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1. Einleitung

1.1. Typ 1 Diabetes mellitus

Der Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) ist eine Erkrank, die dadurch gekennzeichnet ist, dass
das Immunsystem eine spezifische adaptive Immurahtwgegen koérpereigene,
betazellspezifische Antigene ausgelost hat. T1DM dme chronische, organspezifische,
autoimmune Erkrankung, die durch eine selektivesteung der insulinproduzierenden
Betazellen der Langerhansschen Inseln des Pankezasrgerufen wird [1]. Als Konsequenz
der Zerstbrung der insulinproduzierenden Betazelllmmmt es zu einem absoluten
Insulinmangel welcher nur in Form einer exogenehs8tutionstherapie ausgeglichen werden
kann. Im Gegensatz dazu ist der Typ 2 Diabetes itoeell(T2DM) eine chronische
Glukosestoffwechselstérung bei  der kein direkter sulmmangel besteht. Die
Stoffwechselstoérung des T2DM zeigt sich in einergeschrankten Wirksamkeit des Insulins
(Insulinresistenz) und einer gestorten Betazellfiwmmk (Hyperinsulinismus, Hyper- und
Hypoglykédmie). In Deutschland betragt die Pravaldag T1DM 0,3 % und die Inzidenz liegt
mit steigender Tendenz bei 14 von 100.000 Mensddatersuchungen haben gezeigt, dass die

Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland von 1882003 pro Jahr um ~ 4% anstieg.

Neuerkrankungen von Typ 1 Diabetes (0-14 Jahre pro 100 000 Kinder pro Jahr) 2011

/"

<15 ®85-140 Keine Dateri”
1.5-5.0 @14.0-24.0
) 5.0-8.5 @240

Abbildung 1: International Diabetes Federation (IDF) Atlas m@itweiten Pravalenz von Typ 1 Diabetes mellitaslahr 2011.
Darstellung der Neuerkrankungen auf 100.000 KimpderJahr im Alter zwischen 0-14 Jahren. Adaptiert \DF.
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Aufgrund dieser Daten ergab sich folgende Progfiirsdie kommenden Jahre bis 2020: Schéatzt
man fur das Jahr 2005 ca. 15.000 neue Félle vorMra® Kindern unter 15 Jahren in Europa,
gehen die Forscher fir das Jahr 2020 von 24.408mEdllen aus [2]. Folglich ist der TIDM
eine der haufigsten chronischen Erkrankung im K$adend Jugendalter in den westlichen
Landern [1]. Im Altersverlauf konnten bisher keifi@DM Erkrankungen innerhalb der ersten
sechs Lebensmonate beobachtet werden. Jedochtetémigch ein kontinuierliches Ansteigen
der Inzidenz bis zu einem Alter von flnf bis siedahren. Der Hohepunkt der Inzidenz befindet
sich mit beginnender Adoleszenz im Alter von 12 Ii8sJahren bei Madchen und ein bis zwei
Jahre spater bei Jungen [3]. Zusatzlich kann eahtnunwesentlicher Teil (5-10 %) der
Erkrankungen nach dem 40. Lebensjahr, ebenfallsaotitimmuner Atiologie aufweisen [4].
Angesichts der UberméRigen Zunahme von T1DM-Erkragkn steht fur die Forschung die
Beantwortung der Frage im Vordergrund, welche H&kto die Entstehung von
Inselautoimmunitdt und T1DM sowohl positiv als auctegativ beeinflussen. Fur die
Entwicklung von Praventionsmal3nahmen ist die Bearitwag dieser Frage von essentieller
Bedeutung [2].

Der T1DM ist charakterisiert durch polygenetischesilkfaktoren mit T-Zell vermittelter
Infiltration des Pankreas [5]. Dabei macht die dmiche Pradisposition ca. 30% der
Suszeptibilitat fur einen T1DM aus. VerschiedengiBesen des humanen Genoms zeigen eine
Verknupfung mit der Erkrankung. Eine signifikantess@ziation besteht mit den humanen
Leukozytenantigen (HLA) Genen, die auf dem kurzemAdes Chromosoms 6 liegen [6].
Zusatzlich werden Umweltfaktoren wie NahrungsamegéGluten und Kuhmilchbestandteile)
und Virusinfektionen (Enteroviren und Coxsackieeviy als potentielle Ausloser der

Autoimmunitat in Betracht gezogen.

1.2. Pathogenese

Der T1DM ist charakterisiert durch den totalen Wstl der Betazellen und die absolute
Abhangigkeit von einer Insulintherapie. Normalemseeiist das Ergebnis einer adaptiven
Immunreaktion gegen ein Fremdantigen die Beseifjgies Antigens aus dem Koérper durch das
Immunsystem. Virusinfizierte Zellen werden durchtatgxische T-Zellen zerstért, wahrend
geloste Antigene von Makrophagen phagozytiert werddenn sich aber eine Immunantwort
gegen Autoantigene entwickelt, weil das Immunsystdas Antigen permanent beseitigt,
entstehen  chronische  Entzindungsvorgange [7]. DielDM  Erkrankung tritt

autoimmunvermittelt und in Bezug auf HLA-Risikoddlein Form des typischen Kinder- und

Jugenddiabetes auf [4].
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Bei allen Vertebraten wurde das MHC-System (Hawgpdkiompatibilitatskomplex (engl.: major
histocompatibility complex)) nachgewiesen, beim BEren wird dieser Genabschnitt als HLA
bezeichnet. Das HLA-System ist sehr variabel, destwstieren fir die meisten HLA-Molekile
zahlreiche Varianten, sogenannte Allele. Man getwod aus, dass die hohe Variabilitdt des
HLA-Systems in Wirbeltieren als Produkt aus besteleen Selektionsdruck gegentber
Parasiten, selektiver Partnerpraferenz aufgrunetgamer Divergenz und der Vermeidung von
Inzucht entstanden ist [8]. Die HLA-Oberflachennkaile werden durch eng gekoppelte Gene
auf dem menschlichen Chromosom 6 kodiert. Die Haufgabe des HLA besteht darin, den T-
Zellen des Immunsystems antigene Strukturen zwepté@sen. Dabei dienen die HLA-Proteine
als Leitmolekile und erméglichen es den T-Zelleit,fremdantigenen zu reagieren [9].

Der gesamte HLA-Genkomplex kann in zwei ,klassiSsdBen-Regionen unterteilt werden: Die
Region der Klasse I-Gene kodiert fur die HLA-Merkena, B und C. Zu den Klasse II-Genen
gehdren die HLA-Merkmale DR, DQ und DP. Das haufigdtreten von Diabetes bei eineiigen
Zwillingen, in Familien und die familidre Assoziati mit anderen Autoimmunerkankungen
zeigt, dass der T1DM erbliche Risikofaktoren hameEVielzahl von Studien haben gezeigt, dass
die HLA-Allele DQB1*03:02 und DQB1*02:01 (die meishit DR4 und DR3 gekoppelt
vorliegen) die wichtigsten erblichen Pradisposiifaktoren sind. Daher haben Geschwister von
Diabetespatienten, bei identischen HLA-Risikoalelein ca. 20 %iges Risiko auch T1DM zu
entwickeln. T1DM Patienten weisen zum Grof3teil HRA#sikoallele fir Diabetes und
Antikorper gegerB-Zellproteine auf [10-12]. Die fortschreitende Baglautoimmunitat zeigt
sich nach Zerstorung von ~80 % der Betazellen irtygeschen Symptomatik.

Innerhalb des Typ-1 Diabetes zeigen die Betroffeklassische Krankheitssymptome wie eine
absolute Insulinabhangigkeit, Hyperglykamie, PakyuPolydipsie, Ketonurie und einen rapiden
Gewichtsverlust. Der Verlauf des T1DM kann in draterschiedliche Phasen unterteilt werden,
beginnend bei der genetischen Préadisposition, gefebn der Phase der Bildung von
Autoantikdrpern gegen Inselzellantigene und absBeind die Phase der Klinischen
Manifestation. Vermutlich beginnt in einem gendiigradisponierten Patienten (vorhandene
HLA-Risikioallele) eine immunvermittelte Zerstérumigr Betazellen (Abb. 2) durch einen aus
der Umwelt stammenden Ausloser, z.B. in Form eieusinfektion (Cocksackie-Virus B,
Cytomegalie-Virus) [4, 13, 14]. Umweltfaktoren werd sowohl als Initiatoren oder
Beschleuniger des Autoimmunprozesses aber auclmlalstoren und Regulatoren angesehen.
Man geht davon aus, dass auch der Vorgang der olatek Mimikry einen Einfluss auf die

diabetesassoziierte Autoimmunantwort haben kanrmheDhestehen nachweislich strukturelle
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Homologien zwischen viralen Strukturen und Betaxglbenen, welches die Selektion von

autoaggressiven T-Zellen positiv beeinflussen Kash

Auslésendes

Moment
100% Zellulare (T-Zell) Autoimmunitat
Humorale AutoantikGrper
(ICA,IAA, anti-GAD65,IA2 Ab)
w
% Gestorte biphasische
£ Insulinausschiittung
= Glukoseintoleranz
N Genetische Progrediente
= Pridisposition p-Zellschadigung Hyperglykamie
0 R N o]
Pradiabetes
Diabetes

<——— Umwelteinfliisse Inhibitoren/Beschleuniger

Zeit
Abbildung 2: Entstehung eines Typ 1 Diabetes mellitus. Das iBaheeigt im zeitlichen Verlauf die Abnahme der
Betazellmasse von der genetischen Pradispositiozusifiagnosestellung des Diabetes unter beeirghezn Faktoren und
Ereignissen [4].
Einer der verschieden mdglichen Ausloser bewirkieei Mechanismus bei dem gereifte
autoaggressive T-Zellen aus dem Thymus auswandhelgegen spezifischgZellproteine des
Pankreas gerichtet sind [16].
Die durch exogene Einflisse (Viren, Chemikalien, hiagsbestandteile, Zytokine)
sensibilisierte Betazelle (Abb. 3) setzt in Folge derstérung betazellspezifische Proteine frei,
welche durch Antigen-prasentierende Zellen (APZsijgenommen, prozessiert und an der
Oberflache préasentiert werden. Eine Antigenprasemtebewirkt durch APZs mit Hilfe des
MHC-II-Rezeptors, eine antigenabhéngige Aktivierwmn CD-4 T-Zellen. Die aktivierten
CD-4" T-Zellen kénnen mittels Ausschiittung von Zytokirf@gp-1-Helferzellen) oder durch die
Aktivierung der B-Lymphozyten (Typ-2-Helferzellendie zellulare- oder humorale
Immunantwort auslosen [17]. Das aktivierte Immuisys sezerniert durch aktivierte
B-Lymphozyten spezifische Antikdrper (Autoantikdrpe die gegen betazellspezifischen
Proteine (Antigene) gerichtet sind. Maximal 20 &ahach dem ersten Auftreten von multiplen
Autoantikdrpern gegen Betazelloberflachenproteinemlut kommt es zur Diabetesmanifestion
[18, 19]. Bekannt sind mindestens funf im Blut naelsbare Autoantikorper (zytoplasmatischer

Inselzell-Antikdrper (ICA), Insulin-AutoantikrpgllAA), Glutamat-Decarboxylase-Antikdrper
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(GADA), Tyrosinphosphatase-l1A-2 Antikdrper (IA-2AYink Transporter 8 Autoantikorper
(ZnT8A)), deren pradiktive Bedeutung innerhalb derspragung eines manifesten T1DM
diskutiert werden [15]. Die aktivierten Immunzellsazernieren proinflammatorische Zytokine,
wobei zusatzlich die von APZs prasentierten Anteggedurch spezifische T-Helferzellen
identifiziert werden (Abb. 03). Die drei klassisoh@roinflammatorischen Zytokine Tumor
Nekrose Faktor-Alpha (TNE), Interferon-Gamma (IFN) und Interleukin-1Beta (IL{1) sind
entscheidend am Autoimmunprozess und der Betarengtdeteiligt. Zur gleichen Zeit |6st der
inflammatorische Prozess eine Gegenregulation vatiinBlammatorischen Zytokinen,
Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-10 (IL-10), ay20, 21]. Wahrenddessen blockieren IL-4
und IL-10 hauptsachlich die Produktion von proinffaatorischen Zytokinen und die

Aktivierung von Immunzellen (Monozyten, T-Zeller®2-24].

Umweltfaktoren

genetische Pradisposition

Abbildung 3: Autoimmuner Inflammationsprozess des Typ 1 Diabeteellitus. Die Darstellung zeigt den autoimmunen
Inflammationsprozess, unter Beteiligung der antiggsgntierenden Zellen (APC), T-Helferzellen (Th12)lhMakrophagen
(M®) und T-Zellen, welche gemeinsam die Zerstérungpd@ellen bewirken, wodurch der Typ 1 Diabetes madlientsteht.
Adaption nach C. Gysemans und J. Nerup [25].

Die Aktivierung der T-Helferzellen stimuliert dieelsetion von Zytokinen, wie IFN-welches
die Expression von MHC-II Molekulen induziert. Iml§e kommt es zu einer IFiNbedingten
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Feedback-Stimulation, die die Sekretion von [-lind TNFe verstarkt. Das von Thl-
Helferzellen sezernierte IFiN-bewirkt wie in Abb. 3 gekennzeichnet eine Aktivieg der
Makrophagen (M), welche zytotoxische freie Radikale wie StickBtainoxid (NO) und
Superoxidanionen (§) freisetzen.

Der eingeleitete Autoimmunprozess setzt sich bis Zzrstorung aller insulinproduzierenden
Zellen fort. Ein Verlust von mehr als 50 % der uismlichen Betazellmasse fuhrt zu einer
gestorten Insulinsekretion und abnormalen oralerk@etoleranztests.

Der Krankheitsbeginn wird oft erst dann diagnostiziwenn eine kritische Masse der Betazellen
von mehr als 80 % bereits zerstort ist und erhélitehternblutglukosewerte messbar sind. Als
erste Symptome treten haufig Hyperglykamie, Glukes(Ausscheiden von Glukose lUber den
Harn) und Ketonurie (Ausscheiden von Ketonkérpeperiden Harn) auf. Zum Zeitpunkt der
Diagnose kann das C-Peptid, ein Bestandteil desm$uiins und Parameter der endogenen
Insulinsekretion, im Blut weiterhin detektiert werd welches mit progredienter
Betazellzerstorung dann nicht mehr nachweisbar[26]. Die Diagnose der vollstandigen
Betazellzerstorung erfordert eine Substitution Wmulin, um der durch absoluten Insulinmangel

auftretenden lebensbedrohenden Ketoazidose entgegeinken.

1.2.1. Tiermodelle des Typ 1 Diabetes mellitus

Versuche an Tiermodellen des T1DM (NOD-Maus, BBDR<, LEW.1AR1iddm Ratte)
werden zur Aufklarung von genetischen Ursachen,inBassenden Umweltfaktoren und
Arznein die zur Pravention oder Intervention dethBgenese der Inselautoimmunitéat dienen
genutzt. Die MausMus musculusund die RatteRattus norvegicyswerden in der Forschung
hauptsachlich dazu genutzt, spezifische genetiffekte, ausgehend von Inzuchtlinien, zu
analysieren. Dabei haben Nagetiermodelle den Vo schnellen Reproduktion, einfacher

Haltungsbedingungen und die relative Vergleichbiidde Sdugetier zum Menschen.

1.2.1.1. Das NOD-Mausmodell

Seit 30 Jahren dient die non-obese diabetic (NORudMals Tiermodell zur Erforschung
genetischer und pathologischer Grundlagen des [T-Z&imittelten autoimmunen Typ 1
Diabetes mellitus [27]. Der Ursprungsstamm der N®Dder CTS (Cataract Shionogi) Stamm
der Shionogi Research Laboratorien in Japan. Makimd Kollegen entwickelten den NOD-
Mausstamm als gezielte Selektion auf einen Kataeaélligen Stamm basierend auf dem
Auszuchtstamm Jcl:ICR [28]. In der 6. Generatiof)(kam es zur Selektion von Tieren mit
hoher Nuchternblutglukose und fehlendem Kataraktdr 13. Inzuchtgeneration (F13), des auf
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hohe Nuchternblutglukose selektierten Stammes (MBI wurde dann hinsichtlich normaler
Nuchternblutglukose selektiert und weiter ingezéthbie 20. Inzuchtgeneration (selektiert auf
normale Blutglukosewerte) offenbarte bei einem Eieen spontanen Typ 1 Diabetes mellitus.
Aus den Nachkommen dieses Tieres entstand das ¢penigzte NOD-Mausmodell [29].

Die NOD-Maus kann ab der 4. Lebenswoche einen apentDiabetes mellitus entwickeln. Im
Gegensatz zum Menschen tritt der Diabetes gesdbigrifisch mit einer Inzidenz von 60 %
bis 80 % bei Weibchen und 20 % bis 30 % bei Mannchaf [28]. Die Ursache der
Geschlechtspraferenz ist derzeit noch nicht eingegklart. In einer aktuellen Studie geht man
davon aus, dass mikrobielle Einflisse im frihen doalter Auswirkungen auf die
Konzentration von Geschlechtshormonen im Organisimaisen, was die Entwicklung der
Autoimmunitat und die Diabetesinzidenz in der NOR«M verandert. Im speziellen Fall fuhrte
ein erhoéhter Gehalt von Testosteron in weiblich€@DNMausen, hervorgerufen mittels Transfer
fremder Darmflora, zu einer weniger fulminanterulitss und Autoantikérperproduktion [30].
Histologische Studien an der NOD-Maus haben gezeaigiss ab der 3. Lebenswoche
lymphozytare Infiltrationen innerhalb der Langersschen Inseln des Pankreas beobachtet
werden konnen [28]. Im Alter von 20 Wochen findethsin den NOD-Mausen eine benigne
Insulitis, die zu 100 % beider Geschlechter betriff

Die Infiltration der Inseln wird durch dendritisch&ellen und Makrophagen initiiert. Im
zeitlichen Verlauf folgen sowohl CD=4ind CD-8 T-Zellen als auch B-Zellen [31]. Dabei sind
die Immunzellen hauptséchlich in der Peripherieldseln lokalisiert (Peri-Insulitis) [32]. Dig-
Zellzerstorung in der NOD-Maus wird durch direktg@toxizitat (Fas, Perforin/Granzym) oder
auf indirektem Weg (proinflammatorische Zytokinegi¢ Radikale) durch die Leukozyten
vermittelt [31]. Insbesondere werden die proinflaatonischen Zytokine TN-und IL-13 beim
Phagozytieren apoptotischer Zellen durch Makrophagesgeschuttet [27]. Die lymphozytaren
Infiltrationen beschréanken sich im Gegensatz zunmddben in den NOD-Mausen nicht nur auf
die Langerhansschen Inseln des Pankreas, sondsanlaich auch in anderen Geweben wie der
Schilddrise, Speichel- und Tranendriisen und irerseit Fallen in der Niere, Muskulatur und
neuralem Gewebe nachweisen [29]. Zusatzlich zegiem in der pradiabetischen NOD-Maus
spezifische Autoantikdrper gegen Insulin (anti-lmjuund gegen die Glutamatdecarboxylase
(anti-GAD), jedoch haben experimentelle Transfees erwahnten Autoantikdrper nicht zum
Auslosen eines Diabetes im NOD-Mausmodell gefut#8, [31]. Auf der Suche nach
spezifischen Antigenen wurde, basierend auf dem M@Dsmodell, ein Spaltprodukt des
Proteins Chromogranin A (ChgA), vorkommend in dehkrstorischen Granula d@rZellen,

identifiziert. In vitro-Analysen ergaben, dass ChgA eine spezifische T-Zellaktivierung
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hervorruft. Neuere Ergebnisse mit humanen CD-Zellen von T1DM Patienten konnten die T-
Zellaktivitat gegenuber ChgA bestatigen [33]. Esrdwiangenommen, dass spezifische
posttranslationale Modifikationen des ChgA-Proteémslen Betazellen des Pankreas ablaufen,
die dann die Ursache der Antigenitat des ChgA-krsteilden [34].

1.2.1.2. Das BB-Rattenmodell

Die existierenden BB-Rattenkolonien sind ursprisighuf eine Wistar-Ratten Auszuchtkolonie
der BioBreeding Laboratorien in Ottawa/Kanada zkriuéihren. Das erste diabetische Tier
wurde 1974 mit spontaner Hyperglykdmie und Ketoasdbeschrieben. Basierend auf diesem
Tier ist die erste BB-Sublinie etabliert worderg dn einem spontanen T1DM erkrankt [35]. Die
Diabetesfrequenz konnte durch gezielte Selektioml wpezifische Haltungsbedingungen
geschlechtsunabhangig auf Gber 90 % gesteigertendab].

Die betroffenen Tiere bildeten die Grundlage flirzWolonien, aus denen alle weiteren BB-
Rattenmodelle entstanden. Die bestehenden BB-Ratigelle lassen sich in diabetessuszeptible
(BB-DP) und diabetesresistente (BB-DR) Substdmmtertgilen. Aufgrund der in vielen
verschiedenen Laboratorien gezichteten Substdmmd genetisch verwandte jedoch
heterogene Tiere entstanden. In einer Studie mi¥etdchiedenen BB-Rattenkolonien anhand
von Proteinmarkern 20 verschiedene BB-Subliniersdifeziert werden. Hieraus resultiert eine
hohe genetische Variabilitat des BB-Rattenmodelgelches eine Identifizierung der
Diabetessuszeptibilitatsloci im Vergleich zu einggngenen System erschwert [37, 38].

Trotz der Vielzahl der entstandenen Substamme migmén alle Tiere den MHC-RY1
Haplotyp. Die primaren Komponenten des Ratten MH-FRbeinhalten zwei Klasse | Loci (A,
C) und Klasse Il Loci (B, D). Die in der BB-Rattekhlisierte RT1 B/D Regionlddml)
erscheint als der bedeutendste Locus fir die Stib#g@it zu einem autoimmunen Typ 1
Diabetes mellitus vieler Rattenstamme [32]. Humadish zur Aufklarung der genetischen
Ursache von Diabetes erbrachten die Erkenntnis dash die human®DM1-Region (MHC,
Chromosom 6) die starkste Assoziation zur Entstglvam T1DM beinhaltet [39].

Die BB-DP Ratten entwickeln einen spontanen autaimen T1DM zwischen dem 50. und 90.
Lebenstag. Im Vergleich zu der BB-DP Ratte besittie BB-DR Ratte ahnliche
Diabetessuszeptibilitdtsbereiche entwickelt abendte spontanen Diabetes. Bei den BB-DR
Ratten ist es jedoch moglich, einen Diabetes diehipulationen des Immunsystems wie die
regulatorische T-Zell (fg Depletion, Toll-like Rezeptor Ligation oder migeVirusinfektion
(Kilham Rat Virus (KRV)) zu induzieren [32, 40].
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Die Diabetesmanifestation in der BB-Ratte ist gelzenchnet durch Hyperglykamie, Ketonurie,
Hypoinsulindmie und einen starken Gewichtsverldssatzlich weisen Substdmme der BB-DP
Ratten anti-Parietalzell-Autoantikorper sowie emptnakreatische Infiltrationen immunreaktiver
Zellen in den Speicheldrisen und der Schilddruser@iditis) auf [41].

Des Weiteren sind die BB-Ratten durch eine Lymphap@gekennzeichnet, die sich in einer
Reduktion der CD-4 und CD-8 T-Lymphozyten, widerspiegelt. Das Auftreten der
Lymphopenie der Ratten ist nicht als Ursache daoiumunitat beschrieben, jedoch ist dieser
immunologische Status der T-Zellen fiir die Entstgheines spontanen Diabetes mellitus im
BB-DP Rattenmodell erforderlich [42]. Die T-Zell mphopenie tritt als Folge spontaner
Apoptose der peripheren T-Zellen nach Emigratios dam Thymus auf [32]. Die Ursache
dieser spontanen Apoptose ist eine ,frameshift“ &fion innerhalb des GTPase-Gd@map5
Iddm32 [4, 43, 56]des endoplasmatischen Retikulums, welche zu mitabieen Dysfunktion
und der T-Zell spezifischen Apoptose fuhrt [32,.43f in BB-Ratten auftretende Lymphopenie
konnte in der NOD-Maus und beim Menschen nicht gaehesen werden [41, 44]. Zum
Zeitpunkt der Diabetesmanifestation treten monaoednd Infiltrationen innerhalb der
Langerhansschen Inseln und im periinsularen Beraigh[35]. Erste Infiltrationen (Insulitis)
treten zwei bis drei Wochen vor Diabetesmanifestatuf. Im folgenden zeitlichen Verlauf
kommt es zur progredienten Zerstorung der Betazelhel mit einsetzender Hyperglykamie sind
die Ubrigen ,end-stage” Inseln klein, deformiertduenthalten nahezu keine Betazellen mehr
[44].

1.2.1.3. Das KDP-Rattenmodell

Urspriinglich wurde das Komeda diabetes-prone (KR&tenmodell im Jahr 1983 aus dem
Long-Evans Tokushima Lean (LETL) Rattenmodell dukadmeda und Kollegen am Tokushima
Research Institute in Japan etabliert [45]. Aus IJeTL-Ratte wurden die zwei Substamme
KDP und die Komeda non-diabetic (KND) Ratte gezéthUrspringlich zeigte sich die
Diabetesinzidenz mit bis zu 30 % in der LETL-Rati45]. Aufgrund der geringen
Diabetesinzidenz gingen Komeda und Kollegen voreregenetischen Heterogenitat und der
damit verbundenen Schwierigkeit zur Erforschung genetischen Grundlagen des Diabetes
mellitus innerhalb des LETL Rattenstammes aus. IDwgelektive Inzucht der LETL-Ratte
konnte die Inzidenz des Diabetes gesteigert und Hiiestehung einer Insulitis bei nicht
diabetischen Tieren erreicht werden [46, 47]. Dashl Inzucht entstandene KDP Rattenmodell
ist gekennzeichnet durch die Pathogenese einestasmon autoimmunen Typ 1 Diabetes

mellitus. Im Vergleich dazu zeigt sich in der KN kein Diabetes. Genetische Analysen
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haben ergeben, dass die KDP-Ratte neben der MH@Regnit Iddn'kdpl ein
rattenspezifischelkldm Hauptsuszeptibilitatsgen auf Chromosom 11 (RNQiEkjtzt, von dem
ausgegangen wird, essentiell fur die Entstehunglmgulitis und des Diabetes zu sein [48].
Weitere genetische Analysen haben ergeben, dasKdR-Ratte eine nonsense-Mutation
innerhalb des Casitas B-Zell Lymphom@b{b) Gens tragt [49]. Cblb ist eine Ubiquitin Ligase,
die als negativer Regulator der T-Zellaktivierungtiatt und es wird davon ausgegangen, dass
eine Dysregulation von Signalwegen ndblb-Genbeteiligung moéglicherweise mit humanen
Autoimmunerkrankungen wie auch dem T1DM in Verbinglsteht [49, 50]. Fiur die KDP-Ratte
ergab sich aus dieser Entdeckung fir Yokoi unddmh die Annahme eines 2-Genmodells, bei
dem durchCblb eine abnormale T-Zellaktivierung ausgel6st wirdl wiann tiber den MHC eine
gewebespezifische Immunantwort gegentberpdéallen des Pankreas erfolgt [49].

Die KDP-Ratte entwickelt einen insulinpflichtigeniabetes (IDDM) innerhalb einer weit
ausgedehnten Altersspanne von 60 und 220 Tageni wabeDurchschnittsalter bei 100 Tagen
fur ménnliche und weibliche Tiere liegt [46]. Imitiehen Verlauf steigt die kumulative
Haufigkeit des T1DM bis zu einem Alter von 220 Tageif 82 % an [47]. Pathologisch spiegelt
sich der Diabetes der KDP-Ratten in einer ausgégmalgyperglykdmie, Polyurie, Polyphagie,
Hypoinsulinamie und einem Gewichtsverlust widere Diistologische Auffalligkeit besteht
darin, dass das KDP-Rattenmodell zu 100 % bei tesdieen Tieren eine mittel bis stark
ausgepragte Form der Insulitis aufweist [48].

Im zeitlichen Verlauf kommt es nach Auftreten dempErglykdmie und zu Beginn des Diabetes
zum Ausbleiben der lymphozytaren Infiltrationenenmalb der Inseln des Pankreas. Weiterhin
nachweisbar sind jedoch lymphozytéare Infiltrationerder Schilddriise und einer Vielzahl von
Geweben wie Submandibulardriise, Nieren, NebennigndnHypophyse der KDP-Ratten [48].
Beide Stamme sowohl die KDP-Ratte als auch die KRHXe zeigen weder eine Leukopenie

noch eine Lymphopenie [46].

1.2.1.4. Das LEW.1AR1-iddm Rattenmodell

Das LEW.1AR1/Ztmiddm Rattenmodell entstand 1997 durch eine Spontanrootati einer
MHC-kongenen Inzuchtkolonie (LEW.1AR1) mit einemfidierten MHC Haplotyp RT1.A
B/D" C") am Institut fir Versuchstierkunde der MedizinisotHochschule Hannover (Ztm) [51].
Die autosomal rezessiv vererbte Mutation bewirld Manifestation einer klassischen Typ 1
Diabetes mellitus (TLDM) Symptomatik. Durch einezigiie Verpaarungsstrategie konnte die
Inzidenz des diabetischen Syndroms im LEW.1A&Im Tiermodell auf 60 % gesteigert
werden [52]. Vergleichende Genanalysen konnten Hognen flr Suszeptibilitdtsloci des
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Diabetes in der LEW.1ARIddm Ratte im Vergleich mit murinen und human&DbDM Genen
aufzeigen. Diese Analysen zeigten zwei Suszepqébsloci fur Diabetes auf Chromosom 1
(RNO1) (ddm8 Iddm9 und einen Locus auf Chromosom 20 (RNO283ih]) [52].

Die Entwickelung des T1DM tritt im LEW.1ARitddm Tiermodell relativ fokussiert zwischen
dem 40. und 60. Lebenstag auf, wobei das Durchdsaher der Diabetesmanifestation bei 58 +
2 Tagen liegt und geschlechtsunabhéngig als Foegeadtoimmuner-Zellzerstérung des
Pankreas auftritt [51]. Die Infiltrationen innerbaler Langerhansschen Inseln kdnnen bei noch
normoglykamischen Tieren ab dem 40. Lebenstag lohtoetawerden. Es konnte gezeigt werden,
dass nach Uberschreiten des 120. Lebenstages hbeéilldR14iddm Ratten es nicht mehr zur
Auspragung eines Diabetes kommt [52]. Der progvesBetazellverlust von 60-70 % fuhrt zum
Ubergang vom normo- in den hyperglykamischen Zuktambei hier der Prozess des rapiden
Betazellenverlustes (> 90 %) innerhalb einer Woahkiuft [53]. Im Stadium des manifesten
Diabetes zeigen sich in den ,end-stage” Inseln &eamsulinproduzierenden Betazellen oder
immunreaktive Zellen mehr jedoch lassen sichund 4-Zellen nachweisen [51]. Klinisch
manifestiert sich der Diabetes durch Gewichtsvérlbyperglykamie, Glukosurie, Ketonurie,
Polyurie, Polydipsie und zeigt sich mit einer hohémrtalitat innerhalb der ersten
Erkrankungswoche, wenn kein Insulin substituierdwb1].

Die immunologische Betrachtung des LEW.1ARd@m Rattenmodells zeigt, dass sich
Makrophagen im frihen Stadium der Inselinfiltratiats predominanter Immunzelltyp im
peripheren Bereich der Insel befinden. Erst mitsichreitendem Betazellverlust kommt es zur
starken Infiltration des gesamten Inselbereichestd€D-8 T-Lymphozyten. Folglich treten
die Immunzellinfiltrate des Pankreas sowohl inn#rhals auch in der Peripherie der
Langerhansschen Inseln auf. Wahrend dieser Phaggalgessiven Inselinfiltration werden die
Zytokine Interleukin-g (IL-1p) und Tumornekrosefaktar- (TNF-o) durch die an den
Langerhansschen Inseln lokalisierten Immunzelleresgert. Gleichzeitig werden in den
Betazellen die induzierbare Stickstoffmonoxid-Systh (INOS) und die Procaspase 3
exprimiert. Es wird davon ausgegangen, dass dieshologischen Gegebenheiten zur
apoptotischen Betazellzerstérung der LEW.1ABdm Ratte fuhren [53]. Im Vergleich zu
anderen Organen weisen Langerhanssche Inseln dkseBs bei diabetischen LEW.1ARIdmM
Ratten eine Insulitis auf, die sowohl durch Immdinzidtrate von B- und T-Lymphozyten
(CD-4" und CD-8) als auch von ED1-positive Makrophagen und vesdten NK-Zellen
begleitet wird [51, 54]. Bei Betrachtung anderermg@rsysteme zeigt sich, dass in den am
Pankreas lokalisierten drainierenden Lymphknoten digbetischen LEW.1ARIddm Ratten
ED1-positive Makrophagen, T-Lymphozyten, einige W¥iphozyten und NK-Zellen
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gleichzeitig prasent sind [54]. Daraus ergibt sidie Annahme, dass der Vorgang der
lymphozytaren Infiltration des Pankreas ausgehermh wden pankreas drainierenden
Lymphknoten ablauft [55-57].

Die Zusammensetzung der Immunzellinfiltrate in LEAWR14ddm Ratten zeigt vergleichbare
Infiltrationsmuster, die auch in diabetischen BBi#Ba und NOD-M&usen beobachtet
wurden, wobei Makrophagen und T-Lymphozyten die ittgmenden Zellpopulationen
darstellen [54, 58, 59]. Qualitativ entspricht @iggisammensetzung der Immunzellinfiltrate den
Beschreibungen des Pankreas von humanen Typ ltBsaBatienten [54].

Eine quantitative Analyse der T-Zellpopulationers geeripheren Blutes ergab eine Reduktion
der CD-3- und CD-4-T-Zellen in LEW.1AR1iddm Ratten im Vergleich zu nicht diabetischen
LEW.1AR14iddm Ratten [60]. Aufgrund des reduzierten CD-Z-Zellanteils und der
unveranderten CD=8T-Zellpopulation ist eine reduzierte CDMED-8" T-Zell Ratio festgestellt
worden. Reduzierte CD-AD-8" T-Zell Ratios, mit Focus auf reduzierte CD#Zellanteile,
werden im Allgemeinen mit einer veranderten Balamegschen regulatorischen Zellen und
Effektorzellen assoziiert, welche einen T1DM im rimedell und im Menschen ausldsen
konnen. Im Vergleich zu den BB-Ratten ergibt siak den analysierten T-Zellpopulationen kein
lymphopener Zustand in den LEW.1ARMdm Ratten [60-62].

Studien an BB-Ratten heben die Bedeutung der GDudd CD-8-T-Zellen hervor, da ein
lymphopener Zustand (CD-4 und CD-8) in diesem Taadall essentiell aber nicht urséchlich fur
die TIDM Entwicklung ist. Des Weiteren fiihrte einD@" T-Zelltransfer aus einer
diabetesresistenten BB-Sublinie zur Verhinderung WdDM in BB-Ratten [63]. In NOD-
Mausen konnte die Entwicklung eines T1DM durch §fanvon peripheren CD=4T-Zellen aus
pradiabetischen NOD-Tieren verhindert werden.

Aufgrund der Beteiligung von CD=4und CD-8-T-Zellen bei der Entstehung eines T1DM war
das Ziel eines Lymphozytentransfers, das autoagigeesoder regulatorische Potential aus
diabetischen LEW.1ARiddm Ratten zu Ubertragen. Im Vergleich zu den and&erdien
stellte sich heraus, dass nur der CD#Zelltransfer in 50 % der Empfanger (athymische
LEW.1AR1 Whri"-Ratten, diabetes-resistent) zur Entwicklung eifgiabetes fihrte. Im
Vergleich dazu, fiihrte der Transfer von CD-B-Zellen aus diabetischen LEW.1ARddm
Ratten in pradiabetischen LEW.1ARddm Ratten zu einer hoheren Dichte von regulatorischen
T-Zellen (CD-25/FoxP3) in den pankreas-drainierenden Lymphknoten (PLNs)fgrund
dieser Erkenntnisse und anderer Studien wird angerem, dass regulatorische T-Zellen einen
Einfluss auf die Entwicklung von T1DM besitzen. Ztwich zur Akkumulation von

regulatorischen T-Zellen wurde eine verstarkte Egpion von antiinflammatorischen Zytokinen
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(IL-4, IL-10, TGF$) in den PLNs von LEW.1ARiddm Ratten beobachtet, die keinen Diabetes
mehr entwickelten. Der Transfer der CDBZellen war letztendlich mit der Reduktion der
Diabetesinzidenz von 60 % auf 20 % assoziiert. @asd auf diesen gesammelten Daten wird
vermutet, dass besonders die CB¥4Zellen eine entscheidende Rolle in der Entstgheines
T1DM, ausgehend von den PLNs, spielen kénnen [550]/

Zurzeit werden zur Behandlung von Autoimmunerkrargen Immunsuppressiva eingesetzt, die
gezielt das Gesamte oder einzelne Komponentenndegimsystems manipulieren. In einer an
der LEW.1AR1iddm Ratte durchgefiihrt Praventionsstudie wurde der unmodulatorische
Wirkstoff Fingolimod (FTY20) genutzt, um eine Magstation des T1DM zu verhindern und
nach Krankheitsbeginn einen Schutz der restlicheta£llen zu bewirken [64]. Infolge der
FTY20 Behandlung lieRen sich Immunzellinfiltratedutie Betazellapoptose des Pankreas und

somit die Auspragung des Spontandiabetes im LEW1LABRmM Rattenmodell verhindern [64].

1.3. Pradiktion und Risikofaktoren des Typ 1 Diabetes mbitus

Das Vorkommen des T1DM betrifft mit steigender Rté&wz die europdischen Staaten und
Nordamerika. Fur die Erkrankung ergibt sich eirteeleslange arztliche Betreuung der Patienten.
Aus diesem Grund wird der Focus in der Forschungdam Ursprung des Typ 1 Diabetes
mellitus und vor allem auf Risikogruppen hinsiattilieiner wirksamen Pradiktion gelegt [5].
Verschiedene Forschungsgruppen haben in den bekaBtidien DAISY (USA), BABYDIAB
(Deutschland) und DIPP (Finnland) Hochrisikogruppetersucht, um genetische, metabolische
und umweltspezifische Risikofaktoren fur den T1DWidentifizieren.

Seit 1989 wurden deutschlandweit in der BABYDIAB#&E mehr als 1650 Kinder von Eltern
mit TLDM Uber einen Zeitraum von mehr als 20 Jatlbeabachtet. Bei 145 Kindern konnten
Inselautoantikdrper (IAA) nachgewiesen werden, Shd€r entwickelten einen T1DM. Die
BABYDIAB-Studie zeigte, dass die Prasenz von IAAs Merkmal der Autoimmunitat sein
kann und die Detektion dazu dient, Kinder mit etleéh Risiko fur eine T1DM-Erkrankung zu
identifizieren [65]. Ein neuer pradiktiver Antikéepist der Zink-Transporter-8-Autoantikérper
(ZnT8A), der zu 70 % bei Kindern mit neu entwickett TLDM vorkommt. 50 % der Kinder,
bei denen der ZnT8 Antikoérper nachgewiesen wurdeyiekelten innerhalb von 5 Jahren einen
T1DM [2, 5]. Zuséatzlich ergab die BABYDIAB-Studiaglass ein Langzeitblutglukosewert
(HbAlc) zwischen 5,7% und 7% bei Schwangeren mitDM das Risiko von
Inselautoimmunitat beim Kind reduziert und Abweiolan zu erhéhtem Risiko fuhren [66].
Zusammengefasst ergaben die Studien, dass Autogmik HbAlc, der HLADR3/4 DQS8
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Genotyp und frihkindliche Glutenexposition einemfltiss auf die Entwicklung eines T1DM
haben jedoch keine eindeutige Pradiktion ermoghdlBarkeret al.2004).

Neuere Studien (TEDDY, BABYDIAT) zielen darauf atymweltfaktoren genauer zu
identifizieren, die dafir verantwortlich sind, dassanche Kinder mit einem erhdhtem
genetischen Risiko bereits frih im Leben an T1Dktarken, andere spater oder gar nicht.

Ein seit langer Zeit diskutierter Umweltfaktor, dam Ausldsen der T1DM-Erkrankung fihren
kann, ist eine Virusinfektion. Es wird angenommeiass eine Virusinfektion (Rotaviren,
Cytomegalievirus, Mumpsvirus, Rételnvirus, Retrew)y auf direktem Weg zytolytische Effekte
auslést oder einen autoimmunen Prozess gegen dezdden induziert. Als Ursache der
Autoimmunantwort werden strukturelle Homologien gefien Betazell- und Virusantigenen
(molekulare Mimikry) diskutiert. Eine bedeutendeti@ag sind die Enteroviren, die als Teil der
Familie der Picornaviren oft in jungen Patienterfektionen hervorrufen kénnen. Das
Coxsackie-Virus-B1 (CBV1) wird aufgrund von T1DMdtRmtenstudien als Ausloser der
Betazellautoimmunitat diskutiert, wobei Infektionguarch die Unterarten CBV3 und CBV6 eine
protektive Wirkung auslésen sollen [15].

Eine weitere Rolle spielt die frihkindliche Entwigkg der Darmflora, die durch Nahrstoffe
beeinflusst wird. Versuche mit transgenen NOD-Mau@4yD88-knockout) ergaben, dass sich
bei den NOD-Mausen, welche kein angeborenes Imnsteisy aufweisen, unter komplett
keimfreien Bedingungen eine hohe Inzidenz von T1&Mhwickelt. Eine niedrige Inzidenz von
T1DM stellte sich bei den transgenen NOD-Mausen hnaeiner kommensalen
Darmkolonialisierung ein [67]. Weitere Studien a@D-Mausen zeigten, dass ein reduziertes
Vorkommen von Clostridium leptum in der Kolonschleimhaut eine Reduktion von

regulatorischen T-Zellen zur Folge hat, die eineéofamunantwort begtinstigten [68].

1.3.1. Suszeptibilitatsbereiche des Menschen und der LEWAR1-iddm Ratte

Es ist bekannt, dass die Suszeptibilitat fur deBNilerblich ist. Die Manifestation des T1DM
wird zu etwa einem Drittel durch die Genetik bekisét. Aus diesem Grund liegt die Inzidenz
von T1DM bei eineiigen Zwillingen bei 36 %, bei 5f Geschwister und bei der kaukasischen
Bevolkerung bei 0,4 %. Im Menschen wurden Uberl2DM Gene, in der KDP-Ratte zwei
Gene, in der BB-Ratte 10 Gene und in der LEW.1AdRln Ratte drei Loci identifiziert, die mit
der Suszeptibilitat von T1DM in Verbindung gebragtdrden. Wie erwéhnt spielt der MHC
(HLA) bei den Tiermodellen und beim Menschen eieatmle Rolle [69]. Beim Menschen
befindet sich die genetische Kodierung des HLA-8yst imIDDM1-Gen. Die Region kodiert

diverse Zelloberflachenantigene, die fur die Antig€isentation wichtig sind. Dabei werden drei
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funktionelle Bereiche fur den MHC eingeteilt: MHdasse | (endogene Peptidprasentation fur
CD-8"-T-Zellen), MHC-Klasse Il (Antigenprasentation fi@D-4"-T-Zellen (DDM1)) und
MHC-Klasse Il (Plasmaproteine, unspezifische Imatunehr).

Die Komplexitat des MHCs (siehe Punkt 1.1.1.) istdits bekannt und zeigt, dass acht humane
Gene eine entscheidende Rolle spielbeiA-DPAL HLA-DPB1, HLA-DQAL, HLA-DQB],
HLA-DRB1lauf dem Klasse Il Loci; unHLA-A, HLA-B undHLA-C auf dem Klasse | Loci. Die
Gene der Hochrisikoklasse HLA-II reprasentierenddigkste Verbindung zu T1DM (30-50 %)
und Individuen mit denHLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8 Genotyp haben ein ungefahr 20-fach hdheres
Risiko fur T1DM als die allgemeine Bevélkerung [7Qnter den HLA-Klasse | Genen wurde
fur HLA-B39 (Antigenprasentation fur zytotoxische T-Zellerg starkste Assoziation fir T1DM
beschrieben. In der DIPP-Studie zeigte sich fur@asHLA-B39unter den Kindern mit T1DM,
dass ein oder mehrere Autoantikdrper nachweisbad. SHLA-A24 wird mit einem
beschleunigten Verlauf der Inselzerstérung und T1&8doziiert. Im Gegensatz dazu steht das
HLA-A03 Allel bei Kindern mit denHLA-DR3/DR4 Genotyp fir eine Protektion gegenuber
einem raschen Diabetesverlauf bei einem oder mahutoantikorpern [5].

Genomweite Analysen (GWAS) haben Uber 40 nicht-HRalymorphismen identifiziert, die mit
T1DM assoziert werden. Eine Studie zeigte, dassvbdiandenenHLA-DR3/4-DQB1*302
Genotyp, Polymorphismen idBASH3A&Gen (Suppressor flr T-Zellrezeptorsignalgebung) und
PTPN22Gen (Inhibitor der T-Zellaktivierung) eine Assoziem zum T1DM verstarken. Ein
weiteres beschriebenes nicht HLA assoziiertes @Gemlie Autoimmunitat ist daBNS-Gen des
Menschen in defDDM2-Region. DieIDDM2-Region hat bei familidrer Haufung von T1DM
einen Einfluss von 10 % auf die Suszeptibilitat [5]

Fir jedes einzelne Gen besteht zwar nur ein gariegdluss auf die Suszeptibilitat, jedoch
ergibt die Kombination der Familiengeschichte, désA-DR3/4-DQB1*302 Gentyps, der
GenvariantenJBASH3A,PTPN22[71] und InsulingenINS) ein 16-fach erhdhtes Risiko fir
Inselautoimmunitat und ein 40-fach erhdhtes Ridiko TIDM [72]. Neue Gene fur die eine
Assoziation mit TIDM nachgewiesen wurden, sind uatederem dad~IH1-Gen, MDAS [71]
(Detektion viraler dsSRNA) und das Histon-GdBK9Ac(Methylierungsgrad der DNA) [5].

Die drei Suszeptibilitatsregionen der LEW.1ARIBmM Ratte sindiddmiRT1-B’/D"), Iddm8
(Nkx2-3 Insl, Caspj) und lddm9 (SOD2. Der genetische Hintergrund der LEW.1ARItmM
Ratte pragt sich allein in der fokalen Infiltratiaer insulinproduzierenden Betazellen des
Pankreas aus. Die entscheidende MHC-Suszeptilglitsteht bei der Expression des RTIEB
Haplotyps in der LEW.1AR1ddm Ratte. Die etablierten Rattenmodelle zeigen phamsti
eine generalisierte Autoimmunitat im Vergleich zr #EW.1AR1iddm Ratte [48]. Dielddn8
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Region umfasst mindestens 133 Gene, von denen &fhibeben und die drei Kandidatengene
Nkx2-3[52] (Homeobox, codiert Transkriptionsfaktoren &+ und T-Zelldifferenzierung) [73],

Ins1 (nur fir Murinae beschrieben, Insulinl) urdasp7[74] (Caspase?, Teil der apoptotischen
Signalkaskade) mit TLDM assoziiert werden. Fir Sieszeptibilitatsregionddm9 wurde das

SOD2Gen identifiziert, das die mitochondriale Supedak$smutase codiert, die eine essentielle
Funktion fir den oxidativen Schutz der Betazellen Wufgrund der biologischen Bedeutung
von SOD2 besteht die Vermutung, dass Veranderumgeantioxidativen Status der Betazellen

ein Ausldser der Infiltration sein kann [75, 76].

1.3.2. Der inflammatorische Prozess des Typ 1 Diabetes rtigls

Der immunologische Prozess in Vertebraten wird lule korpereigenen Zytokine initiiert.
Zytokine sind Proteine des Immunsystems welche PRiieliferation, Differenzierung und
Funktion von Immunzellen des angeborenen (unsgehiéin) und des adaptiven (spezifischen)
Immunsystems nach Antigenkontakt regulieren [77,]. 78Jnterteilt werden die
Zytokine des Immunsystems in Interleukine (regelrer Kommunikation zwischen
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten), Interferone rtiieung der Zellteilung, Bildung von
MHC-1 Proteinen, Aktivierung von Makrophagen), Cludme (chemotaktisch wirksame
Zytokine) und die TNF-Superfamilie (Aktivierung vorMonozyten, Stimulation der
Chemokinproduktion) [77, 79, 80].

Die in Typ 1 Diabetes mellitus involvierten Immuitiea sind hauptsachlich T-Zellen und
Makrophagen aber auch sekretierte Zytokine una fRadikale (Stick- und Sauerstoffspezies)
haben Einfluss auf die Zerstérung der Betazelldj. [Bytokine gelten als wichtige Marker des
inflammatorischen Prozesses sowohl in Typ 1 alshaot Typ 2 Diabetes [82]. Es wurde
festgestellt, dass Menschen, die an einem Typ bddés mellitus leiden, auch bei optimalem
Blutglukosespiegel ein hoheres Niveau an inflammstben Markern im Vergleich zu
Nichtdiabetikern in ihrem Blut aufweisen [83].

1.3.2.1. Proinflammation: Genexpressionsmuster im Typ 1 Diabtes mellitus

Die allgemeine Funktion entziindungsfordernder Ziytek(TNFw, IFN-y, IL-1pB, IL-2, IL-6,
IL-12, Wachstumsfaktoren M-CSF und GM-CSF) bestdhatin, die in den Organismus
eingedrungenen Erreger zu bekdmpfen, indem Immiemzedlum Entzindungsort wandern,
aktiviert und reguliert werden.

Als Entzindungsmediator spielt TNF-eine entscheidende Rolle bei der Induktion der

Apoptose. Auf zellularer Ebene aktiviert TNFMonozyten und neutrophile Granulozyten,
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welche sich chemotaktisch gesteuert zum Entzinduhdsewegen. In einem Versuch zur
inflammatorischen Bedeutung von TNFwurde ein transgenes Mausmodell generiert, das Ube
Induktion inselspezifisch da§NF-a-Gen exprimieren konnte. Dabei wurde zeigte siclssda
erhohte mRNA-Niveaus von TNé&-eine Insulitis bestehend aus Monozyten und Lympteoe
mit spaterem Diabetes bei allen Tieren zur Folgdehd&ur den Fall, dass innerhalb der
Inselzellen kein TNFe: exprimiert wurde, entwickelten die Tiere auch keimsulitis oder
Diabetes [84].

Ein weiterer wichtiger inflammatorischer Markery adt im Zusammenhang mit Diabetes zitiert
wird, ist IEN-vy. IFN-y wird hauptsachlich durch die T-Helferzellen gebildTh-1) und aktiviert
Makrophagen, NK-Zellen, neutrophile Granulozytenl lreeinflusst den Klassenwechsel in B-
Zellen. Eine Null-Mutation (INF~Rezeptor) in der NOD-Maus flhrte zu einem Ausldailder
charakteristischen Insulitis und spéateren Diab§i@s 78]. In BB-Ratten konnten signifikant
hohere mRNA-Expressionsniveaus flfN-y in mononukle&ren Zellen zum Zeitpunkt des
akuten Diabetes festgestellt werden [85]. Des Wsitdkonnte eine Gen-Expressionsstudie an
humanen Inselnek vivg die Relevanz von INK-bestatigen. Durch externe Zugabe von KN-
kam es zur signifikant erhdhten Expression von Gilenen, die eine verstarkte Rekrutierung
von Makrophagen und NK-Zellen an den Inseln bewimB86].

Weitere entziindungsrelevante Marker sind Interledki (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6)
welche Uberwiegend von aktivierten Makrophagen prextt werden und allgemein die
Kommunikation zwischen Makrophagen, B- und T-Zelegulieren.

Die Arbeitsgruppe um Jiangt al konnte mitin-situ RT-PCR Analysen in diabetischen BB-
Ratten nachweisen, dass die mRNA der proinflamnsafoen ZytokineTNF-, IL-1 undIL-6
verstarkt an Inseln exprimiert wird [87]. Diese Ebgisse konnte durch die Arbeitsgruppe um
Lenzen et al. mitin-situ RT-PCR Analysen bestétigt und auf andere Tiermedefiwveitert
werden. Daraus ergab sich, dass die mRNA ilorif und TNFa in Immunzellinfiltraten
diabetischer humaner-, NOD-Maus-, BB-Ratten- und WLEAR-ddm Ratten Inseln
pradominant ist. Zusatzlich wurde auch die mRNA detiinflammatorischen ZytokindlL(-4,
IL-10) innerhalb der Inseln nachgewiesen [88]. Die djeic Analysen an LEW.1ARKM
Ratten Inseln zum pradiabetischen Zeitpunkt wieienGene voriL-15, TNFa undiNOS mit
verstarkter Genexpression auf [53].

Ein Vergleich der Ergebnisse des Pankreas mit eimerperipheren Blut durchgefiihrten
microArray-Genexpressionsstudie konnte an humarv@®s darlegen, dass vor alleiin-15
[89] und chemotaktisch relevante Gene (e&C@L7 und CCL2) [90] in neudiagnostizierten
T1DM Patienten tberexprimiert werden. Die folgerRie-PCR Expressionsstudie konnte die
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zuvor gewonnen Ergebnisse auch mit einzelnen mRbAd&n bestatigen [91]. Der
Versuchsansatz von Levegt al. beinhaltete krankheitsspezifische Transkriptiognssiuren
humaner PBMC’s von jungen T1DM-Patienten. In dieséensuch zeigte sich eine hohere
Expression von Genen, die verantwortlich sind fiégr Brozesse von Pro- und Antiinflammation
(IL-1, 1L-24) und Chemotaxis GQXCL-1, CXCL-2, CXCLJ)3 Darauf aufbauenden-vitro
Analysen des PBMC's und Plasma, aus neu diagrext¢éimi TIDM Patienten, konnten
vorherigen Ergebnisse bestatigen. Die Ergebnissegée die Annahme, dass es spezifische
Genexpressionssignaturen im peripheren Blut inflesiaes manifesten Diabetes gibt [92].

Fir die proinflammatorischen Zytokine ergab siclassd TNFe, IFN-y und IL-13 nur in
Kombination die aktivierten mononuklearen Zellenr Zreisetzung von Chemokinen und
Zytokinen  stimuliert (MRNA und Proteinebene) [21].Unter Kontrolle der
Transkriptsionsfaktoren NkB und STAT-1 wird durch diesen regulatorischen \&mg die
Betazellapoptose ausgelost [81].

1.3.2.2. Antiinflammation: Genexpressionsmuster im Typ 1 Didetes mellitus

Zur Einschrédnkung von Entzindungsvorgangen dienaiinammatorische Zytokine die
aktivierten Immunzellen wieder zu deaktivieren. den wichtigsten Vertretern gehoren
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-10 (IL-10) und detransformierende Wachstumsfakfor-
(TGF).

IL-4 wird von T-Helferzellen (Th2), eosinophilen dirbasophilen Granulozyten sowie von
dendritischen Zellen sezerniert [93]. Diese forddim B-Zellproliferation und stimulieren die
Sekretion von IL-10 und TGB-bei spezifischen Makrophagen (M2). Aus einem gangn
NOD-Mausmodell ging hervor, dass eine erhohte Esgioa vonlL-4 eine protektive Wirkung
gegen Autoimmunitat in den Betazellen des PankeemsFolge hat [94]. Miet al. konnten
bestéatigen, dass eine erhdohte Expression lef vor einem spontanen Wiederkehren von
T1DM in der NOD-Maus schitzt [95]. Im Hinblick adfe protektive Wirkung von IL-4 ergab
eine Studie an BB-Ratten, dass ein regulatorisdii@griff in das Immunsystem durch
Cyclophosphamid, eine reduzierte Genexpression Nofs, IFN-y und TNFa mit einer
gleichzeitig erhdhten Expression viirr4 in mononukleéren Milzzellen bewirkt [96].

IL-10 und der Wachstumsfaktor TGFwerden durch Makrophagen, regulatorische T-Zellen
und dendritische Zellen ausgeschittet. Im Spenielleterdrickt IL-10 die Synthese
proinflammatorischer Mediatoren in Thl-Zellen un@mdzyten/Makrophagen und die Bildung
reaktiver Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezi®O). Die Bildung von IL-10 erfolgt
hauptséachlich in aktivierten T-Lymphozyten, B-Lynoglgten, Monozyten/Makrophagen und in
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Mastzellen [97]. Eine Studie am Pankreas junger Imsulin behandelter BB-Ratten ergab
niedrige MRNA-Expressionsniveaus f&iN-y und die koregulierten Faktoréin-10, TGF4 und
INOSim Vergleich zu nicht behandelten BB-Ratten [98].

Der transformierende Wachstumsfakfowird von antigen-aktivierten T-Zellen, Makrophagen
und Monozyten produziert und greift regulierendMachstums- und Differenzierungsprozesse
ein. TGF$ verhindert zudem die Proliferation und Aktivierungn T-Lymphozyten (T-
Helferzellen, cytotoxische Zellen) und  Makrophagenyermindert somit die
Inflammationsantwort, insbesondere die Synthese pteinflammatorischen Zytokine TNF,
IFN-y und IL-1 [78, 99]. Vergleichende Genexpressiongeaesm ergaben, dass T@Feinen
inhibitorischen Effekt auf autoreaktive T-Zellensébt [100].

1.3.2.3. Regulation: Genexpressionsmuster im Typ 1 Diabetegellitus

CTLA4 (cytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4) almdkannt als CD152 ist als Protein an der
Oberflache von CD-4T-Zellen lokalisiert und vermittelt ein inhibitodees Signal an die
T-Zellen. Uedeet al. stellt die Depletion von regulatorischen T-ZellartZusammenhang mit der
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie Diabetda, die Funktion regulatorischer T-
Zellen CTLA4 abhangig reguliert wird. Hierfir wurdger Nachweis auf mRNA-Ebene mit
verschiedenen Splicevarianten V@MmLA4 gezeigt. Die Expression d&TLA4mRNA fihrtein-
vitro zu einer Inhibierung der T-Zellproliferation, wolene Reduktion de€TLA4 mRNA mit
einer verminderten Blockade des CD-80/CD-86 Rezspiad folglich mit einer verstarkten T-
Zellaktivierung einhergeht [101]. Im direkten Zusaenhang mit den regulatorischen T-Zellen
steht auch der Transkriptionsregulator FoxP3 (FeskilhBox-Protein-P3). Dieser wird vermehrt
in regulatorischen T-Zellen ({£g exprimiert und dient somit als Marker fur natiwed peripher
entstandene Jeys [102]. FOxP3 entfaltet seine Funktion durch Bingllem spezifische DNA-
Bereiche, welches als Regulator die Genexpressemtiusst. FUFoxP3konnte nachgewiesen
werden, dass eine erhdohte Genexpression in dephpeen T-Zellen mit einer suboptimalen T-
Zellaktivierung verbunden ist [103]. Eine an BB-tat durchgefiihrte Transferstudie mit
aktivierten T-Lymphozyten ergab, dass die Rattdm, zlisatzlich T-Zellen (CD-4CD-25,
starke FoxP3-mRNA Expression) appliziert bekameor, der schnellen Entwicklung eines
Diabetes geschitzt werden konnten. Auch konnte dsami werden, dass eine erhodhte
Expression vonFoxP3mRNA eine Erh6hung der Expression v@bD-25- und CTLA-4 auf
MRNA und Proteinebene ausldst [104]. Daraus esgdbt der starke regulatorische Einfluss von

FoxP3 auf die T-Zellaktivierung und indirekt auédtntwicklung von Diabetes [105].
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1.3.2.4. Zelloberflachenmarker: Genexpressionsmuster im Tyd Diabetes mellitus

Zur Zeit sind verschiedene Oberflachenmarker bekatia eine Rolle bei der Entstehung des
T1DM spielen. Bei Zelloberflaichenmarkern handelt sg&h um membrangebundene
Glykoproteine, welche oft zellspezifisch exprimietrden und eine Funktion als Rezeptor oder
Signalgeber besitzen.

L-Selektin (CD62L oder Leukozytenselektin) ist éwdhasionsmolekil, welches den Kontakt
zwischen Zelle (Lymphozyten, Granulozyten, Monomytaind der Gefallwand vermittelt.
Weiterhin spielt L-Selektin eine wichtige Rolle b#r Wanderung von Lymphozyten in die
peripheren Lymphknoten [102]. In einer Humanstukbante ein erhdhtek-SelektinmRNA-
Niveau in Lymphozyten von Patienten mit diabetisdRetinopathie im Vergleich zu Patienten
ohne Retinopathie nachgewiesen werden [106]. Irgeftieinen konnte fur L-Selektin bestatigt
werden, dass es nach Aktivierung der T-Zellen ubdpalten der L-Selektin Molektle zu einer
starken Expression dek-SelektinGens kommt. Der auslosende Mechanismus und die
beteiligten Komponenten zur Reexpression LeBelektinsind derzeit noch nicht identifiziert,
jedoch zeigt sich mit L-Selektin ein relevanter @lehenmarker in der Entwicklung von
Diabetes [107].

CD-25 ist ein Transmembranprotein, das als Teil Idle® Rezeptors auf aktivierten T-Zellen,
aktivierten B-Zellen, Thymozyten, Oligodendrozyteand myeloiden Vorlauferzellen
vorkommen. Nach Sakaguati al. kann die Dysfunktion von regulatorischen T-Zel(speziell
CD-4" CD-25 T-Zellen) die Ursache fiir den Ausbruch der Autoinmerkrankung T1DM
darstellen [108]. Wie unter 1.3.2.3. erklart, zegith Uber eine FoxP3 gesteuerte erhohte
Expression vorCD-25 (mRNA und Protein) ein verstarkt regulatorischerflass auf T-Zellen.
Ein Knockdown der FoxP3 Genexpression vermitteite geringe Expression vadD-25 und
fuhrte dazu, dass T-Zellen im aktivierten Zustamdblieben. Daraus ergibt sich, dass CD-25
eine Rolle wahrend der Limitierung des inflammagonien Prozesses spielt.

Neuropilin-1 (NRP-1) ist bekannt als Oberflachengim das eine Verbindung als Korezeptor zu
einem Tyrosin-Kinase-Rezeptor eingeht. Neuere 8tudionnten belegen, dass NRP-1 auf
regulatorischen T-Zellen vorkommt und nicht auf idktten T-Zellen oder anderen
Immunzellen [109]. Es konnte nachgewiesen werdeassddie Interaktion zwischen
dendritischen Zellen (DCs) und T-Zellen mittels NRReine Umlagerung des Zytoskeletts
beider Zelltypen bewirkt und somit den Aktivierustggus der T-Zellen beeinflusst [110]. Man
geht davon aus, dass ein identifizierter Polymanpiois imNRRP1 Gen einen Einfluss auf die
Entwicklung von T1DM in Kindern hat, obowoNRP-1mRNA und -Protein in den Inselzellen

des Pankreas nachgewiesen werden konnten [l %itro Versuche zeigten, dass eine Zugabe
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des regulatorischen Proteins T@eine hohe Expression vidXRP-1 in regulatorischen T-Zellen
hervorruft. In vivo konnten die NRP-1 positiven Zellen erst wahremegiinflammatorischen
Prozesses nachgewiesen werden [112]. Aufgrund ddsovhmens auf dendritischen Zellen und
der Beteiligung an der Initiation der priméaren Immantwort (Kontaktvermittlung zwischen T-

und dendritischen Zellen) stellt sich NRP-1 alevahter Marker der Immunantwort dar [113].

1.3.3. Entscheidungsbaume als statistische Methode zur Krkheitseinschatzung

Eine statistische Methode zur Krankheitseinsch&@zumd Entscheidungsfindung ist die
Erstellung von Entscheidungsbdumen. Der Ursprung Mderfahrens liegt im Bereich des
maschinellen Lernens und wird zur computergestenefnalyse biologischer Daten genutzt
[114, 115]. Unter dem Begriff des maschinellen lezxswird die Generierung von Wissen aus
Erfahrung  zusammengefasst  (kinstliche Intelligenz)Das  kinstliche  System
(Computerprogramm, (WEKA)) lernt aus den eingegeheBeispielen. Nach Beendigung alle
Rechenvorgénge wird die Verallgemeinerung der é&mere Daten in GesetzmafRigkeiten
(Regeln) prasentiert um zukinftige unbekannte Datebeurteilen. Diese Regeln werden auch
in einem Entscheidungsbaum der eine automatischesKizierung vornimmt, definiert.

Bei Entscheidungsbaumen handelt es sich um hiesatchverlaufende Baume die zur
Darstellung von spezifischen Entscheidungen genwtrtden. Eine Berechnung der Regeln
erfolgt auf Grundlage verschiedener Algorithmen.e DAIgorithmen unterscheiden sich
hinsichtlich folgender Kriterien: (1) Auswahl dettAbute und Werte der Regeln an den Knoten
des Baumes, (2) Zeitpunkt des Abbruch der Baumgaumeg und in (3) mdgliche
Nachbearbeitungsschritte  (Baumoptimierung) [116].er D am weitesten verbreitete
Berechnungsalgorithmus der eingegebenen Daten ratelling von Entscheidungsbaumen ist
ID3 und der verbesserte Nachfolger C4.5. Die Hrstigleines Entscheidungsbaumes, auf Basis
des ID3-Algorithmus, wurde erstmals 1985 durch Quiret al. beschrieben [117]. Der C4.5
Algorithmus zeigte beim Vergleich zu anderen ,Légoaithmen” eine vorteilhafte Kombination
aus Berechnungsgeschwindigkeit und Fehlerrate [llifjaltlich zeigt der genutzte C4.5
Algorithmus im Vergleich zu anderen Algorithmen eioreitere Baumstruktur mit einer
beliebigen Anzahl an Verzweigungsmaoglichkeiten, di@ bindre Regelbeschrankung entfallt.
Mit Hilfe des Berechnungsalgorithmus C4.5 wurderrelie Analysen von Genomdaten
durchgefihrt, zum Beispiel um Beziehungen zwiscBepressionsniveaus verschiedener Gene
der Hefe Saccharomyces cerevis)aau erfassen [115].

Zusammengefasst, in der Praxis werden diese BausieMathode zur automatisierten

Klassifikation von Daten genutzt um eine LésungBuatscheidungsprobleme zu finden.
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Im dargestellten Beispiel (Abb. 4), kann im Bereicter biologischen Analyse von
Genexpressionsdaten die Hohe des Genexpressioassivelie Entscheidung fur die
Klassifikation (Kein Diabetes, Diabetes) liefern.eD Entscheidungsbaum (Abb. 4) kann
ausgehend von einem Wurzelknoten ([b}lund einer beliebigen Anzahl von inneren
Blattknoten (IFNy und TNFe) gebildet werden. Der daraus entstehende Entaohgstbtaum
zeigt, dass jeder Weg von einem Wurzelknoten zemeiBlattknoten des Baumes durch eine
logische Regel repréasentiert wird die eine Antw@reiteres Blatt oder Endpunkt) durch das
entsprechende Niveau der Genexpression vorhersagt.

Das Entscheidungsbaumbeispiel (Abb. 4) zeigt eiBetscheidungsbaum fur die mdgliche
Entwicklung eines Diabetes in Abhangigkeit der Ggmession der drei proinflammatorischen
Zytokine (L-18, IFN-y, TNFa).

‘ Kein Diabetes ‘ ‘ Diabetes
Niedrlge‘ Ny " Hohe
Expression ~ Expression
—— TNF-a
Kein Diabetes ) §
Niedrige . -~ _ Hohe
Expression | FN Expression
Kein Diabetes } - =/
Niedrige ™. P Hohe
Expression .~ Expression
IL-1B

Abbildung 4: Entscheidungsbaumbeispiel fur die Pradiktion vaabBtes. Der Baum zeigt, dass in Abhangigkeit varerei

hohen Genexpression vén14, IFN-y und TNFa ein Diabetes entwickelt wird.

Der Vorteil von Entscheidungsbdumen im Gegensatzamderen Verfahren (neuronales
Netzwerk, Support-Vector-Machine) ist die Verstécitkeit des Klassifizierungsverfahrens und
die Moglichkeit zur graphischen Darstellung der dingisse. Mit dem System des
Entscheidungsbaumes kann ein bestehender Fallt |eitdssifiziert werden und die
entsprechenden Attribute (Gene; siehe Abb. 4) nalidogen werden [118].

In der biologischen Forschung wird das Verfahrea Hatscheidungsbaumes bei der Analyse
von Genexpressionsdaten zur ldentifikation assdeiieGene durch deren Expressionslevel
genutzt [115]. In dieser Studie wurden Beziehungiezelner Gene, basierend auf microArray-
Analysen, zueinander hergestellt. Dabei konnteigeneerden, dass in Abhéngigkeit von hoher-
oder niedriger Expression ausgewéhlter Ge&sw/1§ CLN1 und CDC28) das Zielgen CLN2)
hoch- oder runterreguliert wird [119]. Das Entsdoeigsbaummodell kommt auch in

verschiedenen Bereichen wie Stochastik (z.B. Vadgee von Wahrscheinlichkeiten), Medizin
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(z.B. arztliche Entscheidungsfindung) und Wirtsth@tB. Vorhersage der Kreditwirdigkeit)

vor

1.4. Pravention des Typ 1 Diabetes

Das grundsatzliche Ziel in der T1DM Forschung is¢ &ravention der Erkrankung. Die
Schwierigkeit in der Praventionsforschung liegtder Frage, was es fur Kinder und Eltern
bedeutet sich mit moglichen Krankheiten auseinang®tzen, da zum Beispiel eine genetische
Pradisposition nicht zwingend zum T1DM fihren mug¥eshalb werden hauptsachlich
Interventionsstudien durchgefihrt, die in den Psezser progressivegitZellzerstorung wahrend
der T1DM Erkrankung eingreifen und zum Erhalt det&Zellfunktion dienen.

Die derzeitigen Studien sind unterteilt in Prima@sm@ntion (vor Anzeichen der Autoimmunitat),
Sekundarpravention (nach Auftreten von Inselautk@rgern) und Tertidrpravention (bei
diagnostiziertem T1DM). Ziel der primaren- und sed#@ren Intervention ist, das Auftreten der
Erkrankung aufzuhalten oder zu verzdgern. Die @gstAvention zielt auf den Erhalt der
restlichen Betazellfunktion ab [120].

Die Priméarpraventionsstudien beinhalten Ernahrumgsellungen die Kuhmilchprodukte,
Muttermilchersatz auf Kuhmilchbasis (enthalt Rindeulin), Gluten (Bestandteil einiger
Getreidearten), Omega-3-Fettsauren (Fischproduiktg)Vitamin-D (lichtabhangige Synthese in
der Haut, natirlich vorkommend in Fettfischen) ifigtrDabei wird den Kuhmilchenprodukten,
dem Rinderinsulin und Gluten eine Erhdhung des T1RiBlkos und den Omega-3-Fettsauren
und Vitamin-D eine protektive Wirkung zugeordnet 20l Die bedeutendsten
Sekundarpraventionsstudien beinhalten Analysen zm dinflissen von Nicotinamid,
antigenspezifischen Therapien (Insulin, Proinsut®D) und Immunmodulationsexperimente
wéahrend der Entstehung von T1DM.

Aktuelle immunmodulatorische Humanstudien werdert @yclosporin, DiaPep277 [122],
anti-CD-20 monoklonaler Antikorper (Rituximab) uddm anti-CD-3 monoklonalen Antikdrper
(Teplizumab) zur Verhinderung der Progression viBbW durchgefihrt [120].

Cyclosporin hemmt indirekt tber die Bindung an @edarin die Genexpression verschiedener
Zytokine und somit die Aktivierung und Reproduktison T-Zellen. Abgeschlossene Studien
mit Cyclosporin an TIDM Patienten zeigten eine Btbdremissionsrate und 50% der Patienten
bendétigten keine Insulinsubstitution. Ein Nacht@h Cyclosporin sind Nebenwirkungen die aus
der erhbhten Kanzerogenitat, Nephro-, Gastro- uegaltbtoxizitat resultieren und somit ein

Risiko fur die Therapie an jungen Patienten ddesigll21].
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Antikorperbasierende Immunmodulationen werden aomth dem monoklonalen anti-CD-20
Antikorper (Rituximab) durchgefuhrt, welcher spesth das CD-20-Antigen auf B-Zellen
bindet und eine lang andauernde B-Zelldepletion itkéw Die Behandlung von
neudiagnostizierten T1DM-Patienten mit Rituximalhrte zu einer initialen Verbesserung mit
Erh6hung des C-Peptidspiegels, welcher jedoch Btd@ate danach wieder absank. Zuséatzlich
wurde eine Depletion von CD-18B-Lymphozyten beobachtet. Eine weitere assoziierte
Nebenwirkung von Rituximab ist aufgrund der B-Zefitketion eine hohe Infektionsgefahr durch
Viren und Bakterien [121].

Schon abgeschlossene Humanstudien mit dem anti-@B¢dklonalen Antikérper Teplizumab
erwiesen sich als vielversprechend. Die Behandfiigt zu einer messbaren Reduktion der
T-Zellen, wobei der Einfluss auf regulatorischeZ@&sse noch diskutiert wird [123]. Ein Teil der
Patienten mit neu diagnostiziertem T1DM wiesen zwehre nach der Behandlung mit
Teplizumab einen hdoheren C-Peptidspiegel im Bldtumd es wurden geringere Mengen an
Insulin substituiert, im Vergleich zu unbehanddhatienten. Die Einschrankung des Erfolges
besteht darin, dass nicht alle Patienten nach dieplizumab-Behandlung einen verbesserten
Verlauf aufwiesen und eine Behandlung nur zu kutigeen Erfolg fuhrt. Es wird davon
ausgegangen das demographische, metabolische unminmiogische Eigenschaften der
Patienten Einfluss auf die Wirksamkeit der Antilkénpehandlung haben und somit weitere
Studien erforderlich sind [124, 125].

Aktuelle Studien untersuchen den anti-CD-4 Antilg@rpyTS-177.9, dessen Wirkung darin
besteht, die CD-4T-Zell Aktivierung zu inhibieren und eine Tolerama induzieren [126]. In
Experimenten an NOD-Mausen konnte gezeigt werdass @ine CD4-Rezeptorbindung durch
den anti-CD-4 Antikorper eine Internalisation deB-&-Rezeptorkomplexes bewirkt. Diese
Internalisation fihrt zu einer Behinderung des Ti¥Beeptor-Signalweges [127]. Die
Behandlung weiblicher NOD-Mause fuhrte in 50 % deere zur Remission des T1DM
(normale Blutglukosespiegel) innerhalb von 72hdiire Gesamtdauer von 80-120 Tagen. Aus
den vielversprechenden Ergebnissen ergibt sicheé@wnantes Potential von nicht depletierenden
anti-CD-4 Antikdrpern fur die Behandlung von T1DWR[7, 128].

Seite | 24



1.5. Zielstellung

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist eine Autoimmunerikang, bei der es zur Zerstérung der
insulinproduzierenden Betazellen der Langerhansscimseln des Pankreas kommt. Die
Ursachen sind vielfaltig, unter anderem wird dersaumenhang zwischen Betazellen,
antigenprasentierenden Zellen, autoaggressivenllérZzand Umweltfaktoren wie spezifischen

Nahrstoffen und Virusinfektionen diskutiert. Da dProzess der Betazellzerstérung ohne
auB3erliche Symptome verlauft, ist es wichtig einagdostische Methode zu etablieren die
Anzeichen fur eine T1DM Manifestation offenlegt. Uaine mogliche Diabeteserkrankung
vorauszusagen fehlen derzeit geeignete Untersusmigjichkeiten, die im Einklang mit

ethischen Bedenken invasiver Eingriffe bei TIDM Hiasikogruppen stehen.

Die vorliegende Doktorarbeit sollte mit der durcfigeten Préadiktionsstudie, klaren ob die
Moglichkeit besteht im Rahmen einer einfachen Bitnehme Ruckschlisse auf das
Manifestationsrisiko einer Typ 1 Diabeteserkrankunghen zu konnen. Aufgrund der
immunologischen Gegebenheiten der LEW.1A&dm Ratte, einenTiermodelldes spontanen
Autoimmundiabetes mit einem kurzen und definierdanifestationszeitraum, eignete sich
dieses Tiermodell besonders fur die pradiktivenéxpressionsanalyse.

Dafur wurden innerhalb dieser Arbeit die mononuideédZellen des peripheren Blutes (PBMC)
der LEW.1AR1iddm Ratte hinsichtlich ihres Potentials als pradiktBmmarker zu dienen,
mittels Genexpressionsanalysen untersucht. Zu mligSenexpressionanalysen gehorte die
Untersuchung von Zytokinen, Chemokinen und weiteramunrelevanter Gene zu den
verschiedenen Stadien der Autoimmunitat: pradiabké Phase (Tag 40-50), progrediente
Inselinfiltration (Tag 50-60) und offener Diabef{e® Tag 60). Die Ergebnisse wurden mit Hilfe
einer bioinformatischen Generierung von Entschegdbdumen (Decison-Tree) analysiert.
Abschliel3end besteht der Nutzen dieser Studie darihminimalem Aufwand, in Form einer
Blutprobe, pradiktive Aussagen zum Risiko einer MLBrkrankungen treffen zu kdnnen.

Veranlasst durch die relative Bedeutung der paskdeainierenden Lymphknoten (PLNs) fir
den Infiltrationsprozess wurde eine Korrelation geédiktiven Genexpressionsanalysen von
PBMCs und PLNs mit den Infiltrationsprozessen daskifeas angestrebt. Es ist bekannt, dass T-
Zellpopulationen einen entscheidenden Effekt aubAomunprozesse ausiiben und autoreaktive

T-Zellen in der Lage sind, Diabetes zu transferiere

Seite | 25



Daraus ergab sich als weiteres Ziel dieser Arlpmtzgische Veranderungen der Genexpression
der PBMCs zu untersuchen, die durch den monokldaonamodulatorischen anti-CD-4
Antikérper RIB5/2 im LEW.1ARliddm Rattenmodell induziert wurden. Die Vorarbeiten
zeigten, dass die Bindung des RIB5/2 Antikorpers den CD-4 T-Zellkorezeptor zur
Internalisierung des CD4-Antikorperkomplexes fuhuhd somit die T-Zellen behindert.
Zusatzlich konnte eine signifikante Reduktion ddmti@tesinzidenz wahrend der Phase der
Inselinfiltration beobachtet werden. Die Pravenssmdie mit dem modulierenden anti-CD-4
Antikdrper RIB5/2 sollte zeigen, inwiefern durchediSuppression der T-Zellaktivierung
entscheidende regulierende Marker auf Ebene derexpeession im LEW.1ARiddm
Rattenmodell existieren und wirken. Aus den zweigdmten Hauptzielen der Pradiktions- und
Praventionsanalyse ergaben sich fur die vorliegerdektorarbeit folgende zentrale

Fragestellungen:

1. Spiegelt sich der zeitliche Verlauf der verschiesteStadien der Autoimmunitat
im Genexpressionsprofil der PBMC wider?

1.1. Wie korreliert das Genexpressionsprofil der PBME aleim des Pankreas
drainierenden Lymphknotens?

1.2. Ist es moglich, auf Basis der Genexpression, nmit Batscheidungsbaummodell
einzelne relevante Biomarker fur den Infiltratioregess zu identifizieren?

1.3. Besitzen die Genexpressionsprofile der PBMC eimédiktiven Wert im
Hinblick auf die Diabetesentstehung?

2. Wie andert sich das Genexpressionsprofil des pergphBlutes nach einer
RIB5/2 Antikorper Intervention im LEW.1ARIMdm Tiermodell?

2.1. Lassen sich die Ergebnisse der PraventionsanalyBeziehung zu den
Ergebnissen der Genexpression der Pradiktionsanaétzen?
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Tabelle 1: Liste genutzter Chemikalien.

Chemikalien

Aceton

Albumin Fraktion V
Chloroform

Cytoseal XYL

Diethylether
Diethylpyrocarbonat

Eosin

Essigsaure

Ethanol abs. (96 %)

Ethanol vergallt (70 %)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formafix 4 %

Glycerol

Glycogen

Hamatoxylinldsung nach Delafield
Histopaque-1077

Isopropanol

Nuklease freies Wasser

PBS 10x

Oligonukleotide

random Hexamer Primer
RNasin

Roti-Histol

Tissue-Tek O.C.T. Compound
Triton X-100

Hersteller

J.T. Baker
Carl Roth GmbH
J.T. Baker
Thermo Scientific
J.T. Baker
Carl Roth GmbH
Merck
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
Merck
J.T. Baker
Sigma Aldrich
Fermentas
Carl Roth Ginb
Sigma Aldrich
J.T. Baker
Qiagen
PAA
Fermentas
BioTez Berlin
Promega
Carl Roth GmbH
Sakura
Sigma Aldrich
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2.1.2. Kits

Tabelle 2: Liste genutzter Kits.
Kit
gDNA-free Set
PCR-Array Inflammatory Response & Autoimmunity
pegGold Trifast
Roti-Mount Fluorcare Dapi
Superscript Il Reverse Transcriptase

Tagman Mastermix

2.1.3. Gerate

Tabelle 3: Liste genutzter Geréte.
Gerate

Advia 2120
Blutzucker-Teststreifen
Blutzucker-Teststreifen-Messgeréat
Cryostat CM 3050S

Fluoview FV10i
Gradienten-PCR-Cycler
Injektionskanule 0,8 x 120mm
Lichtmikroskop
Kahlzentrifuge Mikro 22R
Nanodrop-2000

Real Time PCR AB7900
Rotationsmikrotom RM2235

2.1.4. Puffer und Losungen

DEPC-PBS

1000 mlAqua dest.
0,1 % (v/v) DEPC

Inkubation Gber Nacht bei RT, Autoklavieren zurktigierung von DEPC

Eosinlésung

1 g Eosin
200 mlAqua dest.2 Tropfen Eisessig (ggf. filtrieren)

Hersteller
Ambion
Bdsciences
PeqglLab
Carl Roth GmbH
Invitroge

Applied Biosystems

Hersteller
Siemens
Abbott
FreestyleeBomLite
Leica
Olympus
Sensoquest
Braun
Zeiss
Hettich Zentrifugen
PeglLab
Applied Biosystems
Leica
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Hamatoxylinlésung

30 ml Hamatoxylin nach Delafield
270 mlAqua dest.

2.1.5. Tagman-Sonden

Tabelle 4. Auflistung der verwendeten Tagman-Sonden

Bezeichnung
Glycerinaldehyd-3-Phosphat

Dehydrogenase (GAPD
Tumor Nekrose Faktar (TNF-a)

Interferony (IFN-y)

Interleukin 18 (IL-1p)

Interleukin 4 (IL-4)

Interleukin 10 (I1-10)

L-Selektin (CD-62L)

Cluster of Differentiation 25 (CD-25)
Transforming Growth Factdy (TGFf)
Neuropilin 1 (NRP-1)
Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3)
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

(CTLA-4, CD152)

2.1.6. Antikdrper

Tabelle 5. Liste genutzter Antikorper.
Antikorper
Anti Maus Alexa Fluor 488

Anti Meerschweinchen Alexa Fluor 594

Anti Ratte Anti Glucagon

Anti Ratte Anti Insulin

Anti Ratte Anti-TCR alpha + TCR beta

Kat.Nr.
4352338E

Rn99999017_m1l
Rn99999014 m1l
Rn99999009_m1
Rn01456866 m1l
Rn01483989

Rn01483265 m1l
Rn00565865 m1
Rn01475962_m1l
Rn01426691 m1l
Rn01525085_m1
Rn01437152_m1

Kat.Nr.
715545151
706585148
ab10988
ab7842
ab139367

2.1.7. Tiermodelle und Tierhaltung

Funktion
Glukosemetabolismus

(interne Kontrolle
Proinflammatorisches Zytokin

Proinflammatorisches Zytokin
Proinflammatorisches Zytokin
Antiinflammatorisches Zytokin
Antiinflammatorisches Zytok
T-Zelloberflachenprotein
T-Zelloberflachenprotein
Proliferationsregulatorprotein
T-Zelloberflachenprotein
Transkriptionsregulator
T-Zellterminationssignal

Hersteller
dianova
iandva
Abcam
Abcam
bcam

Das LEW.1AR1iddm Rattenmodell und der dazugehorige LEW.1AR1 Kofgtamm wurden

im Institut for ,Experimentelle Chirurgie und zealie Versuchstierhaltung® gezichtet und
gehalten. Alle Tierversuche wurden gemafll der Tisnahsrichtlinien genehmigt und
durchgefuhrt (Akz.: 7221.3-1.1.-055/09).

Raumtemperatur von 20 + 2 °C und einem Hell — Dimrykus von jeweils 12 Stunden. Die

Die Haljunder Tiere erfolgte bei einer
Tiere erhielten ein kommerzielles, pelletierteseAdfuttermittel der Firma ssniff© und Wasser

ad libitum
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2.2. Methoden
2.2.1. Untersuchungen am LEW.1AR1iddm Rattenmodell

Die Blutglukosekonzentration wurde zweimal die Weclkab dem 40. Lebenstag mittels der
Glukoseoxidasemethode bestimmt. Dazu wurde denefidBlut aus der Schwanzvene
entnommen und mit Blutzucker-Teststreifen/Gerateglstyle-Freedom-Lite* analysiert. Nur
normoglykamische Tiere (Blutglukose < 7,8 mmol/rden fur die Studie genutzt, wobei Tiere
nach Diabetesmanifestation getotet oder weiteraagtpvurden. Innerhalb dieser Studie wurden
die Tiere zu den Untersuchungszeitpunkten von 80,50, 55 und 60 Tagen mit Hilfe einer
CO,-Narkose getotet. Nach dem Abtoten wurde mittelszplenktion das Vollblut entnommen
und in EDTA-RGhrchen asserviert. Die Pankreas dérs@nden Lymphknoten, das Pankreas und

die Milz wurden dem Tier entnommen, gewogen un@iRizolfir RNA-Isolation aufbewahrt.
2.2.2. CD4-Immunmodulation durch den monoklonalen Antikorper RIB5/2

Der monoklonale Antikdrper RIB5/2 wurde am Institiitr Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie der Universitat Rostock durch Immmsierung von Mausen mit Hilfe
aktivierter T-Zellen generiert. Bei dem mAb RIB5fandelt es sich um einen nicht-
depletierenden Antikérper. Nicht-depletierende Riwper fihren zu einer geringen Reduktion
der Zellzahl (Apoptose). Das Prinzip der Modulatidarch den RIB5/2 Antikorpers besteht
darin Uber die Bindung (Abb. 5) des CD-4 T-Zellkmgptors eine Internalisierung oder
~Shedding” (Abtrennen der Antikdrper-Rezeptorkonxele des CD4-Antikdrperkomplexes zu
induzieren. Bleibt die CD-4T-Zelle erhalten, so ist sie in der Lage zu eirsgréteren Zeitpunkt

erneut den CD-4 Rezeptorkomplex zu exprimieren.

Apoptose

ejio

nA A,

S

Vi Shedding
tiCD4 mAb  ## , | 3; L
w AN, _ L
A nA A A
CD4-Rezeptor I v
CD4™ T-Zelle Capping Internalisation CD4 T-Zelle

Abbildung 5: Schematische Darstellung des anti CD-4 mAb Wirkraa@mus. Die Bindung (Capping) des anti CD-4 mAb an
den CD-4-Rezeptor verursacht die Internalisierung &eedding des Antikdrper-Rezeptorkomplexes. Beiredse@ir geringen

Anzahl der CD-4 T-Zellen wird Apoptose induziert.
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Die RIB5/2 Antikoérperbehandlung wird genutzt um einToleranz gegenuber der
Betazellzerstorung innerhalb der kritischen Phaselnlselinfiltration zu induzieren. Fur diese
Methode wurde den pradiabetischen LEW.1ABdm Ratten der RIB5/2 Antikorper
intraperitoneal (5 x 5 mg Ab/kg b.w.) im Alter val® bis 48 Tagen im Abstand von 2 Tagen
injiziert. Fur RNA-basierende Genexpressionsanalyserde den Ratten zu den Zeitpunkten 40,
50 und 60 Tagen maximal 500 pl Vollblut entnommdie, mononukleére Zellphase gewonnen
und RNA isoliert.

2.2.3. Paraffinierung von Organen

Immunfluoreszenzfarbungen fir Insulin, Glukagon deda, 3 T-Zellrezeptor wurden wie folgt
durchgefihrt. Bevor eine Anfertigung von Gewebegtdm erfolgen konnte, sind die fixierten
Organe in Paraffin eingebettet worden. Die Organsden direkt nach der Entnahme in ein 2 mli
Eppendorfgefald tberfihrt und dann mit 4 %igem Féridsung fixiert. Vor Beginn der
Paraffinierung wurde die Formafix erneuert und htisBend die einzelnen Organe in eine
Kassette eines Einbettautomaten uberfuhrt. Zur &sgerung der Organe folgte dann eine
aufsteigende Alkoholreihe (60 %, 80 %, 90 %, aldsBthanol) mit finalen Eintauchen in Roti-
Histol Losung. Die Organe in den Kassetten, wunaérflissigem Paraffin Giberschichtet und in
kleine Plastikkassetten tberfiihrt. Nach Aushartes Baraffins wurden die Gewebebldcke bei

RT gelagert und unmittelbar vor dem Anfertigen @Gewebeschnitte bei -20 °C vorgekuhlt.

2.2.4. Haematoxylin und Eosin Farbung (H&E)

Die H&E-Farbung wurden genutzt um mdogliche lymphérg Infiltrationen in den Inseln des
Pankreasgewebes der LEW.1ARItiMm Ratte nachzuweisen. Von den paraffinierten Organen
wurden fur alle Farbemethoden 1 pum dicke Gewebdésehmit dem Rotationsmikrotom
angefertigt. Zu Beginn der H&E-Farbung wurden dibjeRttrager mit den darauf fixierten
Gewebeschnitten zur Entparaffinierung zweimal 8 mieiner mit Rotihistol gefillten Kivette
getaucht. Die Objekttrager wurden in eine abstelgdithanolreihe (1x96 %, 1x80 %, 1x60 %)
fur 5 min Gberfuhrt. Die Hydratisierung erfolgter fa min in Aqua destDie Schnitte wurden
nachfolgend fur 30 min in die Haematoxylinlosungtageht und schlie3lich fir 2 min in
lauwarmes Leitungswasser getaucht. Die Eosinfarleuiodgte im Anschluss fir 2 min mit einer
nachfolgenden dreimindtigen Spilphase in einer Kévenit Leitungswasser. Der folgende
Ethanolreihe (1x60 %, 1x80 %, 1x96 %, jeweils h)liente der Dehydratisierung der Schnitte
bis zur letzten Inkubation in Rotihistol fur 5 miAbschlie3end wurden die Schnitte mit dem
Eindeckmedium (Cytoseal-XYL) und einem Deckglaschersigelt.
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2.2.5. Immunfluoreszenzfarbung von Insulin und Glukagon

Fur die Immunfluoreszenzfarbung von Insulin und Kalgon wurden 1 pum dicke
Paraffinschnitte des Pankreas angefertigt. Andgéahd wurden die Schnitte fur 24 h bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Entparaffinieruniplgte in mehreren Schritten fir jeweils
5min in Rotihistol, gefolgt von einer Lésung (50 Rotihistol/50 % abs. Ethanol) und
abschlieRend einem absteigendem Alkoholreihe (93@856, 50 %). Nachfolgend wurden die
Schnitte dreimal in PBS-L6sung gesptilt und bei RT30 min in einer 2 % BSA/PBS LOsung
geblockt worden. Nach Entfernen der Blocklosung dear die Schnitte mit dem
Primarantikorper fur Insulin oder Glukagon in eide200 Verdinnung (2 % BSA in PBS) fur
2 h bei 37 °C in einer Inkubationskammer aufbewahmschlielend wurden die Schnitte 3x mit
PBS gespilt und mit dem Sekundarantikérper fir linsund Glukagon in einer 1:500
Verdinnung (2 % BSA in PBS) fur 1 h bei RT untecHtabschluss aufbewahrt. Es folgte ein
weiterer Waschschritt. Die Objekttrager wurden kest getupft und mit Eindeckmedium
(Roti-Mount FluorCare) und einem Deckglaschen dilegkt. Die Auswertung erfolgte am

Fluoview-FV10i Fluoreszenzmikroskop.

2.2.6. Immunfluoreszenzfarbung des T-Zellrezeptors

Fur die Immunfluoreszenzfarbung desp T-Zellrezeptors von lymphozytaren Infiltrationen
innerhalb des Pankreas wurden 5 pum dicke Kryodehrahgefertigt. Die Schnitte wurde
wéahrend des Farbevorganges aufgetaut und dannS5fanirl in eiskaltem Aceton fixiert und
anschlieend mit PBS gespult. Die gespulten Sehmitirden bei RT fir 30 min mit einer
2 %igen BSA/PBS Losung geblockt. AnschlieBend wudde Blocklésung entfernt und die
Schnitte mit dem Primérantikérper mit 1:200 Vendiing (2 % BSA in PBS) fir 2 h bei 37 °C
in einer Feuchtekammer inkubiert. Die Schnitte veumrchachfolgend dreimal mit PBS gespiilt
und mit dem 1:500 (2 % BSA in PBS) verdinntem Sdioantikbrper fur 1 h bei RT im
dunklen inkubiert. Die Schnitte wurden im Anschl@ssmit PBS gespult und die Objekttrager
trocken getupft. Zur Konservierung wurde das Eikdesdium Roti-Mount FluorCare

verwendet. Die Auswertung erfolgte am Fluoview-FVERioreszenzmikroskop.

2.2.7. Bestimmung der Betazellmasse

Fur die Bestimmung der Betazellmasse (in mg) wurdendchst sechs Paraffinschnitte des
Pankreas pro Tier, im Abstand von 200 um pro Eben@sgesamt drei Ebenen angefertigt.
Anschlie3end wurde eine Entparaffinierung der Stdnind eine Immunfluoreszenzfarbung des

Insulins durchgefuhrt. Am Fluoview-FV10i Fluoreszaemkroskop wurde die Flach aller
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insulinpositiver Langerhanssche Inseln berechnét.dte Berechnung der Flache wurden die
Bereiche mit einer Funktion des ComputerprogrammbsOFASW 2.0 vermessen und berechnet.
Zur Bestimmung der Betazellmasse wurde das Pargeeasht (in mg) mit dem prozentualen

Anteil der Betazellflache multipliziert. Der prozeale Anteil der Betazellflache ergab sich aus

der Division der Gesamtflache der Inseln durch@kesamtflache des Gewebeschnittes [129].

2.2.8. Automatisierte hamatologische Untersuchung

Das Differentialblutbild bestimmt unter anderem dénteil der weil3en Blutkérperchen wie
Granulozyten (neutrophile, eosinophile, basophileymphozyten und Monozyten des
Vollblutes. Nach Abtéten der Untersuchungstiere,dem Zeitpunkten 40, 45, 50, 55 und 60
Tagen wurde das Vollblut mittels Herzpunktion emumoen und in EDTA-RO6hrchen
aufbewahrt. Zuvor wurden die Blutproben und die Validierung nétigen Kontrollen mit einem
Invertierer bei RT gemischt. Die Blutproben wurdeor der Messung durch Zugabe
physiologischer Kochsalzlésung im Verhaltnis 1:4duauf ein Messvolumen von 200 pl
verdunnt. Die Messung des Differentialblutbilde®lgte automatisiert am ADVIA-2120i. Die
Quantifizierung wurde uber zwei verschiedene Leyt@messmethoden ermittelt. Methodisch
werden zuerst die Erythrozyten lysiert und mit sgleen Reagenzien (Phthalsaure und HCI)
versetzt um im letzten Schritt mit einer Laserdidm@ einer Wellenlange von 670 nm eine
Separierung der Zellkerne und basophilen Granudozytinsichtlich der Chromatindichte
durchzufiihren. Die zweite Messemethode erfolgt ietoRidase-Messkanal mit Hilfe einer
Halogenlichtquelle, wo zuerst die Erythrozyten éysiund die Leukozyten gefarbt werden
(Chloro-Naphtol und BED;) um unter hydrodynamischer Fokussierung einzelredled
quantifizieren zu kénnen. Auf Grund des zellulaEwrymmusters (endogene Peroxidase) und
der Zellgrol3e konnen die Zellpopulationen von Glaryten (neutrophilen, eosinophilen,
basophilen), Monozyten und Lymphozyten quantifiziexd am Computer in den Mal3einheiten

% und Zellen/pl dokumentiert werden.

2.2.9. Isolation mononuklearer Zellen

Fur die vergleichenden Genexpressionsanalysen d&phpren Blutes innerhalb des
Rattenstammes LEW.1AR#ldm wurde die mononukleadre Zellphase aus dem Vollishiiert.
Das Vollblut wurde nach dem Abt6ten der Tiere nsttderzpunktion und einer 5 ml Spritze
entnommen und in EDTA-ROhrchen Uberfihrt um eined(ation zu verhindern. Mit Hilfe
einer Dichtegradientenzentrifugation konnte die orarkleare Zellphase isoliert werden. Hierfur
wurde 4 ml DEPC (Reagenz zur Inhibierung von Rilkbeaseaktivitat) behandeltes PBS mit
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2 ml Vollblut in einem 15 ml Polystyren-Réhrchemgscht (Abb. 6A). Mit einer 12 cm langen

Kanile wurden 4 ml Histopaque-1077 unter das verinVollblutgemisch geschichtet
(Abb. 6B) und bei 1600 Upm fir 30 min bei RT zeuigiert.
A B C

Abbildung 6: Ablauf einer Dichtegradientenzentrifugation im Biet(A) zeigt das Gemisch aus 1,5 ml Blut und 4DRPC-
PBS. (B) zeigt das verdiinnte Blut mit 4 ml untersieteétem Histopaque-1077. (C) zeigt die mit Pfeilemkieste mononukleare
Zellphase nach der Zentrifugation.

Nach der Zentrifugation wurde die oberste Phaseemér Pipette abgenommen und verworfen
(Abb. 6C). Die mononukleéare Zellphase (Abb. 6C, ktenung durch Pfeile) wurde in ein neues
2 ml Eppendorfgefal tberfihrt und mit PBS aufgefilie Pelletierung der Zellen erfolgte

durch Zentrifugation bei 4200 Upm fur 5 min bei RAbschlieRend wurde der Uberstand

verworfen und das Pellet in flissigen Stickstoffgafroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.10RNA-Isolation aus mononukleédren Zellen

Die Zellpellets wurden fur die RNA-Isolation mitmdl peqGOLD-TriFast Reagenz durch
Pipettieren resuspendiert. Die Proben verblieberdaust fir 5 min bei RT um eine Dissoziation
der Nukleotidkomplexe zu gewéhrleisten. Je ml pegBOrifast wurden 0,2 ml Chloroform

dazugegeben, die Proben fur 15s kraftig geschiuttet fur 10 min bei RT inkubiert.

Anschlie3end wurden die Proben fir 5 min bei 120Q0zentrifugiert um eine Phasentrennung
zu erlangen. Es bildete sich eine untere rote Ri@hloroform-Phase, eine obere farblose
wassrige Phase und eine dazwischenliegende Insaphaie sich ausschliel3lich in der
wassrigen Phase befindende RNA wurde in ein neuak Eppendorfgefal® tberfuhrt und mit

dem gleichen Volumen Isopropanol gemischt. Aufgruled Erwartung geringer Mengen an
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RNA, wurden als Carrier fur die Prazipitation dai&R 70 pg Glykogen pro 1 ml peqGOLD-
TriFast Reagenz dazugegeben. Die Proben wurdersgetund fiir 15 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurde die RNA fir 10 min bei 12000 x gduh°C in der Zentrifuge gefallt. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimallmml 75 %igem Ethanol durch Vortexen
und Zentrifugation (5 min, 12000 x g, 4 °C) gewasthDas RNA-Pellet wurde an der Luft
getrocknet und in RNase-freiem Wasser eluiert. BidA-Konzentration wurde mit dem
Nanodrop2000 bestimmt.

2.2.11cDNA-Synthese

Die Methode der cDNA-Synthese wurde genutzt um iaaberter einzelstrangiger RNA mit
Hilfte einer DNA-Polymerase (Reverse Transkriptasgipe komplementdre cDNA zu
synthetisieren. Die synthetisierte cDNA wurde fieaRime-PCR Analysen verwendet. Die
cDNA-Synthese wurde nach folgendem Protokoll duectigrt.

Tabelle 6. Ansatz einer cDNA-Synthese.

cDNA-Synthese Protokoll Konzentration Menge (ul)
dNTPs (Mix) 10 mM 8
Hexamerprimer 100 pmol 15
DTT 0,1M 1
First Strand Puffer 5x 5
RNasin 40 U/ul 0,5
Superscript | 200 U/u 1
RNA 200 ng/ul 1
Aqua dest. - 7
Gesamtvolumen - 25

Tabelle 7. Thermocyclerprotokoll einer cDNA-Synthes

cDNA-Sythes Temperatur (°C Reaktionszeit (mir
Synthese 42 120
Pause 4 00

2.2.12Real-Time Tagman PCR Analyse

Die quantitative Real-Time PCR (Polymerasekettekii@a) wurde genutzt um die synthetisierte
cDNA hinsichtlich spezifischer Genexpressionsigrmlaintersuchen. Die gemessenen Ct-Werte
(Cycle Threshold) wurden gegen ein internes Refgyem, GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase), normalisiert und dieivel®@uantifizierung des Produktes (Zielgen)
erfolgte mit delAA-Ct Methode. Der Real-Time PCR Ansatz erfolgte natiendem Protokoll.
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Tabelle 8. Protokoll eines Real-Time PCR Ansatzes.

Real-Time PCR Ansatz Konzentration Menge (ul)
Tagman Mastermix 2X 10
cDNA-Synthese Ansatz 20x 1
Tagman Sonde 20x 1
Aqua dest. - 8
Gesamtvolumen - 20

Der Real-Time PCR Ansatz wurde fur jede Sonde irpliRat in eine 96-Well Platte pipettiert
und mit einer optisch adhesiven Folie versiegele 86-Well Platte wurde dann fir 15 s bei
1000 Upm zentrifugiert um vorhandene Luftblaseremtfernen. AnschlieRend wurde die Platte
in den ABI-7900HT Real-Time PCR-Cycler gestellt uashe relative Quantifizierung nach
folgendem Protokoll durchgefihrt.

Tabelle 9. Thermocyclerprotokoll fur eine Real-TiRER.

Rea-Time PCF Temperatur (°() Reaktionszeit (mir

Enzym Optimierung 50 2

Tag- Aktivierung 95 10

Denaturierung 95 0,25 40
Elongation 60 1 Zyklen

Die Ergebnisse der Real-Time PCR wurden in einesg&bedatei (Format *.sds) gespeichert
und in dem geratespezifischen Programm RQ-Managegeavertet. Die Ausgabe der
Ergebnisse erfolgte in Form der Ct-Werte welchefaigenden Formeln verrechnet wurden.

Tabelle 10AACt-Berechnungsformel fiir Ausgabe in ,Fold-Change*.

ACt = Cﬁie|gen— CtReferenzgen
AACt = ACltnfiitriertes Tier — ACU nicht infiltriertes Tier
Ratio = 2

Tabelle 11. Berechnungsformel fir Ausgabe derivaatGenexpressionswerte.
Zielgen (FAM) = 2 Referenzgen (VIC) =2
Zielgen (FAM) = 1/2" Referenzgen (VIC) = 12
(Zielgen (FAM) / Referenzgen (VIC)) x 10

2.2.13Rat Inflammatory Response & Autoimmunity PCR-Array

Innerhalb dieses SybrGreen basierenden PCR-Arraste®g wurden 88 Gene die an
Entzindungs- und Autoimmuntitatsprozessen betesligd mittels Real-Time PCR untersucht.
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Hierfir wurde die RNA zuerst einer Eliminierung v@enomischer DNA nach folgendem
Protokoll unterzogen. Die fur die genomische DNAntthierung und cDNA-Synthese nétigen

Reagenzien waren Bestandteil des erworbenen Kits.

Tabelle 12. Protokoll zum Ansatz zur Eliminierurengmischer DNA.

genomische DN-Eliminierunc Konzentratiol Menge (ul
RNA 25 ng- 5 ug/10 pl variabel
GE gDNA Eliminierungspuffer 5X 2
Aqua dest. - variabel
Gesamtmenge - 10

Der pipettierte Ansatz wurde gut durchmischt undzkezentrifugiert um fur 5 min bei 42 °C
inkubiert zu werden. Im Anschluss wurde der An$atanindestens 1 min auf Eis gestellt.

Tabelle 13. Protokoll zum Ansatz der cDNA-Synthese.

cDNA Synthese Ansa Konzentratiol Menge (ul
BC3 RT Puffer 5x 4
P2 Primer&Externe Kontrolle Mix - 1
RE3 RT Enzyme Mix - 2
Aqua des - 3
gDNA Eliminierungs Mix - 10
Gesamtvolumen - 20

Der cDNA Synthese Ansatz wurde vorsichtig mit eiRguette gemischt und fir exakt 15 min
bei 42 °C in einem Thermoblock inkubiert. Um dieaR@on zu stoppen wurde der Ansatz fur
5 min auf 95 °C erhitzt und dann auf Eis gest&lit.dem 20 ul cDNA Synthese Ansatz wurden
91 ulAqua destzugefuigt, gut gemischt und bis zur weiteren Veruegry auf Eis inkubiert.

Tabelle 14. Protokoll zum Ansatz der Real-Time PCR.

Real-Time PCR Ansatz Konzentration Menge (ul)
SABiosciences RT2 Mix 2X 1350
verdinnter cDNA Mix 26,4x 102
Aqua des - 124¢
Gesamtmenge - 2700

Tabelle 15. Layout des 96er PCR Arrays Rat InflatonyaResponse and Autoimmunity.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Bcl6é C3 C3arl C4b Ccll Ccll1 Ccl12 Ccl17 Ccl19 IZc  Ccl20 Ccl21
B Ccl22 Ccl24 Ccl25 Ccl3 Ccl4 Ccls Cclé Ccl7 Ccrl crg Ccr3 Ccrd
C Cer7 Cdi4 Cd40 Cd40I¢ Cebpo Crp Csfl Cxcll Cxcl1@xcl11 Cxcl2 Cxcl3
D Cxcl5 Cxcl9 Cxcr2 Cxcra Faslg Fos Ifng 1110 IIBOr  ll17a 118 llila
E 111b l11r1 ll1rap l11rn 1122 1123a 1123r 115 116 ler 17 lI8ra
F 19 Itgb2 Kngl Lta Ltb Ly96 Myd88  Nfkbl Nos2 N3 Ptgs2 Ripk2
G Sele Tirap Tirl TIr2 TIr3 Tird TIr5 TIr6 TIr7 Tnf Tnfsfl4  Tollip
H Actb B2m Hprtl Ldha Rplpl RGDC RTC RTC RTC PPC CPP PPC
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Tabelle 16. Genbelegung des Rat Inflammatory Respand Autoimmunity Arrays.

Position
AO1
A02
A03
A04
A05
A06
AQ7
A08
A09
Al0
All
Al2
BO1
B02
B0O3
B04
B0O5
B06
BO7
B08
B09
B10
B11
B12
co1
C02
Co03
Cco4
CO05
Co06
Cco7
Co08
Cc09
Cc1o0
Cl1
C12
DO1
D02
D03
D04
D05
D06
D07
D08
D09
D10
D11
D12
EO1
EO02
EO03
EO04
EO05
E06
EO07

Unigene
Rn.20571
Rn.11378
Rn.9772
Rn.81052
Rn.157282
Rn.10632
Rn.137780
Rn.46679
Rn.12445
Rn.4772
Rn.10722
Rn.39658
Rn.48727
Rn.138822
Rn.140677
Rn.10139
Rn.37880
Rn.8019
Rn.7857
Rn.26815
Rn.34673
Rn.211983
Rn.9890
Rn.81076
Rn.16815
Rn.42942
Rn.25180
Rn.44218
Rn.6479
Rn.16463
Rn.83632
Rn.10907
Rn.10584
Rn.13664
Rn.10230
Rn.10525
Rn.44449
Rn.7391
Rn.90347
Rn.44431
Rn.9725
Rn.103750
Rn.10795
Rn.9868
Rn.22261
Rn.218513
Rn.11118
Rn.12300
Rn.9869
Rn.9758
Rn.10511
Rn.162640
Rn.195879
Rn.81073
Rn.134349

GeneBank
NM 001107084
NM_016994
NM_032060
NM_031504
XM_00106759C
NM_019205
NM_00110582Z
NM_057151
NM_001108661
NM_031530
NM_019233
NM_001008513
NM_057203
NM_001013045
NM_001037203
NM_013025
NM_053858
NM_031116
NM_001004202
NM_001007612
NM_020542
NM_021866
NM_053958
NM_133532
NM_199489
NM_021744
NM_134360
NM_053353
NM_024125
NM_017096
NM_023981
NM_030845
NM_139089
NM_182952
NM_053647
NM_138522
NM_022214
NM_145672
NM_017183
NM_022205
NM_012908
NM_022197
NM_138880
NM_012854
NM_001107111
NM_001106897
NM_019165
NM_017019
NM_031512
NM_ 013123
NM_012968
NM 022194
XM_ 576228
NM_130410
XM_001072576

Symbol
Bcl6
C3

C3arl
C4b
Ccll

Ccll1
Ccli2

Ccl17

Ccl19
Ccl2

Ccl20
Ccl21

Ccl22
Ccl24
Ccl25
Ccl3
Ccl4
Ccls
Ccl6
Ccl7
Ccrl
Ccr2

Ccr3
Ccrd
Ccer7
Cdi4
Cd40

Cd40Ig

Cebpb
Crp
Csfl

Cxcll

Cxcll10

Cxcll1

Cxcl2

Cxcl3

Cxcl5

Cxcl9

Cxcr2

Cxcrd

Faslg

Fos
Ifng
1110
1110rb
117a
1118
Il1a
11b
111rl.

Il1rap
l11rn
1122
1123a
1123r

Beschreibung
B-cell CLL/lympho®a
Complement component 3
Complement componame8eptor 1
Complement component 4B
Chemokine (C-Cithigand 1
Chemokine (C-C maigfnd 11
Chemokine (C-Gifinigand 12
Chemokine (C-C maigfnd 17
Chemokine (C-Cifnligand 19
Chemokine (C-C motiahd 2
Chemokine (C-C mdigfnd 20
Chemokine (C-Cifnligand 21
Chemokine (C-C mdignd 22
Chemokine (C-Gfin@gand 24
Chemokine (C-Gifin@and 25
Chemokine (C-C mdignd 3
Chemokine (C-C mdigfand 4
Chemokine (C-C motgahd 5
Chemokine (C-C mdgand 6
Chemokine (C-C tiigand 7
Chemokine (C-C motfeptor 1
Chemokine (C-C motifeptor 2
Chemokine (C-C motfaptor 3
Chemokine (C-C motifeptor 4
Chemokine (C-C motifeptor 7
CD14 molecule

CD40 molecule, TNepEmr superfamily member 5

CD40 ligand

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta

C-reactive protein tzetn-related
Colony stimulatingdad (macrophage)
Chemokine (C-X-C fditjand 1
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
Chemokine (C-X-C motif) ligand 11
Chemokine (C-X-C fditjand 2
Chemokine (C-X-C fdijand 3
Chemokine (C-X-C mdiyand 5
Chemokine (C-X-C mdtgand 9
Chemokine (C-X-C faéceptor 2
Chemokine (C-X-C faoéceptor 4
Fas ligand (TNF s@#weitf/, member 6)
FBJ osteosarcoma eneog
Interferon gamma
Interleukin 10
Interleukin 16egtor, beta
Interleukin 17A
Interleukin 18
Interleukin 1 alpha
Interleukin 1 beta
Interleukin 1 receptgpe |
Interleukin 1 reoepiccessory protein
Interleukin 1 rece@tntagonist
Interleukin 22
Interleukin 23, alghbunit p19
Interleukin 28ator
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EO08 Rn.44227 NM_021834 15 Interleukin 5

E09 Rn.9873 NM_012589 116 Interleukin 6

E10 Rn.1716 NM_017020 l6r Interleukin 6 receptor

E1l1 Rn.10793 NM_013110 7 Interleukin 7

E12 Rn.138115 NM_019310 [18ra Interleukin 8 recepalpha

FO1 Rn.92374 NM_001105747 19 Interleukin 9

F02 Rn.42962 NM_001037780  Itgbh2 Integrin, beta 2

FO3  Rn.128333 NM_012696 Kngl Kininogen 1

FO4  Rn.160577 NM_080769 Lta Lymphotoxin alpha (T9iperfamily, member 1)

FO5 Rn.203016 NM_212507 Ltb Lymphotoxin beta (Tdliperfamily, member 3)

FO6 Rn.141496 NM_001024279  Ly96 Lymphocyte antigén

FO7 Rn.37341 NM_198130 Myd88 Myeloid differentiation primary response gene 88

FO8 Rn.2411 XM 342346 Nfkb1l Nuclear factor of kappa light polypeptide gene emea in
BC1

F09 Rn.10400 NM_012611 Nos2 Nitric oxide synthaseducible

F10 Rn.90070 NM_012576 Nr3cl Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1

F11 Rn.44369 NM_017232 Ptgs2 Prostaglandin-endajmi synthase 2

F12 Rn.102179 XM 342810 Ripk2 Receptor-interactiegne-threonine kinase 2

G01  Rn.10359 NM_138879 Sele Selectin E

G02 N/A XM _001055833 Tirap  Toll-interleukinl recep(TIR) domain-containing adaptor
prot.

G03 Rn.107212 NM_001172120 Tirl Toll-like receptor

G04 Rn.46387 NM_198769 TIr2 Toll-like receptor 2

GO05 Rn.15273 NM_198791 TIr3 Toll-like receptor 3

GO06 Rn.14534 NM_019178 TIr4 Toll-like receptor 4

GO07 Rn.198962 NM_ 001145828 TIr5 Toll-like recepior

G08 Rn.163249 NM_207604 TIr6 Toll-like receptor 6

G09 Rn.219862 NM_001097582 TIr7 Toll-like receptor

G10 Rn.2275 NM_012675 Tnf Tumor necrosis factodETsuperfamily, member 2)

G11 N/A XM_236794 Tnfsfl4 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, membér

G12 Rn.137040 NM_001109668 Tollip Toll interactipiptein

HO1 Rn.94978 NM_031144 Acth Actin, beta

HO2 Rn.1868 NM_012512 B2m Beta-2 microglobulin

HO3 Rn.47 NM_012583 Hprtl Hypoxanthine phosphaittvansferase 1

HO4 Rn.107896 NM_017025 Ldha Lactate dehydrogeAase

HO5 Rn.973 NM_001007604 Rplpl Ribosomal proteirge, P1

HO6 N/A U26919 RGDC Rat Genomic DNA Contamination

HO7 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control

HO8 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control

HO9 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control

H10 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control

H11l N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control

H12 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control

Die mit Sonden vorpipettierte 96-Well Platte (Tabel5, 16) wurde mit 25 pl des Real-Time
PCR Ansatzes beflllt und mit einer optisch adhesk@ie verschlossen und kurz fir 1 min bei
1000 x g zentrifugiert. Die Platte wurde anschlrefién den ABI-7900HT Real-Time Cycler
gestellt und das Thermocyclerprotokoll aus Tabédle durchgefuhrt. Zusatzlich wurden
Schmelzpunktkurven aufgezeichnet um fir das SylmG&ystem eine qualitative Absicherung
des PCR-Produktes zu gewabhrleisten. Die qualitafiakdierung des PCR-Produktes erfolgte
Uber Schmelzkurvenkontrollen. Die Auswertung deteDavurde mit Hilfe einer Onlinesoftware

der Firma Qiagen nach da&n-Ct Kalkulierungsmethode durchgefuhrt.
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2.2.14 Statistische Auswertung der Daten

Die Berechnung der relativen Genexpression erfalger dieAA-Ct Kalkulierungsmethode bei
der die Uber den Tagman ausgegeben Ct-Werte diecBaungsgrundlage bildeten. Die
Auswertung der relativen Genexpressionsergebnisselevim Statistikprogramm GraphPad-
Prism 5.0 durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses Programmiesnnten der Mittelwert (MW),

Standardfehler (SEM) berechnet und eine graphiga@vertung durchgefiihrt werden. Die
statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des t-Teg®&udent-t-Verteilung) bei der zu jedem
einzelnen Zeitpunkt zwei Gruppen miteinander vehgin wurden. Im Falle mehrerer
Vergleichsgruppen (mindestens drei) wurde der siisthe Test ,one-way* ANOVA

(Varianzanalyse) mit Bonferroni post-Test durchpefiium einen Nachweis signifikanter
Unterschiede zu fuhren. Der Signifikanzwert (P-\Weartirde innerhalb der Diagramme in den
Stufen * (P<0,05), ** (P<0,01) und *** (P<0,001) g&geben.

2.2.15Decision-Tree Analyse

Innerhalb dieser Studie wurde basierend auf deerDdér relativen Genexpressionsanalyse die
Decision-Tree (Entscheidungsbaum) Analyse durchgefiDie Decision-Tree Analyse diente
der statistischen Auswertung um eine Aussage Mitiglo relevanter Biomarker fir die
Pradiktion des Infiltrationsprozesses des Pankreaffen zu koénnen. Mit Hilfe eines
Decision-Trees ist es mdglich aus einem baumartigdodel die entsprechenden
Entscheidungswege aufgrund von Abhangigkeiten afieal Die durch den Decision-Tree
durchgefuhrte Klassifizierung basiert auf einer viabl von verschiedenen Attributen (Gene).
Jeder Knoten eines Baumes beinhaltet einen TesteaufVert seines Attributes (Expression des
Gens), die Verbindung zeigt den abhangigen Wereitte Entscheidung (Hohe der Expression)
und ein Blatt am Ende charakterisiert das finakd Anfiltration (Diabetes), Kein Diabetes). Der
Berechnungsalgorithmus C4.5, fur die Erstellung dartscheidungsbaume, bildete die
Grundlage fur die genutzte Auswertung im WEKA Comapprogramm. Die Daten der WEKA-
Analyse wurden abschlielend in einem Grafikprogranaur Veranschaulichung in

Entscheidungsbaumen visualisiert [130, 131].
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung von infiltrierten und nicht infiltrierte n Tieren
3.1.1. Haematoxylin und Eosin Farbung (H&E) des Pankreas

Die Haematoxylin- und Eosinfarbungen des PankreashLEW.1AR1iddm Ratten ergaben zu

den unterschiedlichen Zeitpunkten, lymphozytéardlttationen innerhalb des Pankreas. Die
auftretenden lymphozytaren Infiltrationen zeigt@hsowohl im exokrinen Bereich als auch in
den Langerhansschen Inseln des Pankreas. In deidéddbdp 7 wurden Tiere ohne lymphozytare
Infiltrationen (A, B) und Tiere mit auftretendemtphozytaren Pankreasinfiltrationen (C, D), zur

genaueren Dokumentation in unterschiedlichen V&egningen gegenibergestellt.

Abbildung 7: Infiltration des endokrinen Pankreas von LEW.1ARdm Ratten mit mononukledren Immunzellen.
(A, B) normoglykamische LEW.1ARIddm Ratte, Tag 40 ohne Infiltration. (C, D) normoglyk&otie LEW.1ARliddm Ratte,
Tag 40 mit Infiltrationen. Gewebeschnitte des Paa&r(A, C Mal3stab 200 pm; B, D Maf3stab 50 pm) wurderarstellung

der Infiltration mit Haematoxylin und Eosin gefarbt
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3.1.2. Langerhanssche Inseln der LEW.1ARliddm Ratte

Die Insulin-immunfluoreszenzfarbungen der Langesisahen Inseln des Pankreas von
infiltrierten  LEW.1AR1.iddm Ratten zeigten im Vergleich zu nicht infiltriertefieren
strukturelle Unterschiede. Die nicht infiltriert&rere wiesen rundlich geformte Inseln (Abb. 8A)
im Gegensatz zu den Inseln der infiltrierten Tideren Struktur stark verédndert und keinen
Verbund mehr aufwies (Abb. 8B). Die Immunfluoreszgoppelfarbung von Insulin und
Glukagon zeigte, das Inseln von nicht infiltriert@reren (Abb. 8C) eine homogene Form
aufwies im Vergleich zu der inhomogen Struktur lehseln infiltrierter Tiere (Abb. 8D).

Abbildung 8: Infiltration von insulin- und glukagonpositiven [ des endokrinen Pankreas normoglylamischer
LEW.1AR14ddm Ratten im Alter von 40 Tagen durch mononukleardifitrate. (A, B) insulinpositive Zellen (rot) ear
nichtinfiltrierten Insel (A) im Vergleich zu einénfiltrierten Insel (B). (C, D) insulinpositive Zelte(griin) in Kombination mit
glukagonpositiven Zellen (rot) einer nichtinfiltrien Insel (C) und einer infiltrierten Insel (D), (B MaRstab 50 um; C, D

MaRstab 20 um).
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3.1.3. Immunzellinfiltrationen

Die Immunfluoreszenzfarbungen hinsichtlich desp-T-Zellrezeptors bei LEW.1ARIddm

Tieren zeigte unterschiedlich stark infiltriertegR@nen innerhalb des Pankreas (Abb. 9A). Die
Vergrofierung (Abb. 9B) zeigte Akkumulationen dezditen in einem fokussierten Areal. Eine
weitere VergrolRerung des Bereiches zeigte deutlielss es sich bei den Infiltrationen um

positiv gefarbte T-Zellen handelt (Abb. 9C) dienicht infiltrierten Tieren nicht nachgewiesen

werden konnten.

Abbildung 9: Infiltration der Pankreasinseln durch T-Lymphozyte(A) Pankreasschnitt einer normoglykédmischen
LEW.1AR1iddm Ratte an Tag 40 (MaRstab, 500 um). (B) fokussierestellung des durch den linken Pfeil markierten
Bereiches in (A) (MaRstab, 100 um). (C) Markierte dll&h des urspriinglich hervorgehobenen Areals (k4&R320 pm). Der
Nachweis der T-Zellen erfolgte durch fluoreszenieate Antikdrper die gegen den B- T-Zellrezeptor (rot) der T-Zellen

gerichtet war.
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3.2. Rate der Infiltrationen

Aus der Klassifizierung von infiltrierten und nichnfiltrierten LEW.1AR1iddm Tieren
(Abb. 10) zu den Zeitpunkten von 40, 45, 50, 55 6@dlragen ergab sich eine unterschiedliche
Anzahl von Tieren. Die Untersuchung ergab zum Zmikp 40 Tage, dass 31 % der 35
untersuchten Tiere lymphozytére Infiltrationen irredb des Pankreas und der Langerhansschen
Inseln aufwiesen. Zum Zeitpunkt 45 Tage konnte eir@glrige Infiltrationsrate von 18 % bei
insgesamt 22 untersuchten Tieren gezeigt werdem Zeitpunkt 50 Tage konnte eine
Infiltrationsrate von 38 % bei 16 Tieren nachgewresverden. Eine erhdhte Infiltrationsrate von
66 % zeigte sich bei 15 getesteten Tieren zum dekip55 Tage. Der Zeitpunkt 60 Tage war
gekennzeichnet durch eine ausgeglichene Infilingtiate von 52 % bei 23 untersuchten Tieren.
Zu allen Untersuchungszeitpunkten waren sowohirditrierten als auch die nicht infiltrierten

Tiere normoglykémisch (Blutglukosewert < 7,8) undn#t ohne manifesten TLIDM.

o
g

Anzahl der Tiere [%]

40 45 50 55 60
Alter [d]

I ohne Infiltration B it Infiltration

Abbildung 10: Altersabhangige Infiltration des endokrinen Pasakren normoglykdmischen LEW.1ARddm Ratten.
Darstellung des prozentualen Anteils der LEW.1ABdm Tiere mit Infiltrationen (rot), 40 (n=35), 45 (n=R250 (n=16),
55 (n=15) und 60 (n=13) Tage nach Geburt im Veclau nicht infiltrierten Tieren (blau). In diesérersuchsaufbau wurden

n= 111 normoglykadmische Tiere (68 ohne InfiltrafidB mit Infiltration) analysiert.

3.3. Differentialblutbild infiltrierter und nicht infilt rierter Ratten

3.3.1. Monozyten und Lymphozyten

Im Differentialblutbild wurden infiltrierte und ni¢ infiltrierte  LEW.1AR1iddm Tiere
untereinander und mit dem LEW.1AR1 Kontrollstammgliehen. Es ergab sich zum Zeitpunkt
40 Tage ein signifikant héherer Anteil von MonozytéAbb. 11A) in infiltrierten Tieren
(0,06 x 10% £ 0,01 x 103 Zellen/ul) im Vergleich zucht infiltrierten Tieren (0,03 x 10% *
0,01 x 103 Zellen/ul). Im weiteren zeitlichen Verflaergaben sich keine weiteren signifikanten
Unterschiede fiur die Messungen des Monozytengehdlier Lymphozytengehalt (Abb. 11B)
zum Zeitpunkt 40 Tage im LEW.1AR1 Kontrolltierstan{ify56 x 103 + 0,5 x 103 Zellen/pul) war
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signifikant hoher verglichen mit den nicht infigrien Tieren (4,53 x 103 £ 0,3 x 103 Zellen/ul)
und infiltrierten Tieren (4,5 x 10% £ 0,2 x 103 I&#/ul). Zum Zeitpunkt Tag 50 ergab sich ein
signifikant héherer Anteil von Lymphozyten im LEWAR1 Kontrolltierstamm (7,35 x 102 £ 0,2
x 108 Zellen/ul) im Vergleich zu nicht infiltriemeTieren (4,77 x 103 £ 0,3 x 103 Zellen/ul) und
infiltrierten Tieren (5,15 x 103 £ 0,6 x 103 Zellgh). Tag 60 war gekennzeichnet durch einen
signifikant hoheren Anteil von Lymphozyten im LEVAR1 Kontrolltierstamm (8,59 x 10° +
0,8 x 103 Zellen/ul) im Vergleich zu infiltriertehieren (4,79 x 103 + 0,2 x 108 Zellen/ul) und
nicht infiltrierten Tieren (5,85 x 103 = 0,4 x 1B&llen/ul).

A Monozyten B Lymphozyten

0.15+ bl

0.104 =«

103 Zellen/l

0.05+

10° Zellen/pl

I ohne Infiltration N it Infiltration I LEW.1AR1 Kontrollstamm

Abbildung 11: Haemogramm normoglykéamischer infiltrierter undmimfiltrierter LEW.1AR1iddm Ratten im Vergleich zum
LEW.1AR1-Kontrollstamm. (A) Monozyten und (B) Lymphden (in 103 Zellen/ul Vollblut) wurde zu den Zeifgkten 40
(n=26), 45 (n=12), 50 (n=13), 55 (n=6) und 60 (NFT&gen im Vollblut bestimmt. Die statistische Awstung erfolgte Uber
one-way ANOVA (Bonferroni-Post-Test). DargestelligiMittelwerte + SEM; * P < 0,05, ** P < 0,01, **® < 0,001).

3.3.2. Eosinophile-, Neutrophile- und Basophile Granulozygn

Das Differentialblutbild wurde fir eosinophile (Abl2A), neutrophile (Abb. 12B) und
basophile (Abb. 12C) Granulozyten aufgestellt. Dafagrden infiltrierte und nicht infiltrierte
LEW.1AR14ddm Tiere untereinander und mit dem LEW.1AR1 Konttaifsm im zeitlichen
Verlauf verglichen. Hierbei ergab sich zum Zeitpu&® Tage ein signifikant hoherer Anteil von
eosinophilen Granulozyten (Abb. 12A) bei infilttien Tieren (0,07 x 103 + 0,01 x 103 Zellen/ul)
im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren (0,03 20% + 0,01 x 103 Zellen/ul). Der Gehalt von
neutrophilen Granulozyten (Abb. 12B) war zum Zeitgiu40 Tage signifikant hoher bei
infiltrierten Tieren (1,02 x 103 = 0,2 x 103 Zellguh) als bei nicht infiltrierten Vergleichstieren
(0,64 x 10% £ 0,1 x 1083 Zellen/ul). Zum Zeitpunkigr45 (d45) ergab sich ein signifikant hoherer
Anteil von neutrophilen Granulozyten bei infiltrien Tieren (0,71 x 103 + 0,1 x 103 Zellen/ul)
im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren (0,56 ¥03 £ 0,03 x 103 Zellen/ul). Tag 50 war

gekennzeichnet durch einen signifikant hoheren iRnten neutrophilen Granulozyten im
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LEW.1AR1 Kontrolltierstamm (1,07 x 10% + 0,2 x 1@ellen/ul) im Vergleich zu nicht

infiltrierten Tieren (0,53 x 10% = 0,02 x 103 Zeilgl). Ein signifikant hoherer Anteil von

neutrophilen Granulozyten konnte auch bei infittea Tieren (0,73 x 103 £ 0,1 x 103 Zellen/ul)
im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren (0,53 ¥0% + 0,02 x 103 Zellen/ul) zum Tag 50
nachgewiesen werden. Die Zellpopulationen der Hakop Granulozyten (Abb. 12C) zeigten
keine signifikanten Unterschiede innerhalb der \&ohsgruppen.

A Eosinophile Granulozyten B Neutrophile Granulozyten
0.10 * 159 * .
[ [
— _ *
5 s .
2 2
N N
3] o)
= =
d40 045 d50 d55  d6o 440 d45 d50 d55  d6o
C Basophile Granulozyten
0.104
0.08
0.06-

103 Zellen/ul

I ohne Infiltration I it Infiltration I LEW.1AR1 Kontrollstamm

Abbildung 12: Haemogramm normoglykamischer infiltrierter undhmimfiltrierter LEW.1AR1iddm Ratten im Vergleich zum
LEW.1AR1-Kontrollstamm. (A) eosinophile-, (B) neutfofe und (C) basophile Granulozyten (in 103 Zellén¥{ollblut)
wurden zu den Zeitpunkten 40 (n=26), 45 (n=12),(8613), 55 (n=6) und 60 (n=18) Tagen im Vollblutsbenmt. Der
LEW.1AR1-Kontrollstamm wurde zu jedem Zeitpunkt (h=ls Kontrolle mitgefiihrt. Die statistische Austuerg erfolgte tber
one way ANOVA (Bonferroni-Post-Test). DargestelitaiMittelwerte + SEM; * P < 0,05, * P < 0,01, *P < 0,001.

3.4. Bestimmung morphologischer Parameter zu spezifiscineZeitpunkten
3.4.1. Bestimmung der Betazellmasse
Die Bestimmung der Betazellmasse erfolgte fur destptinkte 40, 50 und 60 Tage. Zum
Zeitpunkt Tag 40 wiesen die infiltrierten Tiere eisignifikant niedrigere Betazellmasse (2,99 +
0,1 mg) als nicht infiltrierte Tieren (3,91 + 0,3gjnauf. Tag 50 war dadurch gekennzeichnet,
dass infiltrierte Tiere eine signifikant niedrigeBetazellmasse (3,7 + 0,4 mg) aufwiesen als
nicht infiltrierte Vergleichstiere (5,03 + 0,4 mgRer Zeitpunkt Tag 60 war gekennzeichnet
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durch eine signifikant niedrigere Betazellmasse ibéltrierten Tieren (3,78 £ 0,5 mg) im
Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren (5,7 + On3g) (Abb. 13).

81 *

64 *

Betazelmasse (mg)

d40 d50 deo
Abbildung 13: Altersabhangige Steigerung der Betazellmasse imaoglykdmischen in LEW.1ARiddm Ratten in
Abhangigkeit des Infiltrationsstatus. Die Betazeksa wurde unter Berilicksichtigung des Pankreasgesidtaikuliert. Eine
statistische Auswertung erfolgte (ilber ANOVA (BonferBost-Test). Dargestellt sind Mittelwerte + SEiM:(5-6);* P < 0,05.

Die Darstellung des Verlaufes der Zunahme des Bitaassegehaltes (Abb. 14) ergab einen
starkeren Anstieg fur nicht infiltrierte Tiere (8® + 0,03 mg) im Vergleich zu infiltrierten

Tieren (0,039 £ 0,03 mg).

Betazellmasse (mg)
¢ %

40 50 60
Alter (Tage)

I ohne Infiltration I it Infiltration

Abbildung 14: Altersabhéngiger Anstieg der Betazellmasse in LEARI-iddm Tieren. Die in Abb. 13 dargestellten
Anderungen der Betazellmassen wurden einer lineResiwessionanalyse unterzogen. Die lineare Regressilysa erfolgte
Uber die Prism-Software. Dargestellt sind Mitteliget SEM (n= 5-6) P < 0,05 (F-Test) infiltierte (R2 = 0,47) Pankreasin

verglichen mit nicht infiltrierten (R2 = 0,15) Paelasinseln.

3.5. Genexpressionsmuster der Biomarker der mononukleareZellen des
peripheren Blutes zu spezifischen Zeitpunkten

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen wurdewenverschiedenen Darstellungsformen
ausgegeben wobei einmal die prozentuale Genexpresed die relativen Genexpressionswerte
dargestellt wurden. Die prozentuale Diagrammformdeugenutzt um einen besseren Vergleich
eines Genexpressionsmarkers zu einem bestimmtapudkt fir die infiltrierten und nicht
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infiltrierten Tiere darstellen zu konnen. Hinsiotil der Vergleichbarkeit sind fur jeden
einzelnen Zeitpunkt die nicht infiltrierten Tierafadas Genexpressionsniveau von 100 % gesetzt
worden. Zusatzlich wurde in der prozentualen D#wstgsform die Ergebnisse mittels t-Test
statistisch ausgewertet. In der Darstellungsfornrelativen Genexpression wurde ein Vergleich
hinsichtlich der Genexpressionsentwicklung im mhen Verlauf vorgenommen worden. Daflr
wurden die infiltrierten Tiere im zeitlichen Verlaginer statistischen oneWay-ANOVA-Analyse

unterzogen.

3.5.1. Proinflammatorische Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-14

Die Genexpressionsanalysen im prozentualen Velgleier proinflammatorische Zytokine
zeigten eine signifikante, mehr als doppelt so hekgression um 125 % bei TNE-um 110 %
bei IFN+y und um 98 % bei IL{1 in Tieren mit lymphozytaren Infiltrationen innethades
Pankreas im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieream Zeitpunkt 40 Tage (Abb. 15 A, C, E).
Die Darstellungsform der relativen Genexpressioals@en zeigten zum Zeitpunkt 40 Tage
zwar die gleichen signifikanten Unterschiede fUurFFN(556 + 91 vs. 247 + 35), IFN+(649 +
80 vs. 308 + 48) und ILAL (193 + 52 vs. 97 £ 20) jedoch konnte auch keinesthied im
zeitlichen Verlauf der Gesamtgenexpression nachegsmi werden (Abb. 15 B, D, F).
Desweiteren konnte eine erneut signifikant gestigé&xpression der proinflammatorischen
Zytokine um 127 % bei IFN; um 172 % bei IL-f zum Zeitpunkt 50 Tage bei infiltrierten
Tieren im Vergleich zu nicht infiltrierten Tiereedtgestellt werden (Abb. 15 C, E). Die Werte
der relativen Expressionsdaten ergaben auch hidFRNry (548 + 148 vs. 241 + 46) und IL31
(80 £ 18 vs. 29 * 5) signifikant hohere Expressiewal in infiltrierten Tieren zum Zeitpunkt 50
Tage (Abb. 15 D, F). Zum spaten Zeitpunkt vonTé@en konnte eine signifikant gesteigerte
IFN-y Genexpression um 216 % in infiltrierten Tierenhgewviesen werden (Abb. 15 C) wobei
sich hier im zeitlichen Verlauf der relativen Gepeession (648 + 196 vs. 204 = 24) keine

Unterschiede bei den infiltrierten Tieren aufzemgf@bb. 15 D).
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Seite | 48



O
.I_.I
Z
-2
W)

IFN+y

500- * 1000-
400 . 800-
300 —, 600-
~ 2004 4004

1004 2004

relative mMRNA-Expression
%
relative mMRNA-Expression

d40 d45 d50 d55 d60 d40 d45 d50 d55 de0

E IL-1p

T

IL-B
500- 500-
400- —_— 400
3004 — 300-
~ 200 200-

100+ 1004

relative mMRNA-Expression
%
relative mMRNA-Expression

d40 d45 d50 d55 deo d40 d45 d50 d55 deo

I ohne Infiltration I it Infiltration

Abbildung 15: Genexpression proinflammatorischer Zytokine vommuglykdmischen LEW.1ARIddm Ratten. (A, C, E)
prozentualer Vergleich der mRNA-Expression im Veigh zur relativen mRNA-Expression (B, D, F) TNHA, B), IFN-y

(C, D) und IL-B (E, F). Die RNA Analyse erfolgte im zeitlichen Vauf an 40, 45, 50, 55 und 60 Tagen nach der Gebung.
Normalisierung wurde gegen GAPDH vorgenommen. tlafe Tiere wurden mit nicht infiltrierten Tiereverglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte Uber t-Test uneMday-ANOVA (Bonferoni-Post-Test). Dargestellt sindttelwerte + SEM; *
P < 0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001.

3.5.2. Antiinflammatorische Zytokine IL-4 und IL-10

Die Genexpressionsanalysen im prozentualen Vetglder antiinflammatorischen Zytokine
zeigten eine signifikant gesteigerte Expression@8®6 bei IL-4 und um 147 % bei IL-10 in

Tieren mit lymphozytaren Infiltrationen innerhalbesd Pankreas im Vergleich zu nicht
infiltrierten Tieren zum Zeitpunkt 40 Tage (Abb. 2§ C). Die Genexpressionsanalysen im
relativen Vergleich zeigten ab Zeitpunkt 40 Tagelfit4 (704 + 105 vs. 389 + 74) und IL-10

(287 + 34 vs. 116 + 16) signifikante Unterschiede dlen zeitlichen Verlauf zwischen den
infiltrierten Tieren (Abb. 16 B, D).

Im weiteren Verlauf konnte eine erneut signifikargesteigerte Expression des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 um 88 % zumitgenkt 50 Tage bei infiltrierten Tieren

im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren festgeBt werden  (Abb. 16 C). Der Vergleich der

Seite | 49



relativen Expressionsdaten ergab auch hier furQL13 + 14 vs. 39 * 6) signifikant niedrigere
Expressionslevel in infiltrierten Tieren im zeitien Verlauf bis zum Zeitpunkt 55 Tage und bei
Betrachtung des Genexpressionsniveaus von 40 bisTé@en ein leichtes Absinken

(Abb. 16 C, D).
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Abbildung 16: Genexpression antiinflammatorischer Zytokine vasrnmoglykédmischen LEW.1ARIddm Ratten. (A, C)

prozentualer Vergleich der mRNA-Expression im Veidiezur relativen mRNA-Expression (B, D) der anti@mfimatorischen
Zytokine IL-4 (A, B) und IL-10 (C, D). Die Analyse fefgte im zeitlichen Verlauf an 40, 45, 50, 55 ud@ Tagen nach der
Geburt. Eine Normalisierung wurde gegen GAPDH voagemen. Infiltrierte Tiere wurden mit nicht infikrten Tieren

verglichen. Die statistische Auswertung erfolgteeriilb-Test und oneWay ANOVA (Bonferoni-Post-Test).rdestellt sind

Mittelwerte + SEM; * P < 0,05, * P < 0,01, *** P §,001.

3.5.3. T-Zellmarker Gene CTLA-4, CD-25 und Neuropilin-1

Die Genexpressionsanalysen im prozentualen Verglder T-Zellmarker Gene zeigten eine
signifikanten Anstieg um 155 % bei CTLA-4, um 121B&i CD-25 und um 71 % bei
Neuropilin-1 in Tieren mit lymphozytaren Pankreditimtionen zum Zeitpunkt 40 Tage
(Abb. 17 A, C, E). Die Genexpressionsanalysen didiven Vergleichs zeigten ausgehend von
Zeitpunkt 40 Tagen fur CTLA-4 (3537 £ 542 vs. 138B278) einen signifikanten Abfall im

zeitlichen Verlauf. CD-25 (766 + 147 vs. 332 + 4Zbigte ab Tag 40 keine signifikanten
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Unterschiede im zeitlichen Verlauf bis Tag 60. R@uropilin-1 (375 + 49 vs. 218 + 29) konnte

ausgehend von Tag 40 jedoch ein Abfall mit ernégniskantem Anstieg gemessen werden.
Zum Zeitpunkt 55 Tage konnte eine um 88 % gestgéenexpression von Neuropilin-1 in

infiltrierten Tieren im Vergleich zu nicht infilterten Tieren festgestellt werden (Abb. 17 E). Die
relative Genexpression von Neuropilin-1 (161 + 24 8 + 9) zeigte eine signifikant erhohtes
Niveau und gleichzeitig einen leichten Abfall dezesamtexpression im Vergleich zum Zeitpunkt
40 Tage bei infiltrierten Tieren (Abb. 17 F). Zumpésen Zeitpunkt von 60 Tagen konnte eine
signifikant gesteigerte Expression um 117 % bei &, 121 % bei CD-25 und 369 % bei

NRP1 in infiltrierten Tieren nachgewiesen werderbl§A 17 A, C, E). Die Ergebnisse der
relativen Genexpression von CTLA-4 (718 £ 223 \&) & 36), CD-25 (478 + 167 vs. 216 £ 26)

und NRP1 (820 + 403 vs. 175 + 34) bestatigen hiee signifikant niedrigere Genexpression
infiltrierter Tiere fur CTLA-4 und einen Anstieg muTag 60 bei NRP1 im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 17: Genexpression von T-Zellmarkern normoglykamisdigw.1AR1iddmTiere. (A, C, E) prozentualer Vergleich
der mRNA-Expression im Vergleich zur relativen mREApression (B, D, F) der T-Zellmarkergene CTLA4 (A, Bp-25 (C,
D) und NRP1 (E, F). Die Analyse erfolgte im zellmn Verlauf an 40, 45, 50, 55 und 60 Tagen nachGldurt. Eine
Normalisierung wurde gegen GAPDH vorgenommen. thiditte Tiere wurden mit nicht infiltrierten Tiereverglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte Uber t-Test undWay ANOVA (Bonferoni-Post-Test). Dargestellt sindtt#lwerte + SEM;
*P <0,05* P <0,01** P <0,001.

3.5.4. Regulatorische Genél GF-#, FoxP3 und L-Selektin

Die Genexpressionsanalysen im prozentualen Vetgleer regulatorischen Gene zeigten eine
signifikant gesteigerte Expression um 108 % bei PG&m 125 % bei FoxP3 und um 105 % bei
L-Selektin in Tieren mit lymphozytaren Infiltratien innerhalb des Pankreas im Vergleich zu
nicht infiltrierten Tieren zum Zeitpunkt 40 Taget@ (Abb. 18 A, C, E).

Die Genexpressionsanalysen im relativen Verglemgten ausgehend vom Zeitpunkt 40 Tage
fir TGFH (231 £ 42 vs. 111 + 12), FoxP3 (981 + 133 vs. 43P) und L-Selektin (694 + 119
vs. 339 + 46) im zeitlichen Verlauf ein Abfall a@in nicht signifikant unterschiedliches
Genexpressionsniveau bis zum Zeitpunkt 55 Tage (A8, D, F).

Zum Zeitpunkt 55 Tage konnte eine um 94 % gesttdgexpression von FoxP3 (Abb. 18 C) und
um 96 % von L-Selektin (Abb. 18 E) bei infiltrientélieren im Vergleich zu nicht infiltrierten
Tieren festgestellt werden.

Die relative Genexpression von FoxP3 (787 + 111406 + 85) und L-Selektin (514 £ 69 vs.
262 + 39) zeigte ein erhohtes Niveau und gleicizeitinen leichten Abfall der
Gesamtexpression im Vergleich zum Zeitpunkt 40 Td4dd0) bei infiltrierten Tieren
(Abb. 18 D, F).

Zum Zeitpunkt 60 Tage (d60) senkten sich die Geresgionslevel wieder auf ein nicht
signifikant unterschiedliches Niveau aller Markbr a
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Abbildung 18: Genexpression regulatorischer Gene in normogly&énen LEW.1ARIddm Tieren. (A, C, E) prozentualer
Vergleich der mRNA-Expression im Vergleich zur rafabh mRNA-Expression (B, D, F) der regulatorischem&&GF§ (A,
B), FoxP3 (C, D) und L-Selektin (E, F). Die Analyséotgte im zeitlichen Verlauf an 40, 45, 50, 55 sl Tagen nach Geburt.
Eine Normalisierung wurde gegen GAPDH vorgenomnhiitrierte Tiere wurden mit nicht infiltrierteni€ren verglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte Uber t-Test undvday ANOVA (Bonferoni-Post-Test). Dargestellt sindttelwerte + SEM;
*P <0,05* P <0,01** P <0,001.
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3.6. Genexpressionsmuster der Biomarker der pankreas-diaierenden
Lymphknoten zu spezifischen Zeitpunkten
3.6.1. Proinflammatorische Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-14

Die Genexpressionsanalysen, im prozentualen Vefglailer proinflammatorische Zytokine
zeigten eine signifikant gesteigerte Expression9in% bei IFNy in Tieren mit lymphozytaren
Infiltrationen innerhalb des Pankreas im Vergleichnicht infiltrierten Tieren zum Zeitpunkt 45
Tage. Zum spéateren Zeitpunkt von 55 Tagen wurdeyfiehr als dreifach (217 %) so hoch in
infiltrierten Tieren exprimiert (Abb. 19 C). Zum &gn Zeitpunkt von 60 Tagen wurden die
proinflammatorischen Zytokine IFN-um 253 % und TNFk: um 79 % signifikant héher in
infiltrierten Tieren exprimiert. Fur IL{L konnten keine signifikanten Unterschiede der
Genexpression festgestellt werden (Abb. 19 A, C).

Im relativen Vergleich zeigte sich zum ZeitpunktBige die Expressionsunterschiede fur f=N-
(843 + 94 vs. 1600 + 260), an Zeitpunkt 55 Tages(#3B0 vs. 1385 + 439) und am 60. Tag flr
(177 = 48 vs. 627 = 140) ein signifikanter Anstidgs Genexpressionsniveaus im zeitlichen
Verlauf ausgehend von 40 Tagen.

Der signifikante Genexpressionsunterschied von BNGB9 = 7 vs. 106 £ 14) zeigte sich
abschlieRend zum Zeitpunkt 60 Tage. Ausgehend witpuhkt 40 Tage ging ein signifikanter
Anstieg der Genexpression der proinflammatorischgokine bis zum mittleren Zeitpunkt von
50 Tagen voraus, welchem ein Abfall der Genexpoesbis zum 60. Tag folgte. Dabei wiesen
TNF-o und IL-18 im zeitlichen Verlauf in den infiltrierten TiergBenexpressionsniveaus auf die
mit einem Maximum an Tag 50 und einem Minimum &g B0 und Tag 60 gekennzeichnet
waren (Abb. 19 B, D, F).
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Abbildung 19: Genexpression proinflammatorischer Zytokine vommuaglykdmischen LEW.1ARIddm Tieren. (A, C, E)
prozentualer Vergleich der mRNA-Expression im Vediezur relativen mRNA-Expression (B, D, F) von TNKA, B), IFN-y

(C, D) und IL-B (E, F). Die Analyse erfolgte 40, 45, 50, 55 undTé@en nach der Geburt. Eine Normalisierung wueelgzeg
GAPDH vorgenommen. Infiltierte Tiere wurden mit midnfiltrierten Tieren verglichen. Die statistiseiAuswertung erfolgte

Uber ANOVA (Bonferoni-Post-Test). Dargestellt sindttelwerte £+ SEM;* P < 0,05* P <0,01*** P < 0,001.

3.6.2. Antiinflammatorische Zytokine IL-4 und IL-10

Die Genexpressionsanalysen, im prozentualen Vefglaler antiinflammatorische Zytokine
zeigten eine signifikant gesteigerte Expressionl&f % bei IL-4 zum Zeitpunkt 50 Tage und
IL-10 um 81 % zum Zeitpunkt 60 Tage in Tieren mnginphozytéaren Infiltrationen innerhalb des
Pankreas im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren

Die Genexpressionsanalysen, im relativen Verglezeligten das IL-4 (1452 + 316 vs. 3626 +
1043) ausgehend von Zeitpunkt 50 Tage und IL-1A @910 vs. 346 + 55) erst signifikant
hoher im zeitlichen Verlauf bis Tag 60 dann sidfit niedriger in infiltrierten Tieren
exprimiert wurde. Zuséatzlich konnte wie auch ben gwgoinflammatorischen Zytokinen der
allgemeine Expressionsverlauf mit einem Hohepunkh Zeitpunkt 50 Tage und einem Abfall

der Genexpression zum Tag 60 aufgezeigt werden.
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Abbildung 20: Genexpression antiinflammatorischer Zytokine vasrnmoglykédmischen LEW.1ARIddm Tieren. (A, C)

prozentualer Vergleich der mRNA-Expression im Verdlezur relativen mRNA-Expression (B, D) der antiamfimatorischen
Zytokine IL-4 (A, B) und IL-10 (C, D). Die Analyse fefgte im zeitlichen Verlauf an 40, 45, 50, 55 ud@ Tagen nach der
Geburt. Eine Normalisierung wurde gegen GAPDH voagemen. Infiltrierte Tiere wurden mit nicht infikrten Tieren

verglichen. Die statistische Auswertung erfolgteeriib-Test und oneWay ANOVA (Bonferoni-Post-Test).r@esstellt sind

Mittelwerte + SEM,; *P <0,05* P <0,01** P <0,001.

3.6.3. T-Zellmarkergene CTLA4, CD-25und Neuropilin-1

Die Genexpressionsanalysen, im prozentualen Vetgleler T-Zellmarkergene zeigten eine
signifikant gesteigerte Expression um 89 % bei GDz@m Zeitpunkt 40 Tage. Erst im spateren
zeitlichen Verlauf wurde ein signifikanter Anstieder Genexpression um 153 % bei
Neuropilin-1 zu Tag 55, fur CTLA-4 um 197 % und @B-um 62 % zum Zeitpunkt 60 Tage
nachgewiesen. Dabei traten die signifikant hohgBamexpressionslevel stets in Tieren mit
lymphozytaren Infiltrationen des Pankreas auf (Abb.A, C, E). Die Expressionsanalysen, im
relativen Vergleich, zeigten ausgehend von Tagis@iTLA-4 im zeitlichen Verlauf bis Tag 60

(73 £ 15 vs. 217 + 43) signifikant niedrigere Gemessionslevel in infiltrierten Tieren. CD-25

wurde an Tag 40 (53 £ 9 vs. 100 % 20) und Tag G0H 70 vs. 123 * 15) signifikant niedriger an
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Tag 50 in infiltrierten Tieren exprimiert. NRP1 gg8 zum Tag 55 signifikant hohere
Genexpressionsniveaus (200 + 30 vs. 508 + 11filtrierten Tieren. Auffallend war auch bei

den T-Zellmarken das Ansteigen der Genexpressiosgednend von Tag 40 bis Tag 50 mit
einem erneuten Abfall zum Zeitpunkt 60 Tage (AbbR? D, F).
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Abbildung 21: Genexpression von T-Zellmarkern normoglykéamisdigw.1AR1iddmTiere. (A, C, E) prozentualer Vergleich
der mRNA-Expression im Vergleich zur relativen mREApression (B, D, F) der T-Zellmarkergene CTLA4 (A, Bp-25 (C,
D) und NRP1 (E, F). Die Analyse erfolgte im zeltém Verlauf an 40, 45, 50, 55 und 60 Tagen nachufGelkine
Normalisierung wurde gegen GAPDH vorgenommen. thigitte Tiere wurden mit nicht infiltrierten Tiereverglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte Uber t-Test und QMM (Bonferoni-Post-Test). Dargestellt sind Mittekiee + SEM,;
*P <0,05*P<0,01** P <0,001.

Seite | 57



3.6.4. Regulatorische Marker TGF-#, FoxP3 und L-Selektin

Die Genexpressionsanalysen, im prozentualen Verglekeigten fur die regulatorischen Marker
eine um 23 % verminderte Expression von TEum Zeitpunkt 45 Tage bei infiltrierten
Tieren. Darauf folgte zum spéateren Zeitpunkt Tageb®e um 88 % signifikant gesteigerte
Expression in infiltrierten Tieren von TGk-Der Transkriptionsregulator FoxP3 zeigte am
spaten Zeitpunkt der Infiltrationsphase eine un®Qesteigerte Genexpression in infiltrierten
Tieren. Das Adhasionsmolekuil L-Selektin wurde zuemtplinkt 40 Tage um 207 % und an Tag
60 um 64 % hoher in Tieren mit Infiltrationen exprert (Abb. 22 A, C, E).

Die Genexpressionsanalaysen, im relativen Verglaelgten das die Expression von T@GEn
Tag 45 (480 £ 26 vs. 370 + 39) bis Tag 55 hohe6 (2139 vs. 407 = 62) in infiltrierten im
Vergleich zu anderen infiltrierten Tieren an Taguf@ 60 war.

Die Expression von FoxP3 am Zeitpunkt 60 Tage (38 ¥s. 92 + 11) war in infiltrierten Tieren
signifikant niedriger als in Tieren des Zeitpunkb&sTage.

Die untersuchten regulatorischen Marker zeigtere eiligemein niedrigere Genexpression zu
den Zeitpunkten 40 und 60 Tagen wobei im Zeitrawon ¥5-55 Tagen oft ein signifikanter
Anstieg der Expression auf ein &hnlich erhéhteshiivsowohl bei infiltrierten als auch bei nicht
infiltrierten Tieren zu beobachten war (Abb. 22[B,F).
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Abbildung 22: Genexpression regulatorischer Gene in normogly&énen LEW.1ARIddm Tieren. (A, C, E) prozentualer
Vergleich der mMRNA-Expression im Vergleich zu ralatimRNA-Expression (B, D, F) der regulatorischen &EGF$ (A, B),
FoxP3 (C, D) und L-Selektin (E, F). Die Analyse &gfe 40, 45, 50, 55 und 60 Tagen nach der Gebime Normalisierung
wurde gegen GAPDH vorgenommen. Vergleich infilbeerTiere mit nicht infiltrierten Tieren. Statistlee Auswertung tber
t-Test und oneWay ANOVA (Bonferoni-Post-Test). Datgélt sind Mittelwerte + SEM* P < 0,05* P <0,01,** P < 0,001.

3.7. Inflammatory Response & Autoimmunity PCR Array-40 Tage

Der PCR Array zum Zeitpunkt 40 Tage zeigte, dass @enexpression bei 65 von 88
untersuchten Genen ein allgemein in infiltriertear@&n ansteigt. Gleichzeitig wurden 18 Gene in
sehr geringem Umfang niedriger exprimiert als ichnhiinfiltrierten Tieren (Abb. 23). Die
Expression vorL-8ra konnte nicht nachgewiesen werden. Die GEoR, Ccl7, Ccl21, Cxcll,
Cxcl2, Cxcl3, Cxcl11, IL-18 undTNF wurden um ein Vielfaches hoher exprimiert in imidrten

Tieren im Vergleich zu nicht infiltrierten Tieren.

Cell7 Ccel2 Ccei21

Cell  Ccr1 Cer2 Ccrd Cerd

Cebpb Crp Cxcl11 Cxcl2 Cxcl3

118

Ripk2 Tirap

-3139 0 3139

Abbildung 23: Inflammatory Response & Autoimmunity-Array normadgdynischer LEW.1ARIddm Ratten. Heatmap-
Diagramm zur Darstellung der Expressionsunterseh{€dld Change in log2) der mononukleéren Zellen piripheren Blutes
zum Zeitpunkt 40 Tage. Nicht infiltrierte LEW.1ARddm Tiere wurden als Kontrollgruppe ausgewdahlt um
Genexpressionsunterschiede zu infiltrierten Tienesigllen zu kénnen (n = 4-5).
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Die GeneCcl2, Cxcll1, Ccl21, 1I-18 und TNF wurden 2,1- bis 2,7-fach hoéher in infiltrierten
LEW.1AR1-iddm Tieren zum Zeitpunkt 40 Tage exprimiert. Die kosxyperten GeneCxcli,
CxclR und Cxcl3 wurden 3,6- bis 5,4-fach starker in infiltriert@neren als in den nicht
infiltrierten Tieren des gleichen Zeitpunktes ermgrt. Die starkste Expression zeigten die
ChemokineCcl7 undCcl24 welche 6,9- bis 8,8-fach starker in infiltrigrt@ieren als in nicht-

infiltrierten Tieren exprimiert wurden. (Abb. 24).
101
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Abbildung 24: Dominant exprimierte Chemokingene in infiltriertdtEW.1AR14iddm Ratten. Darstellung auffallend
exprimierter Genef¢ld changg¢ der PBMCs zum Zeitpunkt 40 Tage. Nicht infiltriedt&W.1AR1iddm Tiere bilden die

Referenzgruppe mit einéosld changevon ,1".

3.8. Inflammatory Response & Autoimmunity PCR Array 50 Tage

Der PCR-Array zu 50 Tagen zeigt, dass 64 von 8&ranthten Gene einen Abfall der
Genexpression in infiltrierten Tieren aufwiesenr gleichen Zeit wurden 15 Gene in geringem
Umfang und die Gen€xcl2 Cxcl3undIL-22 hoher exprimiert. Fur die Gerigcl21 undIL-8ra
konnte keine Genexpression nachgewiesen werdenGBineC4b, Ccll, Ccl11, Ccl17, Ccl19,
Ccl20, Ccl24, Ccl25, Ccr2, IL-1a, IL-1b, 1L-1f1Q,-P2ra2, IL-6, IL-6r, IL-9, Kngl, TIr4, TIr7
und TNFwurden zum Zeitpunkt 50 Tage in infiltrierten Tiereerunter reguliert (Abb. 25).

C4b  Cci1 CeM1 Ccl12 CcH7 Ccl9

Cel24 Cer2

Cxcl2 Cxel3

Mrn

-3344 ] 3344
Abbildung 25: Inflammatory Response & Autoimmunity-Array normadggynischer LEW.1ARIddm Ratten. Heatmap-
Diagramm zur Darstellung der Expressionsuntersehi@ald changein log2) der PBMCs zum Zeitpunkt 50 Tage. Nicht
infiltrierte LEW.1AR14iddm Tiere wurden als Kontrollgruppe ausgewdahlt um Gpressionsanderungen der infiltrierten Tiere

darstellen zu kdnnen (n = 4-5).
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Die Expression der Ger@4b, Ccll, Ccll17, Ccl24, Ccr2, IL-1a, IL-1b, IL-&,-6r, IL-9, TIr4,
TIr7 und TNF war zum Zeitpunkt 50 Tage nur noch 0,4-fach bisf@¢h so stark in den
infiltrierten Tieren im Vergleich zu den nicht itifierten Tieren. Die starkste Repression zeigten
die GeneCcl11, Ccl19, Ccl20, Ccl25, IL-1f10, IL-22rathd Kngl (0,1-fach bis 0,4-fach). Die
GeneCxcl2, Cxcl3und IL-22 wurden zwischen 2,5-fach und 6,6-fach starkernirtiierten

Tieren als in nicht infiltrierten Tieren zum Zeitgkt 50 Tage exprimiert (Abb. 26).
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Abbildung 26: Dominant exprimierte Chemokingene in infiltrierteBW.1AR14iddm Tieren. Darstellung deutlich héher (rot)
und niedriger (griin) exprimierter Gene der PBMCs Zgitpunkt 50 Tage. Nicht-infiltrierte LEW.1ARdm Tiere bilden die
Referenzgruppe mit einéold changevon ,1“. Eine relative mRNA Expression mit dewid changeWert ,0“ bedeutet, dass

keine Genexpression nachweisbar war.

3.9. Inflammatory Response & Autoimmunity PCR Array 60 Tage

Der Inflammatory Response & Autoimmunity PCR Armaym Zeitpunkt 60 Tage zeigte, dass 69
von 88 untersuchten Genen ein allgemeinen AnstezgGenexpression in infiltrierten Tieren
aufwiesen. Zum gleichen Zeitpunkt wurden 12 Genedém infiltrierten Tieren niedriger
exprimiert als in den nicht infiltrierten Kontrakren. Fur die Gen€cl19 IL-8ra und IL-9
konnte keine vergleichende Genexpression nachgewiesrden. Die Genexpression der Gene
C4b, Ccl1, Ccl2, Ccl21, Ccl22, Ccl24, Ccl7, Cxdlkcl2, Cxcl3undIL-18 wurde in infiltrierten
Tieren zum Zeitpunkt 60 Tage auffallend hochregu(igbb. 27).
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Abbildung 27: Inflammatory Response & Autoimmunity-Array normdgiynischer LEW.1ARIddm Ratten. Heatmap-
Diagramm zur Darstellung der Genexpressifoid( changein log2) der PBMCs zum Zeitpunkt 60 Tage. Nicht lirirte
LEW.1AR1iddm Tiere wurden als Kontrollgruppe ausgewahlt um Gpressionsanderungen bei infiltrierten Tieren aigkze

zu kénnen (n = 4-5).

Die GeneC4b, Ccll, Ccl2, Ccl21, Ccl28nd IL-18 wurden 2,3-fach bis 5,3-fach so stark in
infiltrierten Tieren im Vergleich zu nicht infillerten Tieren zum Zeitpunkt 60 Tage exprimiert.
Eine starkere Expression zeigten die koexprimie@eneCxcll (33,8-fach),Cxcl2 (11,7-fach)
und Cxcl3 (10,2-fach) in infiltrierten Tieren. Die starkskexpression der untersuchten Gene

konnte furCcl7 (49,7-fach) undCcl24 (129,2-fach) in infiltrierten Tieren nachgewieseerden.
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Abbildung 28: Dominant exprimierte Chemokingene in infiltrierteBW.1AR14iddm Ratten. Darstellung auffallend héher (rot)
exprimierter Gene der PBMCs zum Zeitpunkt 60 Tagehtinfiltrierte LEW.1AR1iddm Tiere bilden die Referenzgruppe mit
einerfold changevon ,1“.

3.10. Genexpressionsmuster nach RIB5/2 Antikdrper-Intervation
3.10.1 Proinflammatorische Zytokine TNFea, INFy und IL-1

Die relativen mRNA-Genexpressionsanalysen bei denh RiB5/2 Antikorper behandelten
Tieren zeigten fUlf NFo eine signifikante Abnahme der Genexpressionsievé0 (252 + 45 vs.
84 + 14) und 60 Tagen (252 + 45 vs. 67 £ 9) im VW&ol zu den 40 Tage alten unbehandelten
Tieren. Zusatzlich zeigte sich eine stark vermitel&xpression voimNF« in RIB5/2 Antikdrper

behandelten Tieren zum Zeitpunkt 60 Tage im Vecgleu den infiltrierten Tieren des gleichen
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Zeitpunktes (Abb. 29 A). Die Behandlung durch delB322 Antikorper zeigte furlFNy
signifkant verminderte Expressionslevel im Vergheru infiltrierten Tieren zum Zeitpunkt 50
(566 £ 152 vs. 120 £ 14) und 60 Tage (668 = 20218& = 11) (Abb. 29 B). Der Zeitpunkt 60
Tage zeigte bei den RIB5/2 Antikdrper behandeltenereh signifikant hohere
Genexpressionslevel (85 = 12 vs. 185 + 11) ##feNy als in den unbehandelten Kontrolltieren
zum Tag 40. Das proinflammatorische ZytoKin1lp zeigte zum Zeitpunkt 50 Tage eine
signifikant verringerte Genexpression (61 + 11 8.+ 5) nach Behandlung mit dem RIB5/2
Antikérper im Vergleich zu unbehandelten Tieren Tag 40. RIB5/2 Antikérper behandelte
Tiere zeigten an Tag 50 jedoch signifikant hbheeaéxpressionslevel flic-15 (16 £ 4 vs. 27
6) im Vergleich zu infiltrierten Tieren des gleich&eitpunktes. Zum Zeitpunkt 60 Tage konnte
ebenfalls ein erhdhtes Expressionsniveau Nofs in RIB5/2 Antikdrper behandelten Tieren
festgestellt werden (Abb. 29 C).
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Abbildung 29: Relative mRNA-Expression der proinflammatorischegtoKinen mit RIB5/2 Antikdrper behandelter
LEW.1AR14iddm Ratten. (A)TNF-, (B) IFNy und (C)IL-15 der PBMCs in Tieren mit Infiltrationen innerhalb deankreas
(rot), nicht infiltrierten Tieren (blau) im Vergleh zu Tieren vor RIB5/2 Antikdrperbehandlung (graud unach RIB5/2
Antikdrperbehandlung (gelb) zu den Zeitpunkten vifh) 50 und 60 Tagen. Eine Normalisierung erfolgégem GAPDH.
Dargestellt sind Mittelwerte +SEM; * P < 0,05, **€0,01, *** P < 0,001.
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3.10.2 Antiinflammatorische Zytokine IL-4 und IL-10

Die relative Genexpression des antiinflammatoriacAgtokinsIL-4 zeigte zum Zeitpunkt 50

(890 £ 442 vs. 98 = 19) und 60 Tage ein (595 + ¥54204 + 56) signifikant vermindertes
Expressionslevel nach RIB5/2 Antikdrperinterventiom Vergleich zu infiltrierten Tieren des
gleichen Zeitpunktes. (Abb. 30 A). Die Genexpressimn IL-10 wurde durch die RIB5/2

Antikérperbehandlung zum Zeitpunkt 50 Tage im Veigh zu unbehandelten Kontrolltieren
signifikant herunter reguliert (68 + 13 vs. 33 H{Apb. 30 B).
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Abbildung 30: Relative mRNA-Expression antiinflammatorischen Zjtekin RIB5/2 Antikorper behandelter LEW.1ARddm
Tiere. (A) IL-4 und (B) und IL-10 der PBMCs in Rattmit Infiltrationen innerhalb des Pankreas (rotghtiinfiltrierten Tieren
(blau) im Vergleich zu Tieren vor RIB5/2 Antikdrpehandlung (grau) und nach RIB5/2 Antikérperbehandl(gedb) zu den
Zeitpunkten von 40, 50 und 60 Tagen. Eine Norn&tlisig erfolgte gegen GAPDH. Dargestellt sind Miteate +SEM; * P <
0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001.

3.10.3T-Zellmarker Gene CTLA4, CD-25und Neuropilin-1

Die relative Genexpression der T-Zellmarker zeiglassCTLA4 zum Zeitpunkt 50 Tage in
RIB5/2 Antikdrper behandelten Tieren signifikanedriger (100 + 13 vs. 44 + 6) und zum
Zeitpunkt 60 Tage signifikant hoher (100 = 13 v$41+ 27) exprimiert wird als in
unbehandelten Kontrolltieren. Zusatzlich konnte zxeitpunkt 60 Tage gezeigt werden, dass
RIB5/2 Antikérper behandelte Tiere signifikant héhe (22 + 7 vs. 164 + 27)
Genexpressionslevel von CTLA4 aufwiesen als inditte Tiere des gleichen Zeitpunktes (Abb.
31 A). Die Genexpressionslevel von CD-25 waren ag 50 in RIB5/2 behandelten Tieren
signifikant verringert (66 £ 12 vs. 27 + 4) im Vé&gh zu den unbehandelten Kontrolltieren und
zu infiltrierten Tieren (87 = 31 vs. 27 *= 4). Zumeifpunkt 60 Tage stieg das
Genexpressionsniveau von CD-25 auf ein signifikeitteres Mal3 (66 £ 12 vs. 117 + 12) in den
RIB5/2 Antikorper behandelten Tieren im Vergleich den unbehandelten Kontrolltieren an
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Tag 40 (Abb. 31 B). Der T-Zellmarké&tRP1wies zum Zeitpunkt 50 Tage signifikant hohere
(55 £ 11 vs. 107 = 9) Genexpressionslevel in Tiemah RIB5/2 AntikOrperintervention im
Vergleich zu infiltrierten Tieren des gleichen feibktes auf. Der gegenteilige Effekt trat zum
Zeitpunkt Tag 60 in RIB5/2 Antikorper behandeltemerén auf, mit einem signifikant
niedrigeren Expressionsniveau (584 *+ 287 vs. 1@B)xim Vergleich zu infiltrierten Tieren des
gleichen Zeitpunktes aufzeigten (Abb. 31 C).
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Abbildung 31: Relative mMRNA-Expression von T-Zellmarkern in RIB&@tikdrper behandelter LEW.1ARitldm Ratten. (A)
CTLA4 (B) CD-25und (C)Neuropilin-1zeigen Expressionsveréanderung der PBMCs in Tierénndilirationen (rot), in nicht
infiltrierten Tieren (blau) im Vergleich zu Tierewor RIB5/2 Antikérperbehandlung (grau) und nach RIBB#tikorper

Behandlung (gelb). Eine Analyse erfolgte zu denpeikten 40, 50 und 60 Tagen. Eine Normalisierungdengegen GAPDH
durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte +SEMP < 0,05 P < 0,01;** P < 0,001.

3.10.4Regulatorische Genel GF-f, FoxP3 und L-Selektin

Die Genexpression des regulatorischen G@&@&F zeigte, dass die RIB5/2 Antikorper
behandelten Tiere zum Zeitpunkt 50 Tage ein sikgifi niedrigeres Expressionsniveau (67 + 11
vs. 41 + 2) aufweisen als die 40 Tage alten, uniediten Kontrolltiere. Zum spaten Zeitpunkt
60 Tage zeigte sich, dass das GenexpressionsmngalGF-4 in RIB5/2 behandelten Tieren
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signifikant hohere Expressionslevel (52 + 10 vs.#980) aufwies als infiltrierte Tiere des
gleichen Zeitpunktes (Abb. 32 A). Das regulatores€enFoxP3wird zum Zeitpunkt 50 Tage
signifikant niedriger (87 £ 12 vs. 33 £ 5) und zditpunkt 60 Tage signifikant hoher (87 £ 12
vs. 146 + 14) in RIB5/2 Antikorper behandelten €rerexprimiert als in den unbehandelten
Vergleichstieren an Tag 40. Zusatzlich wiesen diB5R Antikorper behandelten Tiere ein
signifikant niedrigeres (70 £ 16 vs. 33 + 5) Exeasniveau des Gei®xP3an Tag 50 und
ein signifikant hoheres (64 + 14 vs. 146 + 14) Eegsionsniveau an Tag 60 im Vergleich zu
infiltrierten Tieren des gleichen Zeitpunktes adblp. 32 B). Das Genexpressionlevel des
Adhasionsmolekuls L-Selektin war zum Zeitpunkt 58g&, in RIB5/2 Antikdrper behandelten
Tieren signifikant niedriger (63 + 11 vs. 34 + 4)dumit 60 Tagen signifikant hoher (63 = 11 vs.
118 + 13) als in den unbehandelten Kontrollen zweiiptinkt 40 Tage. Desweiteren zeigte sich
zum Zeitpunkt 60 Tage ein signifikant hohekeSelektinGenexpressionsniveau (24 + 4 vs. 118
+ 13) nach RIB5/2 Behandlung als in den infiltregrtTieren zur gleichen Zeit (Abb. 32 C).
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Abbildung 32: Relative mRNA-Expression regulatorischer Gene von RIBSitikérper behandelter LEW.1AR@ldm Ratten.
(A) TGF, (B) FoxP3und (C)L-Selektinzeigten Genexpressionsveranderung in den PBMC3d ¥man mit Infiltrationen (rot),
in nicht infiltrierten Tieren (blau) im Vergleichuz Tieren vor RIB5/2 Antikérperbehandlung (grau) undcm RIB5/2
Antikdrperbehandlung (gelb). Eine Analyse erfolgteden Zeitpunkten 40, 50 und 60 Tage. Eine Nosiealing wurde gegen
GAPDH durchgefihrt. Dargestellt sind MittelwerteE#@; * P < 0,05** P < 0,01** P < 0,001.

Seite | 66



3.11. Decision-Tree Analyse

Die Decision-Tree Analyse ergab fir die Zeitpunk@, 45, 50, 55 und 60 Tage jeweils
unterschiedliche  Entscheidungsbaume in  Abhangigkeder Expressionslevel der
unterschiedlichen Marker. Der zuvor festgestehifdttationsstatus bildete die Grundlage fur die
Klassifizierung der Daten im Entscheidungsbaummiodel

Die folgenden Entscheidungsbdume zeigen die emispnelen Biomarker und ihre
Expressionslevel welche einen pradiktiven Charakierden Infiltrationsprozess des Pankreas
haben und im spateren zu einem Diabetes fuhrenemtilisatzlich wurde der prozentuale Wert
der Pradiktionsseffizienz durch den entsprechefadscheidungsbaum ausgegeben.

In der Entscheidungsbaumanalyse wurden neben daflussreichsten Markern zur
Klassifizierung auch die nachfolgenden Marker istafender Reihenfolge dargestellt. Fur die
Analyse wurde jeweils der starkste pradiktive Biokea aus der nachfolgenden Analyse
eliminiert um die abstufende Reihenfolge zu ermal@iese abstufende Reihenfolge wurde bis
zur letzten Mdoglichkeit zur Erstellung eines Baurdaschgefiihrt. Das ergab eine Steigerung der
Klassifizierungsmaéglichkeit von Tieren die nachviels Infiltrationen im Pankreas aufwiesen,
jedoch nicht entscheidungsbaumspezifische Genesiprestevel aufwiesen.

Abschlie3end erstellte sich dann ein Gesamtbildrelewvanten Gene des Infiltrationsprozesses

zu spezifischen Zeitpunkten.

3.11.1Decision-Tree zum Zeitpunkt 40 Tage

Das proinflammatorische Zytokih-14 hatte zum Zeitpunkt 40 Tage den starksten praaikti
Charakter fur den Infiltrationsprozess im LEW.1AR#im Rattenmodell.

Das mathematische Modell besagte, dass eine erk&@rexpression des proinflammatorischen
Zytokins IL-15 (> 14843) zu Infiltrationen und im spéateren Veflau einem Diabetes fuhren
wirde. Im Falle einer geringeren Genexpressionlkeltp (< 14843) wirden keine Infiltrationen
und auch kein Diabetes auftreten (Abb. 33). Innlerfier Analyse konnte von insgesamt 37
untersuchten LEW.1ARIddm Tieren 29 Ratten richtig in den Baum integriertréan und
somit die sich daraus ergebende pradiktive Effzieles Entscheidungsbaumes mit 79 %

berechnet wurde.
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Abbildung 33: Genexpressionsbasierende Decision-Treeanalys@eigrinkts 40 Tage in normoglykamischen LEW.1AR1-
iddm Ratten. Unter Angabe des zu GAPDH normalisiertenwglibnwertes der Genexpression von [-ieigt sich eine
Pradiktionseffizienz von 79 % zu einer Infiltrati¢Diabetes) oder keinem Diabetes. Die GendLlfitO undIL-4 sowieFoxP3

L-SelektinundCD-25 zeigten als Folgemarker eine abstufenden Rangb@gBewertung der Infiltrationsrelevanz.

3.11.2Decision-Tree zum Zeitpunkt 45 Tage

Im Entscheidungsbaumes zum Zeitpunkt 45 Tage kogameigt werden, dass eine erhdhte
relative Genexpression der proinflammatorische Ky IL-15 (> 1899) in Kombination mit
einer reduzierten Expression vaiNFa (< 2489) zu einem Diabetes fuhren wirde. Zusétzlic
eroffnete sich innerhalb des Entscheidungsbaunmeszsveite Moglichkeit zur Entstehung eines
Diabetes mellitus, wenn die relative GenexpressmmIL-15 (< 11) auf einem sehr niedrigen
Niveau verbleibt. Geringere Expressionslevel Yol (< 1899) undTNFa (< 2489) fuhren
pradiktiv zu keinem Diabetes (Abb. 34). Innerhalbr dAnalyse konnten insgesamt 22
untersuchte LEW.1ARiddm Tiere richtig in den Baum integriert werden uné dich daraus
ergebende pradiktive Effizienz des Entscheidungsigsuvurde mit 100 % berechnet.

‘ Kein Diabetes ‘ ‘ Infiltration (Diabetes) ‘
<1899 >1399 '
E-El Effizienz: 100%
<2489 >2439
TN].;(_I ‘ Infiltration (Diabetes) ‘

FoxP3 ‘ TGE-B ‘ | NRP1 ‘

-4
L-Selektin

TNF-a

Abbildung 34: Genexpressionsbasierende Decision-Treeanalys@eigminkts 45 Tage in normoglykamischen LEW.1AR1-
iddmRatten. Unter Angabe des zu GAPDH normalisierterwstienwertes der Genexpression \arls und TNFa welche mit
einer Pradiktionseffizienz von 100 % zu einer tndition (Diabetes) oder keinem Diabetes fiihren wiird
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3.11.3Decision-Tree Analyse Zeitpunkt 50 Tage

Innerhalb der Decision-Tree Analyse zum ZeitpunktTage konnte gezeigt werden, dass nur
eine erhdhte Genexpression des T-Zellterminatignass CTLA4 (> 345) in Kombination mit
einer reduzierten Genexpression des T-Zellmaf&Br25 (< 3999) zu Infiltrationen und im
spateren zu einem Diabetes flihren wirde. Eine redeZXxpression VOCTLA4 (< 345) oder
eine erhohte Expression v@bD-25 (> 3999) hatte keine pradiktive Relevanz fur digsiehung
eines Diabetes (Abb. 35). Innerhalb der Analysenkem von insgesamt 16 untersuchten
LEW.1AR1-iddm Tieren 15 Ratten richtig in den Baum integriertréée® und die sich daraus
ergebende pradiktive Effizienz des Entscheidungsiesuvurde mit 94 % berechnet.

‘ Kein Diabetes ‘ Infiltration (Diabetes)

>3999 T <3999 Effizienz: 94%
CD-25 Kein Diabetes |
‘\-~ __7________.——7
=345 T <345
CTLA4
IEN-y

CD25

Abbildung 35: Genexpressionsbasierende Decision-Treeanalys@eigminkts 50 Tage in normoglykamischen LEW.1AR1-
iddm Ratten. Unter Angabe des zu GAPDH normalisierterw@tthnwertes die Genexpression vBiLA4 und CD-25 welche
mit einer Pradiktionseffizienz von 94 % zu ein€filiration (Diabetes) oder keinem Diabetes fiihrdirde.

3.11.4Decision-Tree Analyse Zeitpunkt 55 Tage

Die Decision-Tree Analyse zum Zeitpunkt 55 Tageabrgdass eine reduzierte Genexpression
des T-Zellmarker&europilin-1 (< 7990) in Kombination mit einer erhéhten Genesgion des
proinflammatorischen Zytokin$L-14 (> 4809) zu Infiltrationen und im spateren zu eine
Diabetes mellitus fihren wirde (Abb. 36). Zusatzlergab die Berechnung der Decision-Tree
Analyse, dass allein eine erhohte relative Genagpra des T-ZellmarkerdNeuropilin-1

(> 7990) einen pradiktiven Charakter fur den Indilionsprozess des Pankreas zum Zeitpunkt 55
Tage hat. Die Analyse zeigte, dass von insgesaminiégrsuchten LEW.1ARMdm Tieren alle
korrekt in den Entscheidungsbaum integriert werllennten und die sich daraus ergebende

pradiktive Effizienz des Entscheidungsbaumes wandel00 % berechnet.
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Abbildung 36: Genexpressionsbasierende Decision-Treeanalys@eigrinkts 55 Tage in normoglykamischen LEW.1AR1-
iddm Ratten. Unter Angabe des zu GAPDH normalisierterm@tinwertes zeigte die Genexpression Weuropilin-1 und
IL-18, dass eine entsprechende Expression mit eineikBoédeffizienz von 100 % zu einer Infiltration idbetes) oder keinem
Diabetes fuhren wirde.

3.11.5Decision-Tree Analyse zum Zeitpunkt 60 Tage

Die Berechnung des Entscheidungsbaumes zum Zeit@fhkage zeigte, dass eine erhdhte
relative Expression des antiinflammatorischen ZytekiL-10 (> 2843) einen pradiktiven
Charakter fur den Infiltrationsprozess und eindgdnden Diabetes bei LEW.1ARddm Tieren

hat (Abb. 37). Innerhalb der Analyse konnten vosgasamt 16 untersuchten LEW.1ARIHmM
Tieren 13 Ratten korrekt in den Baum integriertdreer und die sich daraus ergebende pradiktive

Effizienz des Entscheidungsbaumes wurde mit 81 fédbaet.

‘ Infiltration (Diabetes) ‘

<2843 T =2843
IL.-10

Effizienz: 81%

NRP1

Abbildung 37: Genexpressionsbasierende Decision-Treeanalyse elgaiakts 60 Tage in normoglykamischen LEW.1AR1-
iddm Ratten. Unter Angabe des zu GAPDH normalisierterm@tibnwertes der Genexpression Mbn10, welchen mit einer

Pradiktionseffizienz von 81 % zu einer InfiltratifDiabetes) oder kein Diabetes fiihren kann.

3.11.6 Rangliste relevanter Biomarker nach Decision-Treeaalyse

Die Ergebnisse der Rangliste der infiltrationsral@en Biomarker resultiert aus einer
weiterfihrenden Berechnung der Decision-Tree AmadyPaflr wurden in jeder aufbauenden
Analyse der starkste Marker der vorrangegangen y&eal entfernt und ein neuer
Entscheidungsbaum generiert. Daraus ergab sicheausrspriinglich 11 gewahlten Genen eine
Rangfolge im Bezug auf die biologische Relevanzesmer Infiltration zu einem bestimmten
Zeitpunkt im LEW.1AR1iddm Rattenmodell beteiligt zu sein. In der Tabelle I§AB8) ist die
Relevanz der Gene fiur eine Infiltration mit RanguiB 1-5) zu bestimmten Zeitpunkten (40-60
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Tage) dargestellt. Dabei sind stark relevante Gettiea hervorgehoben worden. Es stellte sich
heraus dass, zum Zeitpunkt 40 Taflelp, IL-10, FoxP3und mit abgestufter Relevanz L-
Selektin,CD25 und IL-4 infiltrationsrelevante Biomarker sind. Im Alter wv@l5 Tagen zeigten
sich primarlL-18, FoxP3, TGFB8, NRP-1, L-Selektinnd sekundafNF-o, CD-25, IL-10, NRP-

1, L-Selektinund IL-4 als entscheidende Gene die an Infiltrationen hgtesind. Im weiteren
zeitlichen Verlauf zeigten sich im Alter von 50 BagCTLA4 und INF-y in Kombination mit
CD-25in auffalliger Expression bei infiltrierten TiereDie Expression der GemdRP-1, FOxP3,
CTLAA4, L-Selektiind wenigeiL-15 spielten zum Zeitpunkt 55 Tage eine entscheid&ulke

in infiltrierten Tieren. In der finalen Infiltratisphase an Tag 60 konnte die Génd0 und
NRP-1mit erhdhter Genexpression in infiltrierten Tiereachgewiesen werden.

Alter | Rang 1 Rang 2 Rang 3 Rang 4 Rang 5
40d | IL-1p1 IL-101 FoxP3t = =
IL-4] L-Sell 1, CD-25, IL-4]

45d | IL-1p471 FoxP3| TGF-p| NRP-1] L-Sel1
TNF-«] CD-251 IL-10], NRP-1 IL-41, TNFuf, L-Sell | CD-25t

50d | CTLA4t IEN- 1 = = =
CD-25] CD-25)

55d | NRP-11 FoxP31 CTLA4t L-Sel1t =
IL-151

60d | IL-101 NRP-11 = = =

Abbildung 38: Rangliste infiltrationsrelevanter Biomarker. DiesebfMiung spiegelt eine Rangfolge der infiltrationskelnten
Biomarker wider, welche basierend auf der Entschigjdbaumanalyse der hdchste Pradiktionswert in igesiger Reihenfolge
zugeordnet wurde. Bei infiltrierten LEW.1ARddm Ratten konnte fiir Tag 40 das proinflammatorischtoldy IL-15 seinen
starksten Einfluss auf die Entwicklung einer Imfitton zeigen. Nachfolgend erwies siitk10 in Kombination mitlL-4 als

entscheidend fiir Infiltrationen an Tag 40. Desweitekonnte fiiFoxP3in Kombination mitL-Selektin CD25 und IL-4 ein

pradiktiver Wert hinsichtlich der Infiltrationen aifag 40 zugeordnet werden. Ob fiir eine Vorhersageh ndem
Entscheidungsbaummodell eine erhéhfeoder erniedrigte|() Expression entscheidet wurde in der Tabelle mtis@echenden

Pfeilen markiert.
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3.12. Biologisches Netzwerk zum Zeitpunkt 40 Tage

Die biologischen Netzwerke dienten der Visualisigrwer Beziehungen der Gene zueinander
auf Basis verschiedener Regulationsmechanismen. NBsswerk bildet sich aufgrund der
Assoziationen der Gene untereinander, je starkerG#n-Gen Interaktion sind desto dichter
finden sich die benachbarten Gene zusammen. Dgenidé¢ biologische Netzwerk (Abb. 39)

wurde fur den spezifischen Zeitpunkt 40 Tage geiild

Gen Funktion
TNFu Proinflammation

IFN-y Proinflammation

IL-18 Proinflammation

IL-4 Antiinflammation

IL-10 Antiinflammation

IL-18 Proinflammation
CTLA4 T-Zellterminationssignal
CD-25 T-Zellmarker

NRP1 T-Zellmarker
TGF# Antiinflammation

FoxP3 Transkriptionsregulator

Ccl2 Rekrutierung von Monozyten, TZ
Ccl7 Rekrutierung von Monozyten,
Ccl21 T-Zellpositionierung in Lymphknoten
Ccl24 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
Cxcl1-3 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
Cxcll1 Rekrutierung von aktivierten TZ

Abbildung 39: Biologisches Netzwerk aufféllig exprimierter Gene mormoglykdmischen LEW.1ARbdm Tieren des
Zeitpunktes 40 Tage. Die regulatorischen BeziehuriggnGene (hochregulierte Gene in roten Kreisetg¢remander werden
durch Pfeile mit entsprechender Richtung dargestdiitchregulation/Aktivierung (roter Pfeil), Runtegrdation/Inhibierung

(griiner Pfeil) und Coexpression (lila Verbindung).

Hierfir wurden die einzelnen proinflammatorischerytakine (NF-«, INF-y, IL-15),
antiinflammatorischen Zytokinell(-4, 1L-10), T-Zellmarkergene GTLA4, IL2RA (CD-2§h
NRP) und die regulatorischen GendQ@F+, FoxP3, L-Selektin mit den entscheidend
regulierten Genen der Array-Analyse@c{2, Ccl7, Ccl21, Cxcll, Cxcl2, Cxcl3, Cxcll1, IL-18)
in Verbindung gesetzt. Das entstandene Netzwerlgt zsne komplexe Verknipfung aller
vorhandenden Gengruppen (Zytokine, Chemokine, Twéeker- und regulatorische Gene),
welche zum Zeitpunkt 40 Tage auffallend héher regulund in der Peripherie coexprimiert

wurden.
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3.13. Biologisches Netzwerk zum Zeitpunkt 50 Tage

Das nachfolgende biologische Netzwerk wurde fir sigezifischen Zeitpunkt 50 Tage erstellt.
Zu diesem Zeitpunkt ergibt sich ein Bild aus hoghiferten und herabregulierten Genen mit
unterschiedlichen Genexpressionsniveaus (Abb. 40).

Gen Funktion
TNFu Proinflammation
- IFN-y Proinflammation
IL-1a/p Proinflammation
IL-4 Antiinflammation
s IL-10 Antiinflammation
IL-18 Proinflammation
Cel20 CTLA4 T-Zellterminationssignal
CD-25 T-Zellmarker
NRP1 T-Zellmarker
TGF$ Antiinflammation
FoxP3 Transkriptionsregulator
e Cxcl2-3 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
IL-22 Antiinflammation
Ccl17-20 Rekrutierung DZ, Lymphozyten
Ccl24-25 Rekrutierung Lymphozyten, Monozyten
@ Kngl Blutkoagulation
' Tird, 7 Oberflachenprotein Makrophagen
C4B Ccll Rekrutierung B-Zellen, Monozyten
-22R42 Ccl11 Rekrutierung eosinophile Granulozyten
le/116r Proinflammation
119 Stimulation Zellproliferation

Abbildung 40: Biologisches Netzwerk auffallig exprimierter Gere mormoglykdmischen LEW.1ARitldm Ratten zum
Zeitpunkte 50 Tage. Die Beziehungen der Gene (ridteise-stark exprimiert in infiltierten Tieren, gré Kreise-geringer
exprimiert in infiltrierten Tieren) untereinandereden durch Pfeile mit entsprechender Richtung déetie Hochregulation
(rot), Inhibition (griin) und Coexpression (lila).

Die Gene proinflammatorischenFNF-o, INF-y, IL-15), antiinflammatorischen ZytokindL(4,
IL-10), T-Zellmarker CTLA4, IL2RA (CD-25 NRPJ) und die regulatorischen Gen&€GF-,
FoxP3, L-Selektinmit den regulierten Genen der Array-Analys&@#f, Ccll, Cclll, Ccl17,
Ccl19,Ccl20,Ccl24,Ccl25,Ccr2, IL-1a, IL-1b, IL-1f10, IL-22ra2, IL-6, IL-6r, IL-9, Kngl, Tir4,
TIr7) wurden zueinander in Verbindung gesetzt. Zu a@eh zeigte sich eine Inhibition der
aufgefuhrten Chemokine, Ausnahme sind hochregeherytokineCxcl2, Cxcl3 undIL-18. Es
zeigte sich, dass Gene die zentral und eng zuegndokhlisiert sind starker exprimiert werden.

In der Peripherie angeordnete Gene werden statkeh €Coexpressionsprozesse reguliert.
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3.14. Biologisches Netzwerk zum Zeitpunkt 60 Tage

Das nachfolgende biologische Netzwerk wurde fir sieezifischen Zeitpunkt 60 Tage erstellt
(Abb. 41).

Gen Funktion
TNF- Proinflammation
IFN-y Proinflammation
IL-18 Proinflammation
IL-4 Antiinflammation
IL-10 Antiinflammation
IL-18 Proinflammation
CTLA4 T-Zellterminationssignal
CD-25 T-Zellmarker
NRP1 T-Zellmarker
TGF4 Antiinflammation
FoxP3 Transkriptionsregulator
Ccl1-2 Rekrutierung von Monozyten, TZ
Ccl7 Rekrutierung von Monozyten,
Ccl21-22 T-Zellpositionierung in Lymphknoten
Ccl24 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
Cxcl1-3 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
IL-18 Proinflammation
C4B Komplementsystem, Proinflammation

Abbildung 38: Biologisches Netzwerk auffallig exprimierter Gene mormoglykdmischen LEW.1ARitldm Tieren des
Zeitpunkt 60 Tage. Die regulatorischen BeziehungemGkne (rote Kreise- hochregulierte Gene) untarelar werden durch
Pfeile mit entsprechender Richtung dargestellt. Heghlation/Aktivierung (roter Pfeil), Runterregutaiiinhibierung (griner
Pfeil) und Coexpression (lila Pfeil).

Die Gene der einzelnen proinflammatorischen ZytekiNTNF-o, INF-y, IL-15),
antiinflammatorischen Zytokinell(-4, 1L-10), T-Zellmarkergene GQTLA4, IL2RA (CD-25),
NRP) und die regulatorischen GendQF, FoxP3, L-Selektin mit den entscheidend
regulierten Genen der Array-Analyse@4B, Ccll, Ccl2, Ccl21, Ccl22, Ccl24, Ccl7, Cxcll,
Cxcl2, CxclB und IL-18) wurden in Verbindung gesetzt. Der Zeitpunkt 6(0Qy§ &eigte eine
Hochregulation der aufgefiihrten Chemokine. Die I&tnu des Netzwerkes zeigte, dass die
regulierten Gene nicht sehr eng zueinander loleatisiaren. Sowohl die Coexpression als auch
die Hoch- und Runterregulation der Gene beschréslde auf einige zentral angeordnete

Zytokingene und nur wenige Chemokine.
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4. Diskussion

Der Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) ist eine Autoimnerkrankung bei der es zur
Zerstorung der insulinproduzierenden Betazellen ldengerhansschen Inseln des Pankreas
kommt. Die Ursache der Zerstérung der insulinpraghenden Zellen ergibt sich multifaktoriell
aus dem Zusammenspiel zwischen der Betazelle, eampigsentierenden Zellen,
autoaggressiven T-Zellen und Umweltfaktoren wie tibewste Nahrungsinhaltsstoffe
und Virusinfektionen [132].

Die von uns genutzte LEW.1AR@ldm Ratteist ein Tiermodell des T1DM. Bei den Tieren tritt
die Inselinfiltration fokussiert zwischen dem 4®du60. Lebenstag auf und fuhrt aufgrund der
progressiven Betazellzerstorung zu einem Kklinischanifesten Diabetes [51, 54].
Das LEW.1ARliddm Rattenmodell weist keine geschlechtsspezifisch@b&esinzidenz
(NOD-Maus), keine Immunzellinfiltrate in extraparktischen Geweben (KDP-Ratte und
NOD-Maus) und keine Lymphopenie (BB-Ratte) sond@mvollentwickeltes Immunsystem mit

unveranderter Population von B-Lymphozyten und niatie Killerzellen auf [51, 53, 54, 64].

4.1. LEW.1AR1-iddm Ratten-ein Tiermodell zur Beschreibung des Pradiaétes

Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Analygeigten, dass schon im Alter von 40 Tagen
die ersten Infiltrationen im Pankreas durch eineBHBarbung nachweisbar waren, obwohl bei
allen untersuchten Tieren ein normoglykéamischetdgblikosewert (< 7,8 mmol/l) messbar war.
Die Infiltrationsrate zeigte im zeitlichen Verlaubn 40 bis 60 Tagen, dass mehr als die Halfte
der Tiere zum Zeitpunkt 55 Tage lymphozytare Irdiibnen aufwiesen. Zudem konnte
beobachtet werden, dass die Infiltrationsrate rAitTégen wieder auf ein niedrigeres Niveau
absank. Die Abnahme der Infiltrationsrate zum 4eig 60 Tage ist eine Folge des vermehrt
auftretenden Diabetes.

Bei der Betrachtung der gesamten Daten fallt aagsdder Grofiteil der Tiere an Tag 55
Infiltrationen aufwies. Diese histologische Beoltacly korreliert mit den etablierten Analysen
zum LEW.1AR1iddm Tiermodell, da der Zeitpunkt der Diabetesmanitestim Alter
von 58 * 2 Tagen liegt [51].

Desweiteren ist bereits beschrieben, dass die ddatbimmunprozesse induzierte Zerstérung
der insulinproduzierenden Betazellen und infolgedesdie Reduktion der Betazellmasse des
Pankreas der Ausgangpunkt fur die Entstehung dpsl iabetes ist [133-135].
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Wahrend dieser Arbeit zeigte eine Bestimmung delaB#imasse, dass zu den Zeitpunkten
40, 50 und 60 Tagen die Tiere mit lymphozytarenlttationen des Pankreas signifikant
niedrigere Betazellmassen aufwiesen als nichttiigfite Tiere des gleichen Zeitpunktes. Im
zeitlichen Verlauf von 40 bis 60 Tagen ergab sitchleichter Anstieg der Betazellmasse um
27 % bei infiltrierten Tieren und um 45 % bei nightiltrierten Tieren. Eine Erklarung flr den
Anstieg der Betazellmasse konnte ein kompensatmis&ffekt aus verschiedenen Faktoren
sein. Dabei haben erhohter Insulinbedarf infolgen vé&Koérperwachstum, niedrigerer
Insulinsensitivitat der Peripherie, beginnende Beltaerstérung und regulatorische Signale
(Glukagon, Insulin, Gastrin, Somatostatin) einenflass auf die Betazellfunktion [136].

Bei der Analyse der Betazellmasse stellte sichuserdass nicht infiltrierte Tiere im Vergleich
zu infiltrierten Tieren im Durchschnitt 5 bis 18®#%ehr Inseln innerhalb des Pankreas aufwiesen,
wobei es aber keine signifikanten Unterschiede en durchschnittlichen Inselflache beider
Tiergruppen gab. Diese Beobachtungen deuten dhnmaudiass trotz inflammatorischer Prozesse
innerhalb des Pankreas noch eine Zunahme der Hatagse in geringem Mal3e stattfand. Eine
maogliche Erklarung resultiert aus einer Studie, Her Analysen an Mausen, Ratten und
Menschen ergeben haben, dass ein Anstieg der Betagse durch Neogenese (Differenzierung
aus Betazellvorlaufern) und Selbstreplikation hegeoufen wird. Dabei werden zerstorte
Betazellen ersetzt, um den physiologischen Vedustompensieren [135, 137].

Beim Menschen konnte in der frihen Kindheit einidap Anstieg der Betazellmasse durch
selbstreplikative Aktivitat beobachtet werden, viselcim Alter von funf Jahren nahezu
abgeschlossen ist [134]. In einem Rattenmodell teongdoch eine erhdhte Rate der
Selbstreplikation von Betazellen, wenn diese bere#onatal durch Betazellzerstbrung betroffen
waren, keine voll funktionsfahige Betazellmasseegiemen [135]. Innerhalb einer Humanstudie
wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Verlost Betazellen im jungen Patienten einen
hoheren metabolischen Stress (kompensatorische linjmsaduktion, Immunantwort,
hoherer Blutglukosewert) in den verbleibenden Bdtam auslést und es folglich wieder zu
einem Anstieg der Betazellmasse kommt. Dieser Beokélt dann nur solange an, bis es zu
einer autoimmunen Zerstérung der proliferierendestaBellen kommt [133]. Studien an
Tiermodellen zeigten aulRerdem, dass externe Stin{Bastrin, EGF (Epidermaler
Wachstumsfaktor)) eine leichte Regeneration deaR#imasse bewirken kdnnen, welche auf
die Aktivierung von Progenitor- oder Stammzellenimkzufthren ist [135].

Folglich lasst sich schlussfolgern, dass trotzhim Anstieg der Betazellmasse wahrend der
Infiltrationsphase, eine vollstdndige Zerstérungr d@etazellen ablauft und ohne eine

entsprechende Intervention zu einem insulinpflggni Diabetes in diesem Tiermodell fuhrt.
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Zurzeit gibt es noch keine etablierte Behandlungsoue, welche gezielt die Proliferation von
Betazellen stimulieren und so eine obligate Inswibstitution neben der noch prasenten

Autoimmunitat verhindern [137].

4.2. Die inflammatorischen Prozesse spiegeln sich in d&orrelation zwischen
Differentialblutbild und Genexpressionsmuster des pripheren Blutes wider

Mit Hilfe des Differentialblutbildes von infiltrigen und nicht infiltrierten LEW.1ARIddm
Ratten wurden die Population von neutrophilen-,iregghilen und basophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Monozyten ermittelt. Die Blutbildder infiltrierten LEW.1ARliddm Ratten
wiesen signifikant hohere Zellpopulationen fiir mephile Granulozyten (d40, d45, d50) und
Monozyten (d40) auf. Eine Fehlinterpretation unsememunologischen Daten, aufgrund von
Infektionen, kann ausgeschlossen werden, da eingelmé@lige Kontrolle des
Gesundheitszustandes nach FELASA Richtlinien etdolg

Die neutrophilen Granulozyten und Monozyten simdBestandteil der unspezifischen aber auch
der spezifischen zellularen Abwehr. Aus der Literast bekannt, dass neutrophile Granulozyten
vermehrt in der Blutperipherie auftreten, wenn eakutder chronische Entziindungen,
Autoimmunerkrankungen und Antigenreaktionen ausjeliurden. Makrophagen bzw. deren
Vorlauferzellen, die Monozyten, sind an der Antiggisentation und Phagozytose
korperfremder Strukturen beteiligt und verbleibé&n I bis 3 Tage im peripheren Blut bevor sie
ausdifferenzieren und die entziindeten Geweberiafign [138]. Der gemeinsame Vorlaufer von
Monozyten und neutrophile Granulozyten sind die &t@mpoetischen Stammzellen, die unter
Einfluss von Wachstumsfaktoren differenzieren, Uther chemotaktische Stimulation aus dem
Knochenmark emigrieren und in das entztindliche Gevieamigrieren.

Die durch verschiedene Blutzellen (Makrophagen, €llen, Granulozyten) sezernierten
Chemokine sind kleine Zytokine oder Signalproteidie eine gerichtet Bewegung von
Immunzellen entlang eines KonzentrationsgradieninChemokine zum Ort der Entziindung
bewirken. Mit Hilfe der PCR-Arrays des peripherdntBs konnte zum Zeitpunkt von 40 Tagen
eine 2 bis 8-fach hohere Genexpression der ChemekelCcl2, Ccl7,Ccl21, Ccl24 Cxcl],
Cxcl2 Cxcl3und Cxcll1nachgewiesen werden. Da die Chemokine Ccl24, Cxitl2, Cxcl3
und TNF eine chemotaktische Wirkung auf neutropl@eanulozyten ausiben und speziell
Cxcl1 und Cxcl2 die Emigration der neutrophilen @iazyten aus dem Knochenmark fordern
konnte hier ein direkter Zusammenhang zwischenG#srexpression und dem Vorkommen der

Immunzellen im peripheren Blut bestehen [139].
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Mit der erhohten Genxpression v@tl2 und Ccl7 zeigten sich zwei chemotaktisch relevante
Chemokine flir Monozyten im peripheren Blut derltnérten Tiere. Eine aktuelle Studie geht
davon aus, dass ein direkter Zusammenhang zwisdeem Vorkommen von neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut und der Entwicklwmn T1DM besteht. In dieser Studie
konnten bei diabetischen Patienten vermehrt nehileranulozyten im exokrinen Pankreas
festgestellt werden [140].

Daraus ergibt sich die Mdglichkeit, dass die in dEW.1AR1iddm Ratte signifikant hohen
Populationen von neutrophilen Granulozyten ausPdgipherie in das Pankreas einwandern und
so den inflammatorischen Prozess verstarken. Uiiteend wirkt hierbei der Fakt, dass sich im
spateren zeitlichen Verlauf (d55, d60) trotz veiggr Genexpression der mit Granulozyten
assoziierten Chemokine, keine erhdhten Zellpopaath von neutrophilen Granulozyten mehr
im peripheren Blut nachweisen liel3en und eine Aldeamng ins Pankreas nahe liegt.

Die durch zirkulierende Monozyten/Makrophagen fesigtzten proinflammatorischen Zytokine
TNF-o und IL-13 bewirken wiederum in Monozyten und Endothelzeltke Produktion von
Chemokinen (Cxcl1-3, Ccl24, Ccl2, Ccl7), welche &ekrutierung von weiteren Monozyten
und neutrophilen Granulozyten hervorruft. Fir dd&SAL1AR1iddm Tiermodell konnte eine
signifikant erhbhte mRNA-Expression der proinflamaneschen ZytokineTNF-, IFN-y und
IL-15 zum selben Zeitpunkt (d40) in PBMCs der infiltteer Tiere nachweisen. IFNbewirkt
eine Ruckkopplung, bei der die Stimulation der s@eeden Zellen durch IFN-erneut eine
verstarkte Freisetzung von TNFand IL-18 zur Folge hat und sich das inflammatorische Signal
selbst verstarken kann. Das Zusammenspiel dieswkidg fordert weitere inflammatorische
Prozesse und die Rekrutierung von Immunzellen.

Ein wichtiger Bestandteil der immunreaktiven Zejlatie fir den Migrationsvorgang vom
peripheren Blut durch die GefaBwande in das eneiéndsewebe bendtigt wird ist das
Oberflachenmolekil L-Selektin. L-Selektin wird adér Oberflaiche der mononukleéren Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs) gebildet und diemhti&ndringen durch die Endothelzellen in
das Zielgewebe als Ankerprotein. Eine signifikamhoite mRNA-Expression konnte fur
L-Selektin in den PBMCs fir den Zeitpunkt von 40g&a in infiltrierten Tieren nachgewiesen
werden. In der Literatur wurde eine erhohte Expoess/ion L-Selektin mit T-Zellen in
Verbindung gebracht die in der Blutbahn zirkulier@adoch verringert sich die Expression von
L-Selektinum 70 % nach Eintritt der exprimierenden Zelletymphoide Gewebe [141]. Daraus
ergibt sich, dass eine hohe Expression von L-Selekh peripheren Blut, die auch bei
infiltrierten LEW.1AR1iddm Tieren festgestellt wurde, ein Hinweis auf eindzZindung sein

kann und erst beim Eintritt in lymphoide Gewebesmer geringen Expression fuhrt.
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Wahrend einer Entziindung wandern neutrophile Goaytén und Monozyten (L-Selektin an
der Oberflache) entlang des lokalen Konzentraticatignten der Chemokine zwischen den
Endothelzellen in Richtung der Inflammation. Daleirden auch Proteasen ausgeschittet die
Teile der extrazellularen Matrix der Endothelzelsrflosen um ein leichteres Durchdringen der
Immunzellen zum Ort der Entziindung zu ermdéglichen.

Aus der Literatur geht hervor, dass eine mit demtnophilen Granulozyten assoziierte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (RO$)ndeerstarkend auf die fokale Zerstdrung
innerhalb des Pankreas wirkt [140, 142]. Darausbesich die Annahme, dass durch erhéhte
Expression von Chemokinen und Zytokinen ein in Beripherie entstandenes auslosendes
Signal verstarkt und in das Pankreas verlagert evetdann. Diese Annahme wird durch die
Analysen von Battagliaet al. unterstiitzt, die ebenfalls eine Abnahme der npbtlen
Granulozyten in der Peripherie und ein erhdhteskdimmen im Pankreas von humanen T1DM
Patienten beobachtet hat. Daraufhin wurde von Blatet al. auch eine Wanderung der
neutrophilen Granulozyten von der Peripherie inflaskreas vermutet [140].

Aus der Literatur ergibt sich die Hypothese, daas Bankreas ausgehend von den pankreas
drainierenden Lymphknoten (PLN) durch Lymphozytefiltriert wird [53]. Daraus ergibt sich,
dass dem Infiltrationsvorgang des Pankreas zuerstRositionierung von Immunzellen in den
Lymphknoten vorauslauft. Hierfir werden spezifisdbbemokine (Ccl19, Ccl21) sezerniert,
welche fur die Positionierung von antigen-praseatiden Zellen (APZs) in Lymphknoten
verantwortlich sind. Letztendlich bewirkt die gesehe Pradisposition dann ein gerichtetes
Auswandern der Immunzellen in das Pankreas.

Mit Hilfe des PCR-Arrays konnte fur das Gé&rcl21 eine erhdhte Expression in PBMCs
infiltrierter Tiere an Tag 40 nachgewiesen werdeal21 ist als Ligand fur den sich auf B- und
T-Lymphozyten und im Lymphknotengewebe befindenReaeptoren Ccr7 beschrieben [143].
Eine Bindung von Ccl21 bewirkt die gerichtete Migma von T-Zellen und hamatopoetischen
Zellen in die Lymphknoten [144]. Zusatzlich konntegonet al. (2008) zeigen, dass L-Selektin
und Ccl2 notwendig sind fur die Akkumulierung voroibzyten in den Lymphknoten [145].
Bezuglich der Akkumulierung von Immunzellen, konmeden infiltrierten LEW.1ARliddm
Tieren ein erhéhtes Genexpressionsniveau@ca undL-Selektinin PBMCs und_-Selektinin
PLNs fiur den Zeitpunkt von 40 Tagen in infiltrientelieren nachgewiesen werden. Die
Arbeitsgruppe um Jorret al. (2004) zeigte zudem mit histologischen Analyseagsdvor allem
T-Lymphozyten und Makrophagen in PLNs von diabéésc LEW.1AR1liddm Ratten

nachweisbar waren [54-57]. Die Beobachtungen vanskt al. (2004) unterstitzen zusatzlich
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die Vermutung und die Ergebnisse dieser Doktorgrdass die Pankreas infiltrierenden Zellen
von den pankreas drainierenden Lymphknoten zu msgldellen auswandern.

Es lasst sich schlussfolgern, dass die Auffalligkeidie sich im Differentialblutbild der
infiltrierten Tiere, zeigten mit einer signifikanhéheren Monozyten- und neutrophile
Granulozytenpopulation einhergehen. Weiterhin eegith in den infiltrierten Tieren auch eine
erhohte Genexpression in der genannten Zellpopulaton Chemokinen und Zytokinen die die

Vermutung einer Wanderung aus der Blutperiphergien_ymphknoten unterstreicht.

4.3. Genexpressionsmuster von PBMCs und PLNs korrelierem der
pradiabetischen Phase

Ausgangspunkt der Untersuchung war die Frage, ch die verschiedenen Stadien der
Autoimmunitat im Genexpressionsprofil des peripherBlutes (PBMCs) widerspiegeln.
Zusatzlich sollte aufgrund der biologischen Bedegtder Lymphknoten geklart werden, ob sich
das Genexpressionsprofil von PBMCs und pankreamidrander Lymphknoten miteinander
korrelieren lasst.

Die zu Beginn durchgefiihrte histologische Untersmghdes Pankreas mittels H&E- und T-
Zellrezeptorfarbung diente vorrangig der Visuahsigg moglicher mononukleére Infiltrationen
in den Langerhansschen Inseln der normoglykdmischEdV.1AR1iddm Tiere zu den
verschiedenen Zeitpunkten von 40, 45, 50, 55 undi&fen. Die Tiere wurden in Abhangigkeit
von einer Infiltration in infiltrierte- und nichtfiltrierte Tiere eingeteilt.

Basierend auf den Genexpressionsanalysen von PBMG<LNs, konnten charakteristische
Unterschiede zwischen infiltrierten- und nicht imferten LEW.1AR1iddm Ratten aufgedeckt
werden. Das Ergebnis der Analyse ergab, dass aniated Zeitpunkte gekoppelte Prozesse
(Zellpopulationen, Genexpression, Infiltration, &stllmasse) die sich von der Blutperipherie
Uber die Lymphknoten in das Pankreas verlagertems Deil3t, die Zellpopulationen der
Monozyten und neutrophilen Granulozyten waren sigifikant erhéht (40d, 45d, 50d) und
fielen zu Tag 55 und 60 ab. Dieses Ergebnis uritiztstie zuvor erwéhnte

Hypothese der Verschiebung in Richtung Pankreazdittichen Verlauf zeigte sich auch eine
Verlagerung der signifikant regulierten Gene deMEB in Richtung der pankreas drainierenden
Lymphknoten. Die Betazellmasse war in infiltriert&heren Uber den zeitlichen Verlauf
signifikant niedriger als in nicht infiltrierten @&ien, jedoch waren die Blutglukosewerte

unauffallig.
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Die Hypothese der zeitpunktspezifischen Veranderdag Genexpressionsprofils wurde mit
Hilfe der einzelnen Tagman-Gensonden durch real®@® aufgestellt und durch
immunrelevante PCR-Arrays bestatigt.

Im Detail zeigte sich, dass zu Beginn des inflanomsthen Prozesses an Tag 40 ein
Genexpressionsmuster bestehend aus pro- und &atimitorischen Zytokinen, regulatorischen
und T-Zellmarkern in PBMCs der Peripherie nachweissl3. Ein Vergleich der Genexpression
von PLNs der LEW.1AR1ddm Ratten zeigte, dass zum Zeitpunkt 40 Tage einesredh
Expression nur fir CD-25 und L-Selektin in infigrten Tieren nachweisbar war. Aufgrund
dessen, dass samtliche inflammatorisch relevantearkéd und Chemokine die fur die
Rekrutierung von Immunzellen entscheidend sinahfittrierten Tieren stark exprimiert werden,
ist von einem allgemeinen Entzindungsvorgang in deeripherie schon vor
Diabetesmanifestation auszugehen.

Diese Beobachtung wird von Ergebnissen andereritsgdrappen dahingehend unterstitzt, dass
vor allem pro- und antiinflammatorische Zytokink-{p, 1L-24) [89] und fur Chemotaxie
relevante GeneQxcl1-3 Ccl7 undCcl2) [90] in human PBMCs von neudiagnostizierten T1DM
Patienten Uberexprimiert werden [92]. Die antiinfraatorische Zytokine spielen dahingehend
eine grofRe Rolle, da der Kérper eine intensive Gegrilation innerhalb einer Entztiindung
durchfihrt um das Gleichgewicht wiederherzustellemd die Entzindungsprozesse
einzuschranken. Der Zusammenhang zwischen ZytokimenChemokinen besteht darin, dass
erst eine Kombination von TNé&- IFN-y und IL-13 der aktivierten mononuklearen Zellen zur
Freisetzung von Chemokinen und stimulierenden Agkund Rekrutierung von Immunzellen
fuhrt [21].

Infolgedessen wird unter Kontrolle der Transkriptsfaktoren NReB und STAT-1 die
Expression von iNOS eingeleitet. Da INOS einer igezten Regulation unterliegt kommt es zu
einer langanhaltenden Expression, wobei hohe Kdret@an von Stickstoffmonoxid (NO) [146]
mit Sauerstoffradikalen zytotoxisch wirken und detazellapoptose auf indirektem Weg
forcieren [81]. Die Daten der verschiedenen Arlgeiippen korrelieren mit bereits erzielten
Ergebnissen von Jorret al (2005), die eine verstarkte Expression Vbrlfs, TNFa, IL-4,
IL-10 und INOS mit Hilfe von in-situ Analysen in der pradiabetischen Phase verstarkt an
Ratteninseln von LEW.1ARddm aufgezeigt werden [53, 88].

Die Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppeeitasich mit den von uns generierten Daten
im Zusammenhang darstellen. Zuerst wird eine al@een Entzindungsreaktion induziert

welche sich dann spezifisch und Uber die Zeit %ekehd gegen die Betazellen richtet.
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Allerdings besteht der Vorteil unserer AnalyserP&MCs darin, zukunftige Daten anhand einer
Blutprobe zu erheben ohne das Tier téten zu mussen.

Es konnte klar gezeigt werden, dass noch in dedigéatischen Phase, welche durch
proinfammatorische  Prozesse  gekennzeichnet ist,ne ei Gegenregulation durch
antiinflammatorische Zytokine eingeleitet wird iorfh einer hohen Expression vtin4, IL-10
undTGF4.

Zur gleichen Zeit werden in der frihen Infiltratgphase auch die regulatorischen Marker in den
PBMCs infiltrierter Tiere verstarkt exprimiert. Agriund dessen kann davon ausgegangen
werden kann, dass eine starke Aktivierung des airgabn Immunsystems zum pradiabetischen
Zeitpunkt vorliegt und aufgrund der genetischerdBgosition im Bereich des MHCs zu einem
T1DM fuhrt. In neueren Studien wurde beschriebemssd Auffalligkeiten innerhalb
der Populationen von Monozyten/Makrophagen, deisdhien Zellen und nattirliche Killerzellen
bei Patienten und Risikogruppen fir T1DM bestehbfan geht davon aus, dass Art,
Ausmal’ und die Dauer der Zellpopulationsanomalestilmmt, ob ein T1LDM entwickelt wird
oder nicht [147].

Korrelierend mit den Ergebnissen dieser Doktorartiennte auch durch andere Arbeitsgruppen
aufgezeigt werden, dass die von Makrophagen stacenerZytokine TNFe und IL-1
schon vermehrt in prédiabetischen- und in neudistirierten diabetischen Patienten
nachweisbar sind [26, 148].

Unsere Analysen, an PBMCs 50 Tage alten infilielerTiere, zeigten noch einmal, wie zu Tag
40, eine signifikant erhdhte ZytokinexpressidBN-y, IL-15, IL-10). Dieses Signal verlagerte
sich bis zur spaten Infiltrationsphase in den PBM@80) auf die Seite der regulatorischen
Marker CTLA4 CD25 NRPJ. Dabei besteht die Funktion von IL-10 darin, 8ignthese von
IL-2 und IFNy in Thl-Zellen, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNFe, GM-CSF in
Monozyten/Makrophagen und die Bildung reaktiver &atoff- (ROS) und Stickstoffspezies
(NO) zu unterdrticken. Als weiteres antiinflammatones Zytokin konnte IL-4 an humanen
Monozyten nachgewiesen werden, das die SekretianTi-a, IL-18 und IL-6 hemmt [149].
Dieser antiinflammatorische Mechanismus von IL-4dwauf indirektem Weg induziert, indem
verstarkt IL-1R (Interleukin-1 Rezeptor) Antagoeist oder ldsliche TNF-Rezeptoren
produziert werden [150].

Die geringere Anzahl von signifikant hoher exprirea Genen ¢xcl2, Cxcl3 ist auch
innerhalb des PCR-Arrays zum Zeitpunkt 50 Tage ibgitrierten Tieren aufgefallen. Der

Nachweis verdeutlicht noch einmal die Gegenregutain Folge eines Inflammationsprozesses.
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Im Detall stellte sich bei unseren Analysen, digiession antiinflammatorischer Zytokine und
eine allgemeine Repression noch zuvor stark exprieri Gene dar im zeitlichen Verlauf dar.
Dennoch zeigten die auch an Tag 50 stark expriemei€hemokineCxcl2 und Cxcl3
verantwortlich ~ fir  die  chemotaktische @ Bewegung raphiler  Granulozyten,
eine Korrelation mit einer signifikant hoheren Ahkavon im peripheren Blut
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten. Allgemdiatrachtet war der Zeitpunkt 50 Tage
durch eine deutlich schwachere Genexpression deamGkine und Zytokine in PBMCs
infiltrierter Tiere gekennzeichnet.

Man weil3, dass die immunologischen Prozesse deminfation und Infiltration nicht generell
gleichzeitig ablaufen. In Abhéngigkeit von ihrer ik@ntration treten die aktivierten Zellen,
sezernierte Zytokine und Chemokine als Balancenameier wahrend einer Inflammation und
deren Gegenregulation auf. Somit wird der Wechealmflammation und Antiinflammation als
dynamischer Prozess angesehen [151].

Bei genauerer Betrachtung fallt auf, dass nur ggerenge Anzahl von Genexpressionsmarkern
signifikant hoher exprimiert wurde. Die Ho6he deslganeinen Genexpressionsniveau
aller untersuchten Marker zum  Zeitpunkt 50 Tage egsti in  den PLNs
jedoch stark an. Beim Vergleich zur Peripherie wmaden PBMCs ein gleichzeitiger Abfall zu
erkennen war (Abb. 42).

Eine Gegenuberstellung der Ergebnisse von PLNs RM&8Cs zeigt, dass an Tag 60 pro-,
antiinflammatorische- und regulatorische Gene #ekstin PLNs infiltrierter Tiere exprimiert
werden. Zusatzlich wurde ein Absinken des generéglenexpressionsniveaus in PLNs und ein
weiterer Anstieg in den PBMCs (regulatorische MarkeChemokine) zu Tag 60
beobachtet (Abb. 42).

Aus den gewonnenen Daten kann ein zeitabhangiges, Irderdependenz beruhendes
Genexpressionsniveau zwischen PMBCs und PLNs gessfblgert werden (Abb. 41). Eine
ahnliche Form dieser gegenseitigen Abhangigkeitdeufir CD-4 und CD-8 T-Zellen
beschrieben welche erst beim gemeinsamen AuftestenExpression von IFM-bewirken und
dann einen Diabetes mellitus auslésen [85, 152].

Aufgrund der starken Expression von pro- und af@immatorische Zytokinen und
regulatorischen Genen wird die Hypothese unternbadess das inflammatorische Signal der
Peripherie in die PLNs verlagert und von dort aus Entzindungsvorgdnge im Pankreas
induziert werden [55-57].
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Abbildung 39: Genexpressionsniveau normoglykdmischer LEW.1ARItm Ratten. Schematische Darstellung des
Genexpressionsniveaus von PBMCs und PLNs im zedtlicllerlauf von 40 bis 60 Tagen. Das alternierendstéigen des
Genexpressionsniveaus erfolgt an zwei ZeitpunkierPBMCs infiltrierter und nicht infiltrierter Tier&40, 60) und an einem
zeitlichen versetzen Punkt fiir die PLNs (d50).

Methodenbasierte Studien zeigten, dass die Intsepvarkeit der Zytokin-Genexpressionsdaten
beim Vergleich von Genexpression und Proteinleweh ZTeil differenziert betrachtet werden
missen. Jedoch liel3 sich experimentell nachwetksys Genexpression und Proteinexpression
auch in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Bezugnehmend auf diese Aussage, beschrieb Jamat (2001), dass selbst eine geringe
Genexpression voriL-4 und die damit verbundene Konzentration an IL-4 schlenen
signifikanten antiinflammatorische Wirkung hat. Bireiterer Vergleich bestatigte, dass IfN-
im gleichen MaRe auf Gen- und Proteinebene exprimigrd und keinen signifikanten
posttranslationalen Einflissen unterliegt [153, ]1%%as bedeutet fir diese Arbeit, dass zwar
eine differenzierte Betrachtung der gesammeltemiDatir Interpretation vorgenommen werden
muss, jedoch lasst die Gesamtheit der Daten auexpmssion, Haemogramme und dem
Infiltrationsstatus eine schliissige Bewertung uri@tktion der Prozesse zu.

Zusammenfassend zeigten die Daten, dass die maminfatorischen Zytokine und Chemokine
wahrend der frihen Phase der Inselinfiltration jagignifikant hoher exprimiert wurden. Aus
den dazugehoérigen immunhistologischen Analysen diagvor, dass die Unterschiede von
infiltrierten und nicht-infiltrierten Tieren mit deGenexpression der PBMCs und PLNs beim
beginnenden T1DM Kkorrelieren.

Abschlie3end lasst sich feststellen, dass die Gmasgionsprofile und einzelne Marker der
Zytokine und Chemokine von PMBCs einen reprasegatStatus fur die einzelnen Phasen der

Inselinfiltration im T1DM einnehmen kdnnen.
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4.4. Entscheidungsbdume-ein Werkzeug zur pradiktiven Beshreibung des
Inselinfiltrationsprozesses

Desweiteren sollte wahrend dieser Arbeit geklartden, ob sich innerhalb der generierten
Genexpressionsdaten auf der Basis von Entscheidangsnodellen relevante Biomarker
(aus PBMCs) des Infiltrationsprozess aufdeckerelasgdie einen pradiktiven Wert im Hinblick
auf die Diabetesentstehung haben.

Mit Hilfe eines Klassifizierungsalgorithmus (C4.8gr WEKA-Software, war es mdglich die
Genexpressionsdaten zur Erstellung von Entschegh#ugnen und somit zur pradiktiven
Beschreibung des Infiltrationsprozesses zu nutzen.

Zusammenfassend zeigen die Entscheidungsbdume, dass Abhangigkeit vom
Expressionsniveau und Zeitpunkt einzelne Gene (Btarleine relevante Bedeutung flr
Infiltrationen haben. Diese Aussage konnte durctstedlung einer Genrangfolge und
zeitpunktspezifischer biologischer Netzwerke untawert werden.

Die Untersuchungen ergaben, dass fur die LEW.lARM Ratten offensichtlich die
Genexpression voiL-14 eine herausragende Rolle bei der Diabetesentsierum Zeitpunkt
Tag 40 spielt. Mit steigendem Alter war zudem éflmenbinationen mehrerer Marker, an Tag 45
(IL-18, TNF), 50 CTLA4 CD-25), 55 (NRP1 IL-1p) und 60 [L-10) zu erkennen, denen der
hochste pradiktive Wert fur den Infiltrationsprogedurch die bioinformatische Analyse
eingerdumt wurde.

Als Vertreter der proinflammatorischen Zytokine werlL-14 bereits haufig als wichtiger
Bestandteil der inflammatorischen Prozesse bei Tli&8chrieben. IL{1 wird von aktivierten
Makrophagen produziert und wirkt auf T- und B-Ze|leMonozyten, Granulozyten und
Hepatozyten als Aktivator und Initiator von Effektmktionen. Aufgrund der durch ILB1
ausgelosten Signalkaskade welche Apoptose der efleiz und Fieber auslost, kommt es
verstarkt zum Gewebeuntergang [99, 155, 156].

Basierend auf der Entscheidungsbaumanalyse kobritg als starkster pradiktiver Marker des
Infiltrationsprozess an Tag 40 herausgearbeitedarerund korreliert so mit den signifikant
hohen Expressionsniveaus v@iNF« und IFN-y. Die Rangfolgenanalyse, basierend auf den
Entscheidungsbaumen, ergab, dids&0 und FoxP3 nachfolgend aufL-15 eine verstarkte und
IL-4, L-Selektinund CD-25 eine schwachere pradiktive Rolle innerhalb destidafionsprozess
zu haben scheinen.

Da die Expression vomNF-x und IFN-y auf direktem Weg und indirekt Ub8iGF die
Expression vonlL-14 verstarkt, ist deren Trias als essentiell fur @etazellzerstérung

beschrieben worden [157]. Im Zusammenhang mit emdren Expression von Chemokinen
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(Expression gefordert durdh-15) welche die Immunzellrekrutierung verstarken, esfits ein
Gesamtbild einer autoimmunen Inflammation [21,%1],

Zusammenfassend ergibt sich daraus, dass zu Tain4@arker (L-15) eine pradiktive Rolle
fur den Infiltrationsprozess spielte und im Zusamhag mit den anderen analysierten Genen
sich ein Netzwerk von relevanten Genen formen |&d3stses Netzwerk spiegelt, dann ein
proinflammatorisches pradiktives Gesamtbild dehémii Infiltrationsphase wider.
Interessanterweise konnten niitNF-« und IL-18 zwei proinflammatorische Zytokine zum
Zeitpunkt Tag 45 aufgedeckt werden die zusammer @radiktive Bedeutung fir den
Infiltrationsprozess besitzen. Die Ranglistenaralggab nach.-15 und TNF-o eine verstarkte
Beteiligung vonFoxP3, TGFS, NRP-1und L-Selektin Diese Ergebnisse unterstitzen die These
der starkeren Bedeutung von regulatorischen PrezgssxP3 und TGPB) wahrend bzw. als
Gegenreaktion des Koérpers auf eine InflammatioZ¢limarker NRP-1 und L-Selektin).

Wie zuvor beschrieben, ist IL81ein apoptoseinduzierendes Zytokin welches in Korauoon
mit TNF-o und INF¥ eine stark proinflammatorische Wirkung entfalteNF-o bewirkt die
chemotaktische Bewegung von Monozyten und neutl@pl@ranulozyten zum Entztindungsort
und fordert zusatzlich die Apoptose von Zellen sowdie Freisetzung von Chemokinen
[77, 158]. Eine Dysregulation von TNE4st auch mit Autoimmunerkrankungen wie T1DM
assoziiert, so wie eine hohere Genexpression zuherr Zeitpunkt fuhrt zur Verstarkung des
Krankheitsbildes [159, 160].

Bezlglich des Entscheidungsbaumes zu Tag 45 ladstsshlussfolgern, dass innerhalb der
frhen Infiltrationsphase in LEW.1ARitldm Tieren proinflammatorische Zytokine den
Infiltrationsprozess dominieren.

Die Entscheidungsbaumanalyse ergab zum Zeitpunkt T2@e einen Wechsel von
proinflammatorischen Zytokinen zu regulatorischend T-Zellmarkern. Eine Kombination von
CTLA4 und CD-25 in Abhéngigkeit des Genexpressionsniveaus, ensigls an Tag 50 als
pradiktiv fur den Infiltrationsprozess. In der Rasgnanalyse zeigte sich mlEN-y, in
Kombination mitCD-25, ein weiterer proinflammatorischer Marker der eimstzale Rolle in
Inflammationsprozessen einnimmt. Mit Fokus auf dasnnetzwerk ergibt sich auch zum
Zeitpunkt 50 Tage die Schlussfolgerung, dass dieiBBgung mehrerer regulatorischer Gene den
Inflammationsprozess definiert.

Mit CTLA4wurde ein Marker identifiziert, der ein inhibiteches Signal in T-Zellen induziert
und erst einige Tage nach T-Zellaktivierung verrh@xprimiert wird. Die SignalUbertragung
bewirkt als antiinflammatorischer Vorgang eine Heumg der Zellproliferation und

Zytokinsekretion der T-Zellen [155]. Es ist anzumem, dass aufgrund der zeitgleich signifikant
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erhohten Expression vdNF-y, IL-15, IL-10 in PBMCs undL-4 in PLNs eine Gegenregulation
durch T-Zellen stattfindet, welche vermehrt alsgeéoder Inflammation in Inseln infiltrierter
LEW.1AR1iddmRatten nachzuweisen waren.

Aus Studien ist bekannt, dass eine Behandlung nmitGILA4-mAb in der NOD-Maus zur
raschen Auspragung des Diabetes im Vergleich zot iehandelten Tieren fuhrte [161] da die
Funktion von Effektor-T-Zellen herabreguliert wurd&01]. Im Vergleich zu verschiedenen
humanen Studien zeigte sich, dass ein PolymorplasmCTLA4Gen signifikant mit erhéhtem
Risiko fur T1DM verbunden ist und daraus die rektiBedeutung von CTLA4 in
regulatorischen Prozessen der T-Zellen resulti&2].

Das im Entscheidungsbaum mIiETLA4 in Kombination auftretendeCD25 ist ein
Transmembranprotein welches als Teil des IL-2 Rexep(IL-2R) auf aktivierten T-Zellen,
aktivierten B-Zellen, Thymozyten, Oligodendrozyterd myeloiden Vorlauferzellen vorkommt.
In der Literatur wird CD25 als Teil eines Rezeptbeschrieben, der ein inhibitorisches Signal
durch Bindung von Interleukin-2 (IL-2) vermittelhd somit die Expression des T-Zellinhibitors
CTLA4 und des Regulators FoxP3 induziert.

Eine an diabetischen Ratten durchgefihrte Lympleodsdnsferstudie zeigte, dass ein Transfer
von CD-4 CD-25 regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu CD-&D-25 T-Zellen die
Diabetesinzidenz von etwa 65 % auf etwa 20 % hetabs konnte [163].

Demnach koénnte eine auf dem Entscheidungsbaum wagn50 basierende Erklarung lauten,
dass eine geringere Expression ©D-25 bei gleichzeitig erhéhter Expression v@TLA-4
pradiktive Bedeutung fur eine Infiltration hat. D&techsel von proinflammatorischen Zytokinen
zu regulatorischen- und T-Zellmarkern korrelierté der Analyse der PCR-Arrays, da deren
Genexpressionsniveau in infiltrierten Tieren dettlgeringer als in nicht infiltrierten Tieren
ausfiel.

Im Gegensatz dazu zeigten nur die Chemokimel2 und Cxcl3, welche fir die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten von Bedeutung sind, diobe Genexpression in der PCR-Array
Analyse. Dieses Ergebnis wird durch die signifikanthen Zellpopulationen der neutrophilen
Granulozyten im Blutbild der infiltrierten Tiere @u Zeitpunkt 50 Tage untermauert. Im
Zusammenhang ergab sich zwar auf Basis der Gerssipnedurch den Organismus eine Phase
der Gegenregulation die aber letztendlich nichgehbélten werden konnte.

Im weiteren zeitlichen Verlauf ergaben sich in &mtscheidungsbaumanalyse an Tag 55 zwei
Abhangigkeiten fur die Pradiktion des Infiltratigmezesses. Zum einen wurde mit niedrigerer
Genexpression VoNRP1bei gleichzeitig erhdhter Genexpression Vbl der Vorgang der

Infiltration beschrieben und zum anderen wies nohdr Genexpression VONRP1 eine
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pradiktive Bedeutung fur den Infiltrationsprozess. dnnerhalb der Rangfolgenanalyse zeigte
sich nachNRP-1undIL-15 der RegulatoFoxP3 das T-Zellterminationssign&TLA4 und der
T-Zellmarker L-Selectinmit pradiktiver Bedeutung fir den Infiltrationsgess. Auch dieses
Ergebnis hebt die These hervor, dass im weiterettlichen Verlauf nicht vermehrt
proinflammatorische Prozesse sondern verstarklaggische Vorgange ablaufen.

Wie zuvor beschrieben, bewirkt die Interaktion xkisn dendritischen Zellen (DZs) und T-
Zellen Uber NRP1 eine Umlagerung des Zytoskeletisldn Zelltypen und beeinflusst den
Aktivierungsstatus der T-Zellen positiv [110]. DardMarker NRP1 zudem auf dendritischen
Zellen vorkommt und an der Initiation der primademmunantwort beteiligt ist, nimmt NRP1
eine entscheidende Rolle wahrend der Immunantwor{ld.3]. Diese Bedeutung von NRP1
verstarkt die Annahme, dass NRP1 eine Rolle beiellrdgrationsvorgangen zum Ort der
Inflammation spielt. Die an Tag 60 durchgefuhrtemtdeéheidungsbaumanalysen zeigten mit
erhohter Genexpression vin10 erstmals einen antiinflammatorischen Marker welchemer
Rangfolge der Marker erneut der T-ZellmarkdRP1folgte.

Des Weiteren wurden erhbéhte Genexpressionsniveds pfoinflammatoriche Zytokine
nachgewiesen. Das unterstreicht die Vermutung eémesuten Wechsels von regulatorischen
Genen in Richtung der pro- und antiinflammatoriscyokine zum spaten Infiltrationszeitraum
zwischen 55 und 60 Tagen. Dabei korrelieren diee&pressionsanalysen der Einzelsonden mit
den PCR-Arrays insofern das inflammatorische Zytekund Chemokine wieder verstarkt zu
Tag 60 exprimiert wurden. Die relative Bedeutungn Vio-10 als préadiktiver Marker fir den
Infiltrationsprozess offenbart sich auch in derldgischen Bedeutung, da IL-10 vorwiegend
inhibitorische Eigenschaften besitzt und vor alidie Synthese andere Zytokine unterdriickt. In
diesem Fall scheint eine Gegenregulation keineeRwlehr zu spielen da betazellzerstérende
Prozesse bereits vollzogen sind und die Tiere uelp#@r in den diabetischen Zustand
Ubergehen. Die Synthese von IL-10 erfolgt haupigédchn aktivierten T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen und Mastzell8i].[ Proinflammatorische Zytokine
wie IFN-o und TNFe fordern die Produktion von IL-10. Nachweislich wan an Tag 60
erhohte Genexpressionsniveaus dieser proinflammalen Zytokine in den pankreas
drainierenden Lymphknoten festgestellt. Méglicheseestellt sich mit IL-10 eine Regulation
gegeniber der Inflammation ein, die zwar pradiktiGharakter hat aber nicht mehr zu diesem
Zeitpunkt auf naturlichem Weg aufgehalten werdemk#@as IL-10 auch eine starke Bedeutung
beim Diabetes hat, ergab sich aus Experimenten an NMIOD-Maus. Hierbei wurde

nachgewiesen, dass eine reduzierte IL-10 ProdukBtockade des T-Zellkostimulators) durch
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die FoxP3 regulatorischen T-Zellen mit einem schwereren Knaitsverlauf des Diabetes
einhergeht [164].

Das wahrend dieser Arbeit postulierte wiederaufkemde inflammatorische Signal wiederholt
sich auch auf Basis des Chemokinearrays. DieseayAzeigte zum Zeitpunkt 60 Tage eine
weitere starke Expression der Chemokine. Ein Verigleu den Blutbildern, die zum gleichen
Zeitpunkt keine signifikant erhohten Zellpopulagon mehr aufwiesen, lasst vermuten, dass
Immunzellen schon verstarkt aus dem Blut Gber didsHins Pankreas immigriert waren.
Zusammenfassend ergab sich in den Infiltrationg®s®en ein inflammatorisches Muster welche
Genexpressionsunterschiede in Abhangigkeit derchezdenen Zeitpunkte (Tag 40, 45, 50, 55,
60) aufwiesen. Bei der Erstellung der Entscheidbagsie spiegelten sich die unterschiedlichen
Genexpressionsmuster in mehreren Biomarkern widier,den Infiltrationsprozess pradiktiv
beschrieben. Daraus ergab sich auf Basis der Esithoigsbaumanalyse eine nicht-invasive
Methode flr die Vorhersage und Modellierung dedttafionsprozesses im Pankreas bevor es
zu einer messbaren Hyperglyk&dmie kommt.

Zusammenfassend gesagt, konnte man mit Hilfe eifdutabnahme wund dieser
vielversprechenden Modellierungsmethode eine ptigdikAbschatzung des Diabetesrisikos

vornehmen.

4.5. RIB5/2 Antikorper Intervention bewirkt Suppression der T1DM auslésenden
Inflammation

Eine Behandlung von autoimmunlogischen Erkrankungger die praventive Behandlung von
AbstoRungsreaktionen von Transplantaten erfolgt ikaeaentds (z.B. Glukokortikoide) und
wirkt sich auf das Immunsystem mit verschiedenerbedeirkungen aus. Aufgrund des
Nachteils der standig erforderlichen Medikamentem&ihme, liegt die Herausforderung der
Forschung darin, Toleranzzustande gegeniber Augesrein zu induzieren. Das Ziel neuer
Therapiestrategien ist es, Uber eine Modulation dermunantwort, selektiv die
antigenspezifischen Zellen (T-Helferzellen) zu b#assen. Somit soll eine veranderte Ordnung
der Oberflachenmolekile von T-Zellen, sowie eingdviderung der sezenierten Zytokinmuster
bewirkt werden. Studien die zur Modulation von QOldehenmolekilen auf Immunzellen
durchgefuhrt wurden, befassten sich unter anderéndem a/f3 T-Zellrezeptor (T-ZR) [165],
CD-8[166], CD3 [121, 167] und CD25 [168].

Bei dem in der vorliegenden Doktorarbeit genutzégmikorper RIB5/2 handelte es sich um
einen modulatorischen monoklonalen anti-CD-4 Amiled. Der Wirkmechanismus des RIB5/2

Antikorpers basiert auf der Bindung zum CD-4 Reagqmimplex. Das auf reifen peripherep-T
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Zellen, unreifen Thymozyten, Monozyten, Gewebsmpkeagen und einigen rattenspezifischen
Zellrezeptor von grof3er Bedeutung [169]. Der inenas Experimenten applizierte RIB5/2
Antikorper fiuhrt zu einer Bindung an den CD-4-Reapefomplex welcher dann internalisiert
oder von der Zelle abgetrennt (,Shedding®) wirdsbahlen des CD-4-Rezeptors, bewirkt einen
Anstieg der fur eine T-Zellaktivierung erforderlesn Antigenkonzentration. Die Behandlung
induzierte eine Toleranz gegenuber der Betazelken,dass eine Entwicklung des T1DM
unterbunden wurde.

Die RIB5/2 Antikorper behandelten Tiere zeigten\erlauf der Behandlung und in der Zeit bis
zum Alter von 120 Tagen keine auffalligen Krankbgyimptome oder sonstige
Nebenwirkungen. Der Vergleich von nicht-depletielem AKs (RIB5/2) mit depletierenden
AKs (lang anhaltender Verlust (bis zu zwei Jahre) €D-4 T-Zellen (80 %)) [170] bewies,
dass es nach anti-CD-4 RIB5/2 Antikorperbehandhingt zu einer signifikanten Reduktion der
T-Zellzahl kam. Der nicht-depletierende AntikorgiB5/2 verursachte nach der Bindung eine
Internalisation oder ein Abtrennen (Shedding) dBr4-Molekile, die erst nach langerer Zeit
wieder an der Oberflache reexprimiert werden [LDgr Vorteil des monoklonalen anti-CD-4
Antikorper liegt darin, dass die Applikation destiirpers zur Induktion der Toleranz nur tGber
einen definierten Zeitraum stattfand.

Die Grundlage fur diesen definierten Zeitraum deh&dlung bildete die Tatsache, dass die
Inselinfiltration der LEW.1ARliddm Ratten fokussiert im Zeitraum zwischen 40 und @géhn
nach Geburt auftreten. Eine weitere Applikation Aesikdrpers nach Toleranz war nicht mehr
notwendig und die selektive Wirkung auf T-Helfeterl verursachte keine signifikanten
Nebenwirkungen.

Hinsichtlich der Abschatzung von moéglichen Nebekwigen nach einer Antikérperbehandlung
bei LEW.1AR1liddm Ratten, wurden die behandelten Tiere bis zum Entks
Beobachtungszeitraums von 120 Tagen observierteiDstellten sich keine Anzeichen zur
Entwicklung des fir das LEW.1ARtldm Rattenmodell typischen T1DM oder eine
Hyperglykamie ein. Sporadisch wurden unmittelbachnantikrperbehandlung fur einen

kurzen Zeitraum leichte Fiebersymptome festgestellt
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4.6. RIB5/2 Antikorperbehandlung spiegelt sich im Genexpessionsmuster des
peripheren Blutes wider

Anhand der modulatorischen anti-CD-4 RIB5/2 Antg@r Intervention im LEW.1ARIddm
Rattenmodell sollten Anderungen auf Ebene der Qaesgion (PBMCs) erfasst und mit den
Ergebnissen der Pradiktionsanalyse in Relationagibvrwerden.

Die RIB5/2 Antikorperbehandlung ergab im Alter v6@ Tagen (20 Tage nach Applikation)
eine deutliche Reduktion der Genexpression demflfamnmatorischen Zytokind NF-« und
IFN-y im Vergleich zu unbehandelten infiltrierten Tierdda TNFe als Zytokin hauptsachlich
durch aktivierte Makrophagen und CD-4T-Lymphozyten wéahrend der akuten
Entziindungsphase ausgeschuttet wird, kann durctiedigich geringere Expression von TNF-
keine akute Inflammation mehr vorliegen [172].

IFN-y tritt als Aktivator von Makrophagen auf und istder Literatur beschrieben, dass dessen
starke Expression mit Entzindungen (angeborene (adhptive Immunitat) und
Autoimmunkrankheiten assoziiert ist. Sezerniert dwiNF-y pradominant von nattrlichen
Killerzellen (NK), natirlichen T-Killerzellen (NKT) CD-4 und CD-8 T-Zellen. In
Abhangigkeit vom Aktivitatsstatus der CD-4T-Zellen wird IFNy mit TNF-o bei einer
Inflammation gleichzeitig exprimiert [173]. Eine @aniuberstellung der von uns untersuchten
proinfammatorischen  Zytokine ergab, dasfL-1f kein signifikant vermindertes
Expressionsniveau nach RIB5/2 Antikérperbehandiangfiltrierten Tieren an Tag 60 bewirkt.
Nichtsdestotrotz ist bekannt, dass erst eine zlid#zExpression von TNE-oder INFy zur
Induktion desiNOS-Gens fiihrt. Die Induktion voiNOS fuithrt zur verstarkten Produktion von
Sauerstoff- und Stickstoffradikalen die die Betizsthadigen [21, 157]. Dies Vorgange konnte
auch an diabetischen, humanen-, NOD-Maus-, BB-Ratted LEW.1ARiddm Ratten Inseln
beschrieben wurden [88].

Es wurde auch eine deutlich verstarkte Genexpnessia IL-4 undIL-10 (sezerniert durch T-
Helferzellen und aktivierte T-Lymphozyten [93, 9@]) den diabetischen Inseln festgestellt [88].
Diese Beobachtung deckt sich mit der verstarktene@aression der Zytokine des peripheren
Blutes, die in dieser Arbeit beschrieben wurde.

Die RIB5/2 Antikdrperbehandlung ergab an Tag 6@&sdaie Inhibition der CD-4T-Zellen zu
einer niedrigen Genexpression der antiinflammatbes ZytokindL-4, IL-10 und einer starken
Genexpression VORGF-$ im Vergleich zu infiltrierten Tieren flhrte. Dadlir bestatigt sich die
Annahme, dass regulatorische Vorgénge verstarkt diadinflammatorischen Vorgange und

deren Gegenregulation herabreguliert wurden.
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TGF{$ hemmt dabei die Proliferation und Aktivierung védaLymphozyten (T-Helferzellen,
zytotoxische Zellen) und Makrophagen, schrankt sodmee Inflammationsantwort ein und
vermindert speziell die Synthese der proinflammattien Zytokine TNF, IFN-und IL-1 [78,
99]. Die Funktionen der einzelnen Marker (IL-4, 1D; TGF$) schlieRen sich zu einem
antiinflammatorischen Netzwerk zusammen, welchesind&in Gleichgewicht mit den
proinflammatorischen Zytokinen wahrend der Immuwant bildet [174].

Zusammenfassend ergibt sich, dass die inflammatais Prozesse und deren Gegenregulation
durch die RIB5/2 Antikdrperbehandlung deutlich teeguliert werden und eine Zerstérung der
Betazellen die zu einem T1DM fuhren ausgebliebehzg/. unterdrickt wurden.

4.7. Verstarkte Genexpression der regulatorischen Gen€TLA4, FoxP3 und
L-Selektinals Folge der RIB5/2 Antikorperbehandlung

Die Genexpression der regulatorischen FaktdremP3 L-Selektin und CTLA4 zeigte im
zeitlichen Verlauf von 40 bis 50 Tagen erst eineichten und zum Zeitpunkt 60 Tage einen
signifikanten Anstieg in behandelten Tieren aufs Datiirlich an der Oberflache von CD¥#
Zellen lokalisierte CTLA4 Protein vermittelt einehibitorisches Signal an die T-Zellen. Durch
diese Signalvermittlung wird die Sektretion von agrhen durch T-Zellen unterbunden und eine
weitere Inflammation unterdriickt [155]. Mit Hilfeetschiedener Studien wurde bewiesen, dass
das Fehlen von CTLA4 zur Erh6hung des Diabetesrisik Tiermodellen und auch beim
Menschen gefuhrt hat [101, 161]. Die Verstarkung@eLA4 Genexpression weist im Falle der
behandelten LEW.1ARIddm Ratten auf eine Unterdriickung der T-Zellantwont hi

FoxP3 nimmt als Transkriptionsregulator eine zdatr&olle in der Inhibierung der
T-Zellaktivierung ein, dass in verschiedenen Stud&uch im Zusammenhang mit der
Diabetesentwicklung bestatigt wurde. Eine Studievieg, dass ein Transfer von T-Zellen
(CD-4" CD-25, starke FoxP3-mRNA Expression) in BB-Ratten ein@bBtesentwicklung
verlangsamte [105]. Eine weitere FoxP3-Studie bgwaass eine hohe Genexpression von
FoxP3nachweislich zu einer suboptimalen T-Zellaktivieguihrte [103]. Die verstarkieoxP3
Genexpression in den behandelten LEW.1A&dm Ratten stellt einen weiteren Beweis flr die
Annahme, dass eine Verstarkung der regulatorisBineresse stattfand, dar.

Das nach Antikérperbehandlung in LEW.1ARItmM Ratten verstéarkt exprimierte-Selektinist

als Adhasionsmolekil beschrieben welches den Koniakischen Zellen (Lymphozyten,
Granulozyten, Monozyten) und GefaBwanden vermittéitrbei spielt L-Selektin eine wichtige
Rolle bei der Emigration von Lymphozyten in dieipkeren Lymphknoten [102]. Dabei scheint

L-Selektin wéahrend der Diabetesentwicklung mehiRRodlen einzunehmen. Einerseits wurden
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bei diabetischen- und pradiabetischen PatientebhéghSpiegel von L-Selektin im Serum
nachgewiesen [106] und andererseits konnte fiur lekfa bestéatigt werden, dass es nach
Aktivierung der T-Zellen und Abtrennen der L-SelekMolekile zu einer starken mRNA-
Expression des L-Selektin-Gens kommt. Weiterhirggins einer T-Lymphozytentransferstudie
(CD-4" CD-8) an diabetischen Ratten hervor, dass nur T-Zeltk®a, zusatzlich L-Selektin
exprimierten eine protektive Wirkung vor Diabetesvorriefen [175].

Der auslosende Mechanismus und die beteiligten Kompten zur Re-Expression von
L-Selektin sind jedoch derzeit noch nicht identédrz [107]. Andere Arbeitsgruppen haben fur
L-Selektineine hohe Expression in PBMCs und nach Eintrittymphknoten eine um 70 %
erniedrigte Expression beschrieben. Allgemein wiree niedrige Expression von L-Selektin mit
einer Aktivierung der T-Zellen in Verbindung gelngavelche sich aber zyklisch durch das Ein-
und Auswandern andert [141].

Aufgrund der erhohterL-Selektin Genexpression in antikorperbehandelten LEW.1AdRIn
Ratten und der zahlreichen Beschreibungen bei adreesentwicklung, besteht die Hypothese,
dass L-Selektin ein Zirkulieren der Immunzellen merdert und eine Abschwéachung der
Immunreaktion unterstitzt. Daraus ergibt sich, dhssegulatorischen Faktoren CTLA, FoxP3
und L-Selektin einen starken Einfluss auf die Diabentwicklung haben und durch eine
Behandlung mit dem Antikdrper RIB5/2 deutlich s&irkexprimiert werden.

Der untersuchte T-Zellmark&teuropilin-1(NRP1) konnte an Tag 60 mit signifikant niedrigere
Genexpression in antikdrperbehandelten Tieren reaciegen werden. Im Vergleich dazu zeigte
der T-Zellmarker (CD-25) an Tag 50 zunachst eimgmikant verminderte Genexpression in
behandelten Tieren, wobei dieser an Tag 60 aufre@enlichen Niveau wie in den infiltrierten
Tieren exprimiert wurde.

Fur Neuropilin-1 konnte nachgewiesen werden, dasssed die Interaktion zwischen
dendritischen Zellen (DZs) und T-Zellen hinsichilides Aktivierungsstatus der T-Zellen positiv
beeinflusst [110]. Daraufhin lasst sich ableiteassl aufgrund der geringen Expression von
NRP1 keine signifikante T-Zellaktivierung zu diesetaitpunkt in den antikbrperbehandelten
Tieren vorliegt.

Eine ahnliche Funktion kommt dem Oberflachenma@®r25 der regulatorischen T-Zellen zu.
In einer Lymphozytentransferstudie in diabetiscRaiten wurde gezeigt, dass CD-@D-25"
regulatorische T-Zellen im Vergleich zu CD&D-25 T-Zellendie Diabetesinzidenz von etwa
65 % auf etwa 20 % herabsetzen konnten [163].

Mit einer ansteigenden Genexpression von CD-25 Zeitpunkt 60 Tage, kbnnte zusatzlich

aufgrund der Korrelation mit verstarkt ablaufendegulatorischen Prozessen (Inhibition der

Seite | 93



T-Zellaktivierung, T-Zellverbleib im Lymphknotenpd Ausbleiben der Inflammation begriindet
werden.

Zusammengefasst bewirkte eine RIB5/2- Antikdrpedmeliung eine deutlich niedrigere
Expression von proinflammtorischen Genen und eipestéirkte Expression regulatorischer
Gene. Schon frihzeitig konnte bewiesen werden, dase Modulation Uber anti-CD4
Antikorper eine Veranderung der Zytokinmuster duxérschiebung der T-Helferzellantwort
von Thl- zu Th2-Zellen bewirken und folglich dietiamflammatorischen Prozesse verstarkt
werden [176].

Die Gesamtbetrachtung der Ergebnisse lasst einsserides Bild entstehen, das unsere These
der Netzwerkbildung aus verschiedenen Faktorerzdmne T1DM fuhren, unterstitzt. Bei den
verschiedenen Faktoren handelt es sich um Genentieheidenden Einfluss auf die Vorgénge
der Infiltration (Immunzellen) [140] und Inflammati (Zytokine) [177] haben.

4.8. Zusammenfassende Betrachtung des anti-CD4 RIB5/2 Akdrpers im
Vergleich zu anderen immunmodulatorischen Ansétzen

Unter dem Vorgang der Immunmodulation wird die phakologische Beeinflussung des
Immunsystems zusammengefasst. Die Methode der Imodwulation fand ihre urspriingliche
Anwendung bei Transplantationen zur Vermeidung VvoAbstoRungsreaktionen
(Immunsuppression). Im Falle von Autoimmunerkrardem werden unnatirlich verstarkte
Reaktionen durch Immunsuppressiva gedampft.

Eine von Jorn#t al. (2010) an LEW.1AR1ddm Ratten durchgefuhrt Praventionsstudie nutzte
den immunmodulatorischen Wirkstoff Fingolimod (FTOj2um eine Manifestation des T1DM
zu verhindern und nach Krankheitsbeginn einen Scbat restlichen Betazellen zu bewirken
[64]. FTY20 wird derzeit als Immunsuppressivum tder Behandlung von humaner Multipler
Sklerose eingesetzt, ist jedoch mit Nebenwirkunge® Bradykardie, arterielle Hypertonie,
Enzephalitis und Sehstérungen verbunden. Durch Kier20 Behandlung lie3en sich
Immunzellinfiltrate und die Betazellapoptose des\WPa@as und somit die Auspragung des
Spontandiabetes im LEW.1ARddm Rattenmodell verhindern [64]. FTY20 bindet an
T- und B-Lymphozyten und bewirkt eine Rezeptorin&disation, was zur Hemmung der
rezeptorabhangigen Auswanderung der Lymphozytendaums Lymphknoten ins Blut fuhrt.
Daraufthin kommt es zu einer starken Absenkung dgnghozytenzahl im peripheren Blut
welches die Infektionsgefahr deutlich erhoht.

Eine Folgestudie von Jornst al. zeigte, dass nur eine Kombinationstherapie (FTY2d

anti-TCR/CD-3 Antikorper) das Ausbleiben von ermgut Inselinfiltrationen und einer
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Wiederherstellung der Betazellmasse mit normaleatzBcker, wenn die Therapie unmittelbar
nach Diabetesmanifestation begonnen wurde, bewitkig].

Die derzeit an Menschen getesteten anti-CD-3 Anpé Teplizumab, Visilizumab,
Otelixizumab und Muromonab sind bei den ursprimgic Einsatzgebieten (Chronische
Entzindungen von Dick-, Dinn-, Mastdarm, T1DM) milsht ausreichend erfolgreich getestet
worden oder waren mit einer Vielzahl von Nebenwirgien behatftet.

Im Vergleich zu anderen Studien, stellte sich dimmunmodulatorische RIB5/2
Antikérperbehandlung im Hinblick der aufgetretenBiebenwirkungen im Organismus als
deutlich erfolgversprechend dar.

Die immunsuppressive Wirkung der anti-CD-4 Antikénpehandlung wird maf3geblich durch
die Modulation der CD-4 Molekiile gesteuert. Der RIBAntikorper verursachte eine deutliche
Reduzierung funktionsfahiger CD-4 Molekile auf @serflaiche der T-Helferzellen. Folglich
sinkt die Fahigkeit zur Aktivierung der T-Helferlesl durch die APZs. Eine schnelle
Reexpression von CD-4 Molekiulen an der Zellobehaspricht fir eine haufiger nétige
Applikation des Antikorpers.

Daraus ergibt sich eine einfachere Mdéglichkeit Behandlung und Dosierung wahrend einer
Therapie. Wobei die Ubertragbarkeit der Ergebnigea Tiermodellen auf den humanen
Organismus stets kritisch betrachtet werden mussesdsich bei dem RIB5/2 Antikérper um
einen rattenspezifischen Antikorper handelt.

Auf Basis der Ergebnisse des rattenspezifischenS5RIBAntikbrpers ergibt sich aber die
Moglichkeit Uber eine Generierung von humanen @&m4 Antikbrpern einen neuen
Forschungsansatz mit vergleichbaren Wirkungsspekiuw etablieren.
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5. Perspektiven

Mit Hilfe des LEW.1AR1iddm Rattenmodells fur den autoimmunen Typ 1 Diabete8itons,
war es moglich, in der pradiabetischen Phase daexpeessionsprofil proinflammatorischer
Zytokine und Marker der Immunzellaktivierung mit rdinfiltration der Pankreasinseln zu
korrelieren. Die Daten bestatigen, dass eine systdm® Inflammation ein wesentlicher Trigger
fur die Infiltration darstellt und die Aktivierungutoaggressiver T-Zellen in der Pankreasinsel
einleitet. Fur die klinische Diagnostik und Thempes Typ 1 Diabetes ergeben sich daher sehr
interessante Perspektiven:

1. Individuen mit erhohtem Typ 1 Diabetes-Risiko, wzeB. Geschwister von neu
diagnostizierten Patienten oder mit erh6hten Auikérpertitern, konnen durch
Genexpressionsprofile der Blutzellen auf einen esysgchen Inflammationsstatus hin
Uberprift werden. Hiermit ware eine Risikostratéizng und eine therapeutische
Intervention mit immunmodulatorischen Pharmaka natigl

2. Therapeutische Interventionsmoglichkeiten in derhén systemischen Triggerphase
bestehen in der temporaren funktionellen Inaktivigr von CD-4 T-Zellen, wie am
Beispiel des RIB5/2 Antikorpers in der vorliegend@romotionsarbeit gezeigt werden
konnte. Weitere interventionelle Strategien, dien\anderen Autoimmunerkankungen
abgeleitet sind, bestehen in der Neutralisierung vytokinen/Chemokinen durch
Antikdrper oder temporarer Blockade der Rezeptoren.

3. Bei Diagnostik einer progredienten Inselinfiltratjovie an den Genexpressionsmustern
zwischen Tag 50 und 55 beim LEW1.1ARIMRattenmodell gezeigt wurde, ware eine
Immunintervention nur mit Nebenwirkungen verbundera wirde zudem den Prozess
der Betazellzerstorung nicht aufhalten kénnen. Pmtienten (zumeist Kinder und
Jungendliche) kénnen hierdurch vor belastenden id#tiagsstrategien bewahrt werden.

4. Die Decision-Tree Analysen zeigen, dass mit eineerschaubaren Zahl biologisch-
informativer Marker eine Aussage Uber den Infiloasstatus der Pankreasinsel mdglich
ist. Dies eroffnet die Perspektive, Individuen ménem potentiell erhdhten
Diabetesrisiko Uber den Infiltrationsstatus zu infeeren ohne dass invasive Mal3hahmen
(Pankreasbiopsie) erforderlich sind.

Diese Expressionsalgorithmen inflammatorischer tegllatorischer Gene besitzen daher ein
hohes Potential zur Identifikation von Patienten Ifimuninterventionen und bilden somit die
Basis einer Immuntherapie, die dem Stadium derZédizrstérung durch Immunzellen gerecht

wird.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund:
Der Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) ist eine Autoimnerkrankung, bei der

insulinproduzierende Betazellen des Pankreas dawtbaggressive Zellen des lymphozytaren
Systems zerstort werden. Die Erkrankung maniféstieh bis zum frilhen Erwachsenenalter und
erfordert durch die progrediente Zerstérung deraBglimasse eine lebenslange Substitution
des Hormons Insulin um den Blutglukosespiegel im rnNmereich zu halten. Als
Triggermechanismen fur die Aktivierung von auto@&ggiven T-Zellen gelten neben
Nahrungsantigenen wie z.B. Kuhmilchproteinen nackutigem Kenntnisstand auch
Virusinfektionen des Gastrointestinaltraktes (Eow@en) sowie des Respirationstrakts. Die
hierdurch ausgeldste Entziindungsreaktion wirkt eats Initiator der T-Zellaktivierung. Eine
genaue Kenntnis der Zusammenhange zwischen demimi&torischen Trigger und der Beta-
Zellzerstorung eroffnet die Perspektive immunmottulacher Strategien, insbesondere fur
Risikopatienten, die Autoantikorper gegen Betazetigine entwickelt haben.

Fragestellung:
In der Promotionsarbeit sollte geklart werden, airglammatorische und antiinflammatorische

Gene in mononukledren Zellen des peripheren Bluieésler Infiltration der Pankreasinsel und
der Betazellzerstérung in der pradiabetischen Phlaseelieren. Mit Progression der
Betazellzerstorung sollten die Blutzell-Genexprassdaten mit den Genexpressionen in
drainierenden pankreatischen Lymphknoten und dettz Mierglichen werden. Mittels
bioinformatischer Entscheidungsbaumanalysen (Dmti$rees) sollten Muster von Biomarkern
identifiziert werden, die fur frihe und spate Plmader Betazellautoimmunitat charakteristisch
sind. Diese Daten wurden mit einer Kohorte verglichdie mit einem immunmodulatorischen
RIB5/2 anti-CD-4 Antikérper behandelt wurden, dee dAktivierung von T-Helferzellen
verhindert und die Entwicklung einer Immuntolerédiert.

Experimentelles Modell:

Die Untersuchungen wurden an dem LEW.1ABdm Rattenmodell des Autoimmundiabetes

durchgefihrt. Die LEW.1AR1ddm Ratte entwickelt mit einer Inzidenz von 60 % nalgm

60. Lebenstag einen T-Zell vermittelten Autoimmaiwites, der von der Pankreashistologie und
der Stoffwechselsymptomatik (Hyperglykamie, Ketodase) mit menschlichen Typ 1 Diabetes

mellitus vergleichbar ist. Vorstudien konnten belegdass zwischen dem 40. und 60. Lebenstag
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die Pankreasinseln durch Makrophagen und T-Zelliitriert werden. Der progrediente
Betazellverlust fuhrt bei infiltrierten Inseln zuDiabetesmanifestation, so dass der
Infiltrationsstatus als Diabetespradiktor wahreed pradiabetischen Phase gelten kann.

Es wurden mononukleare Immunzellen des periphelete® (PBMC) der LEW.1AR1ddm
Ratte hinsichtlich des Genexpressionsprofils nstteuantitativer Realtime PCR untersucht.
Dabei fokussierte sich die Analyse auf die Genesgom von Zytokinen, Chemokinen und
Genen der T-Zell Aktivierung zu den verschiedendadi®n der Autoimmunitat in der
pradiabetischen Phase: beginnende Inselinfiltrafiteg 40-50), progrediente Inselinfiltration
(Tag 50-60) und bevorstehende Diabetesmanifestériag 60).

Ergebnisse:
Zum Zeitpunkt der Organentnahme waren alle Rattemaglykamisch mit Blutglucosewerten

zwischen 5 und 7,5 mmol/l. 31 % der Tiere zeig&nhtgradige Inselinfiltrationen am Tag 40
und massiven Inselinfiltrationen von 52 % an Tagi64.

Der Beginn der Inselinfiltration korrelierte mitneim signifikanten Anstieg der Genexpression
der proinflammatorischen Zytoking lF-«, IFN-y undIL-15) und Chemokinendcl2, 7, 21, 24,
Cxcl1-3und Cxcl1)) in PBMCs. Mit fortschreitendem Alter zeigte digdfession dieser Gene in
PBMCs einen zweigipfligen Verlauf mit einem Maximumder frihen Infiltrationsphase (d40)
und zum Zeitpunkt der massiven Betazellzerstora@), Interessanterweise stieg in PBMCs
die Expression regulatorischer Zytokine und von €élkdarkern CD25 und NRPJ) mit
Progredienz der Betazellinfiltration und Abnahme Betazellmasse an. In den drainierenden
pankreatischen Lymphknoten sowie der Milz war jéde@hrend dieser Phase (d50 — d60) ein
klarer proinflammatorischer Status nachweisbar. Brgebnisse wurden unter Anwendung
bioinformatischer Algorithmen zur Generierung vomt€eheidungsbdumen (Decison-Tree)
genutzt. Daraus ergab sich, das die Genexpressadilspvon Zytokinen/Chemokinen in
aufgereinigten PBMCs als Marker fir unterschiedlicBtadien der Betazell-Autoimmunitat
dienen kdnnen um eine Pradiktion und Modellierurg dhfiltrationsprozesses bei erhdhtem
Typ 1 Diabetes Risiko und Erstmanifestation mit aftdner Beta-Zell Restmasse zu
ermoglichen. Dabei sind die Zytokine im Rankibglp, 1L-10, IL-4 und FoxP3charakteristisch
fur die Triggerphase der Inselinfiltration, die ag systemischer Inflammationszustand zu
verstehen ist. Mit progredienter Betazellzerstorgegvinnen die T-Zellmarker im peripheren
Blut pradiktiven Charakter fir die Inselinfiltratio und Diabetesmanifestation. Ein
proinflammatorischer Status bei massiver AbnahnmeBa¢a-Zellmasse war charakteristisch fur

die Phase unmittelbar vor der Diabetesmanifestatiod reflektierte quantitativ die lokale
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Autoimmunitat im Pankreasorgan. Die Gabe des abtd4CAntikorper RIB5/2 wahrend der
Initialphase der Inselinfiltration bewirkte in PBMC eine Expressionsabnahme von
proinfammatorischen Zytokinen und erhOéhter Expoess von regulatorischen T-
Zellmarkergenen. Der RIB5/2 Antikérper konnte dmsdlinfiltration verhindern, was zu einer
100 %igen Abnahme der Diabetesinzidenz fihrte.igen zeigen, dass die Funktion von CD-4
T-Zellen eine zentrale Rolle fur den systemischewinflammatorischen Status in der
Triggerphase der Inselinfiltration spielt. Zudemidiart die RIB5/2 Therapie den pradiktiven

Wert des PBC-Genexpressionsmusters als Biomarkelidinselinfiltration.

Interpretation und Perspektive:

Die vorliegenden Daten belegen, dass Genexpregsafils in Immunzellen des Blutes in der
frihen Phase der Inselinfiltration sich durch eipesinflammatorischen Status auszeichnen. Mit
bioinformatischen Decision-Trees lasst sich eirfiPeostellen, dass bei entsprechender Auswahl
pathogenetisch relevanter Gene auch fir die Klamwendbar ist. So kbénnten bei Erweiterung
des Zytokin- und Chemokinspektrums Risikopatienem. normoglykamische Geschwister
diabetischer Patienten mit nachgewiesenen Autdammikn, sowie in der Phase nach
abgeklungenen Virusinfektionen) Aussagen Uber dselinfiltration getroffen werden. Der
proinflammatorische Aktivierungsstatus von PBMCslar Friihphase der Inselinfiltration stitzt
zudem die Hypothese, dass eine systemische Inflémmmainen wichtiger Trigger der
Autoimmunitat und somit auch ein therapeutischegydtadarstellt. Die RIB5/2 Daten belegen
zudem, dass CD-4 T-Zellen eine entscheidende Rdlediese systemische Inflammation
spielen. Der RIB5/2 Antikorper ist ein attraktivEserapieprinzip der Immunmodulation, da die
T-Zellen hierdurch nicht massiv depletiert werdenit(der Folge einer Immunsuppression)
sondern eine temporéare Funktionsblockierung die IMidkeit der Toleranzentwicklung fordert.
Es lohnt sich daher die Entwicklung eines humanetik@rper-Pendants, der nicht depletierend
sondern modulierend wirkt.

Die Daten der Promotionsarbeit haben somit dieeRadin systemischen Inflammationsmarkern
in der Frihphase der Inselinfiltration untermauwerd eroffnen die Perspektive eines optimierten
Algorithmus fur die Entwicklung eines Biomarkergtefbei humanen Inselinfiltrationen. Mit
effektiven immunmodulatorischen Strategien kann isogine Diabetesmanifestation bei

Risikopatienten verhindert werden.
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