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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (griechisch: honigstiBer Durchfluss) ist eine Stoffwechselstérung, die
durch chronische Hyperglykdmie und inadaquate Metabolisierung von Glukose gekenn-
zeichnet ist. Charakteristische Symptome sind Polyurie, Polydipsie und Gewichtsverlust.
Die Hyperglykédmie ist Folge einer gestérten Insulinsekretion, verminderter Insulinwirkung
im Zielgewebe (sogenannte Insulinresistenz) oder einer Kombination beider Mechanis-
men (Pickup 1997b; Capeau 2008). Das Hormon Insulin wird in den Zellen des Pankreas
produziert, in den Insulingranula als Hexamer gespeichert und glukoseabhéangig sezer-
niert (Pickup 1997b). An den peripheren Organen (z.B. Skelettmuskel, Leber, Fettgewe-
be) bewirkt Insulin eine Erhéhung der Glukose- und Aminosaurenaufnahme sowie eine
Steigerung der Glykogen-, der Protein- und der Lipidsynthese. Katabole Stoffwechselpro-
zesse wie Lipolyse und Glykogenolyse werden durch Insulin supprimiert.

Essentiell fir die Langzeitprognose von Diabetikern ist, unabhangig von der Genese der
Erkrankung, das Auftreten diabetesassoziierter Erkrankungen. Diese kénnen das Auge
(diabetische Retinopathie), die Nieren (diabetische Nephropathie), das Nervensystem
(sensomotorische und autonome Neuropathie) sowie die groBen GefaBe (Atherosklerose
mit Risiko fir Myokardinfarkt, Apoplex und periphere Verschlusskrankheit) betreffen. Die-
se gilt es zu vermeiden, rechtzeitig zu erkennen und zu therapieren (Pickup 1997b; van
Dieren 2010). RegelmaBige Vorsorgeuntersuchungen zum GeféaBstatus, eine optimale
Blutzuckereinstellung und die Behandlung weiterer kardiovaskularer Risikofaktoren sind
daher sehr wichtig.

Nach den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) und der American Diabe-
tes Association (ADA) werden verschiedene Diabetestypen anhand ihrer unterschiedli-
chen Pathogenese differenziert, wie in Tabelle 1 aufgefiihrt (Kerner 2005; American
Diabetes Association 2010). Die haufigsten Diabetesformen stellen mit ca. 90% der Typ 2
Diabetes und mit ca. 10% der Typ 1 Diabetes dar. Diese werden in den folgenden Ab-
schnitten ndher erlautert (American Diabetes Association 2010).
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% Typ 1 Diabetes mellitus
Charakteristisch hierflr ist die komplette B-Zellzerstérung, welche zu einem ab-
soluten Insulinmangel fihrt (meist bedingt durch einen Autoimmunprozess)

% Typ 2 Diabetes mellitus
Charakteristisch hierfur sind inadaquate p-Zellfunktion und Insulinresistenz, wel-
che in ihrer Kombination unterschiedlich ausgepragt sein kénnen

% Andere spezifische Diabetestypen
Beruhend auf verschiedenen genetischen Defekten, Erkrankungen des exokrinen
Pankreas, Endokrinopathien, medikament@s-toxischer, infektiéser oder immuno-
logischer Genese

% Gestationsdiabetes
Definiert als Stérung der Glukosetoleranz, welche erstmals wahrend der
Schwangerschaft auftritt

Tabelle 1: Einteilung der Diabetesformen nach den Leitlinien der DDG und der ADA

1.1.1 Typ 2 Diabetes

Der Typ 2 Diabetes ist eine weit verbreitete Volks- und insbesondere Wohlstandskrank-
heit und stellt mit einem Anteil von ca. 90% die haufigste aller Formen des Diabetes melli-
tus dar (American Diabetes Association 2010). Der Typ 2 Diabetes manifestiert sich meis-
tens im mittleren bis spaten Lebensalter. Seine Bedeutung fur Gesellschaft und Wirtschaft
nimmt mit der progredienten Uberalterung der Bevélkerung zu. Die Diabetespravalenz ist
von ca. 5% der Bevdlkerung in den achtziger Jahren auf 8-10% in aktuellen Erhebungen
angestiegen. Die genauen Zahlen variieren abhangig von der beobachteten Altersgruppe
und der ethnischen Zugehdrigkeit (Rathmann 2003; Scherbaum 2004). Nach den Schét-
zungen der WHO und der International Diabetes Federation wird sich die Pravalenz des
Typ 2 Diabetes weltweit bis zum Jahr 2030 verdoppeln (Federation 2009).

Neben den bereits unter 1.1 beschriebenen kdrperlichen Schaden sind auch die volks-
wirtschaftlichen Folgen beachtlich. Hauner veréffentlichte 2006 jahrliche Ausgaben von 60
Milliarden Euro far die rund sechs Millionen Diabetiker in Deutschland. Dabei entfallen fast
75 % der Kosten auf indirekte Posten. Hierbei sind nicht nur die steigenden Therapiekos-
ten, sondern auch der Ausfall der Arbeitskraft und dessen Auswirkungen zu beachten
(Hauner 2005; American Diabetes Association 2008; van Dieren 2010).
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Ursachlich fir die Entstehung eines Typ 2 Diabetes ist das Zusammenspiel von geneti-
scher Pradisposition und Umweltfaktoren. Hauptrisikofaktoren sind laut WHO und ADA
Bewegungsmangel, Adipositas (insbesondere Stammfettsucht), Fettliberladung mit
Dyslipiddmie und essentielle Hypertonie (American Diabetes Association 2010; WHO
2010). Multiple Genpolymorphismen wurden in den letzten Jahren bei Typ 2 Diabetikern
identifiziert, die mit Insulinresistenz, B-Zellfunktion, Adipositas oder Regulation der
Glukosekonzentration assoziiert sind (Loos 2008; Zeggini 2008; Saxena 2010; Voight
2010). Bei einem Teil der Genvarianten ist deren Funktion noch unbekannt.

Haufiger Vorreiter des Typ 2 Diabetes ist das metabolische Syndrom. Hierbei handelt es
sich um einen Komplex bestehend aus viszeraler Adipositas, Dyslipidamie, Hypertension
und Glukosetoleranzstérung, der mit einem hohen Atheroskleroserisiko verbunden ist
(Eckel 2005; Cornier 2008; Alberti 2009). Bei Menschen mit metabolischem Syndrom oder
alleiniger Adipositas/ Dyslipidamie entwickelt sich eine Insulinresistenz, d.h. die periphe-
ren Organe wie Muskulatur, Leber, Fettgewebe aber auch das Gehirn sprechen auf Insu-
lin mit einer verminderten Glukoseaufnahme, verminderter Proteinsynthese und gesteiger-
ten Lipolyse an (DeFronzo 1985; Groop 1989; Abdul-Ghani 2010; Patti 2010). In der Fol-
ge wird von den (-Zellen versucht vermehrt Insulin zu produzieren, um diesen Effekt zu
kompensieren (Ferrannini 2005). Der chronische Hyperinsulinismus verstarkt wiederum
die Insulinresistenz (Pessin 2000). Bei tUber Jahre bestehender Insulinresistenz kommt bei
vielen Menschen der Punkt, an dem die 3 -Zellen die Kompensation nicht mehr aufrecht-
erhalten kénnen und eine zunehmende Stérung der B-Zellfunktion zu verzeichnen ist.
Diese beruht einerseits auf einer chronischen Insulinsekretionstiberlastung und anderer-
seits auf direkter toxischer Wirkung der Hyperglykédmie und Hyperlipidamie (freie Fettsau-
ren), die zu vermehrter Freisetzung von Sauerstoffradikalen, einer zelluldren Stressreakti-
on im endoplasmatischen Retikulum und Inflammation fihrt (Donath 2005; Samuel 2010).
Im Rahmen der zelluldren Stressreaktion ist u.a. die Proteinprozessierung gestort, so
dass beispielsweise vermehrt Proinsulin sezerniert und Inselamyloidpolypeptid (IAPP)
fehlerhaft gefaltet und in den Langerhans‘schen Inseln abgelagert wird (Pfutzner 2004).
Die IAPP-Ablagerungen sind toxisch und verstérken auf diese Weise den Verlust der B-
Zellen (Ritzel 2007; Haataja 2008).
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Umweitfaktoren Umweltfaktoren
Uberhohte Nahrungszufuhr Schwangerschaft
Kérperliche Inaktivitat } Adipositas Genstische Faktoren Genetische Faktoren Endokrinologische Erkrankungen
Rauchen Multiple genetische Multiple genetische Diabetogene Medikamente
Diabetogene Medikamente Polymorphismen Polymarphismen Malnutrition in utero
Insulinresistenz ‘ Inadéquate B-Zellfunktion |
Muskel und
Leber
Glukose-
Toxizitat

Hyperglykamie

Pathologische
Glukosetoleranz

Typ 2 Diabetes

Abbildung 1: Einflussfaktoren der Entstehung eines Typ 2 Diabetes (Graphik nach Pickup
und Williams 1997)

Verschlechterung der B-Zellfunktion
Durch Amyloidablagerungen
Malnutrition in utero

Bereits in der pradiabetischen Phase sowie im Stadium der pathologischen Insulinresis-
tenz ist ein Verlust der ersten Phase der Insulinsekretion nachzuweisen (Ferrannini 2007).
Wird der Kreislauf aus Zunahme der Insulinresistenz und chronischer Uberlastung der -
Zellen nicht unterbrochen, entwickelt sich ein relativer Insulinmangel mit Hyperglykdmie
(Typ 2 Diabetes). Zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation ist die B-Zellmasse zu etwa
50-60% reduziert (Butler 2003; Saisho 2007). Nach der Diagnosestellung ist im Verlauf
der Diabeteserkrankung auch haufig ein progredienter B-Zellverlust mit Entwicklung der

Notwendigkeit einer Insulintherapie zu verzeichnen

Ein weiterer pathogenetischer Mechanismus ist die bei Adipositas auftretende subklini-
sche Inflammation. Insbesondere durch die bauchbetonte Adipositas mit erhéhtem visze-
ralen Fettgewebe werden eine Vielzahl von Hormonen (z.B. Leptin, Visfatin, Resistin,
Adiponectin), Zytokinen (z.B. Tumor-Nekrose-Faktor-a [TNF-a], Interleukin [IL]-1B, IL-6)
und Chemokinen (z.B. MCP-1, MIF) produziert, die mit Ausnahme des Adiponectins
Uberwiegend proinflammatorisch wirken (Deng 2010; Gelsinger 2010). Diese
inflammatorischen Adipokine verstarken die Insulinresistenz der peripheren Organe und
wirken zuséatzlich direkt B-Zell-toxisch.
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Therapeutisch wird bei Typ 2 Diabetes eine Anderung des Essverhaltens und eine Steige-
rung der korperlichen Aktivitat anvisiert (Abbildung 2). Hierzu gehdren eine gesunde Er-
nahrung sowie ausreichende Bewegung und meist eine Gewichtsreduktion. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Lebensstilintervention die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes
bei Risikopersonen signifikant reduziert werden kann und sich die Insulinresistenz adipé-
ser Typ 2 Diabetiker mindert, sobald sie abnehmen (Williams 2003; Lindstrom 2006;
Knowler 2009). Wenn diese BasismaBnahmen nicht ausreichen, werden als weitere
Schritte orale Antidiabetika wie Biguanide, Glitazone, Glinide, a-Glukosidase-Hemmer
oder Sulfonylharnstoffe gegeben. Die letzte Stufe der Typ 2 Diabetes-Behandlung ist die
Insulintherapie (Matthaei 2009).

Stufe [l Insulintherapie
Stufe (I Orale Antidiabetika
Stufe | Lifestyle-Anderung

Abbildung 2: Therapieschema bei Diabetes mellitus Typ 2

1.1.2 Typ 1 Diabetes

Circa zehn Prozent aller Diabetiker leiden an einem Typ 1 Diabetes. Nach einer Analyse
von Onkamo aus dem Jahre 1999 steigt die weltweite Inzidenz von Typ 1 Diabetes um
3 % jahrlich (Onkamo 1999). Neu und Mitarbeiter publizierten 2001 einen Inzidenzanstieg
des Typ 1 Diabetes von 3,6 % pro Jahr fir Kinder in Baden-Wrttemberg (Neu 2001). Bei
erneuter Evaluation dieser fortgefihrten Studie im Jahre 2008 fanden Ehehalt und Neu
einen Inzidenzanstieg um 3,8 % jahrlich (Ehehalt 2008). Dies zeigt, dass Typ 1 Diabetes
enorm an medizinischer und gesellschaftlicher Bedeutung gewinnt.

Typ 1 Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, welche aufgrund einer Abwehrreaktion
des Immunsystems gegen die kdrpereigenen insulinproduzierenden B-Zellen des Pankre-
as entsteht. Autoreaktive T-Lymphozyten (CD4 und CD8 positive Lymphozyten) und anti-
genprasentierenden Zellen (APZ) flihren zu einer kompletten Zerstérung der B-Zellen mit
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daraus resultierendem absoluten Insulinmangel. Typ 1 Diabetiker prasentieren sich klas-
sischerweise mit Gewichtsverlust, Midigkeit, Polydipsie, Polyurie und Nykturie. Die Symp-
tome treten erst ab einem B-Zellverlust von 80-90 % auf. Manchmal werden diese Symp-
tome nicht hinreichend wahrgenommen, sodass die Patienten erst bei Eintreten eines
ketoazidotischen Komas diagnostiziert werden.

An der Entstehung eines Typ 1 Diabetes sind multiple Faktoren beteiligt (Eiselein 2004;
van der Werf 2007). FUr eine genetische Pradisposition spricht, dass ein Flinftel aller Typ
1 Diabetiker eine positive Familienanamnese aufweist. In einer finnischen Studie konnte
gezeigt werden, dass eineiige Zwillinge mit einer Haufigkeit von 47 % an Typ 1 Diabetes
erkranken im Vergleich zu zweieiigen Zwillingen mit einer Ubereinstimmungsrate von 7 %
(Hyttinen 2003). Ebenso konnte erhoben werden, dass Verwandte ersten Grades eine
héhere Inzidenz fur Typ 1 Diabetes haben im Vergleich zur Normalbevélkerung
(Harjutsalo 2005). Wichtige Genloci sind Humane Leukozyten-Antigen-Allele (HLA-Allele),
insbesondere der Klasse Il mit HLA-DR3-DQ2 und/oder HLA-DR4-DQ8. Das Humane
Leukozyten-Antigen-System entspricht dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC)
(Murphy 2009). Die HLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8 Genotypen tragen zu mehr als 50% zur
genetischen Pradisposition des Typ 1 Diabetes bei. Weitere mit Typ 1 Diabetes assoziier-
te Gene beinhalten unter anderem die Region des Insulingens auf dem kurzen Arm von
Chromosom 11 und das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4). Eine aktuelle
Ubersicht lber die genetische Pradisposition und neue Genpolymorphismen bei Typ 1
Diabetes ist in den Publikationen von Concannon sowie Steck und Rewers dargestellt
(Pickup 1997b; Concannon 2009; Steck 2011)

Die kontinuierliche Zunahme der Inzidenz des Typ 1 Diabetes in den Industrienationen
spricht fur bisher noch nicht genau identifizierte Umweltfaktoren, welche die Pathogenese
der Erkrankung entscheidend beeinflussen. Diskutiert werden hierbei die frihkindliche
Erndhrung mit Exposition gegentber Kuhmilchproteinen, Getreide und Gluten, virale In-
fektionen, Vitamin D Mangel sowie chemische Toxine (Pickup 1997b; van der Werf 2007;
Hypponen 2010). Neue Forschungsergebnisse zeigen mittels erndhrungsabhangiger An-
satze, dass das Immunsystem des Darms Einfluss auf die Auslésung von Autoimmunitat
und die Entstehung des Typ 1 Diabetes hat (Akerblom 2002). Bei Neugeborenen wurde
eine Korrelation zwischen der Exposition gegeniber Kuhmilchproteinen oder Gluten in
den ersten Lebensmonaten und einem erhdhtem Risiko fir die Entwicklung eines Typ 1
Diabetes beschrieben (Ziegler 2003; Akerblom 2005; Rosenbauer 2007; Hypponen 2010;
Hummel 2011).
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Auch Virusinfektionen tragen vermutlich zur Inselzellzerstérung bei. Van der Werf verglich
2007 Tiermodelle und in vitro Studien zu folgenden Virusinfektionen und ihrer Relevanz
far Typ 1 Diabetes: Enteroviren (Coxsackie), Rételn, Mumps, Rotaviren, Parvovirus und
Cytomegalievirus (CMV). Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass Viren direkt mittels
Zytolyse oder indirekt Uber Aktivierung autoreaktiver T-Zellen die B-Zell-Zerstérung indu-
zieren. Jedoch wurde auch darauf hingewiesen, dass ein Beweis flr einen kausalen Zu-
sammenhang zwischen viraler Infektion und Typ 1 Diabetes beim Menschen noch aus-
steht (van der Werf 2007). Von Herrath postulierte 2009, dass virale Infektionen nur das
Zunglein an der Waage sind, welche einer durch genetische Pradisposition bereits beste-
henden Inselzellautoimmunitét nach jahrelangem Latenzstadium zum Ausbruch verhelfen
(von Herrath 2009). Neben einer direkten virusbedingten 3-Zelllyse kénnte durch ein ,mo-
lekulares Mimikry“ eine Kreuzreaktion zwischen viralen und 3-Zell-Antigenen mit konseku-
tiver autoimmuner B-Zellzerstérung auftreten (Jenson 1980; von Herrath 2003). Diese
Theorien begriinden sich auf Tierversuchen, vornehmlich mit Non-obese diabetic (NOD)-
Mausen. Erstmals 1980 von Makino beschrieben hat sich das NOD-Maus-Modell zum am
meist genutzten Modell zur Erforschung des Typ 1 Diabetes entwickelt, da es viele Uber-
einstimmungen zur humanen Pathogenese zeigt. Im Alter von ca. 6 Wochen entwickeln
die Tiere eine Infiltration der Langerhans’schen Inseln mit antigenprasentierenden Zellen
und Lymphozyten (,Insulitis”). Es lassen sich autoreaktive CD4-positive und CD8-positive
T-Lymphozyten, welche gegen Peptide von B-Zellproteinen gerichtet sind, sowie Autoanti-
korper (z.B. gegen Insulin) nachweisen und es folgt bei ca. 70-90 % der weiblichen NOD-
Mause die Entwicklung eines Insulinmangel-Diabetes. Vergleichbar mit der Genese des
Typ 1 Diabetes ist hierbei die T-Zell-vermittelte Insulitis, das Vorkommen von Autoantikér-
pern, die genetische Korrelation zu MHC-Molekdilen und der Einfluss von Umweltfaktoren
auf die Krankheitsentwicklung (Makino 1980; Leiter 1987; Jaidane 2009).

Die Diagnose des Typ 1 Diabetes erfolgt Gber den Nachweis einer Hyperglykamie mittels
Blutzuckermessung, der typischen klinischen Symptomatik und dem Nachweis von Auto-
antikérpern. Folgende Autoantikérper sind charakteristisch fir den Typ 1 Diabetes:
zytoplasmatische Inselzell-Antikérper, Insulinautoantikérper (IAA),
Glutamatdecarboxylase-Antikérper (GADA), Autoantikdrper gegen Tyrosin-Phosphatase
IA-2 (IA-2-A), sowie Autoantikdrper gegen den Zinktransporter ZnT8 (ZnT8-A) (Seissler
2006; Martin 2007; Eisenbarth 2008; Winter 2011). Der Typ 1 Diabetes muss aufgrund
des absoluten Insulinmangels mit exogener Insulinzufuhr behandelt werden. Mittel der
Wabhl ist eine intensivierte Insulintherapie nach dem Basis-Bolus-Prinzip mit Injektion ei-

nes langwirksamen Basalinsulins 1-2 x pro Tag und eines schnellwirksamen Normal-
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oder Analoginsulins zu den Hauptmahilzeiten (Martin 2003). Bei sehr aktiven Diabetikern
oder schwer einstellbaren Patienten stellt die Insulinpumpentherapie eine sehr gute Alter-
native dar (Eiselein 2004; Nuboer 2008).

1.2 Immunsystem

Das Immunsystem dient der Erkennung und Abwehr von Krankheitserregern und Tumor-
zellen. Weitere wichtige Funktionen sind immunologische Gedachtnisbildung und Selbst-
regulation (Danilova 2006). Die Gedachtnisbildung ermdglicht dem Immunsystem bei er-
neuter Infektion mit einem bereits bekannten Pathogen schneller und préziser zu reagie-
ren. Hierbei ist die Selbstregulation von entscheidender Bedeutung. Ist das Immunsystem
nicht in der Lage seine Reaktion in gewissen Situationen zu drosseln, kann dies zur Ent-
stehung von Allergien und Autoimmunerkrankungen fihren (Yan 2010). Bei Allergien fuhrt
ein bei gesunder Immunitatslage harmloser Reiz zu einer inadédquaten UberschieBenden
Immunantwort (Greten 2005). Bei Autoimmunerkrankungen erkennt, bzw. verkennt das
Immunsystem kérpereigene Strukturen als ,nicht-kdrpereigen® und beginnt diese zu be-
kampfen (Lleo 2010). Wie in Abbildung 3 dargestellt unterscheidet man zum einen zwi-
schen der zelluldren und der humoralen Immunantwort, zum anderen zwischen angebo-

renem und erworbenem Immunsystem.

Alle zelluldaren Bestandteile des Immunsystems entstehen aus pluripotenten
h&amatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Aus ihnen entwickeln sich eine lym-
phatische und eine myeloische Zellreihe, aus denen sich alle weiteren Zellen bilden. Das
humorale System setzt sich aus Plasmaproteinen verschiedener Klassen zusammen.
Hierzu gehdren Antikdrper, das Komplementsystem und die Interleukine (Murphy 2009).
Das Immunsystem basiert auf einem komplexen Zusammenspiel seiner Bestandteile,

welches nun naher erlautert wird.
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Unspezifisch Spezifisch
Phagozyten
Zellular Granulozyten T-Lymphozyten
Mastzellen
Killerzellen
Humoral Komplementsystem Antikérper

Abbildung 3: Ubersicht der Bestandteile des Inmunsystems

Einteilung der Zelltypen und Bestandteile des Immunsystems in ihre zugehdérigen Gruppen

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene, sogenannte unspezifische Immunsystem besteht von Geburt an und
bewirkt die Abwehr von Pathogenen und Tumorzellen. Es bleibt ein Leben lang unveran-
dert und gewahrt keine dauerhafte Immunitat (Murphy 2009). Seine Aufgabe ist es ab-
norme Koérperzellen und Krankheiterreger zu erkennen, Zellen des erworbenen Immun-
systems zu aktivieren und den Krankheitsprozess primar so lange unter Kontrolle zu hal-
ten bis das adaptive Immunsystem einsatzbereit ist.

Zu den Zellen des nativen Immunsystems gehdren Makrophagen, Monozyten, naturliche
Killerzellen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten (Iwasaki 2004). Die Wahr-
nehmung von Pathogenen erfolgt Gber einen Mustererkennungsrezeptor (pattern recogni-
tion receptor, PRR). Mustererkennungsrezeptoren erkennen molekulare Strukturen, die
haufig auf Mikroorganismen, jedoch nicht auf kérpereigenen Zellen vorkommen. Beispiele
hierfar sind u.a. Lipopolysaccharide bakterieller Zellwande und Proteoglykane (Zak 2009).
Mit Hilfe dieser molekularen Strukturen, sogenannte pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMP), sind die Zellen des Immunsystems in der Lage ,fremd“ von ,selbst* zu
unterscheiden (Iwasaki 2004; Mogensen 2009).

Nach dem Erkennen kérperfremder Strukturen werden vor allem von den antigenprasen-
tierende Zellen (APZ), wie z.B. den Makrophagen und den dendritischen Zellen, Informa-
tionen an das spezifische Immunsystem weitergegeben. Die APZ nehmen Antigene aus
der Umgebung und auch Pathogene Uber rezeptorvermittelte Phagozytose oder Makropi-
nozytose auf, prozessieren diese und prasentieren sie auf ihren MHC-Molekilen (Murphy
2009). HLA sind die humane Version der MHC. HLA-Klasse-I umfasst HLA-A, -B, -C und
HLA-Klasse-Il HLA-DR, -DP, -DQ (Martin 2009). MHC-Klasse-Il Molekile préasentieren
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vorwiegend Antigenpeptide, die aus dem Extrazellularraum stammen. MHC-Klasse-I-
Molekule prasentieren Antigenpeptide aus dem Zellinneren. Die dendritischen Zellen sind
auBerdem in der Lage exogene, von einer virusinfizierten Zelle freigesetzte Antigene Uber
eine sogenannte Kreuzprasentation auch auf MHC-I Molekillen zu prasentieren. Hier-
durch wird die Briicke zum adaptiven Immunsystem geschlagen.

Eine wichtige Funktion im angeborenen Immunsystem Ubernehmen die Toll-ahnlichen-
Rezeptoren (Toll-like receptor; TLR). Sie gehéren zu den Mustererkennungsrezeptoren
und beteiligen sich an der Erkennung pathogen-assoziierter molekularer Muster. Toll-
ahnliche-Rezeptoren sind in der Lage biochemische Abwehrreaktionen in der Zelle ge-
genuber Krankheitserregern auszulésen. Dabei wird die Zytokinproduktion und —frei-
setzung der Zelle induziert und somit eine Immunantwort ausgelést. Der Name ,Toll-
ahnliche-Rezeptoren® ist auf eine Ver6ffentlichung von Christiane Nisslein-Volhard aus
dem Jahre 1980 zurlckzuflhren (Nusslein-Volhard 1980). Da Toll-dhnliche-Rezeptoren
auch in einfacheren Organismen wie Drosophila melanogaster gefunden wurden, besteht
Grund zur Annahme, dass es sich hierbei um ein evolutiondr gesehen sehr altes System
handelt (Medzhitov 1997; Kawai 2006). Es gibt mehrere Toll-dhnliche-Rezeptoren. Beim
Menschen wurden bisher zehn Varianten ausfindig gemacht. Sie werden unter anderem
auf Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Jeder Toll-dhnliche-Rezeptor er-
kennt eine andere molekulare Struktur. TLR 1 erkennt triacetylierte Lipopeptide, TLR 2, 4,
5 und 6 erkennen bakterielle oder virale Lipopolysaccharide und Proteine, TLR 3,7,8 und
9 erkennen vor allem bakterielle und virale Nukleinsduren (lwasaki 2004; Kawai 2006).
Welcher Ligand an TLR 10 bindet ist bisher noch unbekannt.

Kérpereigene Gefahrenmolekile sind Molekile, die von Kérperzellen nach Zellbeschadi-
gung oder Destruktion freigesetzt werden. Hierunter fallen das Nukleotid Adenosintri-
phosphat (ATP), Adenosin, verschiedene Prostaglandinderivate (z.B. PGE2, PGD2) und
in Korperzellen produzierte Zytokine (z.B. IL-1B, Interferon-a, Interferon-g) (Medzhitov
2008; Murphy 2009; Commins 2010; De Winter 2010).

Durch dieses Erkennen von Signaturen, welche eine Geféahrdung des Kérpers darstellen,
sind die Zellen des adaptiven Immunsystems in der Lage wichtige Informationen aus der
Umgebung aufzunehmen und die notwendige Starke der Aktivierung des erworbenen

Immunsystems zu steuern.
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1.2.2 Das erworbene Immunsystem

Die spezifische Immunantwort wird Uber das erworbene Immunsystem vermittelt. Hierbei
handelt es sich um einen adaptiven Prozess. Das erworbene Immunsystem ist als Ge-
dachtnis gegenltber Pathogenen tatig und erméglicht so eine oft lebenslange Immunitat
z.B. bei erneuter Infektion mit einem bereits bekannten Pathogen. Bestandteile des adap-
tiven Immunsystems sind T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und die von den B-Zellen und
Plasmazellen produzierten und sezernierten Antikérper (Immunglobuline) (Bonilla 2010).
Durch Rekombination der fur die Antikérperbildung verantwortlichen Gensegmente (V-, D-
und J-Segmente) entstehen zahlreiche Méglichkeiten, um genau jene Antikérper herzu-
stellen, welche spezifisch ein Antigenepitop erkennt und somit das aktuelle Pathogen be-
kampfen kénnen (Bassing 2002). Wahrend einer Immunreaktion werden einige T- und B-
Zellen zu Gedachtniszellen umgewandelt. Die Gedéachtniszellen erkennen bei erneuter
Infektion mit dem nun bekannten Pathogen sofort die entsprechende molekulare Struktur
des Pathogens und induzieren eine schnellere Immunabwehr (Ahmed 1996).

Um primér die Immunabwehr in Gang zu setzen, mussen naive T-Zellen von antigenpra-
sentierenden Zellen aktiviert werden (,priming“). Naive T-Zellen wandern permanent
durch die peripheren lymphatischen Organe und suchen die Oberflache von APZ nach
Antigenepitopen ab. Konventionelle dendritische Zellen sind besonders effektiv dieses
Priming durchzufihren (siehe Kapitel 1.3). Wenn naive T-Zellen auf eine Peptidbeladene
antigenprésentierende Zelle treffen, kdbnnen diese, wenn sie mit ihnrem T-Zellrezeptor das
gleiche Antigen im Kontext von MHC und kostimulierenden Signalen erkennen, aktiviert
und in T-Effektorzellen umgewandelt werden (Melief 2003).

Die Effektorzellen lassen sich in mehrere Typen einteilen. CD8-positive zytotoxische T-
Zellen erkennen den MHC-Klasse-I-Peptidkomplex und kénnen Kérperzellen (z.B. eine
virusinfizierte Zelle), welche dieses Peptid exprimieren, abtdéten. CD4-positive T-
Helferzellen (CD4-Th) kénnen APZ und CD8-positive T-Lymphozyten aktivieren (CD4-
Th1-Zellen) oder Signale an B-Zellen weiterleiten, welche die Antikérperproduktion unter-
stitzen (CD4-Th2-Zellen) (Murphy 2009). Die T-Effektorzellen wandern nun entweder an
die Stelle der Infektion, um dort eine zelluldre Immunantwort auszulésen oder in lymphati-
sches Gewebe, um die Immunantwort des angeborenen oder erworbenen Immunsystems

zu unterstutzen.

Daneben existieren noch weitere T-Zell-Subpopulationen wie z.B. regulatorische T-Zellen
(Treg)- Sie dienen der Selbstkontrolle des Immunsystems und versuchen Autoimmunitat zu
verhindern (Asano 1996; Mellanby 2009). CD4-positive T,y Werden charakterisiert durch
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ihre Expression von CD4 und CD25 und des Transkriptionsfaktor FOXP3. Sie kénnen
autoreaktive Lymphozyten deaktivieren und somit Autoimmunreaktionen unterbinden
(Murphy 2009).

1.3 Dendritische Zellen

1.3.1 Klassifikation dendritischer Zellen und ihrer Subpopulationen

Dendritische Zellen (DC) sind professionelle antigenprésentierende Zellen. Sie spielen die
zentrale Rolle bei der Regulation einer Immunantwort. Ihr Name weist auf ihre langen
Fortsatze hin, welche wie die Verzweigungen eines Baumes' aussehen (Murphy 2009).
Unter diesem Terminus wurden sie erstmals 1973 als Teil des retikuloendothelialen Sys-
tems in peripheren Lymphorganen von Steinmann beschrieben (Steinman 1973). Bereits
im 19. Jahrhundert wurde Langerhans auf diese Zellen in der Haut aufmerksam, konnte
sie jedoch noch nicht in einen gréBeren Zusammenhang einordnen (Langerhans 1868).

Die dendritischen Zellen entwickeln sich aus gemeinsamen CD34-positiven Vorlauferzel-
len des Knochenmarks. Aus dem Knochenmark wandern die unreifen dendritischen Zel-
len Uber den Blutstrom in die peripheren Gewebe. Beim Menschen sind folgende Subpo-
pulationen dendritischer Zellen beschrieben: konventionelle myeloide dendritische Zellen,
welche von myeloiden Vorlauferzellen abstammen und plasmazytoide dendritische Zellen
(PDC), welche von lymphoiden Vorlduferzellen abstammen (Sato 2007; Martin 2009). Die
myeloiden dendritischen Zellen (MDC) lassen sich anhand von Oberflachenmarkern un-
terteilen in MDC1 (BDCA-1*CD1a*CD4*CD11¢**CD123*") und MDC2 (BDCA-3*CD1a’
CD4*CD11c*CD123") (Dzionek 2003; Sato 2007). Beide sind hocheffektive antigenpra-
sentierende Zellen fir die Aktivierung von CD4- und CD8-positiven Lymphozyten und
exprimieren TLR4, aber nicht TLR7 und TLR9. Plasmazytoide dendritische Zellen sind
durch die Oberflachenmolekile BDCA-2'BDCA-4"CD1a'CD4*CD11¢c'CD123"" charakteri-
siert und eine der Hauptquellen fiir die Sekretion von Typ 1 Interferonen (Interferon-a und
—B) (Ito 2001). Weiterhin exprimieren plasmazytoide dendritische Zellen die intrazellularen
Rezeptoren TLR7 und TLR9. Uber diese kénnen sie virale und bakterielle DNA erkennen
(Murphy 2009).

' Déndron (griech.), Baum
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Dendritische Zellen finden sich im Blut und in lymphatischen Organen (Milz, Lymphkno-
ten). Als interstitielle dendritische Zellen sind sie aber auch in allen anderen Geweben
anzutreffen. In Geweben mit hoher Antigendichte, wie beispielsweise die Haut, sind sie
besonders zahlreich vertreten. In der Haut werden die dendritischen Zellen als
Langerhans-Zellen bezeichnet. Im peripheren Blut hingegen sind sie mit einer Pravalenz
von 0,1-1 % der mononukledren Zellen in relativ geringer Anzahl vorhanden (Reid 1997).

1.3.2 Die Funktion dendritischer Zellen

Dendritische Zellen sind Vermittler zwischen angeborenem und erworbenem Immunsys-
tem. Ihre Funktion ist die Aufbereitung von Antigenen und deren Prasentation gegentber
T-Zellen. Als unreife DC nehmen sie fortwahrend groBe Mengen an Antigenen aus der
Umgebung Uber Phagozytose und Pinozytose auf (Selbstantigene und Antigene von Mik-
roorganismen) und prozessieren diese in lysosomalen Kompartimenten in kleine
Peptidfragmente, um sie auf der Oberflache im Kontext der MHC-Klasse-I- und MHC-
Klasse-llI-Moleklle dem Immunsystem zu prasentieren (Sato 2007).

Im unreifen, nicht aktivierten Stadium exprimieren sie nur geringe Mengen an MHC-
Klasse-I-, MHC-Klasse-II- und kostimulatorischen Molekllen. Durch den Kontakt mit be-
stimmten Antigenen, die ,Gefahr” signalisieren (exogene und endogene Signaturen, siehe
1.2.1) oder inflammatorisch wirkenden Zytokinen und Chemokinen werden dendritische
Zellen zur Reifung stimuliert (Stockwin 2000; Sato 2007). Wéahrend dieses Prozesses er-
héhen die dendritischen Zellen die Expressionsrate von MHC und kostimulierenden Mole-
kilen (z.B. CD40, CD80, CD86) und beginnen proinflammatorische und antivirale
Zytokine zu sezernieren (z.B. IL-12), welche der Aktivierung naiver T-Zellen dienen (Sato
2007). Welche Zytokine freigesetzt werden, ist davon abhéangig, welche Mustererken-
nungsrezeptoren der dendritischen Zellen durch den Antigenkontakt aktiviert wurden
(Martin 2009; Murphy 2009). Durch diese drei verschiedenen Signale wird sichergestellt,
dass das erworbene Immunsystem nur bei Gefahr wirklich aktiviert wird und die Starke
der Aktivierung fein reguliert werden kann.

Durch die Prasentation der Antigenpeptide auf MHC-Klasse-I-Molekilen treten dendriti-
sche Zellen mit den T-Zellrezeptor von CD8-positiven-T-Zellen in Kontakt, wahrend die
Bindung des T-Zellrezeptors der CD4-positiven T-Zellen Gber den Peptid-MHC-Klasse-II-
Komplex erfolgt (Steinman 2007; Martin 2009). Zur Aktivierung benétigen die T-Zellen ein
zweites Signal, die Interaktion mit den sogenannten kostimulatorischen Oberflachenmole-
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kilen. Zusétzlich wird die Aktivierung durch das lokale Zytokinmilieu gesteuert (Stockwin
2000). Fehlt dieses zweite Signal durch die kostimulierenden Molekule werden die T-
Zellen antigenspezifisch nicht aktiviert, sondern im Sinne einer Anergie oder Toleranz
supprimiert.

Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen, T-Zellen sowie B-Zellen findet nicht in der
Peripherie, sondern im lymphatischen Gewebe statt (Reid 1997). Die antigenbeladenen
dendritischen Zellen wandern aus dem lokalen Gewebe, geleitet Uber einen Chemokin-
gradienten, zum nachsten drainierenden Lymphknoten oder der Milz (Cyster 1999). Dort
treten sie in Interaktion mit naiven Lymphozyten und Gedachtniszellen und kénnen Uber
Antigenprasentation und Kostimulation T- und B-Zellen aktivieren. Zusatzlich kénnen reife
dendritische Zellen Zellen des unspezifischen Immunsystems wie z.B. natlrliche Killerzel-
len (NK), NK-T-Zellen und yd-Antigenrezeptor-positive-T-Zellen aktivieren (Lucas 2007).
Die aktivierten antigenspezifischen Lymphozyten schwéarmen in die Peripherie aus und
kénnen ihre Funktion als T-Helferzellen oder zytotoxische T-Zellen entfalten.

Es ist von groBer Bedeutung, dass die von den dendritischen Zellen induzierte Immun-
antwort nicht auBer Kontrolle gerat. Dies geschieht unter anderem mit Hilfe von nicht-
aktivierten dendritischen Zellen oder den sogenannten regulatorischen dendritischen Zel-
len, welche keine pro-, sondern antiinflammatorische Zytokine (z.B. IL-10) produzieren.
Dies kann sowohl zur T-Zellanergie als auch zur Aktivierung regulatorischer T-Zellen (Teg)
fihren (Stockwin 2000; Martin 2009).

1.3.3 Die Rolle der dendritischen Zellen bei Autoimmunerkrankungen

Dendritische Zellen sind sowohl in der Lage das Immunsystem zu stimulieren als auch zu
supprimieren (Tan 2005). Uber die Prasentation von Selbstantigenen sind die dendriti-
schen Zellen an der Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz beteiligt (Steinman
2003; Maldonado 2010). Diese ambivalente Fahigkeit macht sie zu interessanten und
vielversprechenden Forschungsobjekten, insbesondere in Bezug auf Autoimmunerkran-
kungen. Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen, wie
beispielsweise Typ 1 Diabetes, Autoimmunthyreoiditis oder rheumatoider Arthritis, die
Reifung dendritischer Zellen und somit die Antigenpréasentation und Immunsystemmodula-
tion gestort ist. Bei der rheumatoiden Arthritis wurde beobachtet, dass sich dendritische
Zellen im geschadigten Gewebe sehr friih und in groBer Anzahl nachweisen lassen. Es
wird vermutet, dass in der Synovia enthaltenes TNF-a und GM-CSF dendritische Zellen
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aktiviert und an der Induktion einer (Auto-) Immunreaktion beteiligt sind (MacPherson
1995; Mottonen 1998; Thomas 1999).

Im Mausmodell des Typ 1 Diabetes, der NOD-Maus, konnte gezeigt werden, dass die
dendritischen Zellen und Makrophagen zu jenen Zellen gehdéren, welche am frihesten in
die Langerhans’schen Inseln infiltrieren und dort Zytokine sezernieren (Lee 1988; Dahlen
1998; Welzen-Coppens 2011). Welche Signale die APZ in der pradiabetischen Phase
aktivieren ist bisher noch nicht hinreichend geklart (Stockwin 2000). Jedoch konnte Turley
zeigen, dass bei B-Zell-Untergang Peptide freigesetzt werden, welche von APZ aufge-
nommen, den T-Zellen prasentiert werden und somit eine Immunreaktion auslésen. Hier-
bei waren dendritische Zellen die relevanten APZ (Turley 2003). Durch die Behandlung
mit nicht-aktivierten, tolerogenen dendritischen Zellen kann die Diabetesentwicklung in
der NOD-Maus verhindert werden (Kriiger 2003).

1.3.4 Dendritische Zellen und Diabetes mellitus

Beim Typ 1 Diabetes sind DC und Makrophagen Uber die Aktivierung von
proinflammatorischen autoreaktiven T-Lymphozyten und durch die Freisetzung von toxi-
schen Zytokinen (IL-1B8, TNFa) am B-Zell-Untergang beteiligt (Diana 2011). Nach der
Schéadigung von B-Zellen durch Umweltfaktoren kénnen Makrophagen und DC aus dem
Blut rekrutiert werden und je nach Aktivierungsgrad entweder stimulierend oder inhibie-
rend auf T-Lymphozyten wirken. Im Tiermodell konnte der NOD-Maus eine Antigenpra-
sentation von myeloiden DC nachgewiesen werden. Proinflammatorisch aktivierte
myeloide DC (hohe Préasentation von kostimulierenden Molekilen, Sekretion von IL-12)
fihren zu einer starken zytotoxischen Immunreaktion (Poligone 2002; Steptoe 2002). Ein
Baustein in der DC-Aktivierung stellt der TLR2-Signalweg dar. Kim konnte 2011 demonst-
rieren, dass TLR2-defiziente NOD-Mause signifikant weniger Autoimmundiabetes entwi-
ckelten (Kim 2011). Daraus ergab sich die Theorie, dass eine Blockade des TLR2-
Signalweges ein therapeutischer Ansatz zur Verhinderung des Typ 1 Diabetes sei. Unrei-
fe oder antiinflammatorisch (IL-10-Milieu) stimulierte DC begtinstigen die Generierung von
FOXP3-positiven regulatorischen T-Zellen und wirkten diabetesprotektiv (Tang 2008;
Serreze 2011). Neben den myeloiden DC sind auch PDC an der Entstehung eines Typ 1
Diabetes beteiligt. Die Aktivierung von PDC Uber TLR7 und TLR9 kann die Produktion von
IFN-a aktivieren. IFN- a wiederum induziert die T-Zell-vermittelte Immunreaktion und so-
mit auch Autoimmunitat (Li 2008). Blockiert man die IFN-a-Rezeptoren in NOD-M&usen
kann ein Autoimmundiabetes verhindert werden (Li 2011). In Abbildung 4 ist das Zusam-
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menspiel der Immunzellen und der Zytokine bei der Pathogenese des Typ 1 Diabetes
dargestellt.

Auch bei der Entstehung des Typ 2 Diabetes spielt das angeborene Immunsystem eine
wichtige Rolle. Viszerale Adipositas in Kombination mit Hyperlipidamie ist ein entschei-
dender Baustein bei der Entstehung von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes. TNF-a wird
gemeinsam mit anderen Zytokinen und Adipokinen vom viszeralen Fettgewebe freigesetzt
(Shi 2004). Im Blut zirkulierende Monozyten kénnen nach ihrer Aktivierung ins Fettgewe-
be auswandern, im Gewebe durch zahlreiche Metabolite, die bei metabolischen Syndrom
freigesetzt werden (z.B. freie Fettsduren, Ceramide) in Makrophagen differenzieren und
zusatzlich vermehrt proinflammatorische Zytokine wie z.B. TNF-qa, IL-138 und IL-6 sezer-
nieren (Harford 2011). Aus dem Knochenmark stammende CD11c-positive DC kdénnen
ebenfalls durch freie Fettsduren aktiviert werden und sind bei adipdsen Mausen vermehrt
in Muskel- und Fettgewebe nachweisbar (Nguyen 2007). Vor kurzem konnte im Tierver-
suche gezeigt werden, dass die Depletion von CD11c-positiven Immunzellen (Makropha-
gen und myeloide DC) zu einer Reduktion der systemischen Inflammation, zu einer Stei-
gerung der Insulinsekretion und zu einer Verbesserung der Glukosetoleranz fiihrt
(Patsouris 2008). Typ 2 Diabetiker haben gegeniber gesunden Kontrollpersonen gleichen
Alters erhdhte Serumspiegel von proinflammatorischen Zytokinen und Adipokinen sowie
des Akute-Phase-Proteins C-reaktives Protein (CRP) (Rodriguez-Moran 1999; Leinonen
2003). Die proinflammatorischen und proatherogenen Faktoren bewirken eine Kklinisch
relevante Steigerung der Insulinresistenz und sind damit von entscheidender Rolle in der
Pathogenese des Typ 2 Diabetes (Pickup 1997a; Kohn 2005; Fernandez-Real 2012).

Aufgrund der zentralen Kontrollfunktion der dendritischen Zellen bei der Induktion und
Regulation der Immunantwort stellt sich die Frage, inwieweit die Aktivierung des angebo-
renen Immunsystems bei Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 auch die dendritischen Zellen
betrifft und ob hier gegebenenfalls eine Fehlregulation der verschiedenen Typen von
dendritischen Zellen vorliegt.
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Abbildung 4: Interaktion des erworbenen und angeborenen Immunsystems bei der Entste-
hung des Typ 1 Diabetes

Abbildung aus dem Artikel ,Innate Immunity in Type 1 Diabetes” von Julien Diana (Diana 2011)

Konventionelle DC (cDC) induzieren Typ 1 Diabetes durch Aufnahme und Prozessierung von B-Zell-
Antigenen nach B-Zelluntergang. Dieser Vorgang kann auf physiologischer Apoptose oder viraler Infektion
beruhen. Im zweiten Falle kann die antivirale Antwort Uber das Zusammenspiel naturlicher T-Killerzellen
(NKT) und PDC effektiv virale Vervielféltigung, Gewebeschaden und Typ 1 Diabetes verhindern. Mit Selbst-
antigenen beladene cDC wandern in den nachfolgenden Lymphknoten und aktivieren hier weitere cDC und T-
Zellen mittels Sekretion proinflammatorischer Zytokine. B-Zellen befinden sich im Pankreas und Lymphkno-
ten, wo sie Autoantikdrper sezernieren und T-Zellen B-Zellantigene préasentieren kénnen. Daraufhin kénnen
alle sich im Pankreas befindlichen Zellen wie aktivierte Makrophagen, diabetogene T-Zellen und NKT B-Zellen
Uber verschiedene Effektormolekiile zerstdren. Zellen des angeborenen Immunsystems wie DC kdnnen je-
doch je nach Zytokinmilieu und/oder dem Stimulus (wie Virusinfektion) regulatorische T-Zellen aktivieren Uber
Produktion von IDO, IL-10 und TGF-B. NKT vermitteln die Rekrutierung und tolerogene Funktion der cDC und
PDC. B-Zellen kénnen ihre Zerstérung auch selbstandig verhindern via Inhibition diabetogener T-Zellen tber
den PD-L1/PD-1-Pfad. So hat das angeborene Immunsystem eine duale Funktion, indem es die Entstehung
von Typ 1 Diabetes unterstitzen oder verhindern kann. Abklrzungen: Ag, Antigen; APZ, Antigen-
prasentierende Zelle; cDC, konventionelle dendritische Zelle; ICOS, inducible T cell co-stimulator; IDO,
indoleamine 2,3-dioxygenase; IFN-y, interferon vy; IL-, Interleukin-; Grz/pfr, granzyme/perforin; Mf, Makropha-
ge; NK, naturliche Killerzelle, NKT, natirliche T-Killerzelle; NO, Stickstoffmonoxid; pDC, plasmazytoide dendri-
tische Zelle; PD-L1, programmed cell death ligand 1; Teff, Effektor-T-Zelle; TGF-B, tumor growth factor {;
TNF-a, Tumor-Nekrose-Faktor a; Treg, regulatorische T-Zelle.
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2 Fragestellung der Arbeit

Die Reaktivitat des Immunsystems spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung eines Typ
1 Diabetes. Neben der erworbenen Immunantwort mit Auftreten autoreaktiver T-
Lymphozyten und diabetesspezifischer Autoantikérper weisen aktuelle Studien darauf hin,
dass auch die angeborene Immunitat von Bedeutung ist fir die Pathogenese des Typ 1
Diabetes. Arbeiten zum Typ 2 Diabetes belegen ebenfalls eine Aktivierung des unspezifi-
schen Immunsystems, welches Uber eine Erhéhung der subklinischen Inflammation zur

Steigerung der Insulinresistenz beitragt.

Die Rolle von humanen dendritischen Zellen fir die Pathogenese des Typ 1 und Typ 2
Diabetes ist bisher noch nicht gut untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
eine Pilotstudie durchgefuhrt, um zu klaren, ob eine Fehlregulation von dendritischen Zel-
len bei Typ 1 und/oder Typ 2 Diabetes mellitus nachweisbar ist.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren:

1. Aussagen Uber Veranderungen der Subpopulationen von dendritischen Zellen im
peripheren Blut von Typ 1 und Typ 2 Diabetikern zu treffen

2. Zu analysieren, ob Unterschiede im Zytokinprofil und/oder dem Expressionsmus-
ter von Oberflachenmarkern der DC zwischen den untersuchten Personengrup-

pen vorliegen

3. Zu Uberpriifen, ob sich die Reaktivitat von mononukleéren Zellen auf Stimulation
mit TLR-Liganden zwischen Typ 1 und Typ 2 Diabetes unterscheidet und ob ge-
nerell Unterschiede zwischen gesunden Personen und Diabetikern zu verzeich-

nen sind
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

Folgende Reagenzien wurden in dieser Studie verwendet:

Substanz
Bovines Serum Albumin, Albumin bovine fraction V

CL-097, Imidazoquinoline compound
Ficoll-Hypaque (spezifische Dichte 1073 g/ml)
FKS: fetales Kélberserum

Flagellin, purified from B. subtilis
Formaldehyd (36,5 %)

FSL-1, synthetic diamylated lipoprotein

Humanes GM-CSF

Humanes Interleukin-4
Humanes Plasma der Blutgruppe AB

Humanes TNF-alpha

Interferon-a

L-Glutamin 200mM (100x)
LPS

Penicillin/Streptomycin (20x)

Poly (I:C), synthetic analog of dsRNA

Hersteller

Serva Feinbiochemie GmbH&Co.
(Heidelberg)

InvivoGen (San Diego)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
InvivoGen (San Diego)

Sigma (Taufkirchen)

InvivoGen (San Diego)

Strathmann Biotec GmbH&Co.KG
(Hamburg)

PeproTech (Rocky Hill)
Sigma (Taufkirchen)

Strathmann Biotec GmbH&Co.KG
(Hamburg)

PeproTech (Rocky Hill)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

InvivoGen (San Diego)
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Schwefelsaure 1 mol/l - 2N Lésung Carl Roth GmbH&Co.KG (Karlsruhe)
Stop Solution R&D Systems (Minneapolis)
Streptavidin Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Substrat Reagenz R&D Systems (Minneapolis)
Trypsin-EDTA (10x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Tween 20 Sigma (Taufkirchen)

Versene (100x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Kits

Blood Dendritic Cell Enumeration Kit Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)
DuoSet ELISA Development Systems R&D Systems (Minneapolis)
Human CCL18/PARC DuoSet R&D Systems (Minneapolis)
Human IL-10 DuoSet R&D Systems (Minneapolis)
Human IL-12 p70 DuoSet R&D Systems (Minneapolis)
Human IL-6 DuoSet R&D Systems (Minneapolis)
Human TNF-alpha DuoSet R&D Systems (Minneapolis)

Ein Teil der Substanzen (GM-CSF, IL-4, FSL-1, PIC und LPS) wurden bis zum Gebrauch
in kleinen Portionen im Gefrierschrank bei -80°C gelagert und maximal zweimal erneut

aufgetaut und eingefroren.

3.1.2 Antikorper

Folgende Antikérper wurden zur Detektion der Oberflachenantigene dendritischer Zellen
mittels Durchflusszytometrie verwendet. Die Antikérper wurden bis zur Verwendung bei
+4° C im Kuhlschrank gelagert und bei ldngerem Gebrauch bei Raumtemperatur auf Eis
gelagert.
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Primére Antikorper
BDCA-1

BDCA-3

BDCA-4

CD11b

CD11c

CD123

CD16

CD19

CD1a

CD209

CD3

CD4

CD4

CD56

CD80

CD83

CD86

HLA-DR

Isotyp Mouse 1gG1
Isotyp Mouse 1gG1
Isotyp Mouse IgG1
Isotyp Mouse IgG2a
Isotyp Mouse IgG2a

Isotyp Mouse IgG2b

Fluorochrom
FITC

FITC
PE
FITC
PE
PE
FITC/PE
APC
FITC
FITC
FITC
APC
PE
PE
FITC
APC
PE
FITC
APC
FITC

PE

Hersteller

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

ImmunoTools (Friesoythe)
Serotec (Dusseldorf)

eBioscience (Frankfurt)

BD Pharmingen (Heidelberg)

ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
AbD Serotec (Dusseldorf)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)

ImmunoTools (Friesoythe)

BD Pharmingen (Heidelberg)

BD Pharmingen (Heidelberg)

ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)
ImmunoTools (Friesoythe)

eBioscience (Frankfurt)
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3.1.3 Medien und Puffer

Medien und Puffer
Erythrozyten-Lyse-Puffer

PBS 1x und 10x
Reagenz Diluent

TAE-Puffer

RPMI 1640 ohne Hepes mit
stabilem Glutamin und 2,0 g/I
NaHCO;

3.1.4 Gerate

Gerate
Analysenwaage Kern 770

BD FACS Calibur

BIOFUGE fresco

Brutschrank APT.LINE CB
Brutschrank Heracell
Magnetrihrer Heidolph MR 3001
Mikroskop Fluovert

Mini-Zentrifuge Spectrafuge

Hersteller
82,9 mg NH4CIl, 10 mg KHCO3, 1 ml EDTA-

Stammldsung (42 mg/100 ml) auf 10 ml Aqua dest.; pH
7,2

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

1 g Bovines Serum Albumin pro 100 ml PBS; steril filtriert
50 x Stammlésung: 121 g Tris-Base, 28,5 ml Eisessig,

50ml 0.5M EDTA (pH8.0) (auf 0,5 | Wasser); Gebrauchs-
I6sung: 40 ml auf 2 | auffillen

Biochrom AG (Berlin)

Hersteller
Kern & Sohn (Karlsruhe)

BD Biosciences (Heidelberg)
Heraeus (Hanau)

Binder (Tuttlingen)

Heraeus (Hanau)

Heidolph (Schwabach)

Leitz (Wetzlar)

Neolab (Heidelberg)

Multipipette Research plus mutlichannel 100 ul Eppendorf (Hamburg)

Multipipette Research plus mutlichannel 300 ul  Eppendorf (Hamburg)

Neubauer Improved Bright Line Zahlkammer Brand (Wertheim)

Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm?2
Nunc Immuno Wash 12

Pipetus Pipettierhilfe

Nunc (Langenselbold)

Hirschmann (Eberstadt)

Titramax 100 Mikrotiterplatten Schittler 150- Heidolph (Schwabach)

1350 rpm
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Vortex-Schttler
Wasserbad WNB 7-45

Zentrifuge 5810R

3.1.5 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
1,5 ml Tubes

15 ml, 50 ml Tubes

50 ml Tubes

BD Discardit Il 20 ml Spritzen

Costar Stripette (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Deckel fir Microtestplatte 96 Vertiefungen
Deckglaser 25x60 mm

Mikrotiterplatten (6/12/24 Well)

Millex GP Filter Unit 0,22 pm

neoScrew Microtubes 1,5 ml
Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 300 pl, 1000 pl)
Pipettenspitzen (1200 pl)
Rundbodenréhrchen 5 ml

Serologische Pipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml,
25 ml)

U96 Maxisorp Nunc Immunoplates
Zellkulturflaschen ( 25 cm?, 75 cm?2, 150 cm?)

Zellschaber (cell scraper)

VWR International (Darmstadit)

Memmert (Schwabach)

Eppendorf (Hamburg)

Hersteller
Eppendorf (Hamburg)

Corning (Minchen)

BD / Falcon (Heidelberg)
BD (Heidelberg)

Corning (Minchen)
Nunc (Langenselbold)
Menzel (Braunschweig)
Corning (Minchen)
Millipore (Cork)

NeolLab (Heidelberg)
Brand (Wertheim)
Eppendorf (Hamburg)
BD / Falcon (Heidelberg)

BD / Falcon (Heidelberg)

Nunc (Langenselbold)
Corning (Minchen)

Sarstedt (NUmbrecht)
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3.1.6 Patientenauswahl

Folgende Gruppen von Patienten wurden untersucht:

e Typ 1 Diabetiker (Erstdiagnose < 1,5 Jahre bei Blutentnahme)

e Typ 2 Diabetiker (Erstdiagnose < 5 Jahre bei Blutentnahme)

e  Gestationsdiabetikerinnen (Diagnose bestatigt durch oGTT)

e  Gesunde Personen als Kontrollgruppe

Weitere Einschlusskriterien waren:

e  Ausschluss weiterer chronischer Erkrankungen

e  Keine Vorbehandlung mit Kortikosteroiden oder Immunsuppressiva

Eine Ubersicht zur ndheren Charakterisierung der Gruppen findet sich in Tabelle 2.

Typ 1 DM Typ 2 DM GDM Kontrollen
Manner 5 6 - 11
Frauen 4 6 9 17
Gesamt 9 12 9 28
Alter (Jahre) 33,4 +11,1 58,8 +12,9 35,0+4,8 37,2+14,9
Alter (Spannweite) (17-57 J.) (36-79 J.) (25-40 J.) (22-67 J.)
BMI (kg/m?) 21,7+ 3,9 29,252 28,5+5,8 22,7 +3,8
HbA1c (%) 9,56+3,7 6,7+1,4 54+0,3 54+0,4
Diabetesdauer 0,8+0,7 2417 ED* -

in Jahren

Tabelle 2: Anthropometrische und klinische Daten der untersuchten Personengruppen

Mittelwert + Standardabweichung; ED*= die Blutentnahme erfolgte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
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3.1.7 Entnahme und Verarbeitung der verwendeten Blutproben

Vor jeder Blutentnahme wurden die Probanden Uber die Risiken einer Blutentnahme und
die Weiterverarbeitung der Proben in dieser Studie aufgeklart. Eine Patienteneinverstand-
niserklarung, sowie eine Genehmigung der Ethikkommission lagen vor. Es wurden von
jedem Probanden je 40 ml vendses Heparinblut (Heparinréhrchen) sowie je 5 ml EDTA-
Blut mittels standardisierter Blutentnahme entnommen. Aus dem EDTA-Blut wurde im
Zentrallabor der Medizinischen Klinik Innenstadt Midnchen ein kleines Blutbild mit folgen-
den Parametern bestimmt: Leukozyten, Thrombozyten, Erythrozyten, Hamoglobin,
Hamatokrit, MCH, MCV und MCHC. In Abbildung 5 ist die Anwendungsreihenfolge der
Methoden zum besseren Verstéandnis dargestellt.

Blutenthahme

) ¥
Ficoll Dendritic Cell Vollblut-Assay
l Enumeration Kit l
Zellkultur
‘ ELISA
Durchflusszytometrie
(FACS)

Abbildung 5: Ubersicht der Blutaufbereitung und des Untersuchungsschemas

3.1.8 Gewinnung humaner dendritischer Zellen aus Vollblut

Um humane dendritische Zellen (DC) zu kultivieren und zu vermehren, mussten zunachst
Monozyten aus Vollblut von den Ubrigen Zellpopulationen getrennt werden. Dies erfolgte
unter Verwendung von Ficoll-Hypaque. Das Ficoll-Prinzip beruht auf der Auftrennung ver-
schiedener Zellpopulationen durch Dichte-Zentrifugation unter Verwendung einer speziel-
len Flassigkeit (Ficoll). Mit einer spezifischen Dichte von 1073 g/ml ermdglicht diese Flus-
sigkeit die Entstehung einer Phasengrenze zwischen dem Ficoll und dem Blut-RPMI-
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Gemisch. Dabei sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer héheren
Dichte nach unten, Thrombozyten finden sich in der oberen Schicht und mononukleére
Zellen setzen sich als Interphase zwischen beiden Schichten ab. Abbildung 6 zeigt die
graphische Darstellung des eben beschriebenen Ficoll-Prinzips. AnschlieBend wurde die
Interphase vorsichtig abgenommen und in RPMI gewaschen. Die mononuklearen Zellen
wurden in eine Zellkulturflasche GOberflihrt. Die Generierung der humanen dendritischen
Zellen aus mononukledren Zellen ist im nachstehenden Protokoll beschrieben.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Plasma-
Phosphatpuffer-
Gernisch

Verdiinnte
Zellsuspension

Interphase mit

mononukledren

Zellen

. Ficoll-Paque® Ficoll-Paque®
Plus Plus

A d Erythrozyten/
'/ +— Granulozyten/
tote Zellen

Abbildung 6: Isolierung von mononukleédren Zellen aus dem peripheren Blut mit Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation

Abbildung aus der Dissertation von Tripmacher 2005 (Tripmacher 2005)

Protokoll zur Isolierung von Monozyten und Herstellung von dendritischen Zellen

* 40 ml heparinisiertes vendses Vollblut 3:1 mit RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin
verdinnen (2 Teile Medium + 1 Teil Blut)

«  Ficoll Hypaque in einem 50 ml Tube vorsichtig mit RPMI-Heparinblut-Gemisch im
Verhaltnis 1:1 Uberschichten

«  Probe bei 500g, Raumtemperatur, 20 Minuten ohne Bremse und Beschleunigung
zentrifugieren

* Interphase abnehmen, diese zweimal in RPMI waschen, dabei jeweils acht Minu-
ten bei 300g, Raumtemperatur, mit Bremse und Beschleunigung zentrifugieren

«  Uberstand abnehmen und verwerfen, Pellet in 4 ml RPMI 8sen

* Probe (= gel6stes Pellet) in Neubauer-Zédhlkammer zahlen, dabei jeweils das
obere und das untere Feld der Neubauer-Z&dhlkammer mit der Probe beschich-
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ten. Hierbei die Probe vorsichtig zwischen Glasdeckel und Zahlkammer
pipettieren. Probe gegebenenfalls 1:10 mit PBS verdinnen (10 pl Probe + 90 pl
PBS in neuem Tube), falls sonst keine Auszahlung mdglich ist.

* AnschlieBend Probe mit RPMI + 10 % FKS, bzw. RPMI + 2 % hABS oder X-Vivo-
Medium auf Zellkulturflasche geben und bei +37°C fir 90 Minuten inkubieren

* Nicht-adharente Zellen werden nach 90 Minuten wieder abgesaugt

* AnschlieBend das fertige gewlnschte Medium auf die Flasche geben und die
Zellen fur sechs Tage im Zellkulturschrank bei +37°C kultivieren

3.1.9 Kulturbedingungen der Monozyten und Generierung von humanen dendriti-

schen Zellen

Die mit Ficoll gewonnen Monozyten wurden im Brutschrank bei +37°C und 5 % Kohlendi-
oxid Giber sechs Tage inkubiert. Bei einer Zellzahl bis zu 25x 10° Zellen wurden sie in ei-
ner 25 cm? Zellkulturflasche mit 5 ml Medium, bei gréBerer Zellzahl in einer 75 cm?-
Flasche mit 15 ml Medium kultiviert. Zu Beginn der Versuche wurden verschiedene Medi-
enzusammensetzungen ausgetestet. Als Basismedium wurde RPMI 1640 verwendet. Wie
von Romani 1994 beschrieben wurden weiterhin FKS oder humanes AB-Serum (hABS)
eingesetzt (Romani 1994; Gill 2002). Diesem Gemisch wurden orientierend an einem Pro-
tokoll von Dauer 2003 mehrere Stimulantien hinzugefiigt: Granulozyten Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Interleukin-4 (IL-4) oder GM-CSF, Interfe-
ron- a (INF-a) und IL-4 (Gill 2002; Dauer 2003a).
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Medienzusammensetzung unter Verwendung von RPMI mit FKS

RPMI mit FKS und IL-4

RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin

Fetales Kalberserum (FKS)

Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml/10000 pg/ml

Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF)
Interleukin-4

RPMI mit FKS und IFN-a

RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin

Fetales Kalberserum (FKS)

Penicillin/Streptomycin 10000 U/mI/10000 pg/ml

Interferon-a

Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF)

RPMI mit FKS, IL-4 und IFN-a

RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin

Fetales Kalberserum (FKS)

Penicillin/Streptomycin 10000 U/mI/10000 pg/ml

Interferon-a

Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF)
Interleukin-4

Medienzusammensetzung unter Verwendung von RPMI und hABS

RPMI mit hABS und IL-4

RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin

Humanes AB Serum

Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml/10000 pg/ml

Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF)
Interleukin-4

RPMI mit hABS und IFN-a
RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin

Humanes AB Serum

Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml/10000 pg/ml

Interferon-a

Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF)

89 %

10 %
1%

50 ng/ml
500 U/ml

89 %

10 %

1 %

20 ng/ml
50 ng/ml

89 %

10 %

1 %

20 ng/ml
50 ng/ml
500 U/ml

89 %

2 %

1%

50 ng/ml
500 U/ml

89 %

2 %

1%

20 ng/ml
50 ng/ml
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RPMI mit hABS, IL-4 und IFN-a (= DC-M)

RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin 89 %
Humanes AB Serum 2%
Penicillin/Streptomycin 10000 U/mI/10000 pg/ml 1%
Interferon-a 20 ng/ml
Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF) 50 ng/ml
Interleukin-4 500 U/mi
Medienzusammensetzung bei Verwendung von X-Vivo 20

X-Vivo mit IL-4

X-Vivo 20 mit Genatmicin und Phenolrot 100 %
Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF) 50 ng/ml
Interleukin-4 500 U/mi
X-Vivo mit IFN-a

X-Vivo 20 mit Genatmicin und Phenolrot 100 %
Interferon-a 20 ng/ml
Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF) 50 ng/ml
X-Vivo mit IL-4 und IFN-a

X-Vivo 20 mit Genatmicin und Phenolrot 100 %
Interferon-a 20 ng/ml
Human Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (hGM-CSF) 50 ng/ml
Interleukin-4 500 U/mi

Am Tag 3 erfolgte ein jeweils ein Mediumwechsel. Dabei wurde altes Medium abgesaugt

und in einem frischen Falconréhrchen bei 144g flr acht Minuten bei Raumtemperatur

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wurde in

neuem Medium resuspendiert und in die alte Flasche gegeben. AnschlieBend erfolgte

eine Inkubation fur weitere drei Tage bei +37°C im Zellkulturschrank. Am Tag 5 wurde 1

ml Medium von der Zellkulturflasche abgenommen, bei 300g und Raumtemperatur fur 5

Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80°C eingefroren. Ebenfalls an Tag 5

erfolgte die Aktivierung der nun erzeugten humanen dendritischen Zellen mit TNF-a (20

ng TNF-a pro ml Medium). Zur Ablésung der Zellen von der Zellkulturflasche an Tag 6

wurde das nachstehende Protokoll verwendet.
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Abnahme der hDC von der Zellkulturflasche

e Altes Medium aus Zellkulturflasche absaugen, in ein neues Tube geben und bei
Raumtemperatur fir acht Minuten bei 1449 zentrifugieren

e Uberstand absaugen und Pellet in 50 ul PBS + 1 % FKS resuspendieren

e Je 3 mlEDTA 1x (2,7 ml PBS + 300 pl Versene) pro 25 cm? auf die Zellkulturfla-
sche geben und diese zehn Minuten bei +37°C inkubieren

e Je3mlPBS + 10 % FKS (2,7 ml PBS + 30 ul FKS) pro 25 cm? nach Inkubation
hinzugeben und fur zwei Minuten blocken

e Flussigkeit aus Zellkulturflaschen in Tubes (mit Pellet aus altem Medium)
pipettieren und bei 1449, Raumtemperatur, acht Minuten zentrifugieren

e Uberstand absaugen und Pellet in 500 ul PBS + 1 % FKS resuspendieren

e Zellen in Neubauer-Zahlkammer zahlen. Dazu die Proben gegebenenfalls 1 :10
mit PBS in einem neuen Tube verdiinnen (10 ul Probe + 90 ul PBS)

e Der Zellzahl entsprechend die Probe nochmals fir acht Minuten bei 850 rpm und
Raumtemperatur abzentrifugieren. Uberstand absaugen und die Zellen in der
bendtigten Menge PBS + 1 % FKS Iésen. Pro Rundbodenréhrchen sollten am
Ende 500.000 Zellen geldst in 50 ul PBS + 1 % FKS vorliegen

3.1.10 Analyse der Oberflachenantigene dendritischer Zellen mittels
Durchflusszytometrie (FACS)

Die Bezeichnung FACS steht fur Fluorescence activated cell sorting. Im Deutschen ist
diese Methode unter dem Begriff Durchflusszytometrie bekannt. Sie ermdéglicht die Unter-
suchung einzelner Zellen hinsichtlich ihrer GréBe, Granularitdt und der Expression von
Oberflachenantigenen und intrazelluldren Antigenen. Um Oberflachenantigene im
Durchflusszytometer zu untersuchen, missen sie mit fluoreszenz-markierten monoklona-
len Antikérpern markiert werden, die spezifisch an Oberflachenantigene binden. Es gibt
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe. In dieser Arbeit wurden Fluoresceinisothiocyanat
(FITC; grin), Phycoerythrin (PE; rot), Phycoerythrin-Cyanin 5 (PECy5; rot) und
Allophycocyanin (APC; blau) verwendet. Sie unterscheiden sich bezlglich ihres
Emmisionsmaximums, d.h. der Wellenlange des Lasers, bei welcher sie die maximale

Signalstarke zeigen. Das Maximum liegt zwischen 519 nm (FITC) und 660 nm (APC).

Die Durchflusszytometrie beruht auf folgendem technischen Prinzip: die zu untersuchen-
den Zellen werden mit einer Tragerflussigkeit im Gerat in eine Suspension gebracht. In

einem laminaren Strom werden die Zellen in ihrer Tragerflissigkeit einzeln an dem Laser
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des Durchflusszytometers vorbeigeschleust. Trifft der Laserstrahl auf die Zelle, wird sein
Strahl abgelenkt. Dabei unterscheidet man die Ablenkung des Lasers in zwei Richtungen,
das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) vom Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC).
Mit dem Vorwartsstreulicht kann die ZellgréBe, Uber das Seitwartsstreulicht die Granulari-
tat bestimmt werden. Die so gewonnenen Daten werden in einem Dot-Plot Diagramm
dargestellt. Auf der X-Achse findet sich der FSC, auf der Y-Achse der SSC. Die Quantitat
der Fluoreszenz und somit der Expression der Oberfladchenantigene wird in einem Histog-
ramm dargestellt. Mit dem hier verwendeten Gerat konnten maximal drei Fluoreszenzen
pro Zelle gemessen werden. Aufgrund der begrenzten Probenmenge konnten pro Pro-
band nicht alle in der Arbeit untersuchten Oberflachenantigene analysiert werden. FUr
einzelne Oberflachenmarker steht deshalb in den vier Vergleichsgruppen eine unter-
schiedliche Anzahl an Messdaten zur Verfligung. Dies wird jeweils bei den Ergebnissen
mit aufgefthrt. Die Farbung der Zellen wurde folgendermaBen durchgeflhrt:

FACS-Farbeprotokoll

e 1 pl des jeweiligen Antikdrpers wurde in 100 pl einer PBS-Lésung (mit 1 % FKS)
verdinnt und in ein Rundbodenréhrchen gegeben

e Die Zellen wurden von der Zellkulturflasche durch Inkubation mit Versene abge-
nommen und in der Neubauerkammer gezahlt (siehe 3.2.3). Das Pellet wurde
anschlieBend in einer PBS-Lésung (mit 1 % FKS) aufgenommen. Die Menge an
PBS wurde so gewahlt, dass die Zahl der Zellen in 100 pl zwischen 200.000 und
500.000 lag

e Zu je 100 pl der Zelllésung wurden je 1 pl des jeweiligen Antikérper bzw. des
Isotyps gegeben und fiir 30 Minuten im Kihlschrank inkubiert

e AnschlieBend wurden die Proben flir 5 Minuten bei 300g zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen

e Das Pellet wurde in 250 pl PBS-Lésung (mit 1 % FKS) aufgenommen

e Zu der Suspension der gefarbten Zellen wurden 250 pl Formalin (3,6 % in PBS)
gegeben. Es folgte eine Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und in
Dunkelheit

e Das Formalin wurde durch einmaliges Waschen mit PBS-Lésung (mit 1 % FKS)
entfernt

e Am Ende wurde das Pellet in 250 ul PBS-Lésung (mit 1 % FKS) aufgenommen
und bis zur Messung bei +4°C in Dunkelheit aufbewahrt
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Eine genaue Aufstellung der verwendeten Antikdrper und ihre Spezifitdt fir bestimmte
Subpopulationen von DC sind in der Tabelle 3 aufgefihrt.

Antikérper MDC1 MDC2 PDC Antikérper MDC1 MDC2 PDC
BDCA-1 + - - CD19 - - -
BDCA-3 t ++ t CD56 - - -
BDCA-4 - - + CD80 - - -
CD1a - - - CD83 - - -
CD3 - - - CD86 + + +
CD4 - - - CD123 + * ++
CD11c ++ + - CD209 + + -
CD14 * * - HLA-DR ++ + +
CD16 - - -

Tabelle 3: Phanotyp der DC-Subpopulationen

Die Tabelle wurde mit Bezug auf Verdffentlichungen von Breitling 2006 und Koppel 2005, sowie den Refe-
renzwerten des DC-EK von Miltenyi Biotec erstellt (Koppel 2005; Breitling 2006). Widerspriichliche Angaben
sind nicht vollstédndig wiedergegeben. — kennzeichnet die DC-Subpopulation als negativ fiir das entsprechen-
de Oberflachenantigen, +/++ gibt Positivitdt an. Bei + ist laut Literatur sowohl Positivitat als auch Negativitat
moglich.

Die FACS-Analyse erfolgte mit dem FACS Calibur Gerat der Firma BD Biosciences (Hei-
delberg). Die erfassten Rohdaten wurden per Computer mit der Software WinMDI Version
2.9 ausgewertet.

Anhand der mittels FACS-Analyse gewonnenen Daten konnten Histogramme und Dot-
Plots erstellt werden. Durch die Histogramme konnten Expressionsstérke und Expressi-
onsintensitat der gemessenen Antikdrper und damit indirekt der Oberflachenantigene be-
stimmt werden. Mit Hilfe der Dot-Plots lie sich eine Gegentiberstellung der in einer ge-

meinsamen Probe gemessenen Antikdrper anfertigen.

Eine beispielhafte Verteilung der Zellpopulationen in einem Dot-Plot mit FSC gegen SSC
ist in Abbildung 7 dargestellt:
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Abbildung 7: Zellverteilung im Dot-Plot FSC gegen SSC

Die rémischen Ziffern I-IV bezeichnen die Quadranten, in denen sich die Zellpopulationen typischerweise
wiederfinden. Dabei zeigen sich kleine und gering granulierte Zellen, wie die Lymphozyten, in Quadrant Ill,
groBe und stark granulierte Zellen in Quadrant Il. In Quadrant 1V finden sich groBe, jedoch gering granulierte
Zellen, in Quadrant | kleine und stark granulierte Zellen.

3.1.11 Quantifizierung verschiedener DC-Subpopulationen im peripheren Blut mit-
tels Dendritic Cell Enumeration Kit

Fir die Messung der Zahl der plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC) und der
myeloiden dendritischen Zellen (MDC) im peripheren Blut wurde der Blood Dendritic Cell
Enumeration Kit (DC-EK) verwendet. Mit diesem Assay kann die Zahl der PDC, der Typ 1
MDC (MDC1) sowie der Typ 2 MDC (MDC2) bestimmt werden. Es lassen sich PDC Uber
die Oberflachenantigene CD303 (BDCA-2) und CD304 (BDCA-4) identifizieren, MDC1
mittels CD1c (BDCA-1) und MDC2 durch CD141 (BDCA-3) (Dzionek 2002). Der Assay
wurde gemaB der Anleitung der Firma Miltenyi Biotec durchgefihrt.



34 3 Material und Methoden

Farbeprotokoll des Blood Dendritic Cell Enumeration Kit (DC-EK)

Vorbereitung:
o Herstellung von 10 ml Puffer: PBS + 0,5 % Bovines Serum Albumin (BSA)
J Verdinnung von 1 ml Red Blood Cell Lysis Solution durch Zugabe von 9 ml des-

tilliertem Wasser
o Bestimmung der absoluten Leukozytenzahl pro ml Vollblut mittels eines kleinen
Blutbildes im Zentrallabor der Medizinischen Klinik Innenstadt, Miinchen

Farbung:

e |n zwei Rundbodenréhrchen je 300 ul mit Heparin antikoaguliertes Vollblut geben

e  Zugabe von 20 pl Anti-BDCA Cocktail zu der einen Probe und Zugabe von 20 pl
Control Cocktail zu der anderen Probe

e  Zugabe von 10 pl Dead Cell Discriminator zu beiden Proben

e  Sanft mischen und beide Rdhrchen in horizontaler Position auf Eis unter einer 60
Watt Lampe (Distanz ca. 3-5 cm) fir 10 Minuten inkubieren

e Zugabe von 4 ml 1x Red Blood Cell Lysis Solution zu jeder Probe

e  Proben sachte mischen und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubieren

e Zellen bei 300g fiir finf Minuten abzentrifugieren. Uberstand vollstandig verwer-
fen und die Zellen anschlieBend mit 4 ml Puffer resuspendieren

e Zellen erneut bei 300g fiir fiinf Minuten abzentrifugieren. Uberstand verwerfen
und Zellen in 300 pl Puffer I6sen

e Zugabe von 150 pl Fix Solution und 5 pl Discriminator Stop Reagent zu beiden
Proben

e Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie; die Proben kénnen vor der Ana-
lyse bis zu 24 Stunden im Dunkeln bei +4-8°C gelagert werden

Die Auswertung der durchflusszytometrisch gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe der
Software WinMDI 2.9. Es wurden Dot-Plots erstellt. Um die DC-Subpopulationen zu iden-
tifizieren, wurden entsprechende Gates gesetzt. Durch die Kombination der Gates konnte
anhand einer vorgegebenen Formel die absolute Anzahl an vorhandenen MDC1, MDC2
und PDC der jeweiligen Probe berechnet werden. Die Formel lautet:



3 Material und Methoden 35

(%Gated Sample — Y%Gated Control)  abslute Leukozytenzahi
100

X =

¥ ist hierbei die absolute Anzahl an dendritischen Zellen der entsprechenden DC-
Subpopulation pro ml Blut.

Die Referenzwerte aus der Literatur flr die einzelnen Subpopulationen der dendritischen
Zellen sind der Tabelle 4, wie von Miltenyi Biotec angegeben, zu entnehmen. Nach der
Messung und Auswertung wurden die Daten auf Plausibilitat untersucht. In einigen Fallen
war aufgrund einer erhdéhten Zahl von toten Zellen bzw. Debris in der Probe die
Gatesetzung schwierig bzw. unmdglich, so dass hier falsch hohe bzw. falsch niedrige DC-
Populationen berechnet wurden. In diesen Fallen (definiert als Abweichung der Zellzahlen
> 10-fach der Norm) wurden die Werte aus der Kalkulation entnommen. Im Ergebnissteil
ist jeweils die Zahl der Messungen fir die verschiedenen Gruppen angegeben.

% an Leukozyten (Spannweite) Absolute Zellzahl pro ml Blut (Spannweite)

MDCH 0,27 % (0,09 - 0,42 %) 1,56x10* (6,58x10°%- 3,28x10%)
MDC2 0,02 % (0 — 0,04 %) 8,60x102 (0 - 2,16x10°%)
PDC 0,19 % (0,09 - 0,37 %) 1,12x10* (4,51x10%- 2,04x10%

Tabelle 4: Literaturwerte fiir DC-Subpopulationen im DC-EK laut Hersteller

3.1.12 Dot-Plot-Beispiele fiir die Auswertung des Blood Dendritic Cell Enumeration
Kits

Die Gatesetzung wurde nach Anleitung des DC-EK von Miltenyi Biotec durchgeftihrt. Die
Gatesetzung dient dem Ausschluss anderer Zellpopulationen, sodass letztendlich nur
dendritische Zellen erfasst werden. Die Werte der Isotypantikérper wurden von den Anti-
BDCA-Daten subtrahiert, um die absolute Zahl der DC-Populationen berechnen zu kén-

nen.
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Beispiel fiir die Auswertung des Blood Dendritic Cell Enumeration Kits

(Messung bei einem Typ 1 Diabetiker)

1.

R1 diente dem Ausschluss von Zellschutt und Thrombozyten. Die ausgeschlos-
senen Zellen lagen auBerhalb des Gates. FSC wurde auf der X-Achse und SSC
auf der Y-Achse aufgetragen. Innerhalb von R1 befanden sich Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten und dendritische Zellen.

Anti-BDCA Cocktail Control Cocktail
= 0T =¥
NV L
B - R1 R
g W
ST R ‘:'Dﬂm
Ermigty Empty
Nach Abzug der von R1 ausgeschlossenen Zellen wurde R2 gesetzt. R2 dient

dem Ausschluss von B-Zellen, Monozyten, Granulozyten (eosinophile und
neutrophile Granulozyten) und toten Zellen. Die ausgeschlossenen Zellen liegen
auBerhalb des Gates. SSC (X-Achse) wurde gegen Fluoreszenz-3 (Y-Achse)

aufgetragen.
Anti-BDCA Cocktail Control Cocktail
— (o]
m m
(] (o]
1= 5] £
B E S
= = &
0 1023 0 1023

Empaty Ernpty
Bestimmung der CD1c-positiven-(BDCA-1*) MDC1 durch R3 und der BDCA-2-

positiven PDC durch R4. Fluoreszenz-1 (X-Achse) wurde gegen Fluoreszenz-2
(Y-Achse) aufgetragen. Dabei wurden jene Zellen, welche auBerhalb von R1 und
R2 lagen, ausgeschlossen.

Anti-BDCA Cocktail Control Cocktail
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2 E
=] £5
E- ¥ E
= R = g
0% 10

108 107 10* 0% 10" 102 107 10t
Empty Empaty
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Empty

AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der BDCA-3-positiven MDC2 durch R5.
Hierbei wurden nur Events mit einem starken FL-4 Signal erfasst, um keine
Monozyten, Granulozyten, PDC oder MDC1 zu werten. Auch hier wurden die
auBerhalb der vorher gesetzten Gates liegenden Zellen bereits im Voraus

ausgeschlossen.

Anti-BDCA Cocktail Control Cocktail
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Erfassung der MDC2. Fluoreszenz-1 (X-Achse) wurde gegen Fluoreszenz-4 (Y-

Achse) aufgetragen. Die Gates R1, R2 und R3 wurden in die Erstellung des

ersten Bildes miteinbezogen. Im zweiten Bild wurden R1, R2 und R4 verwendet.
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3.1.13 Durchfiihrung eines TLR-Stimulations-Assays

Um die Frage zu kléaren, ob die dendritischen Zellen von Diabetikern unterschiedlich auf
Stimulation mit TLR-Liganden reagieren, wurde ein Vollblut-Stimulations-Assay durchge-
fihrt. Zur Durchfihrung des Vollblut-Assay wurde zun&chst die Leukozytenzahl der Blut-
proben anhand eines kleinen Blutbildes im Zentrallabor ermittelt. Orientierend an einem
bereits bestehendem Protokoll wurde die Menge des zu verwendenden heparinisierten
Vollblutes auf 10.000 Leukozyten/100ul normiert (Summers 2006). Das Heparinblut wurde
mit RPMI-Medium auf ein Gesamtvolumen von 600 pl eingestellt (entspricht 60.000 Leu-
kozyten). Nach der Zugabe der Stimulantien (siehe Tabelle 5) wurden die Zellen Gber 5
Tage im Zellkulturschrank bei +37° Celsius und 5% Kohlendioxid aufrecht in offenen 1,5
ml-Tubes kultiviert. Als Negativkontrolle wurde ein Blut-RPMI-Ansatz ohne Stimulans ver-

wendet.

Stimulans (TLR Ligand) Konzentration

FSL-1 (TLR2/TLR6) 1ug/ml

PIC (TLR3) 1ug/ml

LPS (TLR4) 10 ng/I

Flagellin (TLRS) 0,1 pg/ml = 100 ng/ml
CL097 (TLR7/TLR8) 500 pg/ml

Tabelle 5: Verwendete Stimulantien des Vollblut-Assay
In der linken Spalte folgt eine Auflistung der verwendeten Stimulantien. In Klammern ist die jeweilige Funktion
des Stimulans angegeben und zeigt an welchen Toll-dhnlichen Rezeptor es bindet. In der rechten Spalte wird

die Konzentration der verwendeten Stimulantien pro ml Medium angegeben.

Pro Stimulans und Kontrolle wurden je finf Eppendorfréhrchen (Tubes) angesetzt. Taglich
wurde von jedem Stimulans ein Réhrchen abzentrifugiert (200g, 10 min bei +4°C), der
Uberstand abgenommen und dieser bei -80° Celsius bis zur Zytokin-, bzw.

Chemokinmessung eingefroren.
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Toll-like Funktion
Rezeptor
TLR2 erkennt  Lipoteichonsdure auf grampositiven Bakterien und

Lipoproteine auf gramnegativen Bakterien

TLR3 erkennt doppelstrangige RNA (dsRNA) von Viren
TLR4 erkennt bakterielle Lipopolysaccharide

TLR5 erkennt das Flagellinprotein bakterieller Flagellen
TLR6 erkennt in Interaktion mit TLR2 bakterielle Lipoproteine
TLR7 erkennt virale Einzelstrang-RNA in Endosomen

TLR8 erkennt Guanosin-Analoga

TLR9 Erkennt CpG-Motive (bakterielle und virale DNA)
TLR10 Nicht bekannt

Tabelle 6: Funktion verschiedener Toll-like Rezeptoren (TLR)

In Bezug auf den Review von Kawai und Akira 2006 (Kawai 2006)

3.1.14 Messung von Zytokinen und Chemokinen im Zellkulturiiberstand mittels
ELISA

Das Akronym ELISA steht fiir Enzyme-linked immunosorbent assay. Verwendet wurde ein
sogenannter Sandwich-ELISA (Murphy 2009). Hierbei wird eine Kunststoffplatte mit dem
Capture Antibody (CAb; ,Fang-Antikdrper”), einem antigenspezifischen Antikdrper, be-
schichtet. AnschlieBend erfolgt die Zugabe des Antigens, im vorliegenden Falle Zellkultur-
Uberstand. Das Antigen wird vom CAb gebunden. Ungebundener oder unspezifisch ge-
bundener CAb wird im nachsten Schritt ausgewaschen. Nun folgt die Beschichtung der
Platte mit dem Detection Antibody (DAb; ,Erkennungs-Antikérper®), der an ein zweites
Epitop des Antigens bindet (Porstmann 1992). An den DADb ist das Enzym Peroxidase
gekoppelt. Unter Zugabe einer farblosen Substratlésung, hier Substrate Solution, wandelt
das Enzym das Substrat mittels einer enzymatischen Reaktion in ein farbiges Produkt um,
dessen Absorption (optische Dichte) in einem Photometer bestimmt werden kann. Auf
jeder Platte wird ein Standard mitgeflhrt, welcher die Zytokinkonzentration und somit die
Farbintensitat zur entsprechenden optischen Dichte festlegt. Anhand dieser Standardkur-
ve kann die Zytokin-/Chemokinkonzentration quantifiziert werden. Fir jede Probe und den



40 3 Material und Methoden

Standard wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Der Uberstand wurde wie unter
3.1.13 beschrieben anhand des Vollblut-Assays gewonnen. Zur Messung wurden kom-
merziell erhéltliche ELISA-Kits (DuoSet ELISA von R&D Systems) verwendet. Aufgrund
der begrenzten Probenvolumina konnten nur finf ausgewéahlte Zytokine/Chemokine ana-
lysiert werden (IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a, CCL-18). Primar wurden die
proinflammatorischen Marker getestet. Sofern noch Proben vorhanden waren, wurde das
antiinflammtorische Zytokin IL-10 gemessen (n= 3-5 Proben).

Der genaue Arbeitsablauf ist im nachfolgenden Protokoll aufgefiihrt. Die Zusammenset-
zung der im ELISA verwendeten Substanzen finden sich im Anhang A.

Protokoll fiir DuoSet Elisa (R&D Systems)
Praparation der Platte

e  Beschichtung der ELISA-Platte mit je 100 pl des Capture Antibody (CAb) pro
Well (Vertiefung der ELISA-Platte). Dazu wird der CAb von seiner urspriinglichen
Konzentration auf die Arbeitskonzentration verdinnt.

e Versiegeln der Platte mit einem Kunststoffdeckel und Inkubation derselbigen
Uber Nacht bei Raumtemperatur fir ca. 15 Stunden (Titramax-Schuttler mit 600
rpm).

e  Kréftiges Auskippen des CAb. AnschlieBend waschen der Platte mit Waschpuf-
fer. Dabei jedes Well mit 300 ul Waschpuffer fullen, den Waschpuffer kraftig aus-
schutten und die Platte anschlieBend auf einem Papiertuch ausklopfen, so dass
sich keine Flussigkeit mehr in den Wells befindet. Insgesamt drei Mal waschen.

e  Blocken der Platten durch Zugabe von 300 ul Reagent Diluent (RD) auf jedes
Well. Danach Inkubation der Platte fir mindestens eine Stunde bei Raumtempe-
ratur (Titramax-Schuttler mit 600 rpm).

e  Wiederholung des Waschschrittes mit Waschpuffer.

o 100 pl Probe oder Standard (gelést in RD) pro Well hinzufigen. Alle Proben,
Standards, sowie den Blank als Doppelbestimmung ansetzen. Der Blank gibt den
Nullwert der Standardkurve fur die optische Dichte vor. Fur ihn wird 100 pl reines
RD verwendet. Platte versiegeln und bei Raumtemperatur zwei Stunden
inkubieren (Titramax-Schdttler mit 600 rpm).

e Wiederholung des Waschschrittes mit Waschpuffer.
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o Hinzugabe von 100 pl Detection Antibody (DAb) (gelést in RD) pro Well. Die Plat-
te erneut versiegeln und nochmals fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubieren (Titramax-Schttler mit 600 rpm).

e  Wiederholung des Waschschrittes mit Waschpuffer.

e  Zugabe von 100 pl der Arbeitskonzentration von Streptavidin-HRP auf jedes
Well. AnschlieBend versiegeln der Platte und Inkubation dieser fur 20 Minuten
bei Raumtemperatur (Titramax-Schattler mit 600 rpm).

e Wiederholung des Waschschrittes mit Waschpuffer

e Zugabe von 100 pl Substrate Solution auf jedes Well. Inkubation fir 20 Minuten
bei Raumtemperatur. Direkte Lichteinstrahlung vermeiden.

e Zugabe von 50 pl Stop Solution pro Well. Die Platte sanft schwenken, um eine
gute Vermischung sicherzustellen.

e |nnerhalb der nachsten 30 Minuten: Messung der Optischen Dichte (OD) der
Wells mithilfe eines ELISA-Readers bei einer Wellenldnge von 450 nm.

3.2 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software PASW Statistics, Version 18.0. Pri-
méar wurden der Kolmogorov-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-Test zur Uberpriifung
der Daten auf Normalverteilung verwendet. Ihnen liegt die Theorie zugrunde, dass eine
Variable in einer mittels Stichprobe erfassten Population normalverteilt ist. Die getesteten
Daten galten ab einem p-Wert >0.05 als normalverteilt und bei einem p-Wert <0.05 als
nicht normalverteilt. Ebenso wurde der Levene-Test zur Priifung der Daten auf Homogeni-
tat ihrer Varianzen durchgefliihrt. Bei p>0.05 galten die Varianzen als homogen verteilt,
bei p<0.05 nicht (Field 2009). Da sich fast alle Daten als nicht normalverteilt darstellten,
wurden weitere Analysen mit nicht-parametrischen Tests durchgefihrt. Dabei wurden
folgende Tests verwendet: Kruskal-Wallis-Test zur Untersuchung unabhangiger Gruppen
auf Differenzen und Mann-Whitney-Test als Post-Hoc-Test zum Kruskal-Wallis-Test unter
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Beriicksichtigung der Bonferroni-Korrektur®. Der Kruskal-Wallis-Test ist eine nicht para-
metrische Variante des ANOVA-Tests und dient dem Vergleich verschiedener unabhangi-
ger Gruppen auf Unterschiede (Field 2009). Weiterhin wurden deskriptive Haufigkeitsver-
teilungen angefertigt. Da die Patientenanzahl in der Gestationsdiabetikerinnen-Gruppe
beim DC-EK zu gering war, um sie statistisch auszuwerten (n=3), wurden nur die Gruppen
der Typ 1 Diabetiker, der Typ 2 Diabetiker und der Kontrollen miteinander verglichen. In
den deskriptiven Haufigkeitstabellen werden die Gestationsdiabetikerinnen mitaufgefihrt.
Dargestellt sind die Ergebnisse als Mittelwert £ SEM oder als Mittelwert £ SD. Dies wird
jeweils bei den Abbildungen angegeben. In den Box-Plot-Abbildungen wird der Median
und die 25./75.Perzentile sowie SEM dargestellt.

Die Graphiken wurden mit PASW Statistics 18.0 (IBM Corporation, Somer, NY) und Excel
2010 (Microsoft, Seattle, WA) erstellt.

3.2.1 Verwendete Hypothesen

Als Nullhypothese wurde angenommen, dass kein Unterschied (bzw. Normalverteilung;
Homogenitat der Varianzen) zwischen den Patientengruppen besteht. Die Alternativhypo-
these besagte, dass es einen Unterschied (bzw. Nicht-Normalverteilung; Inhomogenitat
der Varianzen) zwischen den einzelnen Gruppen gibt. Ab einem Wert von p <0.05 be-
stand eine Signifikanz, die Nullhypothese wurde verworfen und die Alternativhypothese
angenommen. Wenn die p-Werte >0.05 lagen, waren keine signifikanten Unterschiede
vorhanden und die Nullhypothese wurde beibehalten.

2 Bonferroni-Korrektur: Sie wird zur Vermeidung eines Typ | Fehlers angeschlossen, sodass der p-Wert fir
den Post-Hoc Mann-Whitney-Test nun nicht mehr 0.05 betragt, sondern abhangig von der Anzahl der durch-
gefuhrten Mann-Whitney-Tests ist. Ein Typ | Fehler ist die Annahme, dass ein echter Effekt in einer Population

besteht, wenn in Wirklichkeit keiner vorhanden ist.

0.05
p= Anzahl der verwendeten Mann — Whitney — Tests
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3.2.2 Empirische Fragestellung

Es wurde angenommen, dass es einen Unterschied zwischen den Patientengruppen hin-
sichtlich der GrdBe ihrer DC-Subpopulationen, ihrer Zytokinexpression im zeitlichen Ver-
lauf unter verschiedenen Stimulantien und der Expressionsquantitat sowie —qualitat ihrer
Oberflachenantigene gibt. Das Hauptinteresse galt hierbei der Gruppe der Typ 1 Diabeti-
ker. Es wurde die Theorie aufgestellt, dass Typ 1 Diabetiker eine andersartige Aufteilung
der DC-Subpopulationen im Vergleich zu Kontrollen und Typ 2 Diabetikern haben. Fir
typische Oberflachenantigene dendritischer Zellen und das Zytokin-/Chemokin-
expressionsmuster wurden ebenfalls Unterschiede bei Typ 1 Diabetikern im Vergleich zu

Kontrollen erwartet.
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4 Ergebnisse

4.1 Messung der DC-Subpopulationen im Vollblut mittels Enumeration Kit
(DC-EK)

Im Blood Dendritic Cell Enumeration Kit (DC-EK) fand sich bei der Analyse der DC-
Subpopulationen in allen Patientengruppen die héchste Zellzahl fir MDC1 gefolgt von
PDC und MDC2 (Abbildung 8). Bei den gesunden Kontrollen stellten die PDC die groBte
Population dar.

Jede Subpopulation wies innerhalb einer Patientengruppe eine groBe Spannbreite auf. So
wurde in der Kontrollgruppe im Mittel 28371 + 7398 (SEM) MDC1 pro ml Vollblut gemes-
sen, bei den Typ 2 Diabetikern fanden sich im Mittel 58379 + 19872 MDC1 pro ml Blut.
Fir MDC2 bewegten sich die Zellzahlen zwischen 260 + 260 (GDM) und 4781 + 3299
(T1DM), fur PDC zwischen 5637 + 5637 (GDM) und 27788 + 12025 (Kontrollen)
(Abbildung 9). Im DC-EK waren die Ergebnisse nicht normalverteilt. Im Kruskal-Wallis-
Test zeigten sich flr die GrdBe der Populationen von MDC1, MDC2 und PDC keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der Typ 1 Diabetiker, Typ 2 Diabetiker und
den Kontrollen mit H(2)= 0.54 fiir MDC1, H(2)= 0.36 fiir MDC2 und H(2)= 0,46 fiir PDC®.
Nach Berechnung der EffekigréBe r zwischen den Gruppen Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabe-
tes, GDM und Kontrollen zeigten sich Werte nahe Null (zwischen -0,02 und -0,2), so dass
der Effekt der Typangehdrigkeit auf die GréBe der DC-Subpopulation vernachlassigbar
war. Lediglich fir MDC2 zeigte sich fiir die Typ 1 Diabetiker im Vergleich mit Typ 2 Diabe-
tikern und Gestationsdiabetikerinnen ein mittlerer Effekt mit r= -0,33 und -0,50, sowie flr
T1DM im Vergleich zu T2DM fir PDC mit r= -0,33.

Auch nach Berechnung der absoluten DC-Werte pro 10° Leukozyten ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 7). Werte, die >5-fach tber
dem Gruppenmittelwert lagen, wurden von der Analyse und den Abbildungen ausge-
schlossen.

% H steht fiir den Kruskal-Wallis-Test. Seine Freiheitsgrade sind in Klammern angegeben.
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Abbildung 8: Mittelwerte der DC-Subpopulationen in den verschiedenen Patientengruppen

und der Kontrollgruppe gemessen mittels DC-EK

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM als absolute Zellzahl pro ml Blut. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1
Diabetiker (n=9), T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8); MDC1 = myeloide
DC Typ 1; MDC2= myeloide DC Typ 2; PDC = plasmazytoide DC. Die Referenz entspricht den Literaturwerten

fr gesunde Personen.

Leukozyten* MDCH1 MDC2 PDC

MW + SEM MW + SEM MW + SEM MW + SEM
KONT 6,12+0,28 28371 + 7398 2027 + 616 27789 £ 12025
TIDM 6,2+0,42 39880 + 23443 4782 + 3299 7672 + 4368
T2DM 6,94 + 0,45 58379 + 19872 2348 + 1236 27259 + 20423
GDM 9,0+0,72 47580 + 47580 260 * 260 5637 + 5637

Tabelle 7: Gruppenvergleich der Mittelwerte der DC-Subpopulationen in den verschiedenen

Patientengruppen und der Kontrollgruppe gemessen mit dem DC-EK

Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. MW= Mittelwert; (+)SEM= Standardfehler;
Werte in absoluter Zellzahl angegeben pro 1.000.000 Leukozyten. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1
Diabetiker (n=9), T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8); MDC1 = myeloide
DC Typ 1; MDC2= myeloide DC Typ 2; PDC = plasmazytoide DC. * Absolute Leukozytenzahl x10°
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Der Median mit 25./75. Perzentile der Zellzahlbestimmung fir die einzelnen DC-
Subpopulationen ist in Abbildung 9 bis Abbildung 14 dargestellt. Es zeigt sich der Trend
zu héheren Zellzahlen an MDC1 bei gleichzeitig etwas niedrigeren Zellzahlen flr die
MDC2 bei Typ 1 Diabetikern. Die PDC waren in allen Patientengruppen etwas niedriger
im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen (nicht signifikant).

MDC1
140000

120000 =

100000

80000

60000

40000

20000

absolute Zellzahl an MDC1 pro ml Blut

KONT T1DM T2DM GDM

Abbildung 9: Zellzahl der myeloiden dendritischen Zellen Typ 1 (MDC1) pro ml Blut in den
verschiedenen Gruppen

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) £ SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8).
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Abbildung 10: Zellzahl der myeloiden dendritischen Zellen Typ 2 (MDC2) pro ml Blut in den

verschiedenen Gruppen.

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) £ SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8). Fir T2DM und GDM liegt der Median

an der unteren Grenze der Box.
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Abbildung 11: Zellzahl der plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC) pro ml Blut in den

verschiedenen Gruppen.

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) £ SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8). Fir T2DM und GDM liegt der Median
an der unteren Grenze der Box.
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Zur weiteren Veranschaulichung sind in Abbildung 12 bis Abbildung 14 Boxplots der DC-
Subpopulationen als prozentualer Anteil der Leukozyten dargestellt. Hierbei war festzu-
stellen, dass Typ 1 Diabetiker zwar leicht erhéhte absolute Zahl an MDC1 pro ml Blut im
Vergleich zu den Kontrollen aufweisen, dies aber nicht mehr zu beobachten ist, wenn die
Werte auf die Gesamtleukozytenzahl bezogen werden. Bei Typ 2 Diabetikern fand sich
eine leichte Erhéhung der MDC1 bezogen auf die Leukozytenzahl. Fir alle Patienten-
gruppen war eine nicht signifikante Reduktion der absoluten und relativen Zahl an PDC im
peripheren Blut zu beobachten.
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Abbildung 12: Anteil der myeloiden dendritischen Zellen Typ 1 (MDC1) in Prozent [%] der
absoluten Leukozytenzahl

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) + SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8). Fir T1DM liegt der Median an der

unteren Grenze der Box.



4 Ergebnisse 49

MDC2 in %

Anteil der MDC2-Population in % der
Leukozyten
=)
S

KONT T1DM T2DM GDM

Abbildung 13: Anteil der myeloiden dendritischen Zellen Typ 2 (MDC2) in Prozent [%] der
absoluten Leukozytenzahl

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) £ SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8). Fir T2DM liegt der Median an der
unteren Grenze der Box.
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Abbildung 14: Anteil der plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC) in Prozent [%] der ab-
soluten Leukozytenzahl

Dargestellt ist der Median (25./75. Perzentile) £ SEM. KONT=Kontrolle (n=24), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n=9),
T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=10), GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n=8).
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4.2 Analyse der dendritischen Zellen nach Kultivierung (FACS-Daten)

Zu Beginn der Kultivierung humaner dendritischer Zellen wurden unterschiedliche Medi-
enzusammensetzungen, welche bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben
worden waren, getestet (Romani 1994; Gill 2002). Es zeigte sich, dass humane dendriti-
sche Zellen mit dem Medium X-Vivo nicht in ausreichender Zahl wuchsen, um eine
durchflusszytometrische Untersuchung anzuschlieBen. Die besten Ergebnisse hinsichtlich
Zellzahl und Reinheit dendritischer Zellen wurden mit der Kultivierung in RPMI-1640, 2 %
humanem AB-Serum (hABS), IL-4 (500 U/ml) und IFN-a (20 ng/ml) Gber 5 Tage mit an-
schlieBender Zugabe von TNF-a (20 ng/ml) Uber weitere 24 Stunden erzielt. Diese Kulti-

vierung wurde anschlieBend fir die Experimente eingesetzt.

4.2.1 Analyse der Reinheit der DC-Population durch FACS

Nach der Kultivierungsphase von 6 Tagen wurden die kultivierten Zellen geerntet und
mittels FACS-Analyse untersucht. Verwendet wurden Marker fir Monozyten (CD14), B-
Zellen (CD19), T-Zellen (CD3), NK-Zellen (CD16, CD56) und dendritische Zellen (CD11c,
CD83, CD123, CD209, BDCA-1, BDCA-4) sowie flr kostimulierende Molekiile als Mess-
parameter fir die Aktivierung der DC (CD80, CD86). In Abbildung 15 und Abbildung 16
sind charakteristische Bilder einer FACS-Analyse dargestellt. In Abbildung 15 wird gezeigt
wie die Gates in der FACS-Analyse gesetzt wurden, um eine reine DC-Population zu er-
halten.
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Abbildung 15: Expressionsraten spezifischer Oberflaichenmarker der kultivierten dendriti-
schen Zellen am Beispiel eines Typ 1 Diabetikers

Die Ziffern I-IV bezeichnen die Quadranten des Dot-Plots wie in Abbildung 7 angegeben. Dabei galten Zel-
len, welche sich im Quadranten | befanden als positiv flir das auf der Y-Achse dargestellte Oberflachenanti-
gen. Zellen im Quadrant IV waren positiv fir das auf der X-Achse aufgetragene Oberflachenantigen. Zellen im
Quadrant Il waren positiv fir beide getesteten Oberflachenantigene (,doppelt positiv* genannt). Zellen im
Quadrant Il waren doppelt negativ, das heiBt, sie trugen keines der getesteten Antigene auf ihrer Oberflache.

Bei den Messungen zeigte sich, dass nach der in vitro Kultivierung eine relativ reine DC-
Population gewonnen werden konnte. Die Kontamination mit anderen Zellpopulationen
war gering. Die Zellzahl von CD3-positiven T-Zellen lag <1,6 + 0,09%, CD19-positiven B-
Zellen <7,7 £ 4,9%, CD56-positive Zellen (NK-Zellen) <9,5 = 13,5% und CD16-positive
Zellen (NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen) <5,3 + 8,1%. CD14-positive Monozyten

waren in einer Pravalenz von 22,9 + 9,2% vorhanden.
Bei den Patienten zeigte sich folgendes Expressionsmuster der dendritischen Zellen:

MDC1+2 (CD11c™): Typ 1 Diabetes 59,6 £ 14,6% versus Typ 2 Diabetes 35,4 + 18,3%
versus gesunde Kontrollen 50,5 + 13,5%

PDC (BDCA-4""/CD123™): Typ 1 Diabetes 40,3 £ 7,9%/ 10,2 £ 3,4% versus Typ 2 Diabe-
tes 49,0 £ 0%/ 13,2 + 10,5% versus gesunde Kontrollen 29,1 +13,7%/ 16,4 * 8,3%.
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In allen vier Patientengruppen waren <10 % der Zellen positiv fir die Oberflachenantigene
BDCA-1, BDCA-3, CD1a, CD3, CD16, CD19 und CD80. Signifikante Unterschiede in der
Pravalenz myeloider (MDC1 und 2) oder plasmazytoider DC waren zwischen den Grup-

pen nicht zu verzeichnen.
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Abbildung 16: Beispiel fiir den Nachweis von Oberflaichenmarkern in der FACS-Analyse von
den in Zellkultur isolierten dendritischen Zellen.

DC-spezifische Marker: BDCA-1, BDCA-4, CD11c, CD83 CD123, HLA-DR; T-Zellmarker: CD3; B-Zellmarker:
CD19; Monozytenmarker: CD14; Marker NK-Zellen: CD56; Marker fir Monozyten/NK-
Zellen/Makrophagen: CD16; Marker fiir kostimulierende Molekiile: CD80, CD86. Die schwarze Linie stellt die

far

Isotypantikdrper dar, die rote Flache die spezifischen Antikdrper.
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Abbildung 17 und Tabelle 8 zeigen, dass nach der in vitro Isolierung auch keine signifi-
kanten Unterschiede in der Pravalenz von einzelnen Markern myeloider DC (BDCA-1,
CD11c) oder plasmazytoider DC (BDCA-4, CD123) bei Typ 1 und Typ 2 Diabetikern im
Vergleich zu den Kontrollpersonen zu verzeichnen war. Interessanterweise war in allen
Gruppen die Pravalenz BDCA-4-positiver Zellen (29-40%) wesentlich hdher als die
BDCA-1-positiver DC (5-9%). Die zusatzliche Analyse von kostimulierenden Molekulen
(CD80, CD86), eines DC-spezifischen Lectins (CD209) und von Aktivierungsmolekilen
(HLA-DR, CD83) erbrachte keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Prozent positiver Zellen in der FACS-Analyse
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Abbildung 17: Pravalenz DC-spezifischer Marker nach in vitro Kultivierung (Prozent der
Gesamtzellen)

KONT=Kontrolle (n= 2-18), TIDM=Typ 1 Diabetiker (n= 1-4), T2DM=Typ 2 Diabetiker (n= 1-6), GDM=
Gestationsdiabetikerinnen (n= 1-3 ). Mittelwert + SD.

Die nachfolgende Tabelle 8 zeigt eine Aufstellung der FACS-Daten in Prozent Positivitat
fir alle gemessenen Werte.
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Mittelwert + SD BDCA-1 BDCA-4 CD1a CD11c CD80
Kontrollen 9,44 +765 | 29,12+13,79 | 0,60+0,50 |50,56+13,52 [ 2,59 +11,48
Typ 1 Diabetiker 5,44 +3,18 | 40,37 £7,94 0,78+0,88 |[59,61+14,67 | 1,97 +£0,20
Typ 2 Diabetiker 5,48" 49,0* 0,72+0,59 | 35,41 +18,30 | 2,09 +0,66
Gestationsdiabetikerinnen 5,01 £547 | 29,28+2953 | 0,83+0,24 | 35,02+23,90 | 2,40 +0,59
Mittelwert + SD CD83 CD86 CD123 CD209 HLA-DR
Kontrollen 8,73+5,66 |54,21+13,93( 16,41 +8,30 | 33,16 +5,86 | 52,01 +11,48
Typ 1 Diabetiker 11,85+10,70 | 40,39 +1,69 | 10,25 +3,50 | 26,92 + 26,52 (57,75 + 13,68
Typ 2 Diabetiker 564 +412 |32,35+16,06 | 13,23 + 10,58 | 20,44 + 20,44 | 44,85 + 25,25
Gestationsdiabetikerinnen 4,71 +£3,86 |47,52+17,02 | 29,03 £19,31 | 54,46 £ 18,65 42,72*

Tabelle 8: Isolierung dendritischer Zellen in der Zellkultur.

Darstellung der Zahl positiver myeloider (CD11c) und plasmazytoider DC (BDCA4+, CD123+) sowie der Zel-
len die positiv waren fir Aktivierungsmarker CD83/CD86 und HLA-DR.

Kontrolle (n= 2-18), Typ 1 Diabetiker (n= 2-4), Typ 2 Diabetiker (n=1-6), Gestationsdiabetikerinnen (n= 1-3 ).

* nur bei n= 1 untersucht. Mittelwert + SD.

4.2.2 Bestimmung der Expressionsstarke der Oberflachenantigene

Mit der Bestimmung der Fluoreszenzstéarke (mean fluorescence intensity) im FACS ist es
maoglich eine semiquantitative Aussage Uber die Hohe der Expression (Zahl der Molekdle)
eines spezifischen Markers zu treffen. Je intensiver die Fluoreszenz nachweisbar ist, des-
to starker ist der Marker auf der Zelloberflache exprimiert. Wie in Abbildung 18 dargestellt
waren keine Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen zu be-

obachten.

Tabelle 9 zeigt eine Aufstellung der mittleren Fluoreszenzintensitat fir alle gemessenen

Oberflachenmarker.



4 Ergebnisse

55

450

400

350

300

250

200

150

100

Mean Fluorescence Intensity

Mean Fluorescence Intensity DC-spezifischer Marker

B KONT MW

T1DM MW
HT2DM MW

B GDM MW

Abbildung 18: Mean Fluorescence Intensity DC-spezifischer Marker nach in vitro Kultivie-

rung

KONT=Kontrolle (n= 2-18), T1DM=Typ 1 Diabetiker (n= 1-4), T2DM=Typ 2 Diabetiker (n=1-6),
GDM=Gestationsdiabetikerinnen (n= 1-3 ). Mittelwert + SD.

Mittelwert +SD BDCA-1 BDCA-4 CD1a CD11c CD80
Kontrollen 13,03+1,79 | 49,68 +14,64 | 18,19 +£10,36 78,06 +57,41 13,56 * 3,62
Typ 1 Diabetiker 14,69+253 |61,82+12,59 | 97,64 + 94,31 92,48 + 21,89 26,26 £ 5,78
Typ 2 Diabetiker 34,83* 36,31* 12,45 £ 2,86 111,90+ 129,84 8,28 + 6,87
Gestationsdiab. 19,66 £ 11,58 | 62,59 £20,85 | 179,64+ 284,19 62,37+ 25,42 14,70 £2,19
Mittelwert +SD CD83 CD86 CD123 CD209 HLA-DR
Kontrollen 22,87 20,50 206,07 £52,14 | 29,66 £ 12,54 | 32,85+ 10,25 23,02+4,8
Typ 1 Diabetiker 26,04 £ 25,61 223,34 £120,05 | 26,67 £4,89 | 59,73+16,59 | 21,51 £2,09
Typ 2 Diabetiker 97,33 +111,02 | 230,48 + 181,74 | 56,82 £ 38,11 11,85* 53,46 + 39,38
Gestationsdiab. 74,21 £117,25 | 196,78 £+ 107,60 | 36,73 +8,47 | 35,39 + 11,91 21,46*

Tabelle 9: Auflistung der Mean Fluorescence Intensity DC-spezifischer Marker nach in vitro

Kultivierung

Kontrolle (n= 2-18), Typ 1 Diabetiker (n= 2-4), Typ 2 Diabetiker (n= 1-6), Gestationsdiabetikerinnen (n= 1-3).

* nur bei n= 1 untersucht Mittelwert + SD.
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4.3 Sekretion von Zytokinen und Chemokinen im Vollblut-Assay

Im Vollblutassay wurde untersucht wie stark mononukleére Zellen im peripheren Blut auf
Stimuli reagieren, welche durch Bindung an unterschiedliche TLR (siehe Tabelle 5) aus-
geldst werden. Gemessen wurde die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-
12p70, TNFa), eines antiinflammatorischen Zytokins (IL-10) und des Chemokins CCL-18
Uber funf Tage. In den nachfolgenden Abbildungen ist der Zeitverlauf der jeweiligen
Zytokin-/Chemokinsekretion angegeben, wobei jeweils die basale Sekretionsrate als Ne-
gativkontrolle (Kultivierung des Vollblut-Assays Uber finf Tage nur mit RPMI-Medium oh-
ne Stimulans) vom Absolutwert subtrahiert wurde. Dies erklart, weshalb in den Diagram-
men auch negative Werte zu verzeichnen sind. In der Darstellung als Balkendiagramm
sind zum Vergleich die absoluten Werte der Zytokin-/Chemokinsekretion plus Negativkon-
trolle ohne Stimulans dargestellt (Abbildungen 20, 22, 24, 26 und 28).

Der Kolmogorov-Smirnov-Test zeigt, dass die Werte der Kontrollgruppe nicht normalver-
teilt sind. Da sie die gréBte Gruppe darstellt, wurden auch alle anderen Patientengruppen
als nicht normalverteilt angesehen und daher flr alle weiteren Berechnungen nicht para-
metrische Tests angewendet. Im Anschluss wurde der Levene-Test zur Uberpriifung der
Homogenitat der Varianzen durchgefuhrt. Bei einem Uberwiegenden p-Wert von >0.1
zeigte der Levene-Test, dass die Varianzen der Daten innerhalb der einzelnen Patienten-
gruppen homogen verteilt waren. Zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede wurde der
Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Insgesamt fanden sich deutliche Unterschiede in der
Zytokin-/Chemokinsekretion zwischen den Stimulantien FSL-1, PIC LPS, Flagellin und
CL097. LPS war bei weitem der starkste Stimulator fir die IL-6-Sekretion. CL097 fihrte
ebenfalls zu einer erhéhten Sekretion von IL-6 (Abbildung 20). Die Sekretion von CCL-18
war in der Gruppe der Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu anderen Patientengruppen und
den Kontrollen nach Stimulation mit FSL-1, PIC, LPS und Flagellin gesteigert (Abbildung
28). In der Mehrzahl der untersuchten Zytokine waren zwischen den Gruppen keine signi-
fikanten Unterschiede zu verzeichnen. Lediglich die TNF-a-Sekretion zeigte nach Stimu-
lierung mit FSL-1 (Tag 1) und Stimulierung mit CL097 (Tag 4) einen signifikanten Grup-
penunterschied mit H(3)= 8.57 (p <0.05, fir T1DM versus T2DM, T1DM versus GDM,
KONT versus GDM, KONT versus T2DM), bzw. mit H(3)= 9,64 (p <0.05 T2DM versus
GDM, KONT versus GDM). Die genaue Auflistung der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-
Tests fur sdmtliche ELISA-Daten ist im Anhang A dargestellt.
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Abbildung 19: Zeitverlauf der Sekretion von IL-6 im Vollblutassay nach Stimulation mit ver-
schiedenen TLR-Liganden

Dargestellt ist der Mittelwert der Gruppen abziglich der basalen Sekretionsrate (Inkubation nur in RPMI).

Stimulantien= FSL-1 (Konzentration: 1 pg/ml), PIC (Konzentration: 1 pg/ml), LPS (Konzentration: 10 ng/ml),
Flagellin (Konzentration: 0,1 pg/ml), CL097 (Konzentration: 500 pg/ml). KONT= Kontrolle (n= 21), TIDM= Typ
1 Diabetiker (n= 6), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 9), GDM= Gestationsdiabetikerinnen (n= 5).
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Eine Steigerung der IL-6-Sekretion war nach Aktivierung von TLR4, und TLR7/TLR8 in
allen Studiengruppen zu verzeichnen (Abbildung 19). Die IL-6-Spiegel nach Aktivierung
von TLR2/TLR6 und TLR7/TLR8 waren in allen Gruppen im &ahnlichen Bereich. Die
hdchste IL-6-Sekretion war nach Gabe von LPS bereits nach 24 Stunden zu beobachten
(Abbildung 20). Nach Gabe von FSL-1-, Poly I:C und Flagellin war abztglich der basalen
Sekretionsrate (RPMI-Messung) keine Erhéhung der IL-6-Konzentration nachweisbar.
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Abbildung 20: IL-6-Sekretion im Vollblutassay nach Stimulation mit verschiedenen TLR
Pro Stimulans sind je Tag 1 (D1) und Tag 5 (D5) des Vollblutassay (Mittelwert + SD). dargestellt. KONT=

Kontrolle (n= 21), TiDM= Typ 1
Gestationsdiabetikerinnen (n= 5).

Diabetiker

(n= 6), T2DM= Typ 2 Diabetiker

(n= 9), GDM=
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Uberraschenderweise trat im Vollblutassay in allen untersuchten Probandengruppen nach
Aktivierung von TLR2/6, TLR3, TLR 4 und TRL 5 keine Steigerung der TNF-o-Sekretion
im Vergleich zum Basalwert (nur Medium) auf. Die Gabe des TLR7/TRL8-Liganden
CLO097 fuhrte zu einer TNF-o-Sekretion im Bereich 100-300 pg/ml.
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Abbildung 21: Zeitverlauf der Sekretion von TNF-a im Vollblutassay nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden

Dargestellt ist der Mittelwert der Gruppen abzliglich der basalen Sekretionsrate (Inkubation nur in RPMI).
Stimulantien= FSL-1 (Konzentration: 1 pg/ml), PIC (Konzentration: 1 pg/ml), LPS (Konzentration: 10 ng/ml),
Flagellin (Konzentration: 0,1 pg/ml), CL097 (Konzentration: 500 pg/ml). KONT= Kontrolle (n= 16-18), T1DM=
Typ 1 Diabetiker (n= 4), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 10), GDM= Gestationsdiabetikerinnen (n= 5).
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Abbildung 22: TNF-a-Sekretion im Vollblutassay nach Stimulation mit verschiedenen TLR

Pro Stimulans sind je Tag 1 (D1) und Tag 5 (D5) des Vollblut-Assay dargestellt (Mittelwert £ SD). KONT=
Kontrolle (n= 16-18), T1DM= Typ 1 Diabetiker (n= 4), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 10), GDM=

Gestationsdiabetikerinnen (n= 5).

Die IL12p70-Sekretion war bei allen Probanden nach Gabe der verschiedenen TLR-

Liganden im Bereich der basalen Sekretion. Unter Stimulation mit LPS wurde in der

Gruppe der Kontrollen und der Gestationsdiabetikerinnen an Tag 1 eine gering erhdhte IL-

12p70-Sekretion im Vergleich zu den Typ 1 und den Typ 2 Diabetikern detektiert

(Abbildung 24). Statistisch war dies jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 23: Zeitverlauf der Sekretion von IL-12p70 im Vollblutassay nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden

Dargestellt ist der Mittelwert der Gruppen abziglich der basalen Sekretionsrate (Inkubation nur in RPMI).
Stimulantien= FSL-1 (Konzentration: 1 pg/ml), PIC (Konzentration: 1 pg/ml), LPS (Konzentration: 10 ng/ml),
Flagellin (Konzentration: 0,1 pg/ml), CL097 (Konzentration: 500 pg/ml). KONT= Kontrolle (n= 17-18), T1DM=
Typ 1 Diabetiker (n=5), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 4-5), GDM= Gestationsdiabetikerinnen (n= 6).
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Abbildung 24: IL-12p70-Sekretion im Vollblutassay nach Stimulation mit verschiedenen TLR
Pro Stimulans sind je Tag 1 (D1) und Tag 5 (D5) des Vollblut-Assay dargestellt (Mittelwert + SD).

KONT= Kontrolle (n= 17-18), TIDM= Typ 1 Diabetiker (n= 5), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 4-5), GDM=
Gestationsdiabetikerinnen (n= 6).

Typ 2 Diabetiker zeigten im Vollblutassay die héchste basale Sekretion von IL-10 (RPMI-
Medium).  Aus logistischen  Grinden  wurde die IL-10-Produktion  von
Gestationsdiabetikerinnen nicht gemessen. Die Zugabe der TLR-Stimulantien flhrte zu
keiner signifikanten Zunahme der IL-10-Sekretion. Die fehlende Steigerung der IL-10-
Sekretion war ebenfalls bei Typ 1 Diabetikern und den Kontrollen zu sehen. Die statisti-
sche Analyse ergab keine signifikanten Gruppenunterschiede (Abbildung 25 und Abbil-
dung 26).
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Abbildung 25: IL-10-Sekretion mononukleéarer Zellen nach Stimulation mit verschiedenen
Stimulantien nach Abzug der RPMI-Stimulationswerte als Negativkontrolle

Dargestellt ist der Mittelwert der Gruppen abziglich der basalen Sekretionsrate (Inkubation nur in RPMI).

Stimulantien= FSL-1 (Konzentration: 1 pg/ml), PIC (Konzentration: 1 pg/ml), LPS (Konzentration: 10 ng/ml),
Flagellin (Konzentration: 0,1 pg/ml), CL097 (Konzentration: 500 pg/ml). KONT= Kontrolle (n= 2-3), T1DM=
Typ 1 Diabetiker (n= 2-5), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 3).
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Abbildung 26: Mittlere IL-10-Konzentration im Zeit- und Gruppenvergleich
Pro Stimulans sind je Tag 1 (D1) und Tag 5 (D5) des Vollblut-Assay dargestellt (Mittelwert £ SD). KONT=
Kontrolle (n= 2-3), TIDM= Typ 1 Diabetiker (n= 2-5), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 3).
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Die Untersuchung der stimulusabhangigen CCL-18-Sekretion erbrachte bei Typ 1 Diabe-
tikern, Typ 2 Diabetikern und bei den GDM-Patientinnen eine Sekretionsrate, die im Be-
reich der Negativkontrolle lag (RPMI-Medium) (Abbildung 28). Bei den Typ 2 Diabetikern
war teils von Tag 3 an (FSL-1) und teils am Tag 5 (PIC, LPS, Flagellin, CL097) eine nicht-
signifikante Steigerung der CCL-18-Sekretion nachweisbar (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Zeitverlauf der Sekretion von CCL-18 im Vollblutassay nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden

Dargestellt ist der Mittelwert der Gruppen abziglich der basalen Sekretionsrate (Inkubation nur in RPMI).
Stimulantien= FSL-1 (Konzentration: 1 pg/ml), PIC (Konzentration: 1 pg/ml), LPS (Konzentration: 10 ng/ml),
Flagellin (Konzentration: 0,1 pg/ml), CL097 (Konzentration: 500 pg/ml). KONT= Kontrolle (n= 20-21), T1DM=
Typ 1 Diabetiker (n= 5-6), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n=9), GDM= Gestationsdiabetikerinnen (n= 7).
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Abbildung 28: Mittlere CCL-18-Konzentration im Zeit- und Gruppenvergleich
Pro Stimulans sind je Tag 1 (D1) und Tag 5 (D5) des Vollblut-Assay dargestellt (Mittelwert + SD). KONT=

Kontrolle (n= 20-21), TIDM= Typ 1

Gestationsdiabetikerinnen (n= 7).

Diabetiker (n= 5-6), T2DM= Typ 2 Diabetiker (n= 9), GDM=
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5 Diskussion

Das angeborene Immunsystem spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese des Typ
1 und des Typ 2 Diabetes. Beim Typ 1 Diabetes sind Makrophagen und dendritische Zel-
len (DC) an der Prasentation von Autoantigenen und der Induktion sowie Regulation der
Autoimmunantwort beteiligt. Beim Typ 2 Diabetes wird die subklinische Inflammation
durch metabolitenabhangige Aktivierung verschiedener Zellen des angeborenen Immun-
systems moduliert. Hier besteht eine enge Interaktion mit peripheren Organen (Fettgewe-
be, Leber, Muskel), die die Insulinresistenz entscheidend beeinflussen. Nach der
Diabetesmanifestation besteht bei beiden Diabetestypen eine durch die Hyperglykamie
bedingte Veranderung der Immunreaktion, welche unter anderem zu einer vermehrten

Anfalligkeit gegenlber Infektionen beitragt.

In der vorliegenden Studie sollten Daten Uber die Pravalenz von myeloiden und
plasmazytoiden DC, Uber den Aktivierungsgrad der DC sowie die in vitro Immunantwort
nach Aktivierung von Toll-like Rezeptoren (TLR) gewonnen werden. Ziel war es, mittels
einer Pilotstudie Unterschiede zwischen gesunden Kontrollpersonen und Typ 1 Diabeti-
kern sowie zwischen Typ 1 und Typ 2 Diabetikern zu charakterisieren.

5.1 Pravalenz der DC Subpopulationen im peripheren Blut

Nach der Identifizierung spezifischer Oberflachenmolekile wurde es im Jahr 2007 mdg-
lich humane DC Subpopulationen im peripheren Blut zu quantifizieren (Blood Dendritic
Cell Enumeration Kit). In vorangehenden Untersuchungen wurde bereits beschrieben,
dass die Zahl von myeloiden und/oder plasmazytoiden DC bei einigen Autoimmunerkran-
kungen verandert ist. Gill und Mitarbeiter konnte eine verminderte Anzahl an
plasmazytoiden dendritischen Zellen bei erhéhter IFN-a-Serumkonzentration bei Patien-
ten mit systemischen Lupus erythematodes nachweisen (Gill 2002). In einer Studie im
Jahr 2006 war bei Typ 1 Diabetikern eine normale Konzentration von myeloiden (CD11c-
positiv) und plasmazytoiden DC (CD123-positiv) sowie eine normale DC Funktion be-
schrieben worden (Summers 2006). Mit neuen Nachweismethoden fiir die DC Subtypen
wurden in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede in der absoluten und relativen Zahl
der DC-Gesamtpopulation und in der Konzentration von myeloiden Typ 1 DCs und
myeloiden Typ 2 DCs zwischen Typ 1 Diabetikern und Kontrollen sowie zwischen Typ 1
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Diabetikern und Typ 2 Diabetikern detektiert. Die in der vorliegenden Studie bei den Kont-
rollpersonen gemessenen Konzentrationen der myeloiden DC1 und der myeloiden DC2
liegen etwas Uber dem beim DC Enumeration Kit angegebenen Referenzwerten fiir ge-
sunde Personen (siehe 4.1). Allerdings stimmt der in dieser Arbeit detektierte prozentuale
Anteil an myeloiden DC1, DC2 und plasmazytoiden DC in Relation zur Gesamtzahl der
Leukozyten sehr gut mit den Angaben in der Literatur Uberein (Sato 2007). Beobachtet
wurde ein Trend zu deutlich niedrigeren plasmazytoiden DC (BDCA-2-/-4-positiv) bei Typ
1 und Typ 2 Diabetikern. Aufgrund der interindividuellen Schwankungen der DC Zahlen
und der begrenzten Patientenzahlen war dieser Trend nicht signifikant. Die Schwankun-
gen innerhalb der Gruppen kénnen teilweise durch die niedrigen Pravalenz von DC in
peripheren Blut (~ 1% der mononukledren Blutzellen) erklart werden, so dass kleine
messtechnische Abweichungen bereits einen deutlichen Einfluss auf das Ergebnis haben

kénnen.

Unsere Befunde werden durch neue Studienergebnisse unterstitzt, die mit dem gleichen
Assay bei Typ 1 Diabetikern (n= 72) eine signifikant erniedrigte Konzentration von
plasmazytoiden DC bei normalen myeloiden DC mit oder ohne gleichzeitig reduzierten
myeloiden Typ 1 DC (BDCA-1-positiv) nachgewiesen haben (Chen 2008; Hinkmann
2008). Die erniedrigte Zahl von plasmazytoiden DC wurde sowohl bei frisch manifestierten
Typ 1 Diabetikern (n=23) wie auch bei Typ 1 Diabetikern mit seit langen bestehendem
Typ 1 Diabetes (n=61) beobachtet (Vuckovic 2007). Eine andere Arbeitsgruppe beschrieb
eine vermehrte Anzahl an plasmazytoiden DC Zellen bei frisch manifestierten Typ 1 Dia-
betikern (Median Tag 28, n= 40) im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Allen 2009).
Die Griinde fir diese teils diskrepanten Resultate sind bisher unklar. Bei anderen Auto-
immunerkrankungen wurde im DC Enumeration Kit ebenfalls eine Reduktion zirkulieren-
der plasmazytoider DC nachgewiesen. Bei 31 Patienten mit Sjégren-Syndrom war sowohl
die Zahl von myeloiden Typ 1 DC wie auch die plasmazytoiden DC im peripheren Blut im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant erniedrigt (Vogelsang 2010). In einer
Untersuchung von Jongbloed und Mitarbeitern wurde Uber eine verminderte Zahl von
plasmazytoiden DC bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (n=12) und Psoriasis Arthritis
(n=13) berichtet. Gleichzeitig war die Konzentration von myeloiden DC im peripheren Blut
bei Patienten mit rheumatischer Arthritis reduziert (Jongbloed 2006).

Myeloide und plasmazytoide DC sind aus dem Knochenmark stammende antigenprasen-
tierende Zellen (APZ), die im Blut zirkulieren und auf spezifische Reize hin ins periphere
Gewebe auswandern kénnen. Plasmazytoide DC sind charakterisiert durch die Sekretion

von Typ 1 Interferonen (INF-a und INF-B) als Antwort auf Virusinfektionen oder ssRNA
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bzw. ssDNA. Reife myeloide DC kdnnen eine starke proinflammatorische Immunreaktion
(Polarisation von naiven T-Zellen zu Th1-Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen) indu-
zieren, wohingegen den unreifen myeloiden DC immuninhibierende Wirkungen zugespro-
chen werden. Trotz der antiviralen Reaktivitét zeigen plasmazytoide DC auch immunsupp-
rimierende Eigenschaften mit Induktion von CD4+ und CD8+ regulatorischen T-Zellen
(Treg) (Matta 2010). Der Nachweis von reduzierten zirkulierenden DC im peripheren Blut
bei Autoimmunerkrankungen kénnte darauf hinweisen, dass vermehrt plasmazytoide DC
aus dem Blut in Lymphknoten oder entziindliches Gewebe (z.B. in die Langerhans-Inseln
bei Typ 1 Diabetes oder das Fettgewebe bei Typ 2 Diabetes) auswandern. Bei rheuma-
toider Arthritis wurde eine niedrige Zahl von DC im peripheren Blut aber eine hohe Kon-
zentration von myeloiden und plasmazytoiden DC in der entziindeten Synovia beobachtet
(Jongbloed 2006). Beim Typ 1 Diabetes wird eine Fehlregulation der plasmazytoiden DC
mit nachfolgender Verminderung von antiinflammatorischen T-Zellen und/oder T.4-Zellen
diskutiert. Im Modell der NOD-Maus besteht eine Dysbalance zwischen den
antidiabetogenen, plasmazytoiden DC und den proinflammatorischen, aktivierten
myeloiden DC, welche die Autoimmunreaktion und B-Zelldestruktion triggern (Saxena
2007). Insofern kdnnten unsere Ergebnisse bei Typ 1 Diabetikern darauf hinweisen, dass
die verminderte Zahl von plasmazytoiden DC eine Stérung des Gleichgewichts zwischen

tolerogenen und proinflammatorisch wirkenden Immunzellen widerspiegelt.

Eine alternative Erklarung fir die reduzierte Zahl an plasmazytoiden DC ist eine Stérung
der Zellausreifung im Knochenmark. Die Ausreifung von plasmazytoiden DC wird durch
das Zytokin TNF-o gehemmt. Sowohl beim Typ 1 Diabetes wie auch beim Typ 2 Diabetes
wurde eine Erhéhung der Plasma-TNF-a-Konzentration beschrieben (Spranger 2003;
Pham 2011). Diese Erklarung wirde gut mit unserem Befund einer reduzierten Zahl von
plasmazytoiden DC bei Patienten mit Typ 2 Diabetes lbereinstimmen. Die Reduktion von
plasmazytoiden DC bei Typ 2 Diabetes wurde mittlerweile auch von einer anderen Studie
bestatigt (Seifarth 2008). Nicht auszuschlieBen ist auch ein negativer Effekt einer chroni-
schen Hyperglykédmie auf die Ausreifung von plasmazytoiden DC und/oder die Regulation
der Zellzahl im peripheren Blut. Fir diese Erkldrung kénnen auch die niedrigen DC-
Zahlen bei Patientinnen mit GDM sprechen. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass
die Regulation der DC Subtypen und der DC Werte im peripheren Blut auch von hormo-
nellen Faktoren abhangig ist, so dass die Werte, die in der Schwangerschaft gewonnen
wurden mit Vorsicht interpretiert werden miissen (Munoz-Suano 2011). Ob die Zahl und
ggf. auch die Funktion der plasmazytoiden DC bei Typ 1 und Typ 2 Diabetikern tatsach-
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lich signifikant reduziert sind und welche Mechanismen diesen Effekt erklaren kénnen,
muss in weiterfhrenden Untersuchungen mit einer deutlich gr6Beren Zahl von Patienten
geklart werden.

Neben der absoluten und relativen Zahl zirkulierender myeloider und plasmazytoider DC
wurde in der vorliegenden Studie auch untersucht, inwieweit Unterschiede in den DC
nachweisbar sind, die sich aus dem peripheren Blut aus Monozyten generieren lassen,
und ob die DC Unterschiede in der Expression von Oberflachenmolekilen aufweisen. Es
wurden deshalb in mehreren Versuchsreihen in der Literatur beschriebene etablierte Me-
thoden zur in vitro Gewinnung von DC aus peripheren Monozyten ausgetestet (Romani
1994; Tarte 2000; Gill 2002; Dauer 2003a; Haase 2005). Letztlich wurde das Protokoll von
Dauer und Mitarbeitern eingesetzt, da hiermit eine gute Reinheit der Zellen und gute Zell-
vitalitat erzielt werden konnte. Am Tag 5 erfolgte eine Aktivierung der DC mit TNF-a, das
zu einer Ausreifung der DC und Hochregulation von kostimulierenden Molekilen (CD80,
CD86) und HLA-Klasse-II-Molekilen (HLA-DR) fuhrt. In der FACS-Analyse zeigte sich
anhand der Oberflachenantigene eine Population von myeloiden dendritischen Zellen, die
die DC Marker CD11c, BDCA-4 und in geringerem Umfang auch BDCA-1 exprimieren. Zu
beachten ist, dass bei primar aus dem Blut isolierten DC das Oberflachenmolekil BDCA-1
myeloide DC charakterisiert und BDCA-4 hochspezifisch ist fir die plasmazytoide DC
Population (Kassianos 2012). Nach der Kultivierung von DC oder der Isolierung von DC
aus Monozyten zeigt sich ein anderes Bild. In diesem Falle dndern die myeloiden DC ihr
Expressionsmuster und die CD11c-positiven DC werden ebenfalls positiv fiir den Marker
BDCA-4 (Dzionek 2000). Somit entspricht das in der vorliegenden Studie beschriebene
Expressionsmuster der DC dem nach der in vitro Kultivierung typischen Bild von
myeloiden aus Monozyten ausgereiften DC (Dzionek 2000; Dauer 2003b; Sato 2007;
Kvistborg 2009; Kassianos 2012). Da das Expressionsmuster in allen Studiengruppen
ahnlich war, hat sich die Erwartung einer gesteigerten Zahl von aus Monozyten ausreifen-
den, proinflammatorischen myeloiden DC bei Typ 1 Diabetikern nicht bestatigt. Auch der
Aktivierungsgrad der DC, gemessen am prozentualen Anteil und an der ,Mean-
Fluorescence-Intensity“ von CD80, CD86, CD209 und HLA-DR, ergab keinen Trend und
keine signifikante Differenz. Diese Resultate zeigen, dass zwischen den Diabetikern und
den gesunden Kontrollen keine fassbaren Unterschiede beziglich der Generierung von
funktionell aktiven DC aus Blutmonozyten bestehen.
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5.2 Ex vivo Untersuchung der Aktivitit des angeborenen Inmunsystems

Antigenprasentierende Zellen (APZ) exprimieren auf der Zelloberflache und
intrazytoplasmatisch TLR (beim Menschen sind bisher 10 TLR bekannt), die sehr spezi-
fisch Muster von Pathogenen erkennen. Die Bindung von TLR-Liganden fihrt auf der
Ebene der APZ zu einer Hochregulierung von kostimulierenden Molekulen sowie zur Sek-
retion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, die eine starke Aktivierung des
adaptiven Immunsystems bewirken (Dzopalic 2012). TLR sind unter anderem in hohen
Konzentrationen in mononuklearen Blutzellen nachweisbar. Fir die Messung der Reaktivi-
tat des angeborenen Immunsystems wurde ein Vollblutassay im Labor etabliert. Nach der
Aktivierung von Toll-like Rezeptoren (TLR) durch ausgewahlte Stimuli (Tabelle 5) erfolgte
die Messung verschiedener Zytokine und Chemokine, von denen angenommen wird,
dass sie in der Regulation der Immunantwort bei Typ 1 Diabetes beteiligt sind und von im
Blut zirkulierenden Monozyten und/oder dendritischen Zellen sezerniert werden kénnen.
Da das Probenvolumen begrenzt war, erfolgte eine Auswahl von Zytokinen, die
proinflammatorisch wirken (IL-6, IL-12p70, TNF-a) und von Zytokinen/Chemokinen, die
antiinflammtorische Effekte zeigen (IL-10, CCL-18). Vollblutassays haben den Vorteil der
Messung der Zytokinsekretion verschiedener Blutzellen ohne vorangehender Manipulati-
on der Probe durch eine Zellseparierung. In vorangehenden Arbeiten wurde Uber eine
gute Reproduzierbarkeit von Vollblutassays berichtet (van der Linden 1998; Damsgaard
2009). Aufgrund der gemischten Blutzellpopulation, der unklaren Dynamik verschiedener
Zytokine/Chemokine und mdglicher Unterschiede zwischen den Studiengruppen wurden
die Analysen Uber 5 Tage durchgefiihrt. Zu erwarten war eine gesteigerte Zytokin-
/Chemokinproduktion bereits innerhalb der ersten 24 Stunden.

Bei der Interpretation der Vollblutassay-Daten ist generell zu berlcksichtigen, dass die
hier analysierten Zytokine unter anderem von Monozyten, dendritischen Zellen, T- und B-
Zellen, NK-Zellen und Granulozyten produziert werden kdnnen. In vorangehenden Studi-
en mit einem direkten Vergleich der Zytokinsekretion im Vollblut und in isolierten Monozy-
ten wurde darlber berichtet, dass nach Stimulation mit LPS (TLR-4) oder Lactobacillus
acidophilus X37 (TLR-2) der bei weitem gréBte Teil von IL-6 und TNF-o von den Blut-
monozyten sezerniert wird, die etwa 10% der peripheren Leukozyten ausmachen
(Damsgaard 2009). Durch den Kontakt mit dem Plastikmaterial ist sicherlich bereits eine
Steigerung der Grundaktivierung der Zellen im Vergleich zur in vivo Situation gegeben.
Dies erklart teilweise die von uns beobachtete basale Zytokin-/Chemokinsekretion der
Proben ohne Zusatz von TLR-Liganden.
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Der Vergleich der Zytokinsekretionsmuster zwischen den verschiedenen Gruppen er-
brachte in einigen Versuchsansatzen nur geringe Unterschiede. Insgesamt betrachtet
waren keine signifikanten Unterschiede nach Stimulierung von TLR3, TLR4 und TLR5
zwischen den verschiedenen Probandengruppen zu beobachten.

Signifikant niedrigere TNF-a-Konzentrationen waren in der Typ 1 Diabetikergruppe nach
Stimulation mit FSL-1 am Tag 1 im Vergleich zu den anderen Gruppen nachweisbar. Sig-
nifikant héhere TNF-o-Spiegel waren bei Typ 2 Diabetikern nach Stimulation mit CL097
am Tag 4 im Vergleich zu den GDM-Patientinnen und den Kontrollpersonen zu beobach-
ten. Nach Aktivierung von TLR3, TLR4 und TRL5 lagen die TNF-a-Spiegel im Bereich des
Basalwertes. Dieser Uberraschende Befund steht im Widerspruch zu anderen Studien, die
nach Flagellin- oder LPS-Gabe eine Aktivierung der TLR auf PBMC von gesunden Kont-
rollpersonen gezeigt haben, welche mit einer 5-20-fachen Steigerung der TNF-o-
Konzentration im Uberstand von Vollblutassays assoziiert war (McKernan 2011; Dennison
2012). Die Gabe des TLR7/TRL8 Liganden CL097 flhrte nach 24 Stunden zu einer TNF-

a-Konzentration von 100-300 pg/ml, die im Bereich anderer Studien liegt.

Der Vergleich der vorliegenden Resultate fir TNF-o, aber auch fir alle anderen gemes-
senen Zytokine/Chemokine, mit vorangehenden Studien ist aus mehreren Griinden
schwierig. In vielen Untersuchungen wurde der Vollblutassay eingesetzt mit einer Ver-
diinnung der Proben von 1:5 bis 1:10, ohne dass er auf die Gesamtzellzahl der Leukozy-
ten normiert wurde (McKernan 2011; Dennison 2012). Differenzen in der Zytokin-
/Chemokinsekretion kénnen damit auch nur durch Unterschiede in der absoluten Zellzahl
der Monozyten/DC/Leukozyten erkléart werden. Zuséatzlich wurden in verschiedenen Studi-
en unterschiedliche Konzentrationen der TLR Liganden verwendet. Um eine Uberstimula-
tion der Zellen zu vermeiden und ggf. bis zu 5 Tage messen zu kénnen, wurde in der vor-
liegenden Studie nur 10 ng/ml LPS eingesetzt. Diese LPS-Konzentration kann die Sekre-
tion von TNF-o. und IL-6 aus PMBC steigern (Kikkert 2008), liegt aber deutlich niedriger im
Vergleich zu den meisten anderen Studien, die 1 ug/ml LPS eingesetzt haben (Dennison
2012, McKernan 2011).

Eine deutliche Steigerung der IL-6 Sekretion war in unserer Studie nach Aktivierung von
TLR4 und TLR7/TLR8 zu verzeichnen. Die Sekretion von IL-6 lag bei den Typ 1 Diabeti-
kern zu allen Untersuchungszeitpunkten nicht-signifikant héher als in den anderen Grup-
pen. Die héchste IL-6-Sekretion war nach Gabe von LPS bereits nach 24 Stunden zu be-
obachten. Der Trend zu erhbéhten IL-6-Werten nach Aktivierung von TLR4 und
TLR7/TLR8 stimmt gut Uberein mit Studien, die erhdhte IL-6-Plasmaspiegel bei Patienten
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mit Typ 1 Diabetes oder Typ 2 Diabetes im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen be-
schrieben haben (Pham 2011).

Die Messung von IL-12p70, eines weiteren proinflammatorischen Zytokins, erbrachte
Uberraschenderweise keine signifikante Steigerung der basalen Sekretion und keine
Gruppenunterschiede. 1L12p70 wird im Vollblut von DCs produziert und ist beim Typ 1
Diabetes mit der Entwicklung des autoimmunen Diabetes assoziiert. Nach den vorliegen-
den Daten muss vermutet werden, dass die Stimuli entweder nur zu einer sehr kurzfristi-
gen IL-12-Sekretion flhren, die bereits nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar ist, oder
der Vollblutassay, wie er in der vorliegenden Studie verwendet worden ist, kein geeigne-
tes System darstellt, um die Regulation von IL-12p70 zu analysieren.

Neben den proinflammatorischen Zytokinen wurde in der vorliegenden Studie auch IL-10,
ein wichtiges Zytokin mit starker antiinflammatorischer Aktivitét untersucht. Es kann unter
anderem von Monozyten und plasmazytoiden DC produziert werden. IL-10 war in allen
Gruppen durch TLR Liganden in der von uns gewahlten Konzentration nicht liber den Ba-
salbereich stimulierbar. Untersuchungen der IL-10-Plasmazytokinkonzentration haben
keine Unterschiede zwischen Patienten mit Typ 1 Diabetes, latentem autoimmunen Dia-
betes im Erwachsenenalter (LADA) und gesunden Kontrollen fir die IL-10-Spiegel erge-
ben. Allerdings wurden signifikant héhere IL-10-Konzentrationen bei Patienten mit Typ 2
Diabetes beschrieben (Pham 2011). Dies konnte in der vorliegenden Studie im Vollblutas-
say nicht bestatigt werden.

CCL-18 ist ein bisher wenig untersuchtes Chemokin, welches in hoher Konzentration in
der Lunge und in Lymphknoten produziert und von antigenpréasentierenden Zellen (Mono-
zyten, DC, Makrophagen) sezerniert wird. Die Funktion von CCL-18 wird bisher noch nicht
vollstandig verstanden. CCL-18 ist ein chemotaktischer Faktor fir naive CD4-positive
Lymphozyten, Memory-T-Zellen und immature DC. Es induziert die Entwicklung von T-
Helfer-2-Zellen, tolerogenen DC und besitzt Einfluss auf die Differenzierung von Monozy-
ten in Makrophagen (Schutyser 2005; Azzaoui 2011). Aus in vitro Untersuchungen ist
bekannt, dass Monozyten/Makrophagen und DC im peripheren Blut spontan CCL-18 pro-
duzieren. Nach Aktivierung durch LPS, Peptidoglycanen oder CD40-L wird vermehrt CCL-
18 sezerniert. Diese Aktivierung kann bei Anwesenheit von klassischen T-Helfer-2-
Zytokinen (IL-4, IL-10, IL-13) oder konditioniertem T-Zell-Medium nochmals deutlich er-
hoéht werden, wahrend T-Helfer-1-Zytokine wie z.B. IFN-y die CCL-18 Sekretion hochsig-
nifikant hemmen kénnen (Schutyser 2005). Erhéhte Plasmaspiegel von CCL-18 wurden
bei Lungen- und Hauterkrankungen beschrieben (Schutyser 2005; Rosenberg 2012). Im
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Plasma von Patienten mit Sklerodermie wurden erhéhte CCL-18 Werte im Vergleich zu
Patienten mit rheumatoider Arthritis und gesunden Kontrollen detektiert (van Lieshout
2009). Bei rheumatoider Arthritis war vermehrt CCL-18 in der Synovia, nicht aber im
Plasma nachweisbar (Schutyser 2005). Interpretiert wurde die erhéhten CCL-18-Spiegel
bei Autoimmunerkrankungen durch einen Versuch des Immunsystems die Immunaktivie-

rung einzugrenzen.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Konzentration von CCL-18 im Vollblutassay
mit Aktivierung durch TLR-Liganden untersucht. Es fand sich ein Trend zu héherer CCL-
18-Sekretion nach Stimulation mit FSL-1, PIC, LPS und CL097 bei den Typ 2 Diabetikern
im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen und den Typ 1 Diabetikern am Tag 5, der
jedoch aufgrund der groBen Streubreite der Werte nicht signifikant war. In weiterflihren-
den Studien wére es interessant zu untersuchen, welche Zellen fir die relativ hohe basale

(~ 350 pg/ml) und stimulierte CCL-18 Sekretion (~ 900 pg/ml) verantwortlich sind.

5.3 Limitationen des Studiendesigns

Die vorliegende Studie wurde primar als Pilotstudie konzipiert, die erste Aussagen Uber
Unterschiede der DC-Typen, des Aktivierungsgrades der DC und der TLR-
stimulusabhéngigen Zytokinsekretion zwischen Typ 1 Diabetikern und gesunden Kontroll-
personen ermdglichen sollte. Eine Gruppe von Typ 2 Diabetikern und von Patientinnen
mit Gestationsdiabetes wurden als weitere Kontrollgruppen mit aufgenommen, da hier
zwar eine Diabetes mellitus aber keine Autoimmunph@nomene vorliegen. Innerhalb des
Studienzeitraums konnte nur eine begrenzte Zahl von Patienten rekrutiert werden, die 1)
die Einschlusskriterien erflllt haben und die 2) die Zustimmung fur die Abnahme einer
gréBeren Menge Blut gaben. Da es notwendig war immer mit frischem Blut zu arbeiten,
konnte nicht auf asservierte Proben zurlckgegriffen werden. Die begrenzte Blutmenge
fOhrte dazu, dass nicht bei allen Probanden alle FACS Analysen und die in vitro Stimulati-
onstests durchgefiihrt werden konnten. Die kleinen GruppengrdBen der Patienten und
Kontrollpersonen sind sicherlich eine wichtige Erklarung dafir, dass in der vorliegenden
Studie meist nur Trends, aber keine signifikanten Unterschiede zu beobachten waren. Bei
der Interpretation der Ergebnisse muss zusatzlich beachtet werden, dass die Kontrollper-
sonen nach Altersstruktur und Geschlecht ahnlich zu den Typ 1 Diabetikern ausgewahlt
wurden. Da die DC-Konzentration im peripheren Blut mit dem Alter abnimmt, kénnten die
niedrigen Zahlen der plasmazytoiden DC bei den Typ 2 Diabetikern zumindest teilweise
auch auf das Alter zuriickgefuhrt werden (Chen 2008). Trotz der genannten Einschrén-
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kungen durch das Studiendesign und den Studienablauf liefert die vorliegenden Arbeit
einige wichtige Hinweise auf eine Stérung der Balance zwischen den verschiedenen DC
Populationen bei Patienten mit Diabetes mellitus, die weiterfihrende Analysen rechtfertigt.

5.4 Ausblick

Die experimentellen Untersuchungen der vorliegenden Studie wurden in den Jahren 2007
und 2008 durchgefuhrt. Auch nach der neuesten Literatur bleibt unklar, ob eine primare
Dysregulation von verschiedenen DC Subpopulationen beim Typ 1 Diabetes im Vergleich
zum Typ 2 Diabetes und/oder gesunden Kontrollpersonen vorliegt. Es besteht Konsens in
der Auffassung, dass die DC einen zentralen Regulator fur die Induktion und den Verlauf
der Autoimmunreaktion beim Typ 1 Diabetes darstellen. Die Bestimmung der Bedeutung
der DC fir die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes wird dadurch erschwert, dass beim
Menschen immer nur Analysen von gut zugénglichen Zellen/Geweben, wie z.B. Blutzel-
len, moglich sind. Diese mussen aber nicht unbedingt das Muster der lokalen Autoimmun-
reaktion in der Langerhans’schen Inseln oder den Lymphknoten widerspiegeln. Aus unse-
ren Analysen kann abgeleitet werden, dass es ggf. sinnvoll wéare die plasmazytoiden und
myeloiden DC aus dem Blut primar zu separieren (z.B. Uber Magnetic Beads wie von
Allen und Mitarbeitern beschrieben (Allen 2009)) und anschlieBend sofort einer FACS
Analyse zum Nachweis von Oberflachenmarkern sowie zur Detektion der
intrazytoplasmatischen Zytokin-/Chemokinprofile zu unterziehen. Eine weitere Optimie-
rung des Vollblutassays mit engmaschigerem Nachweis der Zytokinsekretion in den ers-
ten 24 Stunden kénnte ebenfalls wichtige neue Informationen Uber diabetesspezifische
Muster hinsichtlich der Dynamik der Produktion von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen erbringen.

Plasmozytoide DC sezernieren groBBe Mengen an IFN-a. Da nach der Befundauswertung
der FACS-Analysen im peripheren Blut eine Reduktion der plasmazytoiden DC zu ver-
zeichnen war, wére es sehr interessant gewesen bei den gleichen Personen zu messen,
ob nach der Stimulation durch TLR Liganden Unterschiede in der IFN-a-Sekretion bei Typ
1 und Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu den gesunden Kontrollen nachweisbar sind. Auf-
grund des Studiendesigns war nach der Analyse der beschriebenen Zytokine/Chemokine
leider nicht mehr ausreichend Probenmaterial verfligbar. Diese wichtige Fragestellung
sollte in nachfolgenden Studien beantwortet werden.
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6 Zusammenfassung

Antigenprasentierende Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen) spielen eine entschei-
dende Rolle in der Pathogenese des Typ 1 und des Typ 2 Diabetes. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es zu untersuchen, ob im peripheren Blut von Typ 1 Diabetikern (T1DM) Unter-
schiede in den Subpopulationen von dendritischen Zellen (DC), in Zellaktivierungsmar-
kern oder in der Reaktivitat von Zellen des angeborenen Immunsystems im Vergleich zu
Typ 2 Diabetikern (T2DM), Gestationsdiabetikerinnen (GDM) und gesunden Kontrollper-
sonen bestehen.

Eingesetzt wurde der DC Enumeration Kit zur Quantifizierung der Zahl von Typ 1
myeloiden DCs, Typ 2 myeloiden DCs wund von plasmazytoiden DCs. Mit
Durchflusszytometrie wurden zusatzlich spezifische Oberflachenmolekile nach in vitro
Generierung von DCs aus peripheren Blutmonozyten untersucht. Mittels eines
Vollblutassays erfolgte die Bestimmung der Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen (IL-6, TNF-a, IL-12p70), des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und des
Chemokins CCL-18 nach Stimulierung mit spezifischen Toll-like-Rezeptor Liganden (FSL-
1: TLR2/6, PIC: TLRS, LPS: TLR4, Flagellin: TLR5, CL097: TLR7/8).

In der Studie konnte eine nicht-signifikante verminderte Konzentration von
plasmazytoiden DCs (BDCA-2-/-4-Marker-positiv) bei Typ 1 und Typ 2 Diabetikern im
Vergleich zu den Kontrollpersonen nachgewiesen werden. Die Zahl der aus peripheren
Blutmonozyten generierten DCs und die Expressionsstarke von charakteristischen DC-
Markern und Aktivierungsoberflichenmolekillen waren innerhalb der Gruppen nicht unter-
schiedlich. Im Vollblutassay konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen T1DM,
T2DM und gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. Allein die TNF-a-Sekretion war
bei T1DM signifikant erniedrigt nach 2-tagiger Stimulation mit FSL-1 (TLR2/6 Ligand) und
bei T2DM erhéht nach 4-tagiger Stimulierung mit CL097 (TLR7/8) (p <0.05).

In der Zusammenschau der Ergebnisse fanden sich in der vorliegenden Pilotstudie Hin-
weise auf eine reduzierte Zahl von plasmazytoiden DCs im peripheren Blut von Patienten
mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes. Dies koénnte auf eine Stérung der Balance zwischen
plasmazytoiden und myeloiden DCs bei Diabetikern hinweisen. Diese Hypothese sollte in
einem gréBeren Patientenkollektiv unter Einschluss von spezifischen Analysemethoden
zur Quantifizierung der funktionellen Aktivitat der verschiedenen DC-Subpopulationen
geklart werden.
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Anhang A

ELISA-Reagenzien

Arbeitskonzentrationen der ELISA —Reagenzien

Streptavidin-HRP

Capture Antibody (CAb)

Detection Antibody
(DADb)
Waschpuffer

Reagent Diluent (RD)

1/200 verdinnen, d.h. pro Well 0,5 ul Streptavidin in 99,5 ul RD
I6sen

Lésen in PBS (pH 7.2 - 7.4)
pro Well 0,55 ul CAb geldst in 99,45 pl PBS

Lésen in RD
pro Well 0,55 ul DAb geldst in 99,45 pl RD

0,05 % Tween 20 geldst in PBS, pH 7.2-7.4

1 % BSA fraction V gelést in PBS, pH 7.2-7.4; steril filtriert
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Zusitzliche Studieninformation fiir die Abnahme von Heparinblut

Studie zur Bedeutung metabolischer, inflammatorischer und genetischer
Marker bei Patienten mit Diabetes mellitus und/oder metabolischem Syndrom

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine Autoimmunerkrankung. Der Korper erkennt die in-
sulin-produzierenden Zellen in der Bauchspeicheldriise (Betazellen) nicht mehr als sein
eigenes Gewebe, sondern betrachtet es als fremd (als Antigen). Deshalb greift das Immun-
system die Zellen an und zerstort sie. Durch den Verlust der Betazellen kann der Korper
das Insulin nicht mehr produzieren. Insulin ist wichtig, um Glukose (Zucker) aus dem Blut
in die Zellen zu beférdern und den Zellstoffwechsel aufrecht zu erhalten.

Dieser Teil der Studie beschiftigt sich mit der Rolle der so genannten dendritischen Zel-
len im Rahmen des Typ 1 Diabetes im ersten Jahr der Erkrankung. Dendritische Zellen
nehmen Antigene auf und présentieren diese bestimmten Abwehrzellen (T-Zellen) des
Immunsystems, die an der Zerstorung der Betazellen beteiligt sind. Es stellt sich die Frage
wie die DCs die Autoimmunreaktion in Gang setzten und ob die Aktivitdt der DCs bei Pa-
tienten mit einem Typ 1 Diabetes verindert ist. Diese Fragen sollen durch die vorliegende
Studie beantwortet werden.

Wir hoffen durch diese Studie die Rolle der DCs bei der Entstehung eines Typ 1 Diabe-
tes besser als bisher zu verstehen. Hierdurch konnte es in Zukunft moglich werden die Er-
krankung besser als bisher zu vorhersagen und auch frither behandeln zu kénnen. Eventuell
findet sich dadurch sogar eine Moglichkeit den Typ 1 Diabetes zu verhindern.

Mit Ihrer Blutspende konnen Sie dazu beitragen wichtige neue Daten zur Entwicklung
des Typ 1 Diabetes zu gewinnen.

Wir danken Ihnen fiir Ihre Mithilfe!

Prof. Dr. med. J. SeiBller Cand. med. Christina Ritz
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Anhang B

Kruskal-Wallis-Tests

Ubersicht der ELISA-Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests (Tage im Gruppenvergleich)

FSL1 D1 IL-6 FSL1 D2 IL-6 FSL1 D3 IL-6 FSL1 D4 IL-6 FSL1 D5 IL-6
H(3) 3,773 5,752 1,697 4,783 2,804
p= ,293 ,122 ,653 ,191 ,436
PIC D1 IL-6 PIC D2 IL-6 PIC D3 IL-6 PIC D4 IL-6 PIC D5 IL-6
H(3) ,429 2,743 1,514 1,716 6,166
p= ,940 ,442 ,695 ,649 ,099
LPS D1 IL-6 LPS D2 IL-6 LPS D3 IL-6 LPS D4 IL-6 LPS D5 IL-6
H(3) 1,067 3,949 2,144 2,698 2,137
p= ,795 ,270 ,559 ,452 ,562
Flagellin D1 Flagellin D2 Flagellin D3 Flagellin D4 Flagellin D5
IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
H(3) 1,504 5,243 5,870 3,169 | 2,692
p= ,693 ,159 ,119 379 | ,457
CL097 D1 IL-6 CL097 D2 IL-6 CL097 D3 IL-6 CL097 D4 IL-6 CL097 D5 IL-6
H(3) 1,322 2,137 1,859 4,692 ,491
p= ,739 ,554 ,615 ,195 ,923
RPMI D1 IL-6 RPMI D2 IL-6 RPMI D3 IL-6 RPMI D4 IL-6 RPMI D5 IL-6
H(3) 7,785 4,680 4,100 5,879 5,704
p= ,043 ,198 ,255 ,114 124
FSL1 D1 FSL1 D2 FSL1 D3 FSL1 D4 FSL1 D5
IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70
H(3) 2,821 1,008 ,502 2,499 ,653
p= ,437 ,812 ,923 ,498 ,894
PIC D1 PIC D2 PIC D3 PIC D4 PIC D5
IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70
H(3) 1,824 3,721 2,723 ,559 1,529
p= ,631 ,306 ,456 ,919 ,696
LPS D1 LPS D2 LPS D3 LPS D4 LPS D5
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IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70
H(3) 2,267 4,392 2,752 2,066 1,399
p= ,533 ,226 ,446 ,576 ,722
Flagellin D1 IL- Flagellin D2 IL- Flagellin D3 IL- Flagellin D4 IL- Flagellin D5 IL-
12p70 12p70 12p70 12p70 12p70
HE3) ,261 ,745 1,091 ,661 ,190
p= ,967 ,866 ,784 ,886 ,977
CL097 D1 IL- CL097 D2 IL- CL097 D3 IL- CL097 D4 IL- CL097 D5 IL-
12p70 12p70 12p70 12p70 12p70
HE3) ,789 1,735 ,852 ,271 ,462
p= ,852 ,629 ,837 ,965 ,927
RPMI D1 IL- RPMI D2 IL- RPMI D3 IL- RPMI D4 IL- RPMI D5 IL-
12p70 12p70 12p70 12p70 12p70
HE3) ,857 1,628 1,589 1,519 ,811
p= 836 653 662 678 847
FSL1 D1 TNFa FSL1 D2 TNFa FSL1 D3 TNFa FSL1 D4 TNFa FSL1 D5 TNFa
H(3) 8,565 2,736 1,629 ,552 1,175
p= ,036 ,434 ,653 ,907 ,759
PIC D1 TNFa PIC D2 TNFa PIC D3 TNFa PIC D4 TNFa PIC D5 TNFa
H(3) 1,072 1,416 ,250 ,666 ,641
p= ,784 ,702 ,969 ,881 ,887
LPS D1 TNFa LPS D2 TNFa LPS D3 TNFa LPS D4 TNFa LPS D5 TNFa
HE3) 3,258 1,881 ,088 1,492 1,447
p= ,354 ,598 ,993 ,684 ,695
Flagellin D1 Flagellin D2 Flagellin D3 Flagellin D4 Flagellin D5
TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa
H(3) ,853 3,816 ,651 1,438 ,326
p= ,837 ,282 ,885 ,697 ,955
CL097 D1 TNFa CL097 D2 TNFa CL097 D3 TNFa CL097 D4 TNFa CL097 D5 TNFa
HE3) 1,916 3,933 6,883 9,638 3,886
p= ,590 ,269 ,076 ,022 274




Anhang 91
RPMI D1 TNFa RPMI D2 TNFa RPMI D3 TNFa RPMI D4 TNFa RPMI D5 TNFa
HE3) 1,555 ,699 ,696 2,513 5,357
P= 670 873 874 473 147
FSL1 D1 CCL- FSL1 D2 CCL- FSL1 D3 CCL- FSL1 D4 CCL- FSL1 D5 CCL-
18 18 18 18 18
HE3) 7,471 3,403 4,409 3,802 2,895
P= 058 334 221 284 408
PIC D1 CCL-18 PIC D2 CCL-18 PIC D3 CCL-18 PIC D4 CCL-18 PIC D5 CCL-18
HE3) 2,832 2,644 2,126 1,153 1,866
p= 418 ,450 547 ,764 ,601
LPSD1CCL-18 | LPSD2CCL-18 | LPSD3CCL-18 | LPSD4CCL-18 | LPS D5 CCL-18
H(3) 2,556 3,500 2,930 1,267 2,265
p= ,465 ,321 ,403 737 ,519
Flagellin D1 Flagellin D2 Flagellin D3 Flagellin D4 Flagellin D5
CCL-18 CCL-18 CCL-18 CCL-18 CCL-18
HE3) 2,590 1,977 2,600 3,263 3,705
p= ,459 577 ,458 ,353 ,295
CL097 D1 CCL- CL097 D2 CCL- CL097 D3 CCL- CL097 D4 CCL- CL097 D5 CCL-
18 18 18 18 18
HE3) 2,747 3,072 3,716 4,300 4,194
p= 432 ,381 ,294 ,231 ,241
RPMI D1 CCL- RPMI D2 CCL- RPMI D3 CCL- RPMI D4 CCL- RPMI D5 CCL-
18 18 18 18 18
HE3) 3,595 2,503 2,511 1,805 ,979
p= ,309 475 473 614 ,806
FSL1D1IL-10 FSL1D2IL-10 FSL1 D3 IL-10 FSL1D4IL-10 FSL1 D5 IL-10
H(3) 1,000 ,700 ,078 ,694 ,100
p= ,607 ,705 ,962 ,707 ,951
PIC D1 IL-10 PIC D2 IL-10 PIC D3 IL-10 PIC D4 IL-10 PIC D5 IL-10
H(3) ,611 ,000 ,700 ,078 ,244
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p= 737 1,000 ,705 ,962 ,885
LPS D1 IL-10 LPS D2 IL-10 LPS D3 IL-10 LPS D4 IL-10 LPS D5 IL-10
H(3) 1,276 ,330 ,109 ,185 ,185
p= ,735 ,954 ,991 ,980 ,980
Flagellin D1 IL- Flagellin D2 IL- Flagellin D3 IL- Flagellin D4 IL- Flagellin D5 IL-
10 10 10 10 10
HE3) 1,178 ,278 ,100 611 611
p= ,555 ,870 ,951 737 737
CL097 D1 IL-10 CL097 D2 IL-10 CL097 D3 IL-10 CL097 D4 IL-10 CL097 D5 IL-10
HE3) 2,211 2,411 ,100 778 611
p= 331 300 951 678 737
RPMI D1 IL-10 RPMI D2 IL-10 RPMI D3 IL-10 RPMI D4 IL-10 RPMI D5 IL-10
HE3) ,185 ,436 ,048 ,136 ,000
p= ,980 ,933 ,997 ,987 1,000
Die MDC1-Population der Typ 2 Diabetiker, D(10)= 0.18, wund der

Gestationsdiabetikerinnen, D(3)= 0.91, sowie der PDC-Population der Typ 1 Diabetiker,

D(6)= 0.24 zeigten eine Normalverteilung mit p >0.05. Die Gruppengesamtheit jedoch war

fur alle drei DC-Subpopulationen signifikant nicht normalverteilt. Es ergaben sich folgende
Werte: fir MDC1: D(41)= 0.27, p <0.01; fur MDC2: D(41)= 0.29, p
D(41)= 0.39, p <0.01. Da die Grundgesamtheit nicht normalverteilt war, wurden alle weite-

ren Analysen mit nicht parametrischen Tests durchgefihrt.

<0.01; fur PDC:




