gatingstrategie. (B) a) Prozentualer Anteil CD11c* Zellen an der Gesamtzahl der Milzzellen, b) absolute Anzahl
CD11c* positiver Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der Milzzellen. (C) Prozentualer Anteil CD4*, CD8* und
doppelt negativer CD4- CD8" Zellen an der Zahl der CD11c* Zellen. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere aus
vier Versuchen mit n = 6-9 Tieren pro Gruppe mit Median und Interquartilsabstand. Statistische Unterschiede
wurden unter Verwendung des Student t-Tests berechnet. * p < 0,05

4.6.2.2 Analyse des Aktivierungszustandes der DC in der Milz bei T1IDM

Um weiter den Einfluss des Diabetes auf den Aktivierungszustand der DC zu untersuchen,
wurde die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD86 auf den aus der Milz
isolierten DC mittels Durchflusszytometrie untersucht. Wie bereits gezeigt, war zwar der
prozentuale Anteil sowie die absolute Anzahl der CD11c* DC in der Milz der diabetischen
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren erhéht (Abbildung 16B), jedoch zeigten sich keine
Unterschiede bei den prozentualen Anteilen der CD40" oder CD86" DC (Abbildung 17B).

Die DC der diabetischen Tiere =zeigten also keine Veranderung bezlglich ihres

Aktivierungszustandes.
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Abbildung 17: Analyse der CD40+ und CD86+ Expression der DC aus der Milz von diabetischen NMRI-
Mausen und Kontrolltieren als Marker fiir deren Aktivierung. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes
wurden die Milzzellen der diabetischen Tiere und Kontrolltiere isoliert, mit Antikdrpern gegen CD40 CD86 und
CD11c gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A) Gatingstrategie. (B) Prozentualer Anteil CD40*
und CD86" Zellen an der Zahl der CD11c* Zellen. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere aus vier Versuchen
mit n = 6-9 Tieren pro Gruppe mit Median und Interquartilsabstand.

4.6.2.3 Analyse des Aktivierungszustandes der BMDC bei T1IDM

Um einen moéglichen Einfluss des T1DM auf die Differenzierung de novo generierter DC zu
untersuchen, wurden die Knochenmarkzellen von Kontrolltieren und diabetischen Tieren
isoliert und mit GM-CSF kultiviert, um eine Differenzierung zu DC zu gewahrleisten.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und auf die Anzahl der DC sowie deren Expression
der kostimulatorischen Molekule CD40 und CD86 hin untersucht. AuBerdem wurden die
Zellen tUber Nacht mit CpG oder LPS stimuliert, um die Aktivierbarkeit der DC zu prufen, da
es unter nicht pathologischen Bedingungen nach einer Stimulation zu einer Hochregulierung

der CD40 und CD86 Expression auf den DC kommt.
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Abbildung 18: Analyse der CD40 und CD86 Expression der BMDC von diabetischen NMRI-Mausen und
Kontrolltieren als Marker fiir deren Aktivierung. Acht Wochen nach Induktion des Diabetes wurden die
Knochenmarkzellen der diabetischen Tiere und Kontrolltiere isoliert, gruppenweise gepoolt und mit GM-CSF in
Kultur genommen, um deren Differenzierung zu gewahrleisten. An Tag 8-9 wurden die Zellen geerntet, mit
Antikérpern gegen CD40 CD86 und CD11c gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Bestimmt wurde
der prozentuale Anteil CD40* und CD86" positiver Zellen an der Zahl der CD11c* Zellen (A). AuRerdem wurden
die BMDC uber Nacht mit CpG oder LPS stimuliert und anschliefend wiederum auf die Expression von CD40 und
CD86 hin untersucht (B). Dargestellt sind der Median und Interquartilsabstand der jeweiligen Gruppen (A) und der
Median der jeweiligen Gruppen (als Liniendiagramm, wobei jede Linie die Gruppen der einzelnen Experimente
verbindet) (B) aus vier Versuchen mit n = 6-9 Tieren pro Gruppe.

Wie Abbildung 18A zeigt, schwankten die Werte der prozentualen Anteile CD40* und CD86*
DC der einzelnen Versuche stark. Es war jedoch kein signifikanter Unterschied der CD40
und CD86 Expression zwischen der Kontroligruppe und den diabetischen Tieren zu
erkennen. Betrachtete man den prozentualen Anteil CD40* und CD86" DC nach der
Ubernachtkultur mit oder ohne Stimulation durch CpG oder LPS (Abbildung 18B), so fiel auf,
dass der Anteil der DC, die CD40 exprimierten, bereits ohne Zugabe von Stimuli bei den
diabetischen Tieren in nahezu allen Einzelversuchen tendenziell hdher war als bei den
Kontrolltieren. Auch der prozentuale Anteil CD86* DC war bei den diabetischen Tieren in den
Einzelversuchen tendenziell héher als bei den Kontrolltieren.

Nach der Stimulation mit CpG stieg der Anteil CD40" DC deutlich an und lag fir beide
Gruppen, bis auf eine Ausnahme, zwischen 70 und 98 Prozent. Auch hier war der Anteil bei
den diabetischen Tieren tendenziell hdher als bei den Kontrolltieren. Der Anteil CD86" DC
stieg nach der Stimulation mit CpG ebenfalls an und lag fir beide Gruppen, bis auf eine
Ausnahme, zwischen 16 und 36 Prozent. Dabei lag der Anteil bei den diabetischen Tieren in
den einzelnen Versuchen ebenfalls hdher als bei den Tieren der Kontrollgruppe.

Bei der Stimulation mit LPS stieg der prozentuale Anteil CD40* DC ahnlich wie bei der
Stimulation mit CpG, bis auf eine Ausnahme, auf Werte zwischen 69 und 99 Prozent flr

beide Gruppen. Dabei lagen die Werte der diabetischen Tiere in den einzelnen Versuchen
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auch hier tendenziell héher als bei den Kontrolltieren. Auch der prozentuale Anteil CD86" DC
stieg unter der Stimulation mit LPS ahnlich wie bei der mit CpG, bis auf eine Ausnahme, auf
Werte zwischen 18 und 48 Prozent fur beide Gruppen. Allerdings lagen hier die Werte fir die
diabetischen Tiere mit 11 bis 30 Prozentpunkten in den einzelnen Experimenten deutlich
Uber den Werten der Kontrollgruppe.

Die de novo generierten DC aus dem Knochenmark der diabetischen Tiere wiesen somit die

Tendenz einer erhohten Aktivierbarkeit gegenlber verschiedenen Stimuli auf.

4.6.3 Transfer naiver CD8* T-Zellen zur Etablierung des Transferexperiments

Sollten die diabetischen CD8* T-Zellen bereits Einfluss auf die Differenzierung der DC
nehmen, so missten diese nach dem Transfer auch im Knochenmark nachweisbar sein.

Zur Uberpriifung des Versuchsansatzes wurden zundchst CD8* T-Zellen aus der Milz naiver
NMRI-Mause isoliert und in NMRI-Foxn1™-Mause transferiert. Um feststellen zu kénnen, in
welchem Ausmal die T-Zellen nach dem Transfer im Knochenmark erscheinen und um

deren Expansion analysieren zu konnen, wurden die Zellen vor dem Transfer mit CFSE

markiert.
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Abbildung 19: Transfer naiver CD8* T-Zellen in NMRI-Foxn1"'-Mause. CD8* T-Zellen wurden aus der Milz
naiver NMRI-Mause mittels MACS isoliert, in vitro mit CFSE markiert und anschlieBend NMRI-Foxn1"-Mausen
intravends appliziert. Als Kontrolle dienten Tiere, die nur PBS intravends erhielten. Nach zwei Tagen wurden die
Milz- und Knochenmarkzellen der Empfangertiere isoliert und unter Verwendung der Durchflusszytometrie auf
das Erscheinen der CFSE markierten Zellen hin untersucht. (A) Gatingstrategie, (B) exemplarische dotplots fiir
die Zellen in Milz und Knochenmark der Empfangertiere sowie der Kontrollen. Die Zahlen geben den
prozentualen Anteil bezogen auf die Zahl der lebenden Zellen (living cells, LC) an.

Bereits nach zwei Tagen waren CFSE positive Zellen sowohl in den Zellen der Milz als auch

in den Zellen des Knochenmarks der Empfangertiere nachweisbar (Abbildung 19B). Der
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prozentuale Anteil war mit 0,04 Prozent in der Milz und 0,002 Prozent im Knochenmark sehr

gering. Bei den Kontrolltieren war kein CFSE-Signal nachweisbar.
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Abbildung 20: Proliferation naiver CD8* T-Zellen nach Transfer in NMRI-Foxn1"-Mause. CD8" T-Zellen
wurden aus der Milz naiver NMRI-Mause mittels MACS isoliert, in vitro mit CFSE markiert und anschlieRend
NMRI-Foxn1™-Mausen intravends appliziert. Nach zwei oder nach sechs Tagen wurden die Milzzellen der
Empfangertiere isoliert, mit Antikérpern gegen CD3 und CD44 gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil bezogen auf die Zahl der lebenden Zellen an.

Nach dem Transfer der CFSE markierten T-Zellen kam es wahrend der nachfolgenden
sechs Tage zu einer Proliferation dieser Zellen, was sich durch die Abnahme der
Signalstarke CFSE positiver Zellen und den Anstieg des prozentualen Anteils CFSE positiver
Zellen zeigte (Abbildung 20).

Die gleichzeitige Farbung der Zellen mit einem Antikdrper gegen CD44 zeigte, dass es vor
allem die CD44" CD8* T-Zellen waren, die in die Milz und das Knochenmark einwanderten

und proliferierten.
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4.6.4 Analyse der Auswirkungen des CD8* T-Zell-Transfers im Empfangertier

Um den Einfluss der CD8* T-Zellen auf die Differenzierung der DC im Empfangertier zu
untersuchen, wurden zwei Wochen nach dem Transfer die Zellen aus Milz und Knochenmark
der Empfangertiere isoliert und sowohl die transferierten T-Zellen als auch die DC analysiert.
Dartber hinaus wurden die Granulozyten aus dem Knochenmark der Empfangertiere
untersucht. Da bereits bekannt ist, dass CD4* T-Zellen einen Einfluss auf die Differenzierung
der Granulozyten haben kénnen und es nach dem Transfer CD4" T-Zellen zu einem Anstieg
der Granulozyten im Knochenmark kommt [67], kdnnte eine Veranderung in der Anzahl der
Granulozyten ein Hinweis auf einen moglichen Einfluss der CD8* T-Zellen auf die

Hamatopoese und somit auch auf die Differenzierung der DC sein.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Analyse der Zellen der Empfangertiere. Diese Abbildung dient
der besseren Orientierung, fur eine detaillierte Beschreibung vgl. Abbildung 4, S.28.

4.6.4.1 Auswirkung des CD8* T-Zell-Transfers diabetischer und nicht diabetischer

Tiere auf die Granulozyten im Knochenmark der NMRI-Foxn1"-Mause

Um zu Uberprifen, ob der Transfer der CD8" T-Zellen (&hnlich wie der Transfer CD4" T-
Zellen [67]) ebenfalls einen Einfluss auf die Granulozyten der NMRI-Foxn1™-Mause hat und
ob es Unterschiede zwischen dem Transfer der CD8" T-Zellen der diabetischen und der nicht
diabetischen Kontrolltiere gibt, wurden die Knochenmarkzellen der Empfangertiere zwei
Wochen nach dem Transfer der T-Zellen isoliert, mit einem Antikdrper gegen Ly6G als

Marker fur Granulozyten gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Abbildung 22: Anstieg der Granulozytenzahl im Knochenmark der Empfangertiere nach CD8* T-Zell-
Transfer. Zwei Wochen nach dem Transfer der CD8* T-Zellen von diabetischen NMRI-Mausen oder
Kontrolltieren in NMRI-Foxn1"-Mause, wurden die Knochenmarkzellen der Empfangertiere isoliert, gegen Ly6G
als Marker fur Granulozyten gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle fir den Transfer
dienten NMRI-Foxn1"-Mause, die nur PBS anstelle der entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten. Gezeigt
ist der prozentualer Anteil der Ly6G* Zellen an den gesamten Knochenmarkzellen. Dargestellt sind die
Einzelwerte der Tiere mit Median und Interquartilsabstand aus vier Versuchen mit n = 3-5 Mausen. Statistische
Unterschiede wurden unter Verwendung der “one way ANOVA” mit anschlie@endem Bonferroni Test berechnet.
**p <0,01, *** p<0,01

Nach dem Transfer der CD8" T-Zellen kam es zu einem signifikanten Anstieg des
prozentualen Anteils der Granulozyten im Knochenmark der Empfangertiere verglichen mit
der Anzahl der Granulozyten der Kontrollgruppe, die nur PBS erhalten hatte. Dabei lagen die
Werte bei den Tieren, die die T-Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten, tendenziell
noch etwas hoher als bei den Tieren, die die T-Zellen der nicht diabetischen Tiere erhalten
hatten.

CD8* T-Zellen férderten somit die Bildung von Granulozyten im Knochenmark der Mause.

4.6.4.2 Charakterisierung der transferierten CD8" T-Zellen aus diabetischen und nicht

diabetischen Tieren nach Transfer in NMRI-Foxn1"“-Mause

Die zytotoxischen T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei T1DM, da sie die R-Zellen des
Pankreas angreifen und zerstéren. Auferdem produzieren die CD8" T-Zellen der
diabetischen Tiere ex vivo mehr IFN-y als die CD8* T-Zellen der Kontrolltiere (s. 4.6.1.4).

Um einen mdglichen Einfluss der CD8" T-Zellen auf die Differenzierung der DC zu
Uberprifen, wurden CD8* T-Zellen aus Kontrolltieren und diabetischen Tieren isoliert und in
NMRI-Foxn1"-Mause transferiert.

Zwei Wochen nach dem Transfer wurden die Zellen aus Milz und Knochenmark der
Empfangertiere isoliert und hinsichtlich des Vorkommens der verschiedenen CD8* T-
Zellpopulationen untersucht. Wie Abbildung 23B zeigt, waren es vor allem CD8* T-
Effektorzellen, die sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den diabetischen Tieren in der
Milz und im Knochenmark ankamen und mit Uber 80 Prozent in der Milz und mit 60 bis 90
Prozent im Knochenmark den groften Anteil CD8" T-Zellen stellten. Dabei war der

prozentuale Anteil in der Milz der diabetischen Tiere signifikant héher als der der
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Kontrolltiere. Auch im Knochenmark war eine Tendenz zu einem hdheren Anteil an CD8*
Effektorzellen bei den diabetischen Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren zu erkennen,
jedoch schwankten die Werte der einzelnen Tiere hier starker.

Neben dem groRen Anteil an CD8* Effektorzellen kam auch noch ein kleiner Anteil an
Memory T-Zellen sowohl in der Milz als auch im Knochenmark vor, der jedoch, mit
Uberwiegend unter 20 Prozent, deutlich geringer war. Dabei war der prozentuale Anteil der
Tewm in der Milz bei den diabetischen Tieren signifikant niedriger als bei den Kontrolltieren.
Auch im Knochenmark war eine Tendenz zu weniger Tcm bei den diabetischen Tieren zu
erkennen. Der prozentuale Anteil naiver CD8" T-Zellen lag sowohl in der Milz als auch im
Knochenmark unter 3 Prozent und bildete somit den geringsten Anteil.

Betrachtet man die absolute Anzahl an CD8" T-Zellen (Abbildung 23C) in der Milz, so fallt
auf, dass die Werte flir die einzelnen Tiere bei allen drei Populationen sehr stark
schwankten. Dabei gab es keinen Unterschied bei der Anzahl naiver T-Zellen in der Milz von
Kontrolltieren und diabetischen Tieren. Auch bei der absoluten Anzahl an Tcm zeigte sich
kein Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den diabetischen Tieren. Bei der absoluten

Anzahl an Effektorzellen war eine Tendenz zu mehr Te-Zellen bei den diabetischen Tieren zu

erkennen.
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Abbildung 23: Zusammensetzung der CD8* T-Zell-Subpopulationen in Milz und Knochenmark der
Empfangertiere nach CD8* T-Zell-Transfer. Zwei Wochen nach dem Transfer der CD8* T-Zellen von
diabetischen NMRI-Mausen oder Kontrolltieren in NMRI-Foxn1™-Mause, wurden die Zellen aus Milz und
Knochenmark der Empfangertiere isoliert und mittels Durchflusszytometrie bezliglich der unterschiedlichen CD8*
Subpopulationen analysiert. Unter Anwendung der Gatingstrategie (A) wurde dabei in naive (Tn ; CD62L*CD44"),
Central Memory (Tcw ; CD62L*CD44M) und Effektor (Te ; CD62L-CD44") CD8* T-Zellen unterschieden. (B)
Prozentualer Anteil der jeweiligen Subpopulation an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen. (C) Absolute Zellzahlen
der Subpopulationen bezogen auf die errechnete Anzahl an CD8* T-Zellen. Dargestellt sind die Einzelwerte der
Tiere mit Median und Interquartilsabstand aus drei verschiedenen Versuchen mit n = 6-9 Mausen. Statistische
Unterschiede wurden mit Hilfe des ungepaarten student t-Test analysiert. * p < 0,05
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Betrachtet man die CD8* T-Zellen im Knochenmark, gab es fir keine der drei T-
Zellpopulationen nennenswerte Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den
diabetischen Tieren. Allerdings war die Anzahl an T-Zellen auch sehr gering. Den grof3ten
Anteil stellten dabei die Effektor T-Zellen mit einem Median von 60.000 Zellen bei den
Kontrolltieren und 70.000 Zellen bei den diabetischen Tieren.

Die transferierten CD8* T-Zellen differenzierten also hauptsachlich zu Te-Zellen.

4.6.4.3 Analyse der DC-Subpopulationen in der Milz der NMRI-Foxn1™-Mause nach
CD8* T-Zell-Transfer

Um den Einfluss der transferierten CD8* T-Zellen auf die dendritischen Zellen in vivo zu
analysieren, wurden die Milzzellen der Kontrolltiere, die nur PBS erhalten hatten, sowie der
Tiere, die CD8" T-Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere oder der diabetischen Tiere

erhalten hatten, auf die Anzahl der DC und die Zusammensetzung der Subpopulationen hin

untersucht.
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Abbildung 24: DC-Subpopulationen in der Milz der Empfiangertiere nach CD8* T-Zell-Transfer. Zwei
Wochen nach dem Transfer der CD8* T-Zellen von diabetischen NMRI-Mausen oder Kontrolltieren, wurden die
Milzzellen der Empfangertiere isoliert, mit Antikorpern gegen CD4, CD8 und CD11c gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle fir den Transfer dienten NMRI-Foxn1™ Mause, die nur PBS
anstelle der entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten. (A) a) Prozentualer Anteil CD11c* Zellen an der
Gesamtzahl der Milzzellen, b) absolute Anzahl CD11c* positiver Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der
Milzzellen. (B) a) Prozentualer Anteil CD4*, CD8" und doppelt negativer CD4- CD8 Zellen an der Zahl CD11c*
Zellen, b) absolute Anzahl CD4*, CD8* und doppelt negativer CD4- CD8 Zellen bezogen auf die Zahl CD11c*
Zellen. Dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere aus vier Versuchen mit n = 6-9 Tieren pro Gruppe mit Median
und Interquartilsabstand. Statistische Unterschiede wurden unter Verwendung der one-way ANOVA mit
anschlielendem Bonferroni Test berechnet. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,01



Ergebnisse 64

Wie Abbildung 24A zeigt, war sowohl der prozentuale Anteil als auch die absolute Anzahl an
CD11c* DC in der Milz der Tiere, die CD8" T-Zellen erhalten hatten, signifikant hoher als bei
den Kontrolltieren, die keine T-Zellen erhalten hatten. Dabei war der Anstieg bei den Tieren,
die die CD8* T-Zellen der nicht diabetischen Tiere erhalten hatten, noch einmal ausgepragter
als bei den Tieren, die die CD8" T-Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten.

Betrachtete man die verschiedenen Subpopulationen der DC in der Milz der Empfangertiere,
so fiel auf, dass der prozentuale Anteil der CD4* DC nach dem Transfer der CD8" T-Zellen
tendenziell niedriger war, wahrend der Anteil sowohl der CD8" als auch der CD4- CD8 hdher
war, als bei den Tieren, die nur PBS erhalten hatten.

Bei der absoluten Anzahl der Zellen der verschiedenen DC Subpopulationen kam es bei den
CD4* DC ebenso wie bei den CD8* und der doppelt negativen CD4- CD8 DC zu einem
Anstieg der Zellzahl, nachdem die Tiere CD8" T-Zellen erhalten hatten. Dieser Anstieg fiel
bei den Tieren, die die Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten, tendenziell etwas
schwécher aus als bei den Tieren, die die Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten
hatten. Dabei verdoppelte sich die Anzahl der CD4* DC wahrend sich die Anzahl der CD8*
sowie doppelt negativer CD4- CD8" DC verdreifachte.

Die transferierten CD8" T-Zellen férderten die Generierung von DC im Knochenmark. Dabei
war die Anzahl der DC bei den Tieren, die die Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten
tendenziell etwas schwacher als bei den Tieren, die die Zellen der nicht diabetischen

Kontrolltiere erhalten hatten.

4.6.4.4 Analyse des Aktivierungszustandes der DC in der Milz der NMRI-Foxn1™ -
Mé&use nach CD8" T-Zell-Transfer

Um den Einfluss der transferierten T-Zellen auf die Differenzierung der DC der
Empfangertiere zu untersuchen, wurden die DC der Milz der Empfangertiere mittels
Durchflusszytometrie auf inre Expression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86
hin untersucht.

Nach dem Transfer der CD8* T-Zellen kam es zu einem Anstieg des prozentualen Anteils an
CD40*, CD86" und doppeltpositiven CD40" CD86* DC in der Milz der Empfangertiere. Dabei
war der Anstieg der CD86" und der doppelt positiven CD40" CD86" DC signifikant. Der
Median fiir die CD40* DC und doppelt positiven CD40* CD86" DC lag bei den Tieren, die die
T-Zellen erhalten hatten, doppelt so hoch wie bei den Tieren, die PBS erhalten hatten. Bei
den CD86"* DC lag der Median flr die Tiere, die PBS erhalten hatten, bei 50 Prozent und bei
den Tieren, die die T-Zellen erhalten hatten, bei 70 bzw. 73 Prozent. Auffallig war, dass die
Werte der Einzeltiere besonders bei den CD40* DC stark schwankten.

Der Transfer CD8* T-Zellen in NMRI-Foxn1™-Mause filihrte also zu einem Anstieg der

Expression kostimulatorischer Molekule auf den DC der Empfangertiere. Dabei gab es keine
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nennenswerten Unterschiede zwischen dem Transfer der T-Zellen der nicht diabetischen

Kontrolltiere und der T-Zellen der diabetischen Tiere.
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Abbildung 25: Analyse der CD40 und CD86 Expression der DC aus der Milz der Empfangertiere nach CD8*
T-Zell-Transfer. Zwei Wochen nach dem Transfer der CD8" T-Zellen von diabetischen NMRI-Mausen oder
Kontrolltieren, wurden die Milzzellen der Empfangertiere isoliert, mit Antikérpern gegen CD40, CD86 und CD11c
gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Als Kontrolle fiir den Transfer dienten NMRI-Foxn1"Y-Mause,
die nur PBS anstelle der entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten. Die Abbildung zeigt den prozentualen
Anteil CD40*, CD86* und doppelt positiver CD40* CD86* Zellen an der Zahl der CD11c* Zellen. Dargestellt sind
die Einzelwerte der Tiere aus vier Versuchen mit n = 6-9 Tieren pro Gruppe mit Median und Interquartilsabstand.
Statistische Unterschiede wurden unter Verwendung der one-way ANOVA mit anschlieliendem Bonferroni Test
berechnet. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,01

4.6.4.5 Analyse des Zytokinprofils der DC aus der Milz der NMRI-Foxn1™-Mause nach
CD8* T-Zell-Transfer

Um weiter die Mdglichkeit eines direkten Einflusses der T-Zellen der diabetischen Tiere auf
die DC in vivo zu untersuchen, wurden die DC aus der Milz der Empfangertiere mittels
MACS-Separation isoliert und Uber Nacht mit CpG stimuliert. Anschlielend wurde die
Konzentration verschiedener Zytokine im Uberstand mit Hilfe des CBA oder ELISA bestimmt.
Auflerdem wurde eine intrazelluldre Farbung fur IL-12 durchgefihrt und die Zellen mittels

Durchflusszytometrie analysiert.
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Abbildung 26: Zytokinprofil der DC aus der Milz der Empfangertiere nach CD8* T-Zell-Transfer. Zwei
Wochen nach dem Transfer der CD8* T-Zellen von diabetischen NMRI-Mausen oder Kontrolltieren in NMRI-
Foxn1™ Mause, wurden die DC aus der Milz der Empfangertiere mittels MACS Separation isoliert und iber Nacht
mit CpG stimuliert. Als Kontrolle fir den Transfer dienten NMRI-Foxn1"-Mause, die nur PBS anstelle der
entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten. Am darauffolgenden Tag wurde die Zytokinkonzentration im
Uberstand mittels ELISA oder CBA bestimmt (A). AuRerdem wurden die Zellen geerntet, intrazellulér gegen IL-
12p40 gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert (B). Dargestellt sind die Mittelwerte der jeweiligen
Gruppen mit dem Standardfehler des Mittelwertes von vier verschiedenen Versuchen mit je n = 3-5 Mausen.
Statistische Unterschiede wurden unter Verwendung der “one-way ANOVA” mit anschlieBendem Bonferroni Test
berechnet. * p < 0,05, ** p < 0,01

Abbildung 26A zeigt, dass die Werte der proinflammatorischen Zytokine bei den Tieren, die
die T-Zellen erhalten hatten, tendenziell Gber den Werten der Tiere lagen, die PBS erhalten
hatten. Die Werte flir das antiinflammatorische IL-10 lagen bei den Tieren, die die T-Zellen
der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten, auf einem ahnlichen Niveau wie die
Werte der Tiere, die PBS erhalten hatten. Auffallig war, dass hier die Werte der Tiere, die die
diabetischen T-Zellen erhalten hatten, hoher waren als die der nicht diabetischen
Kontrolltiere und der Kontrollgruppe mit PBS. Bei den proinflammatorischen Zytokinen zeigte
sich eine Tendenz zu weniger IL-12 und mehr IFN-y bei den Tieren, die die diabetischen T-
Zellen erhalten hatten, im Vergleich zu den Tieren, die die Zellen der nicht diabetischen
Kontrolltiere erhalten hatten. Bei TNF-a zeigte sich ebenfalls eine Tendenz zu einer
geringeren Konzentration an TFN-a bei den Tieren, die die diabetischen T-Zellen erhalten
hatten.

Bei der Analyse der durchflusszytometrischen Untersuchung zeigte sich, dass die DC aller
drei Gruppen durch die Stimulation mit CpG angeregt wurden IL-12 zu produzieren
(Abbildung 26B). Dabei lag der prozentuale Anteil der Zellen, die IL-12 exprimierten bei den

Tieren, die die T-Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten, deutlich Gber
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dem der Tiere, die PBS oder die T-Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten. Wobei der
prozentuale Anteil bei den Tieren, die PBS erhalten hatten, auf einem ahnlichen Niveau lag
wie der prozentuale Anteil bei den Tieren, die die T-Zellen der diabetischen Tiere erhalten
hatten.

In Gegenwart von T-Zellen aus diabetischen Tieren differenzierten DC zu einem Phanotyp
mit einer tendenziell verminderten Expression proinflammatorischer Zytokine und einer
vermehrten Expression des antiinflammatorischen IL-10 verglichen mit den DC der Tiere, die

die T-Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten.

4.6.4.6 Analyse des Aktivierungszustandes neu generierter BMDC der NMRI-Foxn1™-
Mé&use nach CD8" T-Zell Transfer

Um weiter den Einfluss der transferierten CD8* T-Zellen auf neu generierte DC zu
untersuchen, wurden die Knochenmarkzellen der Tiere, die PBS erhalten hatten, sowie die
Knochenmarkzellen der Tiere, die entweder CD8" T-Zellen der nicht diabetischen
Kontrolltiere oder der diabetischen Tiere erhalten hatten, isoliert und in Anwesenheit von
GM-CSF fur acht bis neun Tage kultiviert, um die Differenzierung zu BMDC zu
gewahrleisten. Anschlielend wurden die Zellen geerntet und mittels Durchflusszytometrie
auf die Expression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 hin untersucht.
Aulerdem wurden die Zellen tber Nacht mit CpG oder LPS stimuliert und anschlief3end
wiederum auf die Expression von CD40 und CD86, als Marker fir ihre Aktivierbarkeit, hin
untersucht.

Wie Abbildung 27 zeigt, gab es zwischen den BMDC der Tiere, die PBS erhalten hatten und
den Tieren, die CD8" T-Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere oder diabetischen Tiere
erhalten hatten, keine nennenswerten Unterschiede bezlglich der Expression der
kostimulatorischen Molekiile. Die Stimulation der Zellen mit CpG oder LPS fiihrte zwar zu
einem deutlichen Anstieg der CD40 Expression, jedoch zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen. Die CD86 Expression war nach der Stimulation mit
CpG bei den BMDC der Tiere, die CD8" T-Zellen erhalten hatten, etwas hoéher als bei den
Tieren, die PBS erhalten hatten, jedoch schwankten die Werte bei den einzelnen Versuchen
stark. Bei der Stimulation mit LPS zeigten die BMDC der Tiere, die keine T-Zellen sondern
PBS erhalten hatten, eine héhere Expression an CD86 als die BMDC der Tiere, die CD8" T-
Zellen erhalten hatten. In beiden Fallen unterschied sich die Expression der BMDC der Tiere,
die die Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten, nicht von den BMDC der

Tiere, die die Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten.
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Abbildung 27: Analyse der CD40 und CD86 Expression der BMDC der Empfangertiere nach CD8* T-Zell-
Transfer. Zwei Wochen nach dem Transfer der CD8" T-Zellen aus diabetischen NMRI-Mausen und
Kontrolltieren, wurden die Knochenmarkzellen der Empfangertiere isoliert, gruppenweise gepoolt und mit GM-
CSF in Kultur genommen, um die Differenzierung zu BMDC zu gewabhrleisten. Als Kontrolle flir den Transfer
dienten NMRI-Foxn1"-Mause, die nur PBS anstelle der entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten. An Tag
8-9 wurden die Zellen geerntet, mit Antikdérpern gegen CD40, CD86 und CD11c gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Bestimmt wurde der prozentuale Anteil CD40* und CD86" positiver Zellen an
der Zahl der CD11c* Zellen (A). Auflerdem wurden die BMDC Uber Nacht mit CpG oder LPS stimuliert und
anschlielend wiederum auf die Expression von CD40 und CD86 hin untersucht (B). Dargestellt sind Tukey Box-
Plots der jeweiligen Gruppen aus vier Versuchen mit n = 3-5 Tieren pro Gruppe.

4.6.4.7 Zytokinprofil der BMDC der NMRI-Foxn1"“-Mause nach CD8* T-Zell-Transfer

Um einen moglichen Einfluss der CD8" T-Zellen auf die Zytokinproduktion der neu
generierten DC zu untersuchen, wurde der Uberstand der (iber Nacht mit CpG oder LPS
stimulierten BMDC mittels CBA oder ELISA auf die Konzentration verschiedener pro- und
antiinflammatorischer Zytokine hin untersucht.

Wie Abbildung 28 zeigt, produzierten die BMDC der Tiere, die T-Zellen erhalten hatten, nach
der Stimulation mit CpG tendenziell geringere Mengen der untersuchten Zytokine, als die
BMDC der Tiere, die nur PBS erhalten hatten. Eine Ausnahme bildete IL-10. Hier lagen die
Werte der Tiere, die die diabetischen T-Zellen erhalten hatten, im Mittel auf einem ahnlichen
Niveau wie die Werte der Tiere, die PBS erhalten hatten. Lediglich die Werte der Tiere, die
die Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten, sind etwas geringer. Bei den
proinflammatorischen Zytokinen zeigten die Tiere, die die T-Zellen der diabetischen Tiere
erhalten hatten, eine Tendenz zu mehr IL-12 und IL-6 und weniger IL-23 als bei den Tieren,
die die T-Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten. Die Unterschiede waren

jedoch nicht signifikant. Ein dhnliches Bild zeigte sich bei der Stimulation mit LPS. Hier gab



Ergebnisse 69

es bei den Werten flr IL-10 jedoch eine leichte Tendenz zu mehr IL-10 nach dem Transfer
der T-Zellen. Diese Tendenz war bei den Tieren, die die Zellen der diabetischen Tiere
erhalten hatten, noch etwas ausgepragter als bei den Tieren, die die Zellen der nicht

diabetischen Kontrolltiere erhalten hatten.
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Abbildung 28: Zytokinprofil der BMDC der Empféangertiere nach CD8* T-Zell-Transfer. Zwei Wochen nach
dem Transfer der CD8* T-Zellen von diabetischen NMRI-Mausen oder Kontrolltieren in NMRI-Foxn1™-Mause
wurden die Knochenmarkzellen der Empfangertiere isoliert und mit GM-CSF kultiviert. Als Kontrolle fir den
Transfer dienten NMRI-Foxn1"-Mause, die nur PBS anstelle der entsprechenden CD8* T-Zellen erhalten hatten.
Nach acht bis neun Tagen wurden die Zellen geerntet und tGber Nacht mit CpG oder LPS stimuliert. Anschlieend
wurde die Zytokinkonzentration im Uberstand mittels ELISA (IL-10, IL-12) oder CBA (IL-6, IL23) bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes aus vier Versuchen mit n = 3-5 Mausen.

Wahrend die transferierten CD8" T-Zellen der diabetischen Tiere keinen Einfluss auf die
Expression der kostimulatorischen Molekiile neu generierter BMDC hatten, zeigte das
Zytokinprofil der neu generierten BMDC der Tiere, die die diabetischen T-Zellen erhalten
hatten, eine Tendenz zu einer erhohten Produktion des antiinflammatorischen IL-10 nach
Stimulation. Auch die proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IL-6 waren bei den BMDC
der Tiere, die die T-Zellen der diabetischen Tiere erhalten hatten, tendenziell erhdht.
Lediglich die Expression von IL-23 war bei den BMDC der Tiere, die die T-Zellen der

diabetischen Tiere erhalten hatten, vermindert.
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5. Diskussion

Sepsis ist eine systemische Infektion, bei der es zu lebensbedrohlichen Organdysfunktionen
kommt. Neben einer zu Beginn der Sepsis meist dominierenden proinflammatorischen
Immunreaktion, entwickelt sich dabei eine Immunsuppression, die auch bestehen bleibt,
nachdem die eigentliche Infektion abgeklungen ist. Dies flhrt dazu, dass Patienten, die
einmal eine Sepsis erlitten haben, anfalliger fur Infektionen bleiben [37].

Unter Verwendung der CLP, einem murinen Modell der polymikrobiellen Sepsis, konnte
gezeigt werden, dass die dendritischen Zellen der septischen Tiere einen veranderten
Phanotypen aufweisen und nach Stimulation mit LPS oder CpG geringere Mengen des
proinflammatorischen IL-12 und grolkere Mengen des antiinflammatorischen IL-10
produzieren. Diese Dysfunktion der DC ist auf eine veranderte Differenzierung der DC im
Knochenmark zurtickzufihren [76].

Verschiedene Faktoren kdnnen die Entstehung bzw. den Verlauf einer Sepsis beeinflussen.
Neben dem Alter und der Ethnie spielen auch chronische Erkrankungen, wie z.B. Diabetes
mellitus, eine Rolle. Patienten, die unter Typ 1 Diabetes mellitus leiden, sind anfalliger flr
Infektionen und fur Komplikationen wahrend einer Sepsis [75].

Hier sollte untersucht werden, ob diese erhdhte Anfalligkeit wahrend des T1DM durch eine
verstarkte Immunsuppression erklart werden kann und in welcher Weise die DC wahrend
des T1DM zu dieser erhdohten Anfélligkeit beitragen. Dabei stand vor allem der mdgliche
Einfluss der autoreaktiven zytotoxischen CD8* T-Zellen auf die Funktion der DC bzw. auf die

Differenzierung der DC im Knochenmark im Fokus.

5.1 Das Low-Dose Streptozotocin Modell des T1DM

Zur Untersuchung des T1DM kdnnen verschiedene murine Modelle verwendet werden.
Neben den Akita-Mausen, die eine Mutation des Insulingens und einen Verlust der [3-
Zellfunktion aufweisen [12, 54], werden haufig auch non-obese diabetic (NOD)-Mause
eingesetzt, die spontan autoimmun T1DM entwickeln kénnen [20]. Ein weiteres Modell des
T1DM ist darUber hinaus das Low-Dose Streptozotocin Modell, das im Rahmen dieser
Dissertation in der Arbeitsgruppe etabliert wurde. Durch die wiederholte Gabe niedrig
dosierten STZ werden die 3-Zellen in den Langerhans-Inseln des Pankreas angegriffen und
zerstort. Dabei sorgt die niedrige Dosierung dafiir, dass die R-Zellen zunachst nicht
vollstandig zerstort werden, sondern Peptidfragmente freigesetzt werden, die als Antigene
fur die zytotoxischen CD8" T-Zellen wirken [64] und so die Autoimmunreaktion gegen die 13-
Zellen triggern. Da hier der Einfluss der autoreaktiven CD8* T-Zellen untersucht werden
sollte, bot sich das Low-Dose Streptozotocin Modell zur Induktion des T1DM an. Darlber
hinaus hat dieses Modell den Vorteil, dass T1DM zeitgleich in einer definierten Anzahl von

Tieren ausgel6st werden kann und die Werte der einzelnen Tiere somit besser vergleichbar



Diskussion 71

sind. Auferdem lasst sich das Low-Dose Streptozotocin Modell auf verschiedene
Mausstamme anwenden.

Hier wurde das Low-Dose Streptozotocin Modell zunachst bei C57BL/6-Mausen angewandt.
Die erhohte Glukosekonzentration im Blut der STZ-behandelten Tiere, eine Woche nach der
letzten STZ Gabe (Abbildung 5A), steht im Einklang mit den von Kim et al. beschriebenen
Daten [47] und weist darauf hin, dass die Behandlung mit STZ zur Induktion des T1DM
fuhrte. Der weitere Anstieg der Glukosekonzentration im Verlauf der Zeit kann durch die
fortschreitende Zerstérung der 3-Zellen erklart werden. Ab einem bestimmten Zeitpunkt
stagnierte der Wert, da dann alle R-Zellen zerstért waren und sich durch das stetige
Ausscheiden der Glukose Uber den Urin ein Gleichgewicht einstellte.

Neben den C57BL/6-Mausen konnte das Low-Dose Streptozotocin Modell zudem in NMRI-
Ma&usen etabliert werden (Abbildung 5A).

5.2 T1DM verstarkt die Immunsuppression wahrend einer Sepsis

Die CLP ist ein gangiges Modell der polymikrobiellen Sepsis und in unserer Arbeitsgruppe
bereits etabliert [32, 76]. Hier wurde eine subletale Form angewandt. Wahrend der akuten
Phase der Sepsis wandern verschiedene Zellen der angeborenen Immunantwort in das
Peritoneum, um die durch die Punktion des Zokums sezernierten Bakterien zu beseitigen.
Granulozyten spielen dabei eine entscheidende Rolle, da sie zu den ersten Zellen gehdren,
die an der Beseitigung der Bakterien beteiligt sind [98]. Diabetische Tiere zeigten nach der
CLP eine verminderte Einwanderung Ly6G* Granulozyten im Vergleich zu nicht diabetischen
Kontrolltieren (Abbildung 6A). Die verminderte Zahl an Granulozyten war dabei verbunden
mit einer hdheren bakteriellen Belastung (Abbildung 6B). Dies bestatigt die Beobachtung,
dass diabetische Tiere anfalliger fir Infektionen sind [63, 75]. Der genaue Mechanismus, der
zu der verminderten Einwanderung der Granulozyten flhrte, wurde hier nicht ndher
untersucht. Denkbar ware eine verringerte Rekrutierung der Granulozyten zum Ort der
Infektion durch eine veranderte Chemotaxis [23, 38, 100]. Es ware aber auch mdglich, dass
bereits die Entstehung der Granulozyten im Knochenmark bei den diabetischen Tieren
verandert ist. Bei NOD-Mausen zeigen die Progenitorzellen der Granulozyten eine
verminderte Fahigkeit auf Zytokine zu reagieren [52, 86] und es werden weniger reife Zellen
generiert [42].

Neben den Granulozyten spielen bei der Beseitigung der Bakterien auch die DC eine
wichtige Rolle, da sie als APC eine wichtige Verbindung zur adaptiven Immunantwort
darstellen, indem sie das Priming der Tu1-Antwort auslésen und NK-Zellen zur Produktion
von IFN-y stimulieren [5, 29]. Wie in unserer Arbeitsgruppe bereits festgestellt werden
konnte, zeigen die DC der CLP-operierten Tiere einen dysfunktionalen Phanotyp. Nach

Stimulation mit CpG oder LPS sezernieren sie hohere Mengen des antiinflammatorischen IL-
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10 und geringere Mengen des proinflammatorischen IL-12. Diese Dysfunktion wird bereits
durch eine veranderte Differenzierung der DC im Knochenmark ausgel6st [76]. In den hier
durchgeflihrten Experimenten zeigten die neu generierten BMDC der diabetischen, Sham-
operierten Tiere bereits eine signifikant hohere IL-10 Expression im Vergleich zu den nicht
diabetischen, Sham-operierten Tieren der Kontrollgruppe. Die de novo generierten DC der
diabetischen Tiere zeigen also bereits fur sich eine veranderte Zytokinproduktion zu Gunsten
des antiinflammatorischen IL-10. Dieser Effekt wird durch die CLP noch verstarkt (Abbildung
7B). Die vermehrte IL-10 Produktion der DC kdénnte somit moglicherweise zu der erhdhten

Anfalligkeit der diabetischen Tiere gegeniber einer Sepsis beitragen.

5.3 DC diabetischer Tiere zeigen ex vivo einen dysfunktionalen

Phanotyp
Die direkte Analyse der BMDC der diabetischen Tiere ohne vorangegangene CLP oder
Sham-Operation bestatigt, dass diese nach Stimulation mit CpG oder LPS bereits fiir sich
héhere Mengen des antiinflammatorischen IL-10 (Abbildung 8) und tendenziell geringere
Mengen des proinflammatorischen IL-12 (Daten nicht gezeigt) produzierten. Dies lasst
darauf schlielen, dass bereits der Streptozotocin-induzierte T1DM die Differenzierung der
DC beeinflusste und zu einer vermehrten Expression antiinflammatorischer Zytokine durch
die DC flihrte. Dartiber hinaus wiesen die de novo generierten DC der diabetischen NMRI-
Mause nach der Ubernachtkultur bereits ohne Stimulation eine tendenziell héhere
Expression der kostimulatorischen Molekule CD40 und CD86 auf. Nach der Stimulation mit
CpG oder LPS nahm die Expression der Molekiile bei den BMDC in gleichem Malie zu wie
bei den BMDC der nicht diabetischen Tiere. Dies zeigt, dass der T1DM zwar das
Zytokinprofil neu generierter DC in Richtung einer antiinflammatorischen Antwort
beeinflusste, sich dies jedoch nicht auf die Reifung der DC auswirkte (Abbildung 18). Diese
Daten decken sich zum Teil mit den Beobachtungen von Lee et. al., die BMDC von
diabetischen NOD-Méausen und C57BL/6-Mausen untersuchten und feststellten, dass die
BMDC der NOD-Mause nach Stimulation mit LPS geringere Mengen an IL-12 produzieren.
Im Gegensatz zu der hier beobachteten unveranderten Expression der kostimulatorischen
Moleklile, stellten sie jedoch eine verminderte Expression an CD80, CD86 und CD40 fest
[53]. Auch bei Untersuchungen der DC von Patienten mit T1DM bzw. deren Angehorigen mit
dem Risiko ebenfalls an T1IDM zu erkranken, weisen die DC ahnliche Veranderungen in
Phanotyp und Funktion auf, wie die von Lee et al. im NOD-Modell beschrieben und zeigten
ebenfalls eine geringere Expression kostimulatorischer Molekile [42, 92]. Ein Grund dafiir,
dass in der vorliegenden Studie keine verminderte Expression der kostimulatorischen
Molekule beobachtet wurde, konnte in der Dauer des Diabetes liegen, da hier nur Zellen acht

Wochen nach der Induktion des Diabetes untersucht wurden. Ob die Expression der
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kostimulatorischen Moleklle zu einem spateren Zeitpunkt, nach Fortschreiten der
Erkrankung, mdglicherweise ebenfalls auftreten wirde, bleibt Gegenstand weiterer
Untersuchungen.

Fir eine Zunahme der Dysfunktion der DC mit Fortschreiten der Erkrankung spricht die
Analyse der, aus der Milz der diabetischen Tiere isolierten, DC. Diese wiesen eine
veranderte Zytokinproduktion auf und exprimierten, nach Stimulation mit CpG, bereits vier
Wochen nach der Induktion des Diabetes geringere Mengen IL-12 und tendenziell hdhere
Mengen IL-10. Diese Verschiebung hin zu einer antiinflammatorischen Antwort war umso
ausgepragter je weiter die Erkrankung vorangeschritten war (Abbildung 9). Eine Zunahme
der Unterschiede in der Zytokinproduktion, bedingt durch eine veranderte Zusammensetzung
der DC-Subpopulationen, wurde in diesem Ansatz nicht untersucht und kann daher nicht
ausgeschlossen werden.

Bei der Analyse der DC der diabetischen NMRI-Mause, war ein leichter Anstieg an CD11c*
DC in der Milz der diabetischen Tiere zu erkennen, jedoch gab es keine Unterschiede
bezlglich des Anteils der CD4* CD8, CD4 CD8" und CD4 CD8 Subpopulationen
(Abbildung 16). Dies spricht daflir, dass die Unterschiede in der Zytokinproduktion eher
durch eine Zunahme der DC-Dysfunktion mit Fortschreiten der Erkrankung als durch eine
Veranderung in der Zusammensetzung der DC-Subpopulationen zu erklaren sind. Da bei
den NMRI-Mausen jedoch auf die Untersuchung der Zytokinproduktion der DC aus der Milz
der NMRI-Spendertiere zu Gunsten der Zellgewinnung der CD8* T-Zellen fur den T-Zell-
Transfer verzichtet wurde und zudem nur der Zeitpunkt von acht Wochen nach Induktion des
Diabetes untersucht wurde, mussten diese Analysen flur eine eindeutige Aussage erganzt
werden.

Die Expression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 auf den DC aus der Milz
der diabetischen NMRI-M&ause unterschied sich, wie schon bei den BMDC, nicht von der
Expression dieser Molekile auf den DC aus der Milz der nicht diabetischen Kontrolltiere
(Abbildung 17) und zeigt, dass es keinen Unterschied bezliglich der Reifung der DC gab.
Dies kdnnte jedoch, wie bereits erwahnt, abhangig von der Dauer der Erkrankung sein.

Die DC der diabetischen Tiere zeigen also, ahnlich wie die DC septischer Tiere, einen
dysfunktionalen Phanotyp mit erhdhter Expression des antiinflammatorischen IL-10 und
verminderter Expression des proinflammatorischen IL-12.

Die Immunsuppression, die wahrend einer Sepsis auftritt, wird als Gegenreaktion des
Korpers auf die anfangliche Hyperinflammation wahrend der systemischen Entzindung
verstanden [37]. Dabei scheint es jedoch zu einer Fehlregulation dieser Gegenreaktion zu
kommen, da die Patienten, die eine Sepsis erlitten haben, auch nach der eigentlichen

Genesung anfalliger fur Infektionen bleiben [24]. Die Differenzierung der beschriebenen
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dysfunktionalen DC bei einer Sepsis kdnnte also als Gegenreaktion des Korpers gesehen
werden, um die Entzindungsreaktion zu begrenzen.

Zu einer Entzindungsreaktion kommt es auch wahrend des T1DM. Betroffen sind hierbei die
Langerhans-Inseln des Pankreas. An dieser Entzlindungsreaktion sind anfanglich auch DC
beteiligt, da sie Peptidfragmente der 3-Zellen aufnehmen und sie den zytotoxischen T-Zellen
prasentieren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass DC, die mit Fragmenten apoptotischer
R-Zellen kultiviert wurden, scheinbar einen tolerogenen Phanotyp entwickeln und zur
Hemmung der zytotoxischen T-Zellen beitragen [62].

Somit kénnte die Entwicklung dysfunktionaler DC als Gegenreaktion des Koérpers auf die
Insulitis gewertet werden, mit der er versucht diese Entziindung zu begrenzen. So lasst sich
auch die Zunahme der Auspragung des dysfunktionalen Phanotyps mit Fortschreiten der
Erkrankung erklaren, da der Korper, mit zunehmender Starke der Entziindung, weiter
versucht gegenzusteuern.

Welche Mechanismen an der Entstehung der DC-Dysfunktion beteiligt sind, ist dabei jedoch
noch nicht geklart. Moglicherweise spielen CD8" T-Zellen bei der Entstehung der Dysfunktion
eine Rolle. Dabei kdnnten die T-Zellen einen direkten Effekt auf die Funktion der bereits
ausdifferenzierten DC haben. Denkbar ware aber auch ein Einfluss auf die Differenzierung

der DC im Knochenmark.

5.4 Charakterisierung der T-Zellen diabetischer NMRI-Mause

5.4.1 Anstieg CD8* T-Zellen im Knochenmark diabetischer Tiere

Da der Einfluss der T-Zellen auf Funktion der DC sowie deren Differenzierung im
Knochenmark untersucht werden sollte, lag es nahe, die T-Zellen der diabetischen Tiere
zunachst zu charakterisieren.

Dabei wurden zum einen die T-Zellen in der Milz untersucht, da die spater transferierten
Zellen aus der Milz isoliert wurden, zum anderen wurden die T-Zellen im Knochenmark
untersucht, um eventuelle Unterschiede zwischen den diabetischen Tieren und den nicht
diabetischen Kontrolltieren aufzudecken.

Im Knochenmark diabetischer NOD-Mause konnten bereits autoreaktive T-Zellen
nachgewiesen werden [56]. Der Anstieg sowohl der CD4* als auch der CD8" T-Zellen im
Knochenmark der diabetischen Tiere kénnte dafiir sprechen, dass auch hier autoreaktive
Zellen in das Knochenmark der diabetischen Tiere einwanderten. Der Anstieg kbnnte aber
auch durch eine vermehrte Proliferation autoreaktiver T-Zellen erklart werden (Abbildung
12C). Die Analyse der Expression des Aktivierungsmarkers CD25 zeigte aullerdem, dass
der Anteil CD25" T-Zellen im Knochenmark der diabetischen Tiere erhoht war, was ebenfalls

fur eine Zunahme aktivierter und somit mdglicherweise autoreaktiver T-Zellen spricht
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(Abbildung 13C). Die Annahme, dass autoreaktive T-Zellen in das Knochenmark
einwandern, wird weiter gestutzt durch den Anstieg an Te-Zellen im Knochenmark der
diabetischen Tiere (Abbildung 14C). Chee et al. konnten im NOD-Modell bereits zeigen, dass
autoantigenspezifische T-Zellen nach ihrem Kontakt zu dem Antigen in den Langerhans-
Inseln des Pankreas proliferieren und ihre Anzahl in den peripheren lymphatischen Geweben
mit der Schwere der Insulitis korreliert. Zudem zeigen diese Zellen eine hohe Expression an
CD44 und geringe Expression an CD62L [19]. Dies lasst vermuten, dass es sich bei dem
hier vorliegenden Anstieg an CD44" CD62L" Te-Zellen ebenfalls um T-Zellen handelt, die

durch die Autoantigene der 3-Zellen aktiviert wurden.

5.4.2 CD8* T-Zellen diabetischer Tiere zeigen erhohte IFN-y Expression ex vivo

CD8* T-Zellen produzieren verschiedene Zytokine und kénnen damit einen grof3en Einfluss
auf andere Zellen des Immunsystems haben. Eine zentrale Rolle spielt IFN-y. Dabei kann
IFN-y einen direkten Einfluss auf die Funktion der DC haben. Aber auch die Differenzierung
der DC im Knochenmark wird stark von den Zytokinen in dem sie umgebenden Mikromilieu
bestimmt.

Hier zeigten die CD8* T-Zellen und insbesondere die CD8* CD44" Memory T-Zellen aus der
Milz der diabetischen Tiere eine erhdhte IFN-y Expression verglichen mit den Zellen der
nicht diabetischen Kontrolltiere. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um eine konstitutive
Produktion, da die Zellen bereits ex vivo ohne weitere Stimulation hdhere Mengen IFN-y
sezernierten (Abbildung 15D).

Es ist bekannt, dass CD8* Memory T-Zellen im Knochenmark, nach einer bereits erfolgten
Immunisierung, bei einer erneuten Infektion antigenunabhangig IFN-y produzieren [89].
Kambayashi et al. konnten zudem zeigen, dass CD8* T-Zellen mit einem CD44" Memory
Phanotyp in der Milz und in den Lymphknoten nach der Injektion von LPS
antigenunabhangig IFN-y produzieren. Daruber hinaus konnten sie auch zeigen, dass dies
nicht nur nach einer bakteriellen Stimulation auftritt, sondern auch, wenn Mausen Typ 1
Interferone (IFN-a/f3) oder poly I:C, synthetisch hergestellte doppelstrangige RNA, die die
Aktivierung durch RNA-Viren nachahmt, injiziert wird. CD8* T-Zellen produzieren somit nicht
nur bei bakteriellen, sondern auch bei viralen Infektionen antigenunabhangig IFN-y [44].

Bei T1DM handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, somit befinden sich die Zellen des
Immunsystems in einer permanenten Abwehrreaktion gegen koérpereigene Zellen. Es liegt
daher nahe, dass die CD8* CD44" Memory T-Zellen, ahnlich wie bei einer bakteriellen oder
viralen Infektion, IFN-y produzieren.

Ebenfalls waren es die CD8* CD44" T-Zellen der diabetischen Tiere, die nach der
antigenabhangigen Stimulation mit einem kommerziellen Peptidgemisch des Autoantigens

GADG65 mit einem signifikanten Anstieg der IFN-y Produktion reagierten, wahrend es bei den
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Zellen der nicht diabetischen Tiere nur zu einem leichten Anstieg kam (Abbildung 15B). Dies
lasst darauf schlieRen, dass es sich bei den CD8* CD44" T-Zellen um autoreaktive T-Zellen
handelte, die verstarkt auf das Autoantigen reagierten. Gestltzt wird diese Hypothese
ebenfalls durch die Daten der antigenunabhangigen Stimulation mit PMA und lonomycin.
Hier zeigten sowohl die gesamt CD8* T-Zellen als auch die CD8* CD44" T-Zellen beider
Gruppen (diabetische Tiere und Kontrolltiere) einen signifikanten Anstieg der IFN-y
Produktion nach der Stimulation mit PMA und lonomycin. Dabei sind die Werte der Zellen
der diabetischen Tiere generell, d.h. mit und ohne Stimulation, etwas hoéher als die Werte der
Zellen der nicht diabetischen Kontrolltiere. Es waren jedoch keine Unterschiede bei der
Aktivierbarkeit der Zellen diabetischer und nicht diabetischer Kontrolltiere, bezogen auf den
Anstieg der IFN-y nach der Stimulation, erkennbar (Abbildung 15C).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass es bei den diabetischen Tieren zu einem
Anstieg aktivierter CD8* T-Zellen im Knochenmark kam. Dabei nahm sowohl die Zahl an Te-
als auch Tcm-Zellen zu. Zusammen mit den Daten der erhéhten IFN-y Produktion der CD8*
CD44" Memory T-Zellen in der Milz der diabetischen Tiere stiitzen diese Ergebnisse die
Hypothese des Einflusses der CD8* T-Zellen auf die DC. IFN-y kann dabei sowohl einen
direkten Einfluss auf die Funktion der bereits ausdifferenzierten DC in der Milz haben als
auch die Differenzierung der DC im Knochenmark beeinflussen. Das Knochenmark ist eine
der bevorzugten Nischen fur Memory T-Zellen, auch wenn das initiale Priming der Zellen
schon lange zuruck liegt und keine Antigene mehr vorliegen [25]. Es ist bekannt, dass T-
Zellen wahrend einer akuten oder chronischen Entziindung die Hadmatopoese beeinflussen
kénnen [93]. Tcm sind dabei potente Produzenten von IFN-y. Dabei kann IFN-y die
Hamatopoese entscheidend beeinflussen und indirekt wirken, indem es beispielsweise die
IL-6 Produktion der Stroma-Zellen im Knochenmark stimuliert und so wiederum die
Myelopoese verstarkt [84]. Es kann aber auch direkt auf die HSC wirken [11, 21, 22].

In weiteren Schritten wurde daher der Einfluss der CD8" T-Zellen der diabetischen Tiere
sowohl auf die Funktion naiver DC in vitro als auch auf die Differenzierung der DC in vivo

untersucht.

5.5 CD8* T-Zellen diabetischer Tiere beeinflussen die Funktion bereits

differenzierter DC in vitro
Zytotoxische T-Zellen konnen verschiedene Zytokine wie z. B. IFN-y oder TNF-a sezernieren
und so andere Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen und NK-Zellen beeinflussen [7].
Die CD8* CD44" T-Zellen der diabetischen Tiere exprimierten konstitutiv IFN-y. Daher ware
es mdglich, dass die, durch Autoantigene aktivierten, CD8* T-Zellen auch die Funktion der
DC der diabetischen Tiere beeinflussen koénnten und so zu der veranderten

Zytokinproduktion beitragen.
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Die Kokultur aus CD8" T-Zellen mit naiven BMDC zeigte, dass die T-Zellen einen direkten
Einfluss auf die Funktion der DC in vitro hatten. CD8* T-Zellen nicht diabetischer Tiere regten
dabei die DC dazu an, proinflammatorische Zytokine wie IL-12 zu sezernieren, wahrend die
Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 eher unterdriickt wurde.

DC, die mit CD8* T-Zellen diabetischer Tiere kultiviert wurden, wiesen hingegen die gleichen
Veranderungen in der Zytokinproduktion auf wie die zuvor untersuchten DC der diabetischen
Tiere in vivo. Sie exprimierten geringere Mengen IL-12 und gréRere Mengen IL-10 als die
BMDC, die mit den CD8* T-Zellen der nicht diabetischen Tiere kultiviert wurden (Abbildung
10). Somit konnte nachgewiesen werden, dass CD8" T-Zellen einen direkten Effekt auf die
Zytokinproduktion naiver BMDC haben und dass CD8* T-Zellen diabetischer Tiere die DC in
Richtung einer vermehrten IL-10 und verminderten IL-12 Produktion beeinflussen.

Dass CD8* T-Zellen einen Einfluss auf die Funktion und Reifung der DC haben kénnen,
zeigen auch die Beobachtungen von Maillard et. al., die den Einfluss von CD8" T-Zellen auf
die Reifung und Zytokinproduktion der DC im humanen Ansatz untersuchten. Sie konnten
zeigen, dass CD8* T-Zellen unter anderem auf die IL-12 Produktion der DC wirken [60]. Uber
welche Mechanismen die CD8" T-Zellen die Funktion der DC beeinflussen und ob dies allein
Uber Mediatoren wie beispielsweise IFN-y geschieht oder ob ein direkter Zell-Zell Kontakt
stattfindet, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen und kénnte durch die Verwendung
von Transwell-Platten weiter analysiert werden. Fir einen Einfluss I6slicher Mediatoren
sprechen ebenfalls die Untersuchungen von Maillard et al., die zeigen, dass, neben IFN-y,
vor allem TNF-a eine entscheidende Rolle bei der Reifung und Funktion der DC spielt [60]. In
zukunftigen Versuchen sollte daher die Zytokinproduktion der T-Zellen weiter untersucht
werden.

Neben der Analyse des Einflusses der CD8* T-Zellen auf die Funktion der DC in vitro wurde
in einem weiteren Schritt der Einfluss der CD8" T-Zellen sowohl auf die Funktion als auch auf
die Differenzierung der DC in vivo untersucht. Hierzu wurde ein Transfermodell mit

athymischen und somit T-Zell-defizienten NMRI-Foxn1"“-Mausen verwendet.

5.6 Einfluss CD8" T-Zellen auf die Funktion und Differenzierung

dendritischer Zellen in vivo
Mausstamme mit der Bezeichnung nude, wie die hier verwendeten NMRI-Foxn1™-Mause,
werden in der Forschung haufig benutzt, um den Einfluss von T-Zellen auf verschiedene
Immunreaktionen in vivo zu untersuchen. Im NOD-Modell des T1DM wurden bereits NOD-
nude-Mause benutzt, um die Beteiligung von CD4* T-Zellen und CD8* T-Zellen an der
Entziindungsreaktion in den Langerhans-Inseln im Pankreas zu untersuchen [109].
In dieser Arbeit wurde das Low-Dose Streptozotocin Protokoll angewandt, um T1DM in

NMRI-Mausen zu induzieren und anschlielend ein Transfer der CD8* T-Zellen in NMRI-
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Foxn1"-Mause durchgefiihrt, um den Einfluss der CD8* T-Zellen diabetischer Tiere auf die
Funktion und Differenzierung der DC in vivo zu untersuchen.

Nach dem Transfer CFSE markierter CD8" T-Zellen von naiven Tieren waren die i.v.
injizierten Zellen bereits nach zwei Tagen sowohl in der Milz als auch im Knochenmark der
Empfangertiere nachzuweisen (Abbildung 19). Dabei proliferierten die CD8" T-Zellen vor
allem zu T-Zellen mit dem CD44" Memory-Phanotyp (Abbildung 20). Diese Beobachtung
kénnte durch die so genannte homdoostatische Proliferation erklart werden, bei der T-Zellen
nach dem Transfer in T-Zell-defiziente Tiere hauptsachlich zu T-Zellen mit dem
beschriebenen Memory-Phanotyp proliferieren [35, 91].

Die transferieten CD8" T-Zellen, sowohl der diabetischen Tiere als auch der nicht
diabetischen Kontrolltiere, differenzieren ebenfalls hauptséchlich zu CD44" Te-Zellen. Dabei
zeigt sich eine Tendenz zu mehr Te-Zellen bei den Tieren, die die T-Zellen der diabetischen
Tiere erhalten hatten (Abbildung 23). Es ist bekannt, dass durch den Transfer von CD8* T-
Zellen diabetischer Tiere T1DM in vorher gesunden Empfangertieren ausgeldst werden kann
[108]. Die erhéhte Anzahl an Te-Zellen bei den Tieren, die die CD8* der diabetischen Tiere
erhalten hatten, kénnte somit ein Hinweis auf eine vorliegende Immunreaktion im Rahmen
des T1DM sein. Da die Anzahl der Teg-Zellen jedoch auch bei den diabetischen
Spendertieren schon erhéht war und bei dem Transfer nur auf die Gesamtzahl der CD8* T-
Zellen geachtet wurde, kénnte dieser Unterschied auch darauf zurlickzuflihren sein, dass
bereits durch den Transfer eine hdhere Anzahl an Te-Zellen Ubertragen wurde.

Eine einfache Mdglichkeit, um dieser Frage weiter nachzugehen, ware, die transferierten
Zellen mit CFSE zu markieren, um die Proliferation der verschiedenen Populationen weiter
zu untersuchen.

Eine verlassliche Methode um festzustellen, ob es sich bei den Te-Zellen um autoreaktive
Zellen handelt, die gegen Epitope der R-Zellen des Pankreas gerichtet sind, ware zudem die
MHC-Tetramer Methode, wie sie von Moon et al. beschrieben wurde [68]. In Kombination mit
der Verwendung magnetischer Beads zur Anreicherung der Zellen ist so eine Analyse selbst
kleinster Zellpopulationen mdglich. Im NOD-Modell des T1DM wurde diese Methode bereits
erfolgreich angewandt, um die Verteilung und Anzahl antigenspezifischer autoreaktiver T-
Zellen wahrend der Entwicklung des T1DM zu untersuchen [19]. Bei dem hier
durchgeflihrten Transferversuch ware die Anwendung der MHC-Tetramer Methode zudem
nicht nur zur Feststellung autoreaktiver T-Zellen nach dem Transfer geeignet. Auch fur die
weitere Analyse der autoreaktiven CD8* T-Zellen in den diabetischen Spendertieren ware
dies ein interessanter Ansatzpunkt. So kénnte beispielsweise festgestellen werden, ob es
sich bei dem Anstieg der T-Zellen im Knochenmark der diabetischen Tiere wirklich, wie

vermutet, um autoreaktive T-Zellen handelt.
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Nach dem Transfer der CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere, ebenso wie nach dem
Transfer der CD8" T-Zellen der Kontrolltiere konnte ein Anstieg des prozentualen Anteils der
Granulozyten im Knochenmark beobachtet werden, der bei den diabetischen Tieren
tendenziell ausgepragter war als bei den nicht diabetischen Kontrolltieren (Abbildung 22).
Dies spricht dafur, dass im Gegensatz zu den Beobachtungen von Monteiro et al., die nur fur
CD4* T-Zellen einen Einfluss auf die Granulopoese feststellen konnten [67], auch CD8" T-
Zellen die Bildung von Granulozyten im Knochenmark férdern. Dass CD8" T-Zellen einen
Einfluss auf die Hamatopoese haben konnen, zeigten Radinger et al. [78, 79]. Sie
untersuchten den Einfluss von T-Zellen auf die Eosinopoese und fanden heraus, dass die
Anzahl eosinophiler Granulozyten im Knochenmark CD8" T-Zell-defizienter Knockout-Mause
reduziert war. Im Knochenmark CD4* T-Zell-defizienter Mause war hingegen kein
Unterschied festzustellen. Dariber hinaus konnte der adoptive Transfer von CD8" T-Zellen in
immundefiziente SCID (severe combined immunodeficient)-Mause die normale Anzahl an
Eosinophilen im Knochenmark wieder herstellen [15]. CD8" T-Zellen tragen somit zu einer
normalen Eosinopoese bei und koénnten auch bei der Granulopoese eine wichtige Rolle
spielen.

Der tendenziell starkere Anstieg der Granulozyten bei den Tieren, die die T-Zellen der
diabetischen Tiere erhalten hatten, konnte durch die ex vivo beobachtete gesteigerte IFN-y
Produktion der CD8* CD44" T-Zellen der diabetischen Tiere erklart werden (Abbildung 15),
da IFN-y, wie bereits beschrieben, einen Einfluss auf die Hamatopoese haben kann (vgl.
Abschnitt 5.4.2).

Auch bei den DC in der Milz der Empfangertiere war nach dem CD8" T-Zellen Transfer ein
Anstieg der Anzahl der DC sowohl bei den diabetischen, als auch bei den Kontrolltieren zu
beobachten. Dabei war die Zellzahl der DC bei den Tieren, die die T-Zellen der diabetischen
Tiere erhalten hatten, etwas geringer, als bei den Tieren, die die T-Zellen der Kontrolltiere
erhalten hatten (Abbildung 24A). Der Anstieg der Anzahl der DC in der Milz kdnnte ebenfalls
fir den Einfluss der CD8* T-Zellen auf die Hamatopoese sprechen, da sie die Bildung der
DC in gleicher Weise wie die der Granulozyten beeinflussen kénnten und somit auch mehr
DC in die peripheren lymphatischen Organe gelangen. Dass die Anzahl der DC bei den
Tieren, die die diabetischen T-Zellen erhalten hatten, etwas geringer ausfallt, kdnnte
wiederum ein Hinweis auf den Einfluss des T1DM auf die Myelopoese sein. Es waren jedoch
auch andere Mechanismen denkbar, um einen Anstieg der DC in der Milz zu erklaren. Da
CD8* T-Zellen auch Einfluss auf andere Zellen des Immunsystems haben, kénnte ihr
Erscheinen in der Milz nach dem Transfer molekulare Mechanismen auslosen, die die
Ausschittung verschiedener Zytokine und Chemokine zur Folge hatte. Dies kdnnte dazu
fuhren, dass vermehrt DC-Vorlauferzellen in die Milz geleitet werden und dort schlie3lich zu

DC differenzieren.
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Neben dem Anstieg der Anzahl der DC in der Milz der Empfangertiere, fihrte der Transfer
der CD8" T-Zellen dartber hinaus zu einer héheren Expression kostimulatorischer Molekile
auf den DC (Abbildung 25). Da es bei der Expression keinen Unterschied zwischen den
Tieren, die die CD8" T-Zellen der diabetischen oder nicht diabetischen Tiere erhalten hatten,
gab, scheinen CD8* T-Zellen allgemein einen Einfluss auf die Reifung der dendritischen
Zellen zu haben.

Die DC aus der Milz der Empfangertiere zeigten, nach dem Transfer der CD8* T-Zellen
diabetischer Tiere, einen Phanotyp mit tendenziell verminderter Expression
proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 und TNF-a und einer vermehrten Expression des
antiinflammatorischen IL-10 (Abbildung 26). Sie weisen somit ein dhnliches Zytokinprofil auf,
wie es bereits bei den DC diabetischer Tiere beobachtet werden konnte (Abbildung 9). Dies
spricht flr die Hypothese, dass die CD8" T-Zellen der diabetischen Tiere die Funktion der
DC in Richtung des beschriebenen dysfunktionalen Phanotyps beeinflussen.

Im Gegensatz zu den DC aus der Milz der Empfangertiere war die Expression
kostimulatorischer Molekile bei den BMDC der Empfangertiere nach dem Transfer der CD8*
T-Zellen unverandert (Abbildung 27). Auffallig war jedoch, dass die BMDC der Tiere, die
keine CD8" T-Zellen erhalten hatten, nach Stimulation mit CpG, bei allen untersuchten
Zytokinen eine hohere Expression aufwiesen als die BMDC, die die CD8" T-Zellen der
diabetischen oder nicht diabetischen Tiere erhalten hatten. Diese Veranderungen in der
Zytokinproduktion der BMDC der Empfangertiere zeigen, dass CD8* T-Zellen die
Differenzierung der DC beeinflussten und so an der Regulation der Zytokinproduktion der DC
beteiligt waren. Dabei kénnte IFN-y bei der Differenzierung der DC eine Rolle spielen, wie
durch weitere Arbeiten der Gruppe im Zusammenhang mit dem CLP-Modell deutlich wird.
Hier kam es nach dem Transfer von TLR2"- CD8* T-Zellen, die eine hohere IFN-y Expression
als WT CD8" T-Zellen aufweisen, bei den BMDC der Empfangertiere zu einer Verschiebung
des Zytokinprofils in Richtung einer antiinflammatorischen Antwort.

Aullerdem zeigte eine Analyse der Genexpression der Knochenmarkzellen, dass der
Transfer der TLR2- CD8* T-Zellen im Knochenmark der Empfangertiere zu einer verstarkten
Expression von Genen fiihrte, die an dem Signalweg der IFN-y Antwort beteiligt sind, was
die Hypothese stlitzt, dass IFN-y die Differenzierung beeinflusst [8]. Diese Ergebnisse der
Arbeitsgruppe stitzen somit die Hypothese, dass auch die IFN-y-produzierenden CD8" T-
Zellen der diabetischen Tiere die Differenzierung der DC beeinflussen kénnten. Welche Rolle
IFN-y dabei hat bzw. Uber welche Mechanismen es wirkt, bleibt Gegenstand weiterer
Untersuchungen.

Dass die BMDC der Empfangertiere der CD8* T-Zellen diabetischer Tiere nur eine leicht
erhdhte IL-10 Produktion gegenliber den BMDC der Kontrolltiere aufwiesen, steht dabei nicht

im Widerspruch, da in diesem Versuchsansatz die verschiedenen Variablen, wie z.B. die
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Dauer des T1DM, die Einfluss auf die Wirkung der T-Zellen auf die DC haben koénnten,
bisher nicht bericksichtigt wurden.

Um den Einfluss der T-Zellen auf die Differenzierung der DC genauer untersuchen zu
kénnen, ware es fir weitere Versuche daher sinnvoll, die verschiedenen Parameter, die in
diesem Versuchsansatz relevant sein konnten, weiter zu betrachten. Zu diesen Parametern
zahlt beispielsweise die Dauer des T1DM bei den Spendertieren. Die Analyse der
Zytokinproduktion der DC aus der Milz der diabetischen Tiere zeigte, dass der dysfunktionale
Phanotyp der DC in Zusammenhang mit der Dauer der Erkrankung stand. Er war umso
starker ausgepragt, je langer der T1DM andauerte (Abbildung 9). Da hier fur die Entnahme
der CD8* T-Zellen bisher nur ein Zeitpunkt von acht Wochen nach der Induktion des
Diabetes gewahlt wurde, ware es also interessant, diesen Zeitpunkt zu variieren und CD8" T-
Zellen von Tieren zu transferieren, die beispielsweise bereits seit 12 Wochen diabetisch sind.
Daruber hinaus kdnnte auch der Zeitraum nach dem Transfer der CD8"* T-Zellen eine Rolle
spielen. In dieser Arbeit wurde ein Zeitraum von zwei Wochen gewahlt. Es ware daher
interessant welche Ergebnisse eine Ausweitung des Zeitraums auf beispielsweise drei oder
vier Wochen nach Transfer hatte. Ein weiterer Parameter ware auch die Anzahl der
transferierten T-Zellen. Diese wurde bisher nicht verandert. Es ware also interessant, die
Anzahl der CD8* T-Zellen zu erhdéhen, um die Auswirkungen im Empfangertier zu
untersuchen.

Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die CD8* T-Zellen zwar auf die Differenzierung der DC
wirken, es sich jedoch nicht um einen direkten Einfluss handelt. So bleibt auch die
Beteiligung weiterer Zellen des Immunsystems, Uber die die CD8" T-Zellen indirekt auf die

Differenzierung der DC wirken kénnten, zu klaren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CD8* T-Zellen diabetischer Tiere einen
Einfluss auf die Funktion und Differenzierung der DC haben. Dabei beeinflussen sie die
Zytokinproduktion der DC hin zu einem immunsuppressiven Phanotyp mit erhéhter IL-10 und
verminderter IL-12 Produktion und kénnten so zu der erhdhten Anfalligkeit diabetischer Tiere
gegenuber Infektionen beitragen. Die genauen Mechanismen, Uber die die CD8* T-Zellen auf
die Funktion und Differenzierung der DC wirken, bleiben Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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6. Zusammenfassung

Autoreaktive CD8" T-Zellen spielen wahrend des Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) eine
entscheidende Rolle, da sie die insulinproduzierenden [3-Zellen des Pankreas angreifen und
zerstéren. Patienten, die an T1DM erkrankt sind, zeigen eine héhere Anfalligkeit gegeniber
Infektionen. Eine Sepsis ist eine systemische Infektion, bei der es neben der anfanglichen
Hyperinflammation zu einer Immunsuppression kommt, an der dysfunktionale dendritische
Zellen (DC) beteiligt sind. Nach Stimulation sezernieren sie grolRere Mengen des
antiinflammatorischen IL-10 und geringere Mengen des proinflammatorischen IL-12. Die
Dysfunktion ist dabei durch eine veranderte Differenzierung der DC im Knochenmark
bedingt. In dieser Arbeit sollte festgestellt werden, ob T1DM die beobachtete
Immunsuppression wahrend der Sepsis verstarkt. AulRerdem sollte untersucht werden
inwieweit CD8" T-Zellen diabetischer Tiere die Funktion und Differenzierung der DC
beeinflussen. Unter Verwendung des Low-Dose Streptozotocin-Protokolls wurde T1DM
sowohl in C57BL/6- als auch in NMRI-Mausen induziert. Um die Auswirkungen des T1DM im
Hinblick auf die erhdhte Anfalligkeit der Tiere gegenuber einer Sepsis zu untersuchen, wurde
zudem das Modell der z6kalen Ligation und Punktion (CLP) angewandt.

Die Versuche bestatigten die erhdhte Anfalligkeit diabetischer Tiere gegenuber einer Sepsis
im CLP-Modell. Dartber hinaus zeigten die, aus dem Knochenmark diabetischer Tiere
isolierten, DC (BMDC) nach Stimulation eine erhdhte IL-10 Produktion. Dieser dysfunktionale
Phanotyp wurde durch die CLP noch verstarkt. DC aus der Milz diabetischer Tiere
sezernierten nach Stimulation ebenfalls mehr IL-10 und weniger IL-12 als die DC der
Kontrolltiere. Die Anzahl CD8* CD62L" CD44" T-Effektorzellen (Te) war sowohl in der Milz
als auch im Knochenmark der diabetischen Tiere erhéht. Aufierdem exprimierten CD8*
CD44" T-Zellen, isoliert aus der Milz der diabetischen Tiere, ex vivo konstitutiv IFN-y. Diese
Ergebnisse stltzen die Hypothese, dass die CD8* T-Zellen der diabetischen Tiere die
Funktion und Differenzierung der DC beeinflussen kdnnten. In vitro hatten die CD8" T-Zellen
diabetischer Tiere Einfluss auf naive BMDC und flihrten zu einer Zytokinproduktion, die dem
beschriebenen dysfunktionalen Phanotyp ahnelte. In vivo differenzierten die CD8" T-Zellen,
nach dem Transfer in T-Zell defiziente NMRI-Foxn1™-Mause, hauptsachlich zu CD8* CD62L"
CD44" Te-Zellen. Darlber hinaus war die Anzahl der Granulozyten im Knochenmark sowie
der DC in der Milz der Empfangertiere erhdht. Dies deutet darauf hin, dass CD8" T-Zellen die
Hamatopoese beeinflussen. Zudem zeigten die DC der Mause, die die T-Zellen der
diabetischen Tiere erhalten hatten, eine tendenziell hohere IL-10 und geringere IL-12
Produktion. Auch die BMDC der Empfangertiere zeigten eine veranderte Zytokinproduktion,
was fur einen Einfluss der T-Zellen auf die Differenzierung der DC spricht. Somit
beglnstigen CD8" T-Zellen diabetischer Tiere die Differenzierung von DC mit einem

immunsuppressiven Phanotyp, der das Risiko fir Infektionen erhéhen kénnte.
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Abstract
Autoreactive CD8* T cells play an important role during type 1 diabetes mellitus (T1DM) by

destroying insulin producing R -cells in the pancreas. Patients suffering from T1DM show an
enhanced risk for infections. Sepsis is a systemic infection characterized by an initial
hyperinflammation and concomitant immunosuppression. Recent studies identified
dysfunctional dendritic cells (DC) contributing to this immunosuppressive state showing
decreased IL-12 and increased IL-10 production. This dysfunction originates in an altered
differentiation of DC in the bone marrow. Aim of the present study was to investigate whether
T1DM enhances the observed immunosuppression during polymicrobial sepsis.
Furthermore, the question should be addressed to what extent CD8* T cells of diabetic mice
modulate the function and differentiation of DC and might contribute to the enhanced
susceptibility to infection. For this purpose, T1DM was induced in C57BI/6 or NMRI mice
according to the low-dose streptozotocin protocol. The cecal ligation and puncture (CLP)
model was used to analyze the impact of T1IDM on the enhanced susceptibility of diabetic
mice to sepsis.

The results confirmed the enhanced susceptibility to infection of diabetic mice in the CLP
model. Furthermore, bone marrow derived dendritic cells (BMDC) from diabetic mice showed
an elevated IL-10 expression which was increased after CLP. Spleen-derived DC from
diabetic mice also showed the dysfunctional phenotype expressing higher amounts of IL-10
and reduced amounts of IL-12 after stimulation. The number of CD8" CD62L" CD44" effector
T cells was elevated in the spleen and bone marrow of diabetic mice. Additionally, CD8*
CD44" T cells isolated from the spleen of diabetic mice showed a constitutive IFN-y
expression ex vivo. These results corroborate the hypothesis, that CD8* T cells from diabetic
mice have an influence on the DC function and might contribute to an altered differentiation
in the bone marrow. CD8" T cells from diabetic mice modulated naive BMDC towards the
dysfunctional phenotype in vitro. Adoptive transfer of CD8* T cells from diabetic mice into T
cell-deficient NMRI-Foxn1™ mice revealed the proliferation of CD8" T cells to mainly CD8*
CD44" CD62L" Te- cells. The number of granulocytes in the bone marrow as well as the
number of DC in the spleen was increased indicating an influence of CD8" T cells on
hematopoiesis. Furthermore, DC from mice which had received T cells from diabetic mice
showed a tendency to higher expression of IL-10 and lower expression of IL-12. Moreover,
BMDC from recipient mice showed an altered cytokine production indicating an impact of
CD8" T cells on DC differentiation. Thus, CD8" T cells from diabetic mice favor the
differentiation of DC with an immunosuppressive phenotype that might increase the risk for

opportunistic infections.
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