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Kapitel 1: Einleitung
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1 Einleitung
1.1 Diabetes mellitus Typ 1
1.1.1 Geschichte, Definition, Inzidenz und Folgeerkrankungen des Typ 1 Diabetes

Aretaios von Kappadokien erwdhnte im Jahre 100 n. Chr. erstmals den Diabetes mellitus als
eine Krankheit mit starkem Durstempfinden und gesteigertem Harnfluss. Der Begriff
»Diabetes” kommt aus dem altgriechischen oiafsreiv und bedeutet durchflielen; das
altgriechische Adjektiv puediroo heillt honigsiB [1]. Paracelsus nahm im 16. Jahrhundert an,
dass der Diabetes mellitus eine Stoffwechselkrankheit sei [2]. Adolf Kussmaul beschrieb Ende
des 19. Jahrhunderts das diabetische Koma mit Bewusstlosigkeit, Apathie und tiefer Atmung.
Bei der Diagnostik der diabetischen Ketoazidose im Rahmen einer Erstmanifestation des Typ 1
Diabetes spielt noch heute die ,Kussmaul-Atmung” eine wichtige Rolle [3]. Paul Langerhans
entdeckte 1869 im Rahmen seiner Dissertation die Inselzellen in der Bauchspeicheldrise, die
spater auch nach ihm benannt wurden [4]. 1889 erkannten Oskar Minkowski und Josef von
Mehring den Zusammenhang zwischen der gestorten Funktion des Pankreas und dem Diabetes
[5]. Frederick G. Banting und Charles H. Best isolierten aus Inselzellen des Pankreas von
Kélbern und Rindern einen Extrakt, den sie zunachst am Typ 1 Diabetes erkrankten Hunden
tierexperimentell intravends oder subkutan injizierten. Dabei stellten sie fest, dass sich der
Blutglukosespiegel normalisierte und keine Glukosurie mehr nachweisbar war. Auf Grund
dieser Erkenntnisse injizierten sie den Extrakt auch am Menschen. In einem Case Report von
1922 beschrieben sie die Behandlung mit dem Extrakt im Toronto General Hospital bei einem
14-jahrigen Jungen mit diabetischer Ketoazidose. Dabei registrierten sie einen Riickgang der
Ketoazidose und eine Verbesserung des Gesundheitszustandes des Patienten [6]. Fir die
Entdeckung des Insulins erhielten Frederick G. Banting und Charles H. Best 1923 den Nobel-
preis flir Medizin [7,8].

Im Jahr 1998 teilte die WHO (World Health Organization), die ADA (American Diabetes
Association) und die DDG (Deutsche Diabetes Gesellschaft) den Diabetes mellitus in vier
Kategorien ein: Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes, andere spezifische Diabetes-Typen (A-H,

Erkrankungen des exokrinen Pankreas) und Gestationsdiabetes [9].

Laut Statistischem Bundesamt lebten im Jahr 2010 19,9 Millionen 0-25 Jahre alte Kinder und
junge Erwachsene in Deutschland [10]. Laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes sind
0,14 % der 0-25-Jahrigen in Deutschland vom Typ 1 Diabetes betroffen [11]. Somit waren in
Deutschland im Jahr 2010 ca. 28 000 Kinder und Jugendliche am Typ 1 Diabetes erkrankt. Typ 1
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Diabetes mellitus stellt damit die haufigste Stoffwechselerkrankung im Kindes- und Jugend-

alter in Deutschland dar.

Typ 1 Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, die meist im Kindesalter beginnt und fir die bis
heute keine kurative Therapie existiert [12]. Es handelt sich um eine T-Zell-vermittelte
Erkrankung, welche durch den progressiven und selektiven Verlust von Insulin-produzierenden
Zellen charakterisiert ist [13]. Wenn 80-90 % der Insulin-produzierenden Zellen zerstért sind,
kommt es zur klinischen Manifestation des Typ 1 Diabetes. Erstsymptome des Typ 1 Diabetes
sind Polyurie und Polydipsie, Gewichtsverlust und Polyphagie. Der resultierende absolute
Insulinmangel fihrt zu einer gestorten Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettzelle. Es kommt
zur Hyperglykdamie, zum zelluldren Insulinmangel mit Lipolyse und daher resultierender
Ketoazidose, die im letalen Coma diabeticum enden kann. Ketoazidose bedeutet die Bildung
von Ketonkorpern und die Verschiebung des ph-Wertes. Der Fettabbau in der Leber fiihrt
durch die Synthese von Ketonkdrpern wie 3-Hydroxybutyrat und Acetoacetat zur diabetischen
Ketoazidose. Kennzeichnend sind der siRliche Acetongeruch und die , Kussmaul-Atmung®“.
Weitere Auswirkungen des Insulinmangels sind Elektrolytverlust, Hyperosmolaritdt und
Glukosurie. Der Typ 1 Diabetes ist haufig mit weiteren Autoimmunerkrankungen wie der
Hashimoto Thyreoiditis in 4-25 %, der Zéliakie in 1-4 %, der pernizidsen Andamie in 2-4 % oder
dem Morbus Addison in 0,5 % assoziiert [14]. Im Gegensatz zu den meisten Autoimmun-
erkrankungen ist die Inzidenz des Typ 1 Diabetes bei Mannern zwischen 25-29 Jahre hoher als

bei gleichaltrigen Frauen [12].

Die Inzidenz des Typ 1 Diabetes stieg in den letzten Jahren weltweit an. Vor allem die
nordeuropdischen Staaten wie Finnland, Schweden und Norwegen, ebenso wie GroR-
britannien und der nordamerikanische Raum sind von der steigenden Pradvalenz des Typ 1
Diabetes betroffen. Weltweit hat Finnland die héchste Inzidenzrate von 40,9 Neuerkrankungen
pro 100 000 Einwohnern pro Jahr (Abbildung 1 und 2) [15]. Vor allem sind Kinder unter 5 Jahre
von der steigenden Inzidenz des Typ 1 Diabetes betroffen. In Finnland liegt die Inzidenzrate bei

Kindern zwischen 0-4 Jahre bei 4,7 % [16].
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Abbildung 1: Inzidenz des Typ 1 Diabetes bei Kindern unter 14 Jahre (pro 100 000 Einwohner pro Jahr).
Finnland hat die héchste Inzidenz mit 40,9 Neuerkrankungen pro Jahr. Sardinien liegt mit 37,8
Neuerkrankungen pro Jahr an zweiter Stelle. Es folgen Schweden und Canada. Deutschland hat die

héchste Inzidenzrate aller Mitteleuropdischen Staaten [15] [17].

Weltweit kommt es zu 70 000 Neuerkrankungen pro Jahr, was einer jahrlichen Steigerungsrate
von 3 % entspricht. Laut einer Studie der International Diabetes Federation waren im Jahr 2006
weltweit 440 000 Kinder im Alter von 0-14 Jahren am Typ 1 Diabetes erkrankt. In Finnland hat
sich die Inzidenzrate von 1980 bis 2005 verdoppelt [15].
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Abbildung 2: Trend der Inzidenzraten in Europa bei Kindern von 0-14 Jahren. A: In Deutschland stieg im
Vergleich mit Frankreich und der Tschechischen Republik die Inzidenzrate des Typ 1 Diabetes von 1987
bis 2002 etwas steiler an. B: Die Anzahl der an Typ 1 Diabetes erkrankten Kinder in Finnland verdoppelte
sich von 1980 bis 2005. C: Die Anzahl der Fille von an Typ 1 Diabetes erkrankten Kindern erhéhte sich in
Sardinien von 1990 bis 2000 um 10 neue Erkrankungsfdlle pro 100 000 Einwohner. D: Die Inzidenzrate
des Typ 1 Diabetes bei dénischen Kindern stieg von 1970 bis 2000 pro 100 000 Einwohner um ca. 25 % an
[15].

Auf Grund der steigenden Pradvalenz und Inzidenz sowie der Folgeerkrankungen des Typ 1
Diabetes stellt diese Erkrankung eine grolRe medizinische und soziookonomische Heraus-

forderung dar.

Die Folgeerkrankungen der diabetischen Mikroangiopathie sind die diabetische Nephropathie,
die diabetische Retinopathie und die diabetische Neuropathie. Sie entstehen durch die

Schadigung der kleinen GefdRe in Niere, Retina und Axonen.

Nach einer Krankheitsdauer von 15-20 Jahren erkranken 15-40 % der Typ 1 Diabetiker an einer
diabetischen Nephropathie [18]. Hauptursache fir die Entwicklung einer terminalen Nieren-
insuffizienz ist die diabetische Nephropathie. 3 % der Patienten mit terminalem Nieren-

versagen und daher eingeleiteter Nierenersatztherapie sind Typ 1 Diabetiker [19].
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Abbildung 3: Diagnosen bei Beginn der Nierenersatztherapie. Die Graphik aus dem QUASI-Niere-Bericht
von 2005 zeigt alle Ursachen fiir den Beginn einer Dialysetherapie. Hauptursache fiir die Nierenersatz-

therapie stellt der Diabetes mellitus mit 35 % dar. Der Typ 1 Diabetes macht davon 3 % aus [19].

Die diabetische Retinopathie zeichnet sich durch die Bildung von abnormen Gefil3en,
Einblutungen und der Entwicklung des Maculaddems aus. Die diabetische Retinopathie tritt bei

nahezu allen Typ 1 Diabetikern nach 20-jahriger Krankheit auf [20].

7-57 % aller Typ 1 Diabetiker entwickeln eine Schadigung der Vasa nervorum. Die klinische
Manifestation der Neuropathie ist eine Raritat bei Kindern und zeigt sich gewohnlich erst im
spateren Erwachsenenalter. Charakteristisch sind Parasthesien, verminderte Thermo-
sensibilitdt sowie reduziertes Schmerzempfinden. Im Rahmen der autonomen Neuropathie
kommt es zur Stérung der Funktion innerer Organe wie Darm und Blase. Entmarkung und

axonale Schadigung charakterisieren die Polyneuropathie histologisch [21].

Neben der diabetischen Mikroangiopathie ist die diabetische Makroangiopathie eine weitere
Folge der Stoffwechselerkrankung. Arterieller Hypertonus sowie Dyslipoproteindmie
verstarken die Ablagerung arteriosklerotischer Plaques an den GefdRen [22]. Die Mortalitat
und Morbiditat der Typ 1 Diabetiker mit kardiovaskuldren Folgeerkrankungen im Rahmen der
Makroangiopathie hat sich in den letzten Jahren verdoppelt bis vervierfacht [22] [23]. In einer
Kohortenstudie mit 23 571 Patienten mit Typ 1 Diabetes fanden Laing et al. 2003 heraus, dass
vor allem bei jungen weiblichen Typ 1 Diabetikern das Risiko der Mortalitdt in Folge der kardio-
vaskuldaren Erkrankungen hoch ist. 20-29-jahrige Typ 1 Diabetikerinnen hatten ein 45-fach
hoheres Risiko an einer ischamischen Herzerkrankung zu sterben als ihre gesunden

Gleichaltrigen [24]. Die Mortalitdt des Typ 1 Diabetes durch kardiovaskuldre Folge-
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erkrankungen ist derzeit hoher als die Mortalitat in Folge der diabetischen Nephropathie [22]

[25].

1.1.2 Virale Pathogenese und Pathologie des Typ 1 Diabetes

Typ 1 Diabetes ist eine multifaktorielle Erkrankung. Vor allem Genetik und Umweltfaktoren wie

Viren spielen in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes eine Rolle.

20 % der Typ 1 Diabetiker haben eine positive Familienanamnese und 30-50 % exprimieren die
HLA-DR3/DR4 und HLA-DQB1 02/03 Assoziation [26]. Dieser Gen-Lokus, den man in ca. 45 %
der Typ 1 Diabetiker fand, wurde auf der MHC-Klasse-ll-Region des Chromosom 6p21 (IDDM1)
festgestellt [27,28]. Der Vererbungsmodus des Typ 1 Diabetes ist jedoch unbekannt. Bei
eineiigen Zwillingen sind nur in 30-50 % beide Zwillinge vom Typ 1 Diabetes betroffen. Daher
scheinen zusatzlich zu den genetischen Aspekten exogene Ursachen wie virale Infektionen in
der Pathogenese des Typ 1 Diabetes eine Rolle zu spielen [15]. Die Inzidenzrate des Typ 1
Diabetes ist zu hoch, um die Ursache alleine durch genetische Aspekte zu erklaren [29]. Es ist
unwahrscheinlich, dass sich diejenigen Gene, welche in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes
eine Rolle spielen, in einem Zeitraum von nur 50 Jahren verdndert haben. Eine mogliche
Erklarung fiir die hohe Inzidenzrate des Typ 1 Diabetes besteht darin, dass sich die Gene von
Niedrig- auf Hochrisikogene verdandert haben und zwar auf Grund von Veranderungen in der
Umwelt [15]. Viren [30] oder Nahrungsbestandteile wie Kuhmilchproteine oder Gluten [31],
erhohtes Alter der Mutter bei der Geburt [32] und Toxine [33] werden in der Pathogenese des
Typ 1 Diabetes diskutiert. Die Inzidenz des Typ 1 Diabetes ist in den industrialisierten Landern
weitaus hoher als in den Entwicklungsldndern. Diese Beobachtung fiihrte zur Hygiene-
Hypothese [34]: Es kdnnte sein, dass die reduzierte Konfrontation mit Infektionen in den
industrialisierten Landern zu einer erhéhten Inzidenz von Autoimmunerkrankungen wie dem

Diabetes Typ 1 flihrt [35-37].

In der vorliegenden Studie wurde die virale Pathogenese des Typ 1 Diabetes untersucht. Typ 1
Diabetes ist eine chronische Erkrankung, welche durch den progressiven und selektiven Verlust
von Beta-Zellen im Pankreas Uber die Rekrutierung von autoreaktiven T-Zellen und pro-
inflammatorischen Makrophagen gekennzeichnet ist [38]. Es kommt zur Zerstérung der
Insulin-produzierenden Beta-Zellen durch einen Entzlindungsprozess, welcher als Autoimmun-
insulitis bezeichnet wird. Die Beta-Zellen des Pankreas sind nicht mehr in der Lage Insulin zu
produzieren. Bei Diagnosestellung enthalten die meisten Langerhansschen Inseln keine Insulin-

produzierenden Beta-Zellen mehr. Meist besteht eine lymphozytare Infiltration.
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Abbildung 4: Lymphozytdre Infiltration in die Beta-Zelle. T-Lymphozyten wandern in die Beta-Zelle ein
[39].

Tiermodelle haben ergeben, dass es im Pankreas innerhalb des Lymphknotens zu einer
initialen Antigenprasentation kommt. Antigene werden dabei durch dendritische Zellen den T-

Zellen prasentiert [40].

Epidemiologische und experimentelle Daten zeigen, dass virale Infektionen mit der
Pathogenese des Typ 1 Diabetes assoziiert sind. Die zugrunde liegenden Mechanismen jedoch,
wie Viren die Funktion und das Uberleben der Beta-Zellen beeinflussen, sind unbekannt. Viele
Viren, wie Enteroviren, Rotaviren, Adenoviren, Reoviren, Retroviren, Zytomegalieviren und
Herpes-simplex-Viren, sind an der Pathogenese des Typ 1 Diabetes beteiligt [41] [42-45]. Viren
konnen entweder aus dsRNA (Doppelstrang-RNA), aus ssRNA (Einzelstrang-RNA), aus dsDNA
(Doppelstrang-DNA) oder ssDNA (Einzelstrang-DNA) bestehen [46]. Coxsackie-Viren gehoren zu
den ssRNA-Enteroviren und sind in der Literatur am haufigsten in Zusammenhang mit der
Entstehung des Typ 1 Diabetes beschrieben worden. Infizieren Enteroviren die Beta-Zellen des
Pankreas, bewirken sie eine direkte Hochregulation von MHC-Klasse-I-Molekiilen und die
Freisetzung von IFN-a (Interferon-c). Im weiteren Verlauf kommt es zur Zerstérung der Beta-
Zellen durch zytotoxische CD8+T-Zellen. Enteroviren wurden in den Beta-Zellen des Pankreas
von Typ 1 Diabetikern immunhistochemisch nachgewiesen [47] [48]. Coxsackie-Viren und ihre
Komponenten wurden im Blut von Patienten mit Typ 1 Diabetes festgestellt [49]. Die
persistierende und die wiederholte Infektion mit Coxsackie-Virus fihrt zur Produktion von
IFN-a und anderen pro-inflammatorischen Molekiilen, was zur Induktion des Typ 1 Diabetes in

genetisch pradisponierten Patienten fiihrt. Auch poly(l:C), ein dsRNA-Analogon, welches
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wahrend des Lebenszyklus von Viren generiert wird, fihrt zu Beta-Zell-Apoptose Uber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells) und IRF3 (Interferon-regulating factor 3) [50].

Viren induzieren Typ 1 Diabetes im NOD (nonobese diabetic)-Maus- und im BBDR (biobreeding
diabetes-resistant)-Ratten-Modell. Isolierte Coxsackie-Viren, die in die NOD-Ma&use injiziert
wurden, fiihrten zur Beta-Zell-Zerstorung und zum Diabetes [51]. Im BBDR-Ratten-Modell
induzierte der ssDNA-Virus KVR (Kilham Rat Virus), ein Mitglied der Parvoviren, in 25 % der
Tiere liber einen T-Zell-vermittelten Prozess Typ 1 Diabetes [52] - der dsDNA-Vaccinia-Virus,
ein Mitglied der Poxviren, jedoch nicht [53]. DsDNA-Viren wie Herpes-simplex-Viren und
Zytomegalieviren sind epidemiologisch mit der Expression des Typ 1 Diabetes assoziiert [42-
44]. In der vorliegenden Studie wurde die Korrelation zwischen dem dsDNA-Analogon

poly(dA:dT) und Typ 1 Diabetes untersucht.

1.2 Innates Immunsystem

Das innate bzw. angeborene Immunsystem erkennt sowohl Mikroorganismen wie Viren
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns) als auch korpereigenes apoptotisches oder
nekrotisches Zellmaterial (DAMPs, danger associated molecular patterns) [54] durch
Pathogenerkennungsrezeptoren (PRR) wie Toll-like-Rezeptoren (TLR), RIG-I-like-Helikasen
(RLH) wie MDA-5 oder RIG-I sowie Inflammasome. Die Rezeptoren des angeborenen Immun-
systems sind durch ein einzelnes Gen kodiert [55]. Die angeborene Pathogenerkennung
bekdampft Krankheitserreger lokal. Neutrophile Granulozyten, Makrophagen, dendritische
Zellen und natdrliche Killerzellen charakterisieren das angeborene Immunsystem. Reicht die
Immunantwort Gber das angeborene Immunsystem nicht aus um Pathogene, wie Viren oder
Bakterien, zu bekdampfen, kommt es zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Das
adaptive Immunsystem erkennt Antigene von Mikroorganismen durch hoch spezifische B- und
T-Zell-Rezeptoren, die wahrend der somatischen Genrekombination geformt werden. Das
adaptive Immunsystem reprdsentiert ein ,immunologisches Gedachtnis“. In der adaptiven
Immunantwort spielen die Lymphozyten eine wichtige Rolle: B-Lymphozyten produzieren
Antikorper und T-Lymphozyten produzieren zytotoxische CD8+T-Zellen, welche Virus-infizierte
Zellen Gber MHC-Klasse-lI-Komplexe toten kdnnen, sowie CD4+T-Zellen, den sogenannten T-
Helferzellen, welche lber MHC-Klasse-lI-Komplexe Makrophagen und B-Zellen aktivieren
kénnen. Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf dem innaten Immunsystem liegt, wird auf

eine detaillierte Beschreibung des adaptiven Immunsystems verzichtet.
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1.2.1 Erkennung von dsRNA

Christiane Nusslein-Vollhard identifizierte 1985 das Toll-Protein [56]. Toll ist fir die dorso-
ventrale Anlage der Fruchtfliege Drosophila melanogaster verantwortlich. Toll spielt nicht nur
in der Embryonalentwicklung der Fruchtfliege, sondern auch in der Maus und im Menschen
eine Rolle. Das Homolog von Toll wird im Menschen als Toll-like-Rezeptor bezeichnet. Die Toll-
like-Rezeptoren verdanken ihren Namen den Toll-Proteinen der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster [56]. Bruce Beutler und Jules Hoffmann erhielten fiir die Aufdeckung der

Funktion der Toll-like-Rezeptoren im Menschen 2011 den Medizin-Nobelpreis.

Toll-like-Rezeptoren spielen im innaten Immunsystem in der Abwehr von Pathogenen und
Krankheitserregern eine wichtige Rolle. Es gibt 13 Toll-like-Rezeptoren: 10 im Menschen (TLR
1-10) und 12 in der Maus (TLR 1-9 und 11-13). Toll-like-Rezeptoren kénnen entweder an der
Zelloberflache oder im Endosom, einem Vesikel, welches wahrend der Endozytose von der
Zelle gebildet wird, lokalisiert sein. Die Toll-like-Rezeptoren 3, 7, 8 und 9 befinden sich
endosomal im Zytoplasma der Zelle. Die anderen Toll-like-Rezeptoren sind an der Zell-
oberflache lokalisiert [57]. Toll-like-Rezeptoren erkennen Pathogene wie Viren und
produzieren Molekile, welche zur antiviralen Immunantwort fiihren. Toll-like-Rezeptoren sind
Pathogenerkennungsrezeptoren, welche Uber verschiedene Signaltransduktionsmechanismen
und (ber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zur Expression von Chemokinen,

Zytokinen und Typ I-Interferonen fiihren.

Toll-like-Rezeptoren besitzen zuséatzlich zu ihrem extrazelluldren oder endosomalen Anteil, der
seinen Liganden erkennt, einen intrazellularen Anteil, der iber verschiedene Adaptormolekile
wie MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88), TRIF (TIR (Toll/interleukin-1
receptor) domain-containing adaptor protein inducing IFN-£), TRAM (TRIF related adaptor
molecules) und TIRAP (TIR-associated protein) zur Induktion von pro-inflammatorischen

Zytokinen und Typ I-Interferonen fihrt [58,59].
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Abbildung 5: TLR-Liganden und ihre Signalwege. DsRNA aktiviert TLR3 liber das Adaptormolekiil TRIF
und den Transkriptionsfaktor IRF3. SsSRNA aktiviert TLR7 (iber das Adaptormolekiil MyD88 und den
Transkriptionsfaktor IRF7. CpG-DNA aktiviert TLR9 (iber das Adaptormolekiil MyD88 und den

Transkriptionsfaktor IRF7. Alle drei Signalwege fiihren zur Induktion von Typ I-Interferonen [59].

DsRNA wie sie im Lebenszyklus von Viren produziert wird, bindet an den endosomal
lokalisierten TLR3 (Toll-like-Rezeptor 3). Dadurch kommt es liber das Adaptormolekiil TRIF zur
Aktivierung von Interferon-regulatorischen Faktoren (IRF) wie IRF3. Es folgt die Ausschittung
von Typ I-Interferonen. SSRNA hingegen wird im Endosom von TLR7 erkannt, der als Adaptor-
molekil MyD88 benutzt. Es kommt zur Aktivierung von Transkriptionsfaktor IRF7 sowie zur
Ausschittung von Typ I-Interferonen (Abbildung 5) [59]. Poly(l:C), eine synthetische dsRNA,

flhrt Gber TLR3 und IFR3 zur Apoptose von primaren Ratten-Beta-Zellen [50].

Zusatzlich zu den Toll-like-Rezeptoren spielen im innaten Immunsystem die im Zytosol
lokalisierten RIG-I-like-Rezeptoren eine Rolle [60,61]. RIG-I (retinoic acid inducible gene), MDA-
5 (melanoma differentiation-associated gene 5) und LGP2 (laboratory of genetics and

physiology 2) gehoren zu dieser Familie.
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Abbildung 6: RIG-I-like-Rezeptoren (RLR): DsRNA wird von den zytosolischen Rezeptoren MDA-5 und
RIG-I erkannt und fiihrt (iber die Aktivierung von Adaptorprotein IPS-1 zur Aktivierung der Transkriptions-

faktoren IRF3 und IRF7 [59].

Zytosolische dsRNA wird durch die im Zytoplasma befindlichen RIG-I-like-Helikasen (RLH) wie
RIG-I und MDA-5 erkannt. Uber das Adaptorprotein IPS-1 (Interferon-/3 promotor stimulator 1),
auch bezeichnet als MAVS, VISA oder Cardif, werden die Transkriptionsfaktoren IRF7 oder IRF3
aktiviert, was zur Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen und Typ I-Interferonen

fuhrt.

1.2.2 Erkennung von dsDNA

Die Erkennung von viraler dsDNA ist sehr komplex. Pathogenerkennungsrezeptoren des
innaten Immunsystems erkennen gefdhrliche Pathogene wie DNA-Viren oder endogene
apoptotische DNA [54]. Die Unterscheidung zwischen korpereigen und korperfremd ist
schwierig. Uber Signaltransduktionsmechanismen kann das innate Immunsystem stark

aktiviert werden.
Toll-like-Rezeptor 9 (TLR9)

CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanosin)-DNA wird durch den endosomal lokalisierten TLR9
erkannt, der Uber die Aktivierung von MyD88 zur Aktivierung von IRF7 fihrt, was die
Ausschittung von Typ I|-Interferonen nach sich zieht [62] (siehe Abbildung 5 [59]). In einem

Modell zur viralen Induktion eines autoimmunen Diabetes, dem BBDR-Ratten-Modell, wurden
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Ratten mit Parvovirus KVR infiziert und entwickelten {ber den TLR9-Weg einen

Autoimmundiabetes [63].

Zusatzlich zum TLR9 gibt es einige TLR-unabhdngige DNA-Erkennungswege wie den DAI-
Rezeptor und das AIM2-Inflammasom [64]. Diese Rezeptoren erkennen mikrobielle DNA und
korpereigene DNA und aktivieren das Immunsystem. Die Infektion von TLR9-defizienten Zellen
mit DNA-Viren, wie Herpes-simplex-Viren (HSV 1) oder intrazelluldren Bakterien, wie Listeria
monocytogenes, fiihrt zur Aktivierung von Typ I-Interferonen. Die Transfektion mit
synthetischer dsDNA aktiviert TLR9-unabhangig Typ I-Interferone [65-67]. Zusatzlich zu den
Toll-like-Rezeptoren existieren zytosolische non-Toll-like-Rezeptoren, die das innate Immun-
system aktivieren und zur Induktion von Typ I-Interferonen fiihren. Fremde DNA oder RNA
kénnen entweder direkt aus dem Genom der einwandernden Pathogene, wie beispielsweise
Viren, oder durch die Transkription und Replikation von viralen und bakteriellen Genen
entstehen. Auch endogene nicht-pathogene DNA, welche von apoptotischen Zellen freigesetzt
wird, kann die Typ I-Interferon-Ausschittung in einer TLR9-unabhangigen Weise aktivieren

[68,69].
DAI- / ZBP 1-Rezeptor

Der DAI (DNA dependent activator of IFN regulatory factors)-Rezeptor, auch ZBP 1 (Z-DNA-
binding protein 1) genannt, ist ein weiterer Sensor fiir dsDNA. Seine Aktivierung fihrt zur
Ausschittung von Typ I-Interferonen [70]. Da die Defizienz des DAI-Rezeptors dennoch zur
Ausschittung von Typ I-Interferonen nach Stimulation mit poly(dA:dT), einem Analogon
synthetischer B-Form-DNA, fiihrt, deutet dies darauf hin, dass es noch weitere Rezeptoren fiir

dsDNA geben muss [71].
AIM2-Inflammasom

Das AIM2-Inflammasom (absent in melanoma 2) fihrt nach Aktivierung durch dsDNA zur
Ausschittung von Interleukinen IL-1 sowie IL-18. Das AIM2-Molekiil gehort zu den hdamato-
poetischen Interferon-induzierenden Kern-Proteinen der HIN 200-Proteinfamilie. Es handelt
sich um einen Proteinkomplex, auch Inflammasom genannt. DNA verschiedenen Ursprungs
flhrt zur Aktivierung des AIM2-Inflammasoms. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass poly(dA:dT), Plasmid-DNA sowie bakterielle DNA von Listeria monocytogenes zur
Aktivierung des AIM2-Inflammasoms fiihren [72] [73] [74]. Wahrend der Aktivierung von AIM2
kommt es zur Interaktion von AIM2 mit ASC, einem Adaptormolekil von AIM2. Dies fiihrt Gber
die Aktivierung der Caspase 1 zur Ausschiittung pro-inflammatorischer Molekiile wie IL-1f3 und

IL-18. P202 ist ein weiteres Mitglied der HIN 200-Proteinfamilie, das zytoplasmatische DNA
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bindet, jedoch im Gegensatz zum AIM2-Inflammasom zur Unterdriickung der Caspase 1-

Aktivierung fuhrt.

RIG-I-Rezeptor und Polymerase Il

Zwei unabhingige Forschergruppen fanden heraus, dass poly(dA:dT) Gber Polymerase Ill im
Zytoplasma in dsRNA umgeschrieben werden kann. Diese dsRNA enthélt ein 5-Ende und kann
durch RIG-I erkannt werden. Beide DAI und RIG-I fihren Gber den TBK 1 (TANK-binding kinase
1)-IRF3-Weg zur Produktion von Typ I-Interferonen [72,75]. Das im Endoplasmatischen
Retikulum befindliche STING-Transmembranprotein (Transmembran protein stimulator of

interferon genes) ist ein Adaptorprotein von TBK 1 [76].
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Abbildung 7: RIG-I als DNA-Sensor: DsDNA wird (iber die Polymerase Ill in dsRNA umgeschrieben und
iiber RIG-I erkannt [77].
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LRRFIP 1

LRRFIP 1 (Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1) erkennt AT-reiche, rechts-
gewundene B-Form-dsDNA sowie GC-reiche, linksgewundene Z-Form-dsDNA. LRRFIP 1 fihrt
B-Katenin-abhéangig zur Produktion von IFN-f. B-Katenin bindet an das C-terminale Ende von

IRF3, was zu einer erhéhten IFN-B-Expression fuhrt [78].
IFI 16

IFl 16 (Interferon-inducible protein 16) wurde erstmals 2010 identifiziert. IFl 16 wird durch
virale, bakterielle und durch poly(dA:dT)-DNA aktiviert. Das Adaptormolekil STING transloziert
an IFl 16 und fihrt zur Ausschiittung von Typ I-Interferon IFN-B. Da IFl 16 wie das AIM2-
Inflammasom Caspase 1 aktivieren kann, wird IFI 16 zu den AIM2-like-Rezeptoren (ALR)

gezahlt [79].
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Abbildung 8: Die Erkennung von DNA durch DNA-Rezeptoren: Die Aktivierung der zytosolischen DNA-
Rezeptoren fiihrt nach der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zur Expression von IFN-£, IFN-a sowie

von inflammatorischen Zytokinen wie pro-IL-1/3 und pro-IL 18 im Nukleus [80].
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1.2.3 Typ 1 Diabetes, innates Immunsystem, Interferone und Interferon-induzierte Gene

Nach Aktivierung des innaten Immunsystems durch seine Pathogenerkennungsrezeptoren,
Toll-like-Rezeptoren, RIG-I-like-Helikasen und Inflammasome, kommt es zur Hochregulation
von Zytokinen. Interleukine, welche von Leukozyten produziert werden, Chemokine, welche
die T-Lymphozyten an die Beta-Zelle rekrutieren, und Interferone werden zu den Zytokinen
gezahlt. Typ 1 Diabetes basiert auf einer Zytokin-vermittelten entziindlichen Zerstérung der
Insulin-produzierenden Zellen des Pankreas. Diese Entziindung wird als Dialog zwischen den
einwandernden Immunzellen und den Beta-Zellen angesehen. Der Dialog wird Uber Zytokine
gefiihrt, die entweder von den Beta-Zellen oder von den Immunzellen des adaptiven
Immunsystems freigesetzt werden. Die Erkennung von endogenen und exogenen Liganden
durch TLR3 und TLR4, RIG-I und MDA-5 sowie durch andere Pathogenerkennungsrezeptoren
des innaten Immunsystems aktiviert Transkriptionsfaktoren wie NFkB, IRF3 und STAT-1 (Signal

transducers and activators of transcription 1) in der Beta-Zelle.
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Abbildung 9: Interaktion zwischen der Beta-Zelle und den Immunzellen fiihrt zur Induktion und
Ampilifikation der Insulitis. Viren und endogene Liganden binden an TLR3, TLR4, RIG-I, MDA-5 und
andere Rezeptoren. Uber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT-1, NFxB, und IRF3 kommt es
zur Hochregulierung der MHC-Klasse-I-Rezeptoren auf der Beta-Zelle, zur Aktivierung des apoptotic
signaling und zur Hochregulierung von Chemokinen und Zytokinen. Dies fiihrt zu Apoptose der Beta-Zelle.
Uber die MHC-Klasse-I-Molekiile kénnen Antigene den CD8+T-Zellen préisentiert werden. Dadurch kommt

es zu einer Verbindung zwischen innatem und adaptivem Immunsystem [81].
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STAT-1 reguliert die Zytokin-induzierte Apoptose [82]. Dies wiederum flihrt zur Aktivierung des
apoptotic signaling, was letztendlich in die Beta-Zell-Apoptose miindet [83]. Die Erkennung
von viralen Nukleinsduren erfolgt unabhangig vom adaptiven Immunsystem. Um die Virus-
Replikation und die Ausbreitung des Virus zu verhindern, entscheidet sich die Zelle dafir
»Selbstmord” zu begehen. Programmierter ,,Selbstmord“ der Zelle, auch Apoptose genannt, ist
der letzte Ausweg, um die weitere Ausbreitung und Vervielfdltigung des Virus zu verhindern.
Zusatzlich kommt es zur Freisetzung von Zytokinen, welche die Immunzellen der adaptiven
Immunantwort an die Beta-Zelle rekrutieren. Hierbei spielt vor allem das Chemokin CXCL10
(CXC-Chemokine ligand 10) eine wichtige Rolle, da es durch Interferone induziert wird und
Uber den Chemokinrezeptor CXCR3 (CXC-Chemokine receptor 3) zur Aktivierung von
zytotoxischen CD8+T-Zellen fiihrt [84]. CXCL10, CCL2 (Chemokine ligand 2) und CCL20
(Chemokine ligand 20) rekrutieren Makrophagen an die Beta-Zelle. Auf der Beta-Zelle werden
vermehrt MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert. Die zytotoxischen CD8+T-Zellen kénnen MHC-
Klasse-I-Molekiile auf den Beta-Zellen erkennen. Pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1p,
TNF, IFN-a,, IFN-B und IFN-y werden von Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen
freigesetzt und aktivieren wiederum die Transkriptionsfaktoren NFkB, IRF3 und STAT-1, die die
Entziindungsreaktion aufrechterhalten. Der Teufelskreis miindet in den progressiven und
selektiven Verlust der Beta-Zellen. Der Transkriptionsfaktor JunB wirkt diesem Prozess
entgegen und hemmt die Beta-Zell-Apoptose [81]. Die Interaktion von Beta-Zellen und
Immunzellen fihrt zur Induktion und Amplifikation der Insulitis und zur Aktivierung des
adaptiven Immunsystems durch die innate Immunitdt. Um die Virus-infizierte Zelle zu
eliminieren hat das Immunsystem zwei Abwehrstrategien: Erstens aktivieren Viren oder virale
Produkte Pathogenerkennungsrezeptoren, welche eine endogene Immunantwort und
Apoptose der Beta-Zellen auslésen, um eine weitere Replikation des Virus zu verhindern.
Zweitens aktivieren das Virus oder virale Bestandteile sowie apoptotisches Zellmaterial die
Immunzellen, welche exogen an die Beta-Zelle rekrutiert werden und U(ber weitere
progrediente Zytokinfreisetzung zur Zelllyse und Aufrechterhaltung der Insulitis fiihren. Die
Aktivierung des innaten Immunsystems bewirkt die Freisetzung von Zytokinen und die
Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Beta-Zelle. Uber MHC-Klasse-I-Molekiile
werden den T-Zellen Antigene prasentiert. Zytotoxische Zellen wie CD8+T-Zellen toten die

infizierten Zellen tiber extern induzierte Zelllyse und Apoptose [81].
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Interferone und Interferon-induzierte Gene

Typ |-, Typ lI- und Typ lll-Interferone spielen in der antiviralen Immunantwort eine wichtige
Rolle [85] [86] [87] [88]. Interferone wurden erstmals 1957 beschrieben [89]. Typ I-Interferone
bestehen aus 7 Klassen, namlich IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-k, IFN-0, IFN-8 und IFN-t. Zu den Typ
lI-Interferonen zahlt IFN-y. Typ lll-Interferone bestehen aus drei Klassen: IFN-A1, IFN-A2, und
IFN-A3 [88]. Typ I-Interferone aktivieren Apoptose in Virus-infizierten Zellen. AulRerdem
konnen Typ I-Interferone T-Lymphozyten und natdrliche Killerzellen aktivieren [86]. IFN-a wird
im Menschen hauptsachlich von dendritischen Zellen produziert, wahrend IFN-[3 von allen Zell-
Typen freigesetzt werden kann [90]. IFN-a. wurde im Pankreas von Typ 1 Diabetikern isoliert
[91]. Typ I-Interferone binden an ihren Interferon-Rezeptor. Interferone fiihren tGber den JAK
(Janus-aktivierte Kinase)-STAT-1-Signalweg zur Bildung antiviraler Gene [86] [92]. Typ |-
Interferone haben zahlreiche immunmodulierende und regulierende Effekte und aktivieren

antivirale Mechanismen.
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Abbildung 10: DsRNA aktiviert TLR3. Uber IRF3 kommt es zur IFN-B-Produktion, zur Insulitis und zu Beta-
Zell-Apoptose. Typ I-Interferon, IFN-£, aktiviert liber den IFN-[-Rezeptor den Transkriptionsfaktor STAT-1;
Typ ll-Interferon, IFN-y, aktiviert den JAK (Janus-aktivierte Kinase)-STAT-1-Signal-Weg und fiihrt zur

Expression von antiviralen Genen [50].
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Zu den Typ I-Interferon-induzierten Genen gehéren MX1 (Myxovirus resistance 1 protein),
OASL2 (2-5-oligoadenylate synthase like protein 2) und IFIT1 (Interferon induced with

tetratricopeptide repeats 1).

Die nukleare GTPase MX1 (Myxovirus resistance 1 protein) kann an virale Nukleokapside oder
andere virale Komponenten binden, um diese zu degradieren [93]. Die Expression der MX-
Proteine wird von Typ I-Interferonen und Typ llI-Interferonen kontrolliert [94]. MX-Proteine
flihren zu einer Immunresistenz gegeniiber Influenzaviren. MX1 ist ein GTP-bindendes Protein
[95]. Es gehort zu den GTPasen (dynamin-like large guanosine triphosphatases). MX-GTPasen
hemmen RNA-Viren, wie Influenzaviren und Mitglieder der Bunyaviren. Die Viren werden in
ihrer Translation und Transkription zu Beginn ihres Lebenszyklus inhibiert. MX-GTPasen
erkennen Viren oder virale Produkte an ihrer Nukleokapsid-ahnlichen Struktur und hemmen
den Transport der viralen Nukleokapside in den Nukleus, wo die virale Replikation und Trans-
kription stattfinden [96]. MX1 kann virale Nukleokapside und virale Produkte binden und

degradieren [93].

Die durch Interferone induzierten 2°-5"-oligoadenylate synthetases (OAS) enthalten vier Gene:
OAS1, OAS2, OAS3, und OASL. Das murine OASL1-Protein ist inaktiv, im Gegensatz zum aktiven
murinen OASL2. Das murine OASL2 bendétigt dsRNA als Cofaktor und hat eine enzymatische
und eine Ubiquitin-dhnliche Doméane [97]. OASL2 (2-5-oligoadenylate synthase like protein 2)
aktiviert die antivirale Endoribonuklease RNase L. Die RNase L spaltet virale RNA, was zur
Produktion von kleinen viralen RNA-Produkten fihrt. Diese verstarken Uber die Aktivierung

von RIG-I, MDA-5 und IPS-1 die Ausschittung von Typ I-Interferonen [98].

IFIT1 (Interferon induced with tetratricopeptide repeats 1) ist ein weiteres Interferon-
induziertes Gen und wurde erstmals 1983 beschrieben. Die ISG56/IFIT1/P56-Familie liegt auf
Chromosom 10. Ihre vier Mitglieder sind ISG56/IFIT1/P56, ISG54/IFIT2/P54, ISG60/IFIT3/P60,
ISG58/IFIT5/P58.

Tabelle 1: Die ISG56/IFIT1-Familie. Im Menschen existieren vier verschiedene Gene: 1SG56, ISG54, ISG60

und ISG58 [99].
Gene Protein
Human Mouse Gene symbol Human Mouse Synonyms
15G56 1SG56 IFIT1 P56 (478 aa) P56 (462 aa) IFI-56(K), GARG-16; 561
15G54 ISG54 IFIT2 P54 (472 aa) P54 (470 aa) TFI-54(K), GARG-39, Cig-42
1SG60 1SG49 IFIT3 P60 (490 aa) P49 (403 aa) RIG-G, TFI-60, GARG-49, Cig-49, IRG2, IFIT4

ISG58 IFIT5 P55 (482 aa) RI58
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Unter physiologischen Bedingungen liegen diese Gene in ihrer inaktiven Form vor. lhre
Transkription und Aktivierung erfolgt nach Stimulation mit Interferonen, viralen Infektionen

und PAMPs (pathogen associated molecular patterns), wie dsRNA.

IFN-B und IFN-a sind starke Aktivatoren von IFIT1, wohingegen IFN-y schwacher IFIT1 aktiviert.
Verschiedene DNA- oder RNA-Viren, wie Sendai-Virus, Respiratorischer-Synzytial-Virus (RSV),
Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV), West-Nile-Virus, Lymphozytischer-Choriomeningitis-Virus
(LCMV), Influenzavirus, Reovirus, Herpes-simplex-Virus (HSV), Zytomegalievirus (CMV) und

Adenovirus, sind effiziente Induktoren von IFIT1/ISG56/P56.
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Abbildung 11: Aktivierung der ISG65/IFIT1-Gene: Die Stimulation der Rezeptoren des innaten
Immunsystems wie IFNAR (IFN-c /-f3 receptor) sowie TLR3 und die zytosolischen Rezeptoren RIG-I und
MDA-5 aktivieren liber Transkriptionsfaktoren wie STAT1 und IRF-3 die ISRE (IFN-stimulated response
elements) und fiihren zur Transkription von ISG56/IFIT1 [99].

Die Funktion von IFIT1/P56 liegt in der Hemmung der viralen Replikation. IFIT1/P56 bindet an
elF3, ein Molekdil, welches fir die Translation von Viren bendétigt wird, und hemmt dadurch die
virale Translation. P56 bindet zum Beispiel selektiv an die E1-Helikase des humanen Papilloma-
Virus. Dadurch wird die virale DNA-Replikation verhindert. IFIT1/P56 hemmt STING und

dadurch wird tber RIG-I die IFN-B-Freisetzung gehemmt [100].
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Viren kdnnen eine Autoimmunreaktion gegen Beta-Zellen durch freigesetzte Antigene oder
durch eine Verschiebung der Balance zwischen regulatorischen und zytotoxische T-Zellen
induzieren. Im Molekularen Mimikry werden korpereigene Beta-Zell-Antigene als fremd
erkannt und mit viralen Antigenen verwechselt [101]. Als virale Antigene wurden Coxsackie-
Viren, Rubellaviren, Rotaviren und Zytomegalieviren identifiziert. Virale Antigene enthalten
Epitope, welche Eigenantigenen dhnlich sind. T-Zell-Rezeptoren kdénnen nicht zwischen Eigen-
und Fremdantigenen unterscheiden. Zytotoxische Zellen wie CD8+T-Zellen téten die infizierten
Zellen Gber extern induzierte Zelllyse und Apoptose, so dass die virale Infektion eliminiert wird.
Die Persistenz der Selbstantigene fiihrt jedoch zum chronischen Autoimmunprozess und zur

Autoimmunentziindung, der sogenannten Autoimmuninsulitis.

Es gibt einige Hinweise darauf, dass ein Virus die Beta-Zelle direkt zerstéren kann. In den
meisten Fallen sind jedoch Immunzellen wesentlich an der Zerstérung der Beta-Zellen beteiligt
[29]. TLR-unabhangige Signalwege scheinen bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes eine Rolle
zu spielen. Das Gen IFIHI, auch unter MDA-5 bekannt, wurde als Typ 1 Diabetes-
Pradispositionslokus beschrieben. Als Reaktion auf eine Infektion durch Enteroviren werden
Gene wie IFIHI in Insulin-produzierenden Beta-Zellen aktiviert. Dadurch kommt es zur
Ausschittung von Typ I-Interferonen. Typ I-Interferone hemmen nicht nur die virale
Replikation, sondern verstiarken auch die Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen.
Zytotoxische CD8+T-Zellen erkennen die infizierten Beta-Zellen Uber die Prasentation viraler

Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiilen und kénnen sie téten [102,103].
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Abbildung 12: Viren infizieren die Beta-Zelle und aktivieren zytosolische Rezeptoren wie IFIH1, auch als
MDA-5 bekannt. Es kommt zur Ausschiittung von Typ I-Interferonen, welche einerseits die Expression
von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Beta-Zelle hochregulieren und andererseits die Replikation des Virus

verhindern [102,103].

1.3 Apoptose

Apoptose kommt aus dem altgriechischen Wort azozreiv, was das Herunterfallen von
Blattern bedeutet. Apoptose stellt eine evolutionar konservierte Form des Zelltodes dar und
wurde 1972 erstmals von John Kerr definiert [104]. Bei Apoptose handelt es sich um einen
programmierten ,Selbstmord”, welcher entweder von auBen durch Immunzellen oder auf
Grund von zellinternen Prozessen ausgeldst werden kann. Unter physiologischen Bedingungen
existiert ein Gleichgewicht zwischen Zellvermehrung und Zellverlust. Im Rahmen der Apoptose
spielen proteolytische Enzyme, die sogenannten Caspasen, eine wichtige Rolle [105]. Es
werden Effektor- und Initiatorcaspasen unterschieden. Caspasen sind Aspartat-spezifische
Cystein-Proteasen, die in ihrer inaktiven Proform vorliegen und durch einen Stimulus in die
aktive Form Ubergehen kénnen [106]. Es gibt 11 Caspasen beim Menschen und 9 Caspasen in

der Maus [107] [108].
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Tabelle 2: Initiator- und Effektorcaspasen bei Maus und Mensch. Die wichtigste Effektorcaspase ist

Caspase 3. Die wichtigsten Initiatorcaspasen sind Caspase 8 und 9 [108].

Human Mouse Pro-domain Activators Established or proposed function
Initiators
casp 8 casp 8 DED FADD Death receptor signaling, cell proliferation
casp 10 none DED FADD Death receptor signaling
casp 9 casp 9 CARD Apaf-1/cyt ¢ casp 3/7 activation after mitochondrial stress
casp 1 casp 1 CARD Ipaf, ASC, inflammasome IL-1@/IL-18 maturation, apoptosis
casp 5% casp 11° CARD inflammasome IL-1B/IL-18 maturation, LPS stress
casp 4*
(casp 12)* casp 12° CARD TRAF-2, calpain ER stress
casp 2 casp 2 CARD DEFCAP, RAIDD Premitochondrial stress
Executioners
casp 3 casp 3 short casp 9,8, others? Cleavage of most apoptotic substrates
casp 7 casp 7 short casp 9,8, others? Cleavage of most apoptotic substrates
casp 6 casp 6 short casp 3,7 Lamin cleavage

“Due to recent gene duplications, there is some uncertainty as to which of these genes are orthologs in human and mice. A cluster of
genes for caspl-casp5-caspd—{caspl2| resides on human chromosome 11g22.3, but the last seems to have acquired inactivating
mutations (Fischer et al. 2002). The syngeneic mouse cluster is caspl-caspll~caspl2. Although casp4 could be the human homolog
of mouse casp 12, its nucleotide sequence is more similar to caspll (68%) than caspl2 (57%).

Wahrend der Apoptose kommt es zum Schrumpfen der Zelle und zum Abbau der DNA durch
Endonukleasen in die sogenannte DNA-Leiter, die mittels TUNEL-Farbung dargestellt werden
kann. Die apoptotische Zelle zerfillt in Vesikel. Die Zellreste werden durch die an die Zelle
durch Chemokine rekrutierten Makrophagen zerstort. Auf der apoptotischen Zelle konnen
Phosphatidyl-Serin-Molekiile nachgewiesen werden. Lichtmikroskopisch lasst sich der Ablauf
der Apoptose verfolgen. Zunachst I6st sich die betroffene Zelle aus dem Gewebeverband. An
der Zellmembran bilden sich Blasen. Der Zellkern wird kleiner; es entstehen Apoptose-
korperchen [109]. Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der wahrend der Entwicklung der
Zellen eine wichtige Rolle spielt. Der programmierte Zelltod dient der Elimination von
entarteten Zellen, der Beseitigung von infizierten Zellen und dem Abbau schadlicher Zellen des
Immunsystems [109]. Die Fehlsteuerung der Apoptose miindet entweder in Autoimmun-
erkrankungen oder in onkologische Erkrankungen. Man unterscheidet den intrinsischen,
mitochondrialen oder Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-regulierten Weg der Apoptose und den

extrinsischen Weg der Apoptose [110].
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Abbildung 13: Intrinsischer und extrinsischer Weg der Apoptose. Die Initiatorcaspasen 8 und 9 miinden

beide in die Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 [110].

1.3.1 Intrinsischer Weg der Apoptose

Der intrinsische Weg der Apoptose wird auch als mitochondrialer oder Bcl-2-regulierter Weg
der Apoptose bezeichnet [111]. Im intrinsischen Weg der Apoptose erhalt p53, ein Tumor-
suppressor [112], ein apoptotisches Signal z.B. durch DNA-Schaden [113]. Es kommt zur
Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine Bid (BH3 interacting domain death agonist), Puma
(p53 upregulated modulator of apoptosis) oder Noxa (Phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced-protein 1) [114-116]. Im weiteren Verlauf kommt es zur Aktivierung von pro-
apoptotischen Molekilen Bak (Bcl-2 homologous antagonist / killer), Bax (Bcl-2-associated X
protein) und tBid (truncated BH3 interacting domain death agonist). Diese pro-apoptotischen
Mitglieder der Bcl-2-Familie inaktivieren die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen wie Bcl-2, Bcl-
XL (B-cell lymphoma XL) und Mcl-1 (induced myeloid leukemia cell differentiation protein) [113]
[117]. Dies fiihrt zur Freisetzung von CytochromC aus dem mitochondrialen Intermembran-
raum durch die Aktivierung von MAC (mitochondrial apoptosis-induced channel). Durch die
Bindung von CytochromC an die C-terminale Region von Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor-1) kommt es zu einer Konformationsdnderung des Proteins und zur Bindung von dATP
an Apaf-1 [118]. Durch diese Konformationsdanderung wird die Proteinbindedomane CARD
(Caspase-Rekrutierungsdomane) auf dem N-terminalen Ende von Apaf-1 zuganglich, so dass sie
an die CARD-Domaéne der Procaspase 9 binden kann [119]. Die Bildung dieses Heterodimers ist
die Vorraussetzung fir die autolytische Aktivierung der Caspase 9. Dieser Komplex heilt
Apoptosom und stellt die aktive Form der Caspase 9 dar. Die aktive Caspase 9 initiiert die

Caspase-Kaskade [120].


http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_apoptosis-induced_channel
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Abbildung 14: Der intrinsische Weg der Apoptose. Die pro-apoptotischen Molekiile der BH3-only-Familie
fiihren zur Freisetzung von CytochromC aus dem Mitochondrium. Dadurch kommt es zur Konformations-

dnderung von Apaf-1, was die Initiatorcaspase 9 aktiviert [120].

1.3.2 Extrinsischer Weg der Apoptose

Beim extrinsischen Weg der Apoptose bindet der Ligand an einen Rezeptor der TNF
(Tumornekrosefaktor)-Rezeptorfamilie. Diese Todesrezeptoren besitzen im zytosolischen Teil
die Todesdomane DD (death domain), welche aus 80 Aminosduren besteht. Zu den Todes-
rezeptoren gehoéren die CD95 (APO/Fas)-Rezeptoren, der TNF-R1 (TNF-Rezeptor 1) und der
TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1). Die Liganden sind der
Tumornekrosefaktor TNF, CD95-Ligand (CD95/FasL), TNF-a, Lymphotoxin-o. sowie andere

Zytokine, die von T-Lymphozyten sezerniert werden [121].

Der Rezeptor Fas/FasR/CD95 enthélt in seinem zytoplasmatischen Anteil die Todesdomane DD.
Der FasL/CD95-Ligand wird von T-Lymphozyten freigesetzt [122]. Wenn der CD95/Fas-Ligand
an seinen Rezeptor bindet, kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors, auch DISC (trimerized
receptor-ligand complex) genannt. Die Todesdomédnen bilden eine Struktur, an die nur

Adaptormolekile mit der gleichen Struktur binden kénnen.

Fas/FasR/CD95 und TRAIL-R1/-R2 binden direkt an FADD (Fas associated death domain). Der
TNF-R1 bindet jedoch zuerst an TRADD (TNF-receptor-associated death domain protein). Dann
bindet FADD an die Todesdomane DD von TRADD. FADD besitzt neben DD auch eine Todes-
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Abbildung 15: Der extrinsische Weg der Apoptose. Fas-L bindet an den Fas-Rezeptor. An die zytosolische
Todesdomdne DD (death domain) bindet FADD (Fas associated death domain). FADD besitzt eine DED
(death effector domain), liber die die Procaspase 8 mit ihrer DED binden kann. TNF-« bindet an den TNF-
R1-Rezeptor. An die zytosolische Todesdomdne DD (death domain) bindet erst TRADD (TNF-receptor-
associated death domain protein), dann bindet FADD an TRADD. Wiederum kann (iber die DED von FADD
die Procaspase 8 mit ihrer DED binden. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Procaspase und zur

Bildung der aktiven Caspase 8 [121].

effektordomane DED (death effector domain), liber die die Procaspase 8 mit ihrer DED bindet
[121]. Caspase 8 |0st ihrerseits eine Caspaseaktivierung aus, was - im Sinne einer positiven

Rickkopplung - zur weiteren Aktivierung von Caspase 8-Molekiilen fihrt.
Ausfiihrungsphase der Apoptose

Die Effektorcaspasen Caspase 3, 6 und 7 fiihren zum apoptotischen Tod der Zelle. Es kommt
zum Abbau von Lamin in der Zellkernmembran und zum Abbau von Aktin als Teil des Zyto-
skeletts. Caspasen aktivieren DNasen durch Proteolyse. DNasen sind Enzyme, welche
genomische DNA an internukleosomalen Regionen (linker regions) spalten und die , Apoptose-
Leiter” produzieren. Diese charakteristischen DNA-Fragmente haben eine GroRe von 180
Basenpaaren. Die apoptotische Zelle schniirt sich in Vesikel ab, die durch Makrophagen

phagozytiert werden.

Zellen, die auf Grund einer zu geringen intrazelluliren Menge an Caspase 8 nicht den
extrinsischen Weg der Apoptose aktivieren kdnnen, aktivieren den intrinsischen Weg der
Apoptose als Signalverstarkung. Dazu spaltet Caspase 8 das zytosolische Protein Bid. Das

entstehende C-terminale Spaltprodukt t-Bid (truncated Bid) vermittelt nach der Translokation
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Abbildung 16: Rolle des BH3-only-Molekiils t-Bid (truncated-Bid). Uber tBid kénnen der extrinsische und

der intrinsische Weg der Apoptose verbunden werden [123].

in die Mitochondrien die Freisetzung von apoptotischen Faktoren und fihrt zur Aktivierung

von Caspase 9 [124].

1.3.3 Apoptose und Beta-Zellen

Die Balance und die Interaktionen der BH3-only-Proteine der Bcl-2-Familie bestimmen, ob die
Beta-Zelle Uberlebt oder ob Apoptose induziert wird [125]. Die BH3-only-Proteine kdnnen in
zwei Gruppen unterteilt werden: die Sensibilisatoren, DP5/Hrk (Activator of apoptosis
harakiri), Bik (Bcl2-interacting killer), Bad, Noxa und die Aktivatoren, Bid, Bim (Bcl-2-like protein
11) und Puma, auch bekannt als BBC3 (Bcl-2-binding component 3) [126].

Die Sensibilisatoren inaktivieren die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine wie Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1,
Bcl-w (Bcl-2-like protein 2) und Bcl-Al (Bcl-2-related protein Al). Die Aktivatoren Bid, Bim und
Puma aktivieren die pro-apoptotischen Molekiile Bax (Bcl-2-associated X protein) und Bak (Bcl-
2 homologous antagonist/killer). Das aktivierte Bax transloziert vom Zytosol zum Mito-
chondrium und formt Poren in die Membranen, was zur Freisetzung von CytochromC in das

Zytoplasma fuhrt [127].
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Abbildung 17: Die BH3-only-Proteine der Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-Familie: Die Balance zwischen pro-

und anti-apoptotischen Molekiilen stellt die physiologische Situation dar [128].
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Abbildung 18: Interaktionen zwischen den Sensibilisatoren und den Aktivatoren der BH3-only-Familie:

Bim, Bik, Bad, Puma, Bid, Noxa, Hrk, Bmf hemmen die anti-apoptotischen Molekiile Bcl-xl, Bcl-w, Bcl-A1

und Mcl-1 und aktivieren die pro-apoptotischen Molekiile Bax, Bak und Bok (Bcl-2-related ovarian killer)

[108].

Bim und Puma spielen in der Virus-induzierten Apoptose von Beta-Zellen des Pankreas eine

Rolle [129]. Noxa wird durch Typ I-Interferone und poly(l:C) hochreguliert und aktiviert Bax

und pro-apoptotische Caspasen [130,131]. Noxa ist ein Uber p53 reguliertes Protein und spielt
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in der DNA-induzierten Apoptose eine wichtige Rolle [116]. Die Expression von Noxa kann
durch dsRNA in einer p53-unabhdngigen, jedoch IRF3-abhangigen Weise aktiviert werden.
DsRNA aktiviert Noxa Uber IRF3 und nicht UGber p53 [40]. Molekile, welche die Caspase-
Aktivitat hemmen oder welche die pro-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Molekiile
blockieren, kdnnten potentielle neue Therapiestrategien in der Hemmung der Apoptose von

Beta-Zellen darstellen [123].

1.4 Charakterisierung der Insulin-produzierenden MIN6- und INS-1-Zellen

Miyazaki et al. produzierten 1990 transgene Mause, welche das Gen fiir den Insulin-Promotor
und das SV40 T-Antigen enthielten [132,133]. SV40 T-Antigen (Simian Vacuolating Virus 40 T-
Antigen) ist ein Hexamer-Protein, welches aus dem dsDNA-Virus Polyomavirus SV40
entstammt. SV40 T-Antigen hat die Fahigkeit Zellen verandern zu kénnen. Die Zelllinien, die
aus diesen Mausen isoliert wurden, entwickelten pankreatische Beta-Zelltumore, sogenannte
Insulinomas. Diese Insulinoma-Zelllinie wurde MIN6 genannt. Die MIN6-Zelllinie exprimiert
Insulin-mRNA und SV40 T-Antigen-mRNA. Die Morphe der MIN6-Zellen ist ahnlich wie die der
murinen Beta-Zellen des Pankreas. MIN6-Zellen sezernieren Insulin nach Glukose-Stimulation,
ahnlich wie kultivierte primare murine Inselzellen. MIN6-Zellen exprimieren keinen MHC-
Klasse-I- oder MHC-Klasse-llI-Komplex auf ihrer Zelloberflache. Die Behandlung der MIN6-Zellen
mit IFN-y induziert jedoch die Expression von MHC-Klasse-I-Antigenen und eine Kombination
von IFN-y und TNF-a fihrt zur Expression von MHC-Klasse-II-Antigenen auf der Zelloberflache
der MIN6-Zellen. Dies zeigt, dass MIN6-Zellen physiologisch zumindest teilweise dhnlich wie
Beta-Zellen aus der Maus oder Ratte reagieren [132,133]. In Zellkultur wachsende MIN6-Zellen

erscheinen im Mikroskop als runde, adhdrente Zellen, die in Gruppen wachsen.

INS-1-Zellen werden aus durch Réntgenstrahlen induzierten Insulinomas in der Ratte isoliert.
Um ein kontinuierliches Wachstum dieser Zellen zu gewahrleisten, ist die Stimulation mit
B-Mercaptoethanol notwendig. Auch INS-1-Zellen gleichen morphologisch und funktionell den
Beta-Zellen aus der Ratte. INS-1-Zellen sind epithelialen Zellen dhnlich. Sie enthalten Insulin
und sezernieren Insulin als Antwort auf Glukose. Die Insulin-Ausschiittung in INS-1-Zellen

basiert auf einem ATP-abhangigen Kalium-Kanal [134] [135].

MING6- und INS-1-Zellen sind Zelllinien. Der Vorteil von Zelllinien gegenliber primaren Beta-
Zellinseln aus Maus oder Ratte ist, dass die Vermischung von Beta-, Alpha- und Delta-Zellen,
welche in den Inseln des Pankreas vorhanden sind, verhindert wird und dass es zu einer guten

Proliferation der Zelllinien kommt.
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1.5 Ziel und Hypothese

In der vorliegenden Arbeit wird der molekulare Mechanismus des durch Viren ausgelosten Typ
1 Diabetes untersucht. Umweltfaktoren wie virale Infektionen durch dsDNA-Viren wie Herpes-
simplex-Viren und Zytomegalieviren sind epidemiologisch mit der Expression des Typ 1
Diabetes assoziiert [42-44]. Die zugrunde liegenden Mechanismen, wie Viren und virale
Produkte, beispielsweise zytosolische dsDNA, die Funktion und das Uberleben von Beta-Zellen
beeinflussen, sind jedoch unklar. Die lokale Entziindung in den Beta-Zellen des Pankreas, die
Insulitis, flihrt zum Verlust von Insulin-produzierenden Beta-Zellen. Man weils heute, dass Typ
I-Interferone bei der antiviralen Immunantwort eine wesentliche Rolle spielen. Es ist bekannt,
dass poly(l:C) Gber Toll-like-Rezeptor 3 zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB und
IRF3 und zu konsekutiver Ausschiittung von Zytokinen und Apoptose in primaren Inselzellen
der Ratte fihrt [50]. DsRNA kann Uber die Aktivierung des TLR3 mit folgender Ausschiittung
von IFN-a in den Inselzellen des Pankreas Typ 1 Diabetes auslésen [136]. Dagegen ist unklar,
ob das dsDNA-Analogon poly(dA:dT) zur Apoptose und Typ I-Interferon-Ausschittung fiihrt.
Die meisten Zellen produzieren als antiviralen Mechanismus Typ I-Interferone, wenn sie durch

Viren oder virale Produkte angegriffen werden.

Moglicherweise konnte die Transfektion mit zytosolischer dsDNA poly(dA:dT) zur antiviralen
Immunantwort und zur Virus-induzierten Apoptose von Insulin-produzierenden Zellen fihren.
Ob poly(dA:dT) zur Expression von Typ I-Interferon, IFN- oder zur Aktivierung von Typ I-
Interferon-induzierten Molekilen wie OASL2, IFIT1, MX1 fihrt und Uber welche DNA-
Rezeptoren oder zytosolischen RNA-Rezeptoren wie RIG-I und MDA-5 dsDNA erkannt wird, ist
bisher unklar. Desweiteren ist ungewiss, ob poly(dA:dT) die gleichen Effekte wie poly(l:C) hat
und zur Beta-Zell-Apoptose flhrt. Falls es zum programmierten Zelltod kommt, ist unbekannt,
welche Molekiile dabei eine Rolle spielen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Weg der
Apoptose genauer zu charakterisieren und herausfinden, ob der extrinsische oder der
intrinsische Weg der Apoptose aktiviert wird und welche Molekiile die ausgeléste Apoptose
regulieren. Es sollen die Effekte zytosolischer dsDNA in MIN6- und INS-1-Zellen untersucht

werden.

Fihrt poly(dA:dT) zur Induktion der Insulitis und zum Beta-Zelltod? Wird der Beta-Zelltod
direkt Gber dsDNA ausgel6st? Falls Apoptose ausgelost wird, kommt es zur Aktivierung des
extrinsischen oder des intrinsischen Weges der Apoptose? Welche pro- und anti-
apoptotischen Molekiile spielen dabei eine Rolle? Kommt es zur Typ I-Interferon-Aktivierung?
Welche Rezeptoren des innaten Immunsystems werden durch das dsDNA-Analogon

poly(dA:dT) aktiviert?
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Kapitel 2: Material und Methoden



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Durchflusszytometer

FACSCalibur™

Fluoreszenzmikroskop

Leica DC 300 F

Olympus BX50

Spektrophotometer

Beckman DU 530

LightCycler Detection System

LightCycler 480

Western Blot

Hoefer mini VE
vertical electrophoresis system

Sonicator

Entwickler Curix 60

Immobilion PVDF Transfermembran

Kodax BioMax XAR Film

Zellinkubator

Typ B5060 EC-CO2

Zentrifugen

Heraeus, Minifuge T

Heraeus, Biofuge primo
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BD Biosciences, Mannheim, Deutschland

Leica Microsystems, Cambridge, UK

Olympus Mikroskope, Hamburg, Deutschland

Beckman Coulter, Fullerton, CA, US

Roche, Mannheim, Deutschland

Hoefer, Holliston, MA, USA

Branson, Danbury, CT, USA

AGFA, Koéln, Deutschland

Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Heraeus Sepatech, Miinchen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Kendro Laborprodukte, Hanau, Deutschland



Heraeus, Sepatech Biofuge A

Kryokonservierung

Kryostat RM 2155

Ph Messgerat

Ph Meter WTW

Vortexer

Vortex Genie 2

Waagen

Waage BP 110 S

Waage Mettler PJ 3000
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Heraeus Sepatech, Miinchen, Deutschland

Leica Microsystems, Bernsheim, Deutschland

WTW GmbH Weilheim, Deutschland

Bender & Hobein AG, Zlrich, Schweiz

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

2.1.2 Chemikalien und Material fiir die Zellkultur

24-well-Platten

12-well-Platten

6-well-Platten

Chamber slides

EppendorfgefdRe 1,5 ml

Falcons 15 ml und 50 ml

Kryobox Cryo 1 C Freezing cont

Kryovials

Multikanalpipetten

Pipettenspitzen 1-1000 ul Typ Gilson

Pipettenspitzen epT.I.P.S Standard

Pipetten Pipetman P

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Costar Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Lab-Tek, Mannheim, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

BD, Heidelberg, Deutschland

Nalgene, Rochester, NY, USA

Alpha Laboratories, Eastleigh, UK

Eppendorf Research AG, Hamburg, Deutschland

Peske, Aindling-Arnhofen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gilson, Middleton, WI, USA



Pipettierhilfe Pipetus-classic
Zellschaber 24 cm

Bovines Serum Albumin (BSA)
4’-6’-Diamino-2-phenylindole (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

HCL

B-Mercaptoethanol

Trypanblau

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(D-MEM)

RPMI-1640-Medium
Opti-MEM-Medium

FBS (Fotales Kalberserum)
Glucose 20 %

Dulbecco’s PBS

EDTA

PS (Penicillin/Streptomycin)

Seite |40

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

Roche, Mannheim, Deutschland

Vector lab, Burlingame, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

GIBCO/ Invitrogen, Paisley, UK

GIBCO/ Invitrogen, Paisley, UK

GIBCO/ Invitrogen, Paisley, UK

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

PAA Laboratories GmBH, Colbe, Deutschland
PAA Laboratories GmBH, Célbe, Deutschland

PAA Laboratories GmBH, Célbe, Deutschland

2.1.3 Zelllinien

Zelllinie Zellart

NIH3T3 Fibroblasten

MIN6 Insulinoma-Zelllinie (Maus)

INS-1 Insulinoma-Zelllinie (Ratte)
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2.2 Methoden
2.2.1 Aligemeine Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Inkubationsbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. Die
Stimulationsexperimente und Zellpassagen erfolgten stets unter der Sterilbank. Filter und
laminarer Luftstrom sorgten fiir eine keimfreie Umgebung. Die Oberflache der Sterilbank sowie
alle Reagenzien und Pipetten wurden vor dem Einbringen in den sterilen Bereich der
Werkbank mit 60 % Alkohol behandelt um Kontaminationen zu vermeiden. Zellzahl und
Vitalitdt wurden mittels der Neubauerzdahlkammer bestimmt. Dabei wurden 50 ul Zellen in
Zellsuspension und 50 ul Trypanblau in einem Eppendorf-GefaR vermischt und davon 10 pl in
die Vertiefung der Neubauerzdhlkammer eingebracht. Zuvor wurde durch das Anbringen eines
Glasplattchens und durch die Evaluation der Neubauerschen Ringe die Dichtigkeit der
Neubauerzdahlkammer bestimmt. Das Trypanblau drang in tote Zellen ein, da deren Zell-
membran beschadigt war. Tote Zellen stellten sich blau dar, im Gegensatz zu den lebenden
Zellen, die im Mikroskop hell erschienen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe folgender Formel
ermittelt: Der Mittelwert aus den 4 GroBquadraten * dem Verdiinnungsfaktor 2 * 10 000 =
Zellzahl / ml.

MING6-Zellen

Die MIN6-Zellen [132,133], Insulinoma-Zellen der Maus, wurden in D-MEM-Medium mit 20 %
FBS, 1 % PS, 500 pl B-Mercaptoethanol und 10 ml 20 % Glukose kultiviert. Nach 7 Tagen waren
die MIN6-Zellen konfluent. Das Medium wurde alle drei Tage ausgetauscht, um den Zellen

optimale Wachstumsbedingungen zu erméglichen.
INS-1-Zellen

Die INS-1-Zellen [134] [135], Insulinoma-Zellen der Ratte, wurden in D-MEM-Medium mit 20 %
FBS, 1 % PS und 500 pl B-Mercaptoethanol kultiviert. Nach drei Tagen waren die Zellen
konfluent und zur Vervielfdltigung bereit. Das Medium wurde ebenfalls alle drei Tage

gewechselt.
NIH3T3-Zellen

Zur Kultivierung der Fibroblasten wurde das RPMI 1640-Medium mit 10 % FBS und 1 % PS

verwendet.
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2.2.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zunachst wurde das Wachstumsmedium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nun
wurden zu den Zellen 8 ml 1,5 molare Trypsin-EDTA-LOosung hinzugefligt. Daraufhin wurden die
Zellen fir einige Minuten in den Inkubator gestellt, um sich abldsen zu kénnen. Dann wurden
sie wieder aus dem Warmeschrank herausgenommen und es wurde leicht gegen die
Zellkulturschale geklopft. Nachdem sich die Zellen mittels Trypsin-EDTA gel6st hatten, wurde
diese Losung in Medium resuspendiert. Dann wurden die Zellen bei 900 Umdrehungen pro
Minute fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
Einfrierlésung resuspendiert. Diese Losung bestand aus 9 ml FBS und 1 ml DMSO. Von dieser
Zellsuspension wurde je 1 ml in 10 Kryordohrchen aliquotiert. Die Kryoréhrchen wurden nun in
einer Einfrierbox aufbewahrt, die Isopropanol enthielt. Bevor die Zellen schliellich im
FlUssigstickstoff eingefroren werden konnten, wurden sie zunachst fir zwei bis drei Tage bei
-80 °C gelagert. Zum Auftauen wurde das Kryoréhrchen mit den Zellen zligig in ein 37 °C
warmes Wasserbad gebracht. Nach dem Auftauen des Einfriermediums wurde die Zell-
suspension mit 5 ml Wachstumsmedium vermischt. Die Zellsuspension wurde bei 900
Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes
wurden die Zellen in 2 ml Medium resuspendiert, in einen 75 ml-Behalter mit 13 ml Medium

pipettiert und bei 37 °Cim Warmeschrank inkubiert.

2.2.3 Stimulationsexperimente

Die Stimulation der TLRs (Toll-like-Rezeptoren) und der RLHs (RIG-I-like-Helikasen) sowie der
Inflammasom-Komplexe und der noch unbekannten Rezeptoren des angeborenen Immun-
systems erfolgte folgendermalen: MIN6- und INS-1-Zellen wurden fir die Stimulation in 12-
well-Platten ausgesat. Die Stimulation wurde erst bei 80 % Konfluenz vorgenommen. Vor der
Stimulation wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und die Zellen mit
D-MEM-Medium im Inkubator bebriitet. Es wurden fiir die Stimulation der Zellen folgende
Liganden verwendet: Poly(dA:dT), ein DNA-Analogon, welches Toll-like-Rezeptor 9 (TLR9),
Inflammasom AIM2, DAI-Rezeptor, die Polymerase Ill mit Umschreibung in RNA, LRRFIP 1-
Rezeptor und IFl 16-Rezeptor aktivieren kann. Da RIG-I, MDA-5 und die Inflammasom-
Rezeptoren wie AIM2 intrazelluldre Rezeptoren sind, miissen die Liganden, um die Trans-
fektion mit poly(dA:dT) zu erméglichen, mit Lipofectamin 2 000 inkubiert werden. Als Negativ-

kontrolle wurden Medium und Lipofectamin, was als Vehikel bezeichnet wurde, benutzt.
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Hierfir wurden fiir eine Stimulation je 25 ul OptiMem in je zwei Eppendorf-GefaRRe pipettiert.
In das eine 1,5 ml-Eppendorf-GefaR wurde 1 ug Ligand und in das andere Eppendorf-GefaR
wurde 1 pl Lipofectamin 2 000 pipettiert. Die Inhalte beider Eppendorf-GefaRe wurden
gemischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen auf
den 12-well-Platten aus dem Inkubator auf die Sterilbank Uberfihrt. Aus dem Gemisch wurden
je 50 pl pro well auf die Zellen mit D-MEM-Medium ohne Zusatz von FBS und PS pipettiert.
Nun wurden die Zellen mit poly(dA:dT) fiir unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert. Nach 6, 12,
18, 24 oder 48 Stunden wurde das restliche Medium mittels einer Pasteur-Pipette abgesaugt
und die Zellen wurden vorsichtig mit PBS gewaschen. Die 12-well-Platte mit den stimulierten
Zellen wurde zur weiteren Verarbeitung aus der Hood in das RNA-Labor mit Abzug gebracht.
Dort wurden 60 pl B-Mercaptoethanol und 6 ml Lysepuffer zunachst vermischt und dann aus
diesem Gemisch 180 pul auf je ein well der 12-well-Platte pipettiert. Daraufhin wurde die 12-

well-Platte bis zur RNA-Isolation im Kiihlschrank bei -20 °C aufbewahrt.

dsDNA poly(dA:dT) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
dsRNA poly(I:C) Invivogen, Toulouse, Frankreich
Lipofectamin 2000 Reagent Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Staurosporin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Campthothecin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fir die durchgefihrten Experimente wurden unterschiedliche Stimulationszeitrdume
verwendet. In der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, ob und ab wann es zu
einer signifikanten Hochregulation der mRNA-Expression von zytosolischen Pathogen-
erkennungsrezeptoren, Typ I-Interferonen und Typ I|-Interferon-induzierten Genen kommt. In
Vorarbeiten zu dieser Dissertation kam es ab einer 24-stiindigen Stimulation von MIN6-Zellen
mit poly(dA:dT), komplexiert mit Lipofectamin, zu einem Plateau der mRNA-Expression der
untersuchten Gene. Bei 48-stiindiger Stimulation wurde ein geringfligiger Anstieg oder ein
Rickgang der mRNA-Expression festgestellt [137]. Aus diesem Grund wurden in dieser
Untersuchung meist niedrigere Stimulationszeitraume gewahlt. Desweiteren wurden unter-
schiedliche Konzentrationen von poly(dA:dT) verwendet, um festzustellen, ob und ab welcher
Konzentration es zu einer signifikanten Hochregulation der mMRNA-Expression von
zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren, Typ I-Interferonen und Typ I-Interferon-
induzierten Genen kommt. Ausserdem sollte Uberpripft werden, ob ein Zusammenhang

zwischen der Dosierung von poly(dA:dT) und der Anzahl apoptotischer Zellen vorliegt.
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2.2.4 TUNEL-Férbung

Mittels TUNEL-Farbung (terminal transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) assay)
konnen apoptotische Zellen dargestellt werden [138]. Die TUNEL-Farbung wurde von Y.
Gavrieli 1992 zum ersten Mal beschrieben [139]. Wahrend der Apoptose entstehen durch
Endonukleasen Einzelstrangbriiche in der DNA der Zelle. Das Enzym Terminal deoxynucleotidy!
Transferase (TdT) bewirkt, dass sich biotinylierte Nukleotide meist dUTP an die freien 3"-OH-
Enden der gebrochenen DNA-Molekiile anheften kdnnen. Streptavidin, ein Enzym, kann an die
biotinylierten Oligonukleotide binden. Das Enzym Streptavidin fiihrt zu einer Farbreaktion. Die
griin fluoreszierenden apoptotischen Zellen kénnen im Fluoreszenzmikroskop erkannt werden.
Fiir die Detektion der apoptotischen Zellen wurde das TUNEL Staining, In situ cell detection kit,
AP von Roche, Mannheim, D, benutzt. Das Kit beinhaltet drei Bestandteile: eine Enzyml&sung,

eine Markierungslésung und ein Konverterenzym.

Herstellung der Fixierlosung und der Permeabilitatslosung

Als erster Schritt erfolgte die Herstellung der Fixierlésung. Diese beinhaltete 100 ml PBS und
4 g Paraformaldehyd. Diese 4 %-Losung wurde im Wasserbad bei 60 °C erhitzt. Es folgte die
Herstellung der Permeabilitatslosung. Dabei wurden zu 50 ml ddH,0 50 pl Triton X 100 und

50 mg Natriumzitrat pipettiert. Die Permeabilitatslosung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Fixierung der Zellen

Die luftgetrockneten, stimulierten Zellen wurden mit 100 pl Fixierlésung pro ein well fiir eine
Stunde inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Als nachster Schritt

folgte die Inkubation in Permeabilitatslésung fiir zwei Minuten auf Eis (2-8 °C).

TUNEL-Firbung

Daraufhin wurde die TUNEL-L6sung hinzugegeben. Das Kit enthielt 50 ul Enzymlésung und
500 pl Markierungslosung. Aus der Markierungslosung wurden 50 pl fir die Negativkontrolle
bereitgestellt. Zu den verbleibenden 450 ul Markierungslosung wurden 50 pl Enzymlésung
hinzu pipettiert, so dass insgesamt 500 pl TUNEL-Reaktionsgemisch vorlag. Fiir die Negativ-
kontrolle wurden die Zellen mit 50 ul Markierungslésung inkubiert. Als Positivkontrolle wurde
DNase 1 benutzt. Die Fixierung der Zellen mit DNase 1 erfolgte fir 10 Minuten bei 15-25 °C,

um DNA-Strangbriiche zu induzieren.

Nun folgte ein Waschschritt der fixierten Zellen mit PBS. Nachdem die fixierten Zellen auf dem

Glasplattchen getrocknet waren, wurden 50 pl TUNEL-Reaktionsgemisch hinzugegeben. 50 ul
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Markierungslosung wurden zur Negativkontrolle hinzugefiigt. Daraufhin sollten die auf dem
Glasplattchen fixierten Zellen fir 60 Minuten bei 37 °C in einer mit feuchten Tichern
ausgekleideten, geschlossenen Eisendose inkubiert werden, um ein dunkles, feuchtes Milieu zu
erzeugen. Nach einer Stunde Inkubation wurde dreimal mit PBS gespilt und die Proben
konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenlange von 450 / 500 nm analysiert

werden.

TUNEL-Methode in der Literatur

Die TUNEL-Methode wurde in der Literatur in Frage gestellt, da mit dieser Methode nicht
eindeutig zwischen Apoptose und Nekrose differenziert werden kann [140]. Vor allem die
Spezifitdit der TUNEL-Farbung wurde diskutiert. Die unspezifische Aktivierung von
Endonukleasen wahrend des nekrotischen Zelltodes kénnte zu freien DNA-Enden fiihren,
welche ebenfalls zu einem positiven Ergebnis in der TUNEL-Farbung fliihren kdnnten [141].
2003 publizierten Kelly et al., dass mittels TUNEL-Farbung auch die freien Enden der DNA, wie
sie im Rahmen der Nekrose vorkommen, detektiert werden kénnten. Deshalb schlug die
Arbeitsgruppe um Kelly vor, dass zusatzlich zu TUNEL auch eine Farbung mit Propidium lodid
erfolgen sollte, um die apoptotischen Zellen klar von den nekrotischen Zellen zu trennen [141].
Um unterscheiden zu kénnen, ob der durch poly(dA:dT) induzierte Zelltod zur Apoptose oder
zur Nekrose in Zellen fihrte, folgten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Western Blot-
Analysen, in denen festgestellt werden sollte, ob es zu einer Caspase-Aktivierung kommt oder

nicht. Ersteres wiirde auf den programmierten Zelltod, die Apoptose, hindeuten.
TUNEL Staining In situ cell detection kit, AP, Roche, Mannheim, D

Eine weitere Methode um Apoptose nachzuweisen, ist die Farbung mit Hoechst 33342 und

Propidium lodid (PI).

2.2.5 Western Blot

Der Western Blot ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen. 1975
wurde von Edwin Southern das Blotten, die Ubertragung von Proteinen von einem Gel auf eine
Tragermembran, erstmals beschrieben [142]. Mittels Elektrophorese werden die Proteine auf
dem Gel getrennt, daraufhin kommt es zur Ubertragung der Proteine auf die Membran. Auf

dieser Transfermembran konnen die gesuchten Proteine mittels Antikdrper aufgespirt
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werden. SchlieRlich erfolgt die Ubertragung der Proteine von der Trigermembran auf einen

Rontgenfilm.
Stimulation der Zellen

Zunachst wurden 500 000 Zellen auf je ein well der 12-well-Platte ausgesat. Nach zwei Tagen
waren die Zellen 80 % konfluent. Fir die Stimulation wurden die Zellen zundchst mit PBS
gewaschen und dann in D-MEM Medium ohne Zusatz von FCS und PS inkubiert.
Wahrenddessen wurden zwei Reihen von Eppendorf-Gefaen vorbereitet, die getrennt mit
Optimem und Lipofectamin bzw. mit Optimem und Stimulanz befillt wurden. Als Stimulanz
wurde poly(dA:dT) benutzt. Nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten wurde der Inhalt beider
Eppendorf-Gefalle vermischt und auf das entsprechende well 50 pl Stimulanz pipettiert. Die

stimulierten Zellen wurden 24 Stunden lang im Inkubationsbrutschrank aufbewahrt.
Lyse der Zellen zur Isolation der Proteine

Nach 24 Stunden Zellstimulation wurde das Stimulationsmedium entfernt und es folgte ein
Waschschritt mit PBS. Nach dem Absaugen von PBS wurde Lysepuffer zur Lysierung der Zellen
hinzugefligt. Der Lysepuffer enthielt folgende Bestandteile: 1 ml TRIS ph 8 + NaCl, 500 pl
Glycerol, 500 ul NP40, 200 pul EDTA und 2 800 ul ddH,0. Zu 1 ml Lysepuffer wurden 10 ul PMSF
dazu pipettiert. Aus diesem Gemisch wurden 50 ul pro well der 12-well-Platte hinzu pipettiert.
Nach Zugabe des Lysepuffers wurden die Zellen auf Eis gekratzt, in ein Eppendorf-Gefal gefillt
und das Protein wurde bei -80 °C eingefroren. Daraufhin erfolgte eine Ultraschallbehandlung
der Zellen. Hierfir wurde der Sonicator verwendet, ein spezielles Gerat, welches mit Hilfe von

Ultraschallwellen zur Freisetzung der Proteine aus der Zelle fihrt.
Bestimmung der Proteinkonzentration

Nun folgte der Bradford Assay. Dieser Assay wird durchgefiihrt um die Proteinkonzentration zu
bestimmen. Es wurde in eine ELISA-Platte zunachst die Standardreihe pipettiert, bestehend
aus 10 ul ddH,0 fiir den Blank und 9 pl ddH,0 mit 1 pl BSA, 8 ul ddH,0 mit 2 ul BSA usw. In der
zweiten Spalte der ELISA-Platte wurden jeweils 9 pl ddH,0 und 1 pl Proteinprobe pipettiert.
Die Analyse der Proteinkonzentration erfolgte mittels Absorptionsmessung im ELISA-Reader
(Absorption 620nm). Daraufhin wurde die Proteinkonzentration errechnet: Um einen
aussagekraftigen Western Blot zu erhalten, sollten 30 pug / ml Protein geladen werden. Daher
wurden alle errechneten Proteinkonzentrationen durch 30 geteilt und man erhielt dadurch die

Menge an Protein, die fiir einen Western Blot verwendet wurde. Diese Zahl wurde wiederum
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durch 4 geteilt, um die Menge des Ladepuffers zu erhalten, welcher zur Proteinmenge

hinzugegeben werden mufte.

Gel

Um die Proteine im Polyacrylamid-Gel laufen zu lassen, wurden zunachst die Glasplatten der
Western Blot-Kammer gereinigt. Daraufhin wurde zwischen den Glasplatten und den weil3en
Haltern eine Art von Sandwich gebildet, den man in die Kammer einbrachte. Nun wurde das
Trenngel, das 2,4 ml ddH,0, 5,0 ml Acrylamid, 2,5 ml Trennpuffer, 100 ul SDS, 50 ul APS, und 5
ul TEMED enthielt, pipettiert. Diese Angaben beziehen sich auf ein Gel. Das Trenngel wurde bis
zur schwarzen Trennlinie in die Kammer einpipettiert. Um eine gerade Linie zu erzeugen,
wurde dariber Isopropanol pipettiert. Es folgte das Sammelgel, welches 2,28 ml ddH20, 680 ul
Acrylamid, 1 ml Sammelpuffer, 40 ul SDS, 30 ul APS, und 5 ul TEMED enthielt. Nach 30
Minuten Inkubation wurde zunachst das Isopropanol entfernt und lber das Trenngel wurde
das Sammelgel pipettiert. In der Kammer befand sich nun im unteren Teil das bereits
eingetrocknete Trenngel und im oberen Teil das noch fliissige Sammelgel. Daraufhin wurde ein
Kamm in das Sammelgel eingebracht. Nach dem Erstarren des Sammelgels wurde der Kamm

entfernt und es blieben Laschen im Gel zuriick.

Laden der Proben

Nun wurden die Eppendorf-Gefale beschriftet und Protein sowie Ladepuffer in je ein
Eppendorf-Gefal} pipettiert. AnschlieBRend wurden die Proben bei 2 000 Umdrehungen pro
Minute bei 4 °C zentrifugiert und bei 95 °C fir 5 Minuten gekocht. Alle Proben wurden
durchmischt und fir 5 Minuten bei 65 °C im Thermomixer gewarmt. Die Proben sowie 1,3 ul je
Magic und Pegold Marker wurden in die Laschen des Gels pipettiert und die gesamte Kammer

wurde mit Laufpuffer aufgefillt.

Laufen der Proteine

Die Stromspannung wurde auf 100 mV eingestellt und es wurde in die Kammer Laufpuffer
eingefillt. Der Laufpuffer enthielt TRIS 15 g, Glyzin 72 g, SDS 5 g, 1 000 ml ddH,0. Der pH-Wert
des Laufpuffers wurde auf 8,3 eingestellt. Zunachst lie} man die Proteine bei 100 mV laufen,
bis sie die Trennlinie erreicht hatten. Daraufhin wurde die Stromspannung auf 150 mV
eingestellt, bis die Proteine nach ca. zwei Stunden das Ende des Gels erreicht hatten. Durch
Zugabe von Strom begannen die Proteine von der Kathode zur Anode zu laufen. Dabei waren

kleine Proteine schneller als groRe Proteine. Als die Proteine das Ende des Gels erreicht hatten,
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wurde das Laufen der Proteine gestoppt und man erhielt Banden von Proteinen

unterschiedlicher kDa (KiloDalton)-GroRe.
Transfer der Proteine

Nun folgte der Transfer der Proteine auf die PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran. Der obere
Teil des Gels wurde entfernt und das Gel auf die PVDF-Membran gelegt. Uber und unter dem
Sandwich wurden noch je vier weile Whatman-Papiere gelegt. Zuvor wurde das Gel in
Transferpuffer (50 ml 10x Laufpuffer, 100 ml Methanol und 350 ml ddH,0) eingeweicht und
die PVDF-Membran zuerst in Methanol, dann ebenfalls in Transferpuffer eingelegt. Das
Blotting-Gerat wurde auf 15 Volt / 400 mA fir eine Stunde eingestellt. Der Strom lief von der
Kathode zur Anode. Der Transfer der Proteine erfolgte vom Gel auf die PVDF-Membran. Auf
Grund von hydrophoben Wechselwirkungen blieben die Proteine auf der PVDF-Membran

haften.
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Abbildung 19: Laufen der Proteine. Die Proteine laufen in der Western Blot-Kammer von der Kathode zur

Anode. Die Stromspannung betrug zunéchst 100 mV.

Inkubation der Membran mit dem Primar- und dem Sekundarantikérper

Nun wurde das Gel verworfen und die PVDF-Membran benutzt. Zundchst wurde die PVDF-
Membran mit TBS fir 5 Minuten gewaschen. TBS enthielt 24,23 g TRIS, 80,06 g NaCl, 900 ml
ddH,0 und der pH-Wert wurde auf 7,6 eingestellt. Daraufhin wurde die Membran fir drei
Stunden in eine Blockierlosung inkubiert, bestehend aus 10 ml TBST (100 ml TBS, 1 ml Tween
20, 1 000 ml ddH,0) und 500 mg BSA. Nun wurden 10 ml TBST oder Blockierlésung und 10 pl
Primarantikorper (Verdiinnung 1:1 000) verwendet und der Primarantikérper konnte Uber
Nacht im Kidhlraum einwirken. Der Primarantikérper bindet an das Protein auf der Membran.
Am nachsten Tag wurde der Antikorper entfernt und die Membran zunachst viermal mit TBST
fir je 10 Minuten gewaschen. Dann wurden 10 ml Blockierlésung und 2 ul Sekundéarantikérper
(anti HRP-anti rabbit; Verdiinnung 1:2 000 oder 1:5 000) hinzugefiligt. Der Sekundarantikorper
ist an Peroxidase gekoppelt und bindet an den Primarantikorper. Diese Losung wirkte fir eine
Stunde ein. Daraufhin wurde die PVDF-Membran viermal 10 Minuten mit TBST und danach 10

Minuten lang mit TBS gewaschen.

Entwicklung des Western Blot

Die Entwicklung des Western Blot erfolgte im abgedunkelten Raum. Die Membran wurde in

eine kleine Schale gelegt und es wurden 2 ml der Chemilumineszenz-Lésung 1 und 2 auf die
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Membran pipettiert. Nach einigen Minuten wurde Chemilumineszenz hinzugegeben und
zunachst der Verstadrker aktiviert, was zur Belichtung des Rontgenfilms fiihrte. Mit bloRem
Auge waren grin fluoreszierende Banden schon vor der Entwicklung auf der Membran
sichtbar. Der Rontgenfilm mit der in Folie verpackten Membran wurde fir unterschiedliche
Zeitraume belichtet. Nach der Entwicklung des Rontgenfilms zeigten sich die nach ihrer GroRe

getrennten Proteine auf dem Film.
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Abbildung 20: Western Blotting. Der Primdrantikérper bindet an das Protein auf der Membran; der
Sekunddrantikérper bindet an den Primdrantikérper. Der Sekunddrantikérper ist an die HRP (horseradish
peroxidase) gekoppelt; durch Zugabe von Chemolumineszenz kommt es zur Belichtung des Réntgenfilms.

Die Proteine werden auf dem Réntgenfilm sichtbar [143].

Western Blotting:

Caspase 9 Antikorper Cell Signaling 9504, Danvers, USA
Caspase 8 Antikorper Cell Signaling 4927, Danvers, USA
Cleaved Caspase 9 Antikorper Cell Signaling 9509, Danvers, USA
Cleaved Caspase 8 Antikorper Cell Signaling 9429, Danvers, USA
Noxa Antikorper Abcam ab 36833, Cambridge, USA
Noxa Antikorper Biovision polyclonal antibody Milpitas, California, USA
Puma Antikorper Abcam, ab 54288, Cambridge, US

Beta-Tubulin Cell Signaling 2128, Danvers, USA
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Beta-Actin Cell Signaling 4970, Danvers, USA

Weitere Reagenzien fiir das Western Blotting:

10 % Ammoniumpersulfat (APS) BioRad, Miinchen, Deutschland

10 % SDS BioRad, Miinchen, Deutschland

30 % Acrylamid Roth, Karlsruhe, Deutschland
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad Protein Assay BioRad, Miinchen, Deutschland

Bovines Serum-Albumin (BSA) Roche, Mannheim, Deutschland

ECL (Chemolumineszenz) NEN TM, Life Science Prod, Boston, USA
ECL Rabbit-1gG HRP-linked GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

(Sekundarantikérper)

EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland
HCL Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Ponceau S Roth, Karlsruhe, Deutschland

Standard peg GOLD Protein Marker Peqglab, Erlangen, Deutschland

TEMED BioRad, Miinchen, Deutschland
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Tween 20 Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland



Seite |52

2.2.6 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie (Zytometrie, Zellvermessung; FACS, fluorescence-activated cell
sorting) konnen Zellen und Mikropartikel anhand ihrer GréRe, Struktur und ihres
Energieniveaus unterschieden werden. Dabei werden bis zu 1 000 an ein Fluorochrom ge-
koppelte Zellen pro Sekunde einzeln an einem Laser vorbeigespiilt. Die markierten Zellen
werden im Durchflusszytometer vom Laserstrahl auf ein hoheres Energieniveau angeregt. Die
angeregten Zellen emittieren Licht einer bestimmten Wellenldnge, das vom FACS-Gerat
detektiert wird. Nach der Passage der Zellen im Laserlicht fallen die Zellen wieder auf ihr
Ursprungsenergieniveau zuriick. Die emittierte Differenz der Photonenkonzentration wird vom
FACS-Gerat detektiert und ist direkt proportional zur Menge der mit Fluorochrom gekoppelten
Zellen. Somit konnen durch die an Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikérper (Fluoro-
chrome) sowohl die Anzahl der Zellen als auch deren Eigenschaften ermittelt werden.
Zusatzlich konnen durch das Vorwartsstreulicht die ZellgroBe und Uber das Seitwartsstreulicht
die Granularitdt der Zellen beurteilt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Durchflusszytometrie verwendet, um die Anzahl apoptotischer Zellen zu bestimmen. Hierbei
wurden die Zellen mit Annexin V gefarbt. Phosphatidylserin befindet sich bei lebenden Zellen
an der Innenmembran. Annexin V kann Phosphatidylserin, welches auf der AuBenmembran
apoptotischer Zelle exprimiert wird, binden. Lebende Zellen sind Annexin V negativ und
Propidium lodid negativ, friihapoptotische Zellen sind Annexin V positiv und Propidium lodid
negativ und Zellen in spater Apoptose oder Nekrose sind Annexin V positiv und Propidium

lodid positiv. Propidium lodid dringt nur in Zellen mit zerstorter Zellmembran ein [144].

Zunachst wurde filir die FACS-Farbung der Bindepuffer vorbereitet. Dieser bestand aus 1 ml
Bindepuffer und 9 ml PBS. Von den 6 bzw. 24 Stunden mit poly(dA:dT) sowie 24 Stunden mit
poly(dA:dT) und Caspase 8-Inhibitor und mit poly(dA:dT) und Caspase 9-Inhibitor stimulierten
Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig abgeschabt. Nun wurden die
Zellen fiir 5 Minuten bei 2 000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Die Zellen wurden mit 125 pl Bindepuffer resuspendiert. Von diesem Gemisch
wurden je 100 pl in ein FACS-R6hrchen pipettiert. Nun wurden 5 pl Annexin V-FITC zu den
Zellen hinzugegeben. Nach 15 Minuten wurden 400 pl Bindepuffer in das FACS-Réhrchen

pipettiert.
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Abbildung 21: FACS-Gerdit. Das Verfahren der Durchflusszytometrie wurde 1968 von Wolfgang Géhde an
der Universitdt Miinster entwickelt [145]. Die an ein Fluorochrom (Antikérper mit Fluoreszenzfarbstoff)
gekoppelten Zellen werden an einem Laserstrahl vorbeigespiilt. Durch den Laser erhalten die Zellen ein
héheres Energieniveau. Nachdem die Zellen den Laserstrahl passiert haben, fallen die Zellen wieder auf
ihr Ursprungsenergieniveau zurlick. Diese energetische Differenz wird vom FACS-Gerdt detektiert. Mittels

Fédrbung mit Annexin V und Propidium lodid kénnen die Zellen auf Apoptose untersucht werden [146].

Kurz vor der Analyse wurden 2 pl Propidium lodid hinzugefiigt. Die FACS-Analyse wurde mittels

FACSCalibur-Gerat und CellQuest Software von BD Biosciences durchgefiihrt.

Caspase Inhibitor 8 Z-IETD-FMK Calbiochem, Gibbstown, The Netherlands
Caspase Inhibitor 9 Z-LEHD-FMK Calbiochem, Gibbstown, The Netherlands
Annexin V Bindepuffer BD, Heidelberg, Deutschland

Annexin V-FITC BD, Heidelberg, Deutschland

Propidium lodide Staining Solution BD, Heidelberg, Deutschland

Dulbecco’s PBS 1x PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

Annexin Pl Invitrogen FACS Leiden, The Netherlands
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2.2.7 RNA-Isolation und cDNA-Synthese
Zelllyse

Zunachst wurden die zuvor stimulierten Zellen mit PBS gewaschen. Medium sowie abge-
storbenes Zellmaterial wurden entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert. Hierflr wurde
ein 15 ml-Falcon mit 6 ml Lysepuffer benutzt und in dieses 60 pl B-Mercaptoethanol pipettiert.
Von diesem Gemisch wurden 180 ul pro ein well benutzt. Nun konnten die lysierten Zellen bei

-20 °C eingefroren werden.
RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte mittels Pure Link RNA Mini Kit von Invitrogen. Nach dem
Wiederauftauen der Zellen wurden mittels eines Zellkulturschabers alle Zellen auf Eis
zusammengeschabt. Das Zellgemisch wurde resuspendiert. Nun wurden die Zellen in ein
Eppendorf-Gefall aufgenommen und auf dieses dieselbe Menge Alkohol pipettiert. Daraufhin
wurde das Gemisch erneut resuspendiert. AnschlieRend wurden 700 pl von diesem Zell-Lysat-
Gemisch auf eine RNase-Mini-Saule gegeben, in ein 2 mI-R6hrchen pipettiert und bei 12 000
Umdrehungen pro Minute fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Nun wurde auf die Saule des
Rohrchens Waschpuffer 1 pipettiert und wieder bei 12 000 Umdrehungen pro Minute fiir 15
Sekunden zentrifugiert. Anschliefend wurde DNase-Losung auf die Sdule pipettiert. Daraufhin
wurde nochmals ein Waschschritt mit Waschpuffer 1 und zweimal mit Waschpuffer 2
durchgefiihrt und danach die Saule fir zwei Minuten lang zentrifugiert. In einem neuen
Eppendorf-GefaR wurden nun auf die Saule 35 ul RNase-freies Wasser pipettiert und fir zwei
Minuten inkubiert. Nun wurde die Saule nochmals abzentrifugiert. Die extrahierte RNA wurde

bei -80 °C aufbewahrt.
RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden, Deutschland

Pure Link RNA Mini Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Messung der RNA-Konzentration

Mittels Spectrophotometer wurde die RNA-Konzentration bestimmt. Hierfiir wurden auf das
Detektionssystem 2 pl RNA pipettiert. Die Rechnung Extinktion * Verdlinnungsfaktor ergab die
RNA-Konzentration in ug pro ml pro Probe. Ab einer Ratio von 1,6 bei einer optischen Dichte

von 260 nm / 280 nm kann die RNA-Probe als rein angesehen werden.
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Umschreiben von mRNA in cDNA

Zunachst erfolgte das Umschreiben der RNA in einen komplementaren DNA-Strang (cDNA).
RNA kann nicht als Vorlage in der Polymerase-Kettenreaktion benutzt werden und muss
deshalb zundchst in cDNA umgeschrieben werden. David Baltimore und Howard Temin
entdeckten 1970 das Enzym Reverse Transkriptase in RNA-Viren und wurden hierfir 1975 mit
dem Medizin-Nobelpreis ausgezeichnet [147]. Primer binden dabei an die RNA und werden an
ihrem 3°-OH-Ende komplementdr zur Matrize verldngert. Es wurde ein RNase-Inhibitor
hinzugefiigt, um den Abbau der RNA durch RNasen zu verhindern. Die synthetisierte cDNA
kann fur die weitere Amplifikation im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion verwendet

werden.

Fir die Umschreibung von RNA in cDNA wurde zunachst die Menge an Wasser errechnet, die
fur die Verdinnung der RNA-Proben nétig war. Bei kleinen RNA-Werten wurde 1 000 / RNA-
Wert, bei hohen RNA-Werten 2 000 / RNA-Wert berechnet. Zur Kontrolle einer Amplifizierung
von genomischer DNA wurden auch RT- Proben hergestellt, die nicht das Enzym Reverse-
Transkriptase enthielten. Der Master Mix wurde aus den folgenden Bestandteilen hergestellt:
4,5 ul Puffer, 1,0 pl DTT, 0,5 ul dNTP, 0,5 pl RNase-Inhibitor, 0,5 ul Acrylamid und 0,5 ul
Hexamer. Nur zu den RT+ Proben wurde das Reverse-Transkriptase-Enzym (Invitrogen GmbH,
Darmstadt, Germany) hinzugefligt. Zu den RT- Proben wurden 7 pl des RT- Mix, zu den RT+
Proben wurden 7,5 pl des RT+ Mix hinzugefiigt. Die RT+ und die RT- Proben wurden fiir eine
Stunde und 30 Minuten bei 42 °C auf einem Schiittler inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die cDNA Proben bei -20 °C aufbewahrt.

0,1 M DTT Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

15 pg / ml Linear Acrylamid Ambion Darmstadt, Deutschland

25 nM dNTPS dNTP-Set, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
40 U/uL rNasin Promega, Mannheim, Deutschland

5*First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

DNAse Set Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
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Hexanukleotide Roche, Mannheim, Deutschland

Mops Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland

RNA Sample Loading Buffer Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
RNeasy Mini Kit Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
SuperScript™ Il Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

Reverse Transcriptase

2.2.8 Quantitative real time PCR (qRT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1987 von Kary B. Mullis beschrieben [148]. Mittels der
Polymerase-Kettenreaktion konnen Nukleotide millionenfach vervielfiltigt werden. Die DNA-
Polymerase synthetisiert ausgehend von einer DNA-Vorlage einer einzelstrangigen
Nukleinsdure einen neuen DNA-Doppelstrang. Hierbei soll das Oligonukleotid-Primerpaar
gegenldufig orientiert sein. Durch die fortwahrende Wiederhohlung kommt es zur
exponentiellen Vervielfaltigung der Matrize zwischen den beiden Oligonukleotid-Primern.
Damit die doppelstriangige DNA in eine Einzelstrang-DNA-Vorlage gespalten werden kann, sind
wahrend der Polymerase-Kettenreaktion sehr hohe Temperaturen notwendig. Deshalb wurde

eine hitzestabile DNA-Polymerase verwendet [149].

Wahrend der qRT-PCR werden Oligonukleotide an Fluorochrome gekoppelt. Das gemessene
Signal durch die Fluorochrome ist direkt proportional zur Menge der amplifizierten DNA. Als
Fluoreszenzdetektoren gibt es mehrere Alternativen: Die TagMan-Sonde hat einen Reporter,
welcher fluoresziert, und einen Quencher, welcher die Fluoreszenz des Reporters hemmt. Die
TagMan-Polymerase trennt den Reporter vom Quencher. Dadurch kann der Reporter
fluoreszieren. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Donor-Sonde an die Akzeptor-
Sonde hybridisiert, was zum Fluoreszenz-Signal fiihrt. Dieses Verfahren wird als FRET
(Fluorescence resonance energy transfer) bezeichnet. AuRerdem wird die quantitative real
time PCR (qRT-PCR) auch mittels des Fluoreszenzmarkers SYBR-Green-I durchfuhrt. SYBR-
Green-l wird dabei in die Doppelhelix der DNA eingelagert. Die Analyse erfolgt mittels

LightCycler Detection-System.
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Abbildung 22: Die Polymerase-Kettenreaktion. Zundchst kommt es zur Denaturierung der
Doppelstrang-DNA in zwei einzelstringige DNA-Stringe. Daraufhin binden die synthetischen Oligo-
nukleotid-Primer an die einzelstréingige DNA. Dieser Schritt wird als Annealing bezeichnet. Die zwischen
den beiden synthetischen Oligonukleotiden liegende Matrize wird nun vervielféltigt. Dabei bindet die
DNA-Polymerase an diejenige DNA, welche als Vorlage dient, und synthetisiert beginnend von einem
Oligonukleotid bis zum néichsten Oligonukleotid die komplementdre Doppelstrang-DNA. Dieser Schritt
wird als Elongation bezeichnet. Diese Zyklen werden wiederholt, so dass es zu einer millionenfachen

Vervielfiltigung kommt [150].

R

Q s
Primer \ ? Primer —

U SNEEAEENON RN RO SE———

Abbildung 23: TagMan. Die Fluoreszenz des Reporters (R) wird durch den Quencher (Q) gehemmt. Bei
Elongation durch die TagMan-Polymerase wird auf Grund ihrer Exonuklease-Aktivitéit der Reporter vom
Quencher entfernt. Der Reporter kann nicht mehr durch den Quencher gehemmt werden und fluoresziert

[150].
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Abbildung 24: FRET. Zwei Sonden, Donor und Akzeptor hybridisieren zueinander. Dadurch kommt es zu
einer Fluoreszenziibertragung des Donors auf den Akzeptor. Die Akzeptorfluoreszenz steigt proportional

mit der Konzentration komplementérer DNA an [150].

SYBR-Green-I|

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Quantifizierung der mRNA-Expression die quantitative
real time PCR (gRT-PCR) durchgefihrt. Hierflir wurde das Gerdt SYBR-Green Dye Detection
System, LightCycler 480 (Roche, Mannheim Germany) verwendet. Der Vorteil der gRT-PCR
besteht im Gegensatz zur konventionellen PCR darin, dass in Echtzeit eine Quantifizierung
durchgefiihrt werden kann. Mithilfe von Fluoreszenzmolekiilen wie SYBR-Green-I kann
wahrend der PCR die Quantifizierung erfolgen. Die Fluoreszenz steigt proportional mit der
Anzahl der PCR-Produkte. Der SYBR-Green-Farbstoff lagert sich in die doppelstrangige DNA ein
und reagiert mit der Zielsequenz. Unter ungiinstigen Bedingungen reagiert das Fluorochrom
jedoch auch mit Primer-Dimern und mit den PCR-Produkten. Die SYBR-Green-Technik hat eine
hohe Sensitivitdit und eine geringe Spezifitdt. Die Spezifitdt kann durch eine Schmelz-

punktanalyse am Ende des PCR-Zyklus lberprift werden.

a)

zunehmendes Fluoreszenzsignal

Linie zur Festlegung der
Analysenpunkte CT oder CP

== e - Hintergrundfluoreszenz

ansteigende Zyklenzahl =
Abbildung 25: LightCycler. Beispiel von Fluoreszenzkurven von Standards S1, S2, S3 und von Proben
mittels LightCycler, Roche, Mannheim, Deutschland. Die detektierbare Fluoreszenz kann dabei in Echtzeit

aufgefasst werden. Die Software errechnet die Analysepunkte CT oder CP sowie die Standardkurven S1,

52, 53 [150].
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Abbildung 26: Schmelzpunktanalyse. Um Primer-Dimer-Bildung auszuschliefsen wird der Schmelzpunkt
analysiert. In der Graphik erscheint der Anstieg des Schmelzpunktes nur im Zielgen. Wéren Primer-Dimer
vorhanden gewesen, hdtte es bei niedrigeren Schmelzpunkten < -87,5 °C einen weiteren Anstieg gegeben

[150].

Zu Beginn der PCR existieren nur wenige Zielsequenzen. Am Ende der PCR ist die Anzahl der
Zielsequenzen so hoch, dass es durch die Hybridisierung der Zielsequenzen zu einer Hemmung
der PCR kommt. Ahnlich einer kompetitiven Hemmung wird eine Plateauphase erreicht.
Zwischen Startphase und Plateau befindet sich die exponentielle Phase, in der die Zielsequenz
exponentiell vervielfdltigt wird. Der Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals Uber die
Hintergrundfrequenz ansteigt, wird als CP (Crossing Point) im Rahmen der LightCycler-
Methode bezeichnet. Bei der TagMan-Methode wird er hingegen als CT (Threshold Cycle) oder
Schwellenwert bezeichnet [150]. Es wurde die relative Quantifizierung eingesetzt, welche das
relative Verhéltnis der Zielsequenz zu einer Referenzsequenz bestimmt. Dazu wurde das
Housekeeping-Gen 18s verwendet. Um die relative Genexpression zu erhalten, wurde die

sogenannte A-A-CT-Methode verwendet.

Zur Durchfiihrung der quantitativen real time PCR wurden die cDNA-Proben 1:10 verdiinnt. In
die 96-well-Platte wurden je 18 pl Master Mix und je 2 pl cDNA pipettiert. Die Platte wurde mit
Folie verschlossen und bei 1 000 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert. Bei der darauf-
folgenden Analyse im LightCycler 480 wurden folgende Temperatureinstellungen verwendet:
zwei Minuten bei 50 °C, 10 Minuten bei 95 °C, 40 Zyklen je 15 Sekunden bei 95 °C gefolgt von
einer Minute Inkubation bei 60 °C. Die CP-Werte wurden mittels Light-Cycler-Software
aufgezeichnet und im Verhaltnis zu dem Housekeeping-Gen berechnet. Als interne Kontrolle,
um die Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurde ebenfalls fur die RT-
Proben die Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt. Um das Risiko eines falsch positiven CP-
Wertes auszuschlielen, wurde der Hochkonfidenz-Algorithmus benutzt. Die Schmelzkurven

wurden fiir jede Probe analysiert, um unspezifische Produkte und Primer Dimer zu erkennen.
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Die verwendeten Primer wurden von Metabion, Martinsried, Deutschland bezogen.

Referenzgen:

18s rRNA Forward: 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3"
Reverse: 5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3’

Primer fur die Ratte:

MDA-5F- 5’-TTGCTGATGACACCAGAGAGAATCC -3’

MDA-5R- 5'-GTCGGTGTAGAACGTTTCCAGGTG -3’

MX1F- 5’-TGCCTACTACCAGGAGTGCGGA -3’

MX1R- 5’-GCTCAGTCAGGAACCAGTTGCAC -3’

OASL2F- 5'-CGAGGAGCGAGGGACGTTCAG -3’

OASL2R- 5’-CGACAGGGTTTTCCGGCCAC -3’

RIG-IF- 5’-CCCACTACACTGTGCTTGGAGATG -3’

RIG-IR- 5’-TGCCGGTTCTGAACTCCACTCTC -3’

IFIT1F- 5’-CTGGTGACCTGGGGCAACTGTG -3’

IFITIR- 5’-GCGATAGGCCACAACTGCATAGCC -3’

IFN-BF- 5" CCACCACTGCCCTCTCCATCG -3’

IFN-BR- 5’ACTCTTCTCCATCTGTGACGGGTGC -3’

CXCL10F- 5’- GAGCCCAGCCACATCCCGAG -3’

CXCL10R- 5'- TGCAGCGCACCGTTCTTGC -3’

IL-6F- 5’- AGGAACGAAAGTCAACTCCATCTGC -3’
IL-6R- 5’- AGTGCATCATCGCTGTTCATACAATC -3’
INS-1F-5"-ACC CAA GTC CCG TCG TGA AGT G-3°

INS-1R-5"-TCC AGT GCC AAG GTC TGA AGA TCC-3’



Primer fir die Maus:

CXCL10F-5-GGCTGGTCACCTTTCAGAAG-3’

CXCL10R-5"-ATGGATGGACAGCAGAGAGC-3’

IFIT1F-5"-CAAGGCAGGTTTCTGAGGAG-3’

IFIT1R-5"-GACCTGGTCACCATCAGCAT-3’

IFN-BF-5"-CCCTATGGAGATGACGGAGA-3’

IFN-BR-5"-CCCAGTGCTGGAGAAATTGT-3’

MX1-F-5’-GACCATAGGGGTCTTGACCAA-3’

MX1-R-5"-AGACTTGCTCTTTCTGAAAAGCC-3’

OASL2-F-5"-TCTGTTGCACGACTGTAGGC-3’

OASL2-R-5"-GTGTCCAATCCACTGTTCCC-3’

IL6-F-5"-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’

IL6-R-5"-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’

RIG-IF-5"-CTGCCTCACTCTTCCTCCAG-3’

RIG-IR-5"-TGGCTTCACAAAGTCCACAG-3’

MDA-5F-5"-GCCTGGAACGTAGACGACAT-3’

MDA-5R-5"-TCATCGAAGCAGCTGACACT-3’
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2.2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte dargestellt. Als Fehlerindikator wird der Standardfehler
(standard error of the mean, SEM) angegeben, welcher sich aus dem Quotienten der
Standardabweichung (standard deviation, SD) und der Wurzel aus der Anzahl der
Beobachtungen errechnet. Der Vergleich zwischen zwei unabhdngigen Gruppen erfolgte
mittels Student’s t-Test und der Vergleich zwischen drei unabhangigen Gruppen mittels one-
way ANOVA (analysis of variance)-Test. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism Software (version 5.0,

Graph Pad, San Diego, CA).
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Kapitel 3: Ergebnisse
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte von poly(dA:dT) auf MIN6-Zellen

3.1.1 Poly(dA:dT) induziert die Expression von zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren

in MIN6-Zellen

Die zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren des innaten Immunsystems kénnen durch
Interferone hochreguliert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob das virale
dsDNA-Analogon poly(dA:dT) RIG-I und MDA-5 hochreguliert. Nach 12-, 18- und 24-stlindiger
Stimulation mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, wurden quantitative real
time PCR-Experimente durchgefiihrt. Nach 24-stiindiger Stimulation mit dem dsDNA-Analogon

zeigte sich eine signifikante Hochregulation der zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren.
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Abbildung 27: Hochregulation der zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren RIG-I und MDA-5 in
MING6-Zellen. MIN6-Zellen wurden fiir 12, 18 und 24 Stunden mit dem synthetischen Doppelstrang-DNA-
Analogon poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Nach 12-, 18- und 24-stiindiger
Inkubation wurde die qRT-PCR fiir die zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren MDA-5 und RIG-I
durchgefiihrt. Diejenigen Zellen, welche 24 Stunden mit poly(dA:dT) in Konzentration 10 ug/ml inkubiert
worden sind, zeigten eine signifikante Hochregulation der zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren.
Die Werte von RIG-I-mRNA und MDA-5-mRNA wurden zu 18s-rRNA ins Verhdltnis gesetzt. *p<0.05 vs.
vehikel.
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3.1.2 Poly(dA:dT) induziert die Expression von Typ I-Interferon IFN-f und Typ I-Interferon-

induzierten Genen in MIN6-Zellen

Typ I-Interferone hemmen die Virusreplikation in der Zelle und aktivieren das innate und das
adaptive Immunsystem. Typ I-Interferone binden an den Interferon-Rezeptor und aktivieren
den JAK-STAT-1-Signalweg, welcher zu Apoptose der Virus-infizierten Zelle fiihrt. Die Apoptose
der Virus-infizierten Zelle ist der letzte Ausweg, um eine weitere Virusvermehrung zu
verhindern. Typ |-Interferone aktivieren dendritische Zellen und natiirliche Killerzellen, welche
T- und B-Lymphozyten stimulieren [46]. IFN-B (Interferon-f) gehort zur Gruppe der Typ I-
Interferone und wirkt antiviral. Um festzustellen, ob das dsDNA-Analogon poly(dA:dT) zur
Hochregulation von IFN-B fihrt, wurden MIN6-Zellen fiir unterschiedliche Zeitspannen mit
poly(dA:dT) stimuliert. Dabei wurde poly(dA:dT) mit kationischen Lipiden komplexiert, damit
poly(dA:dT) in das Zytosol gelangen und die zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren
aktivieren kann. MIN6-Zellen wurden fir 12, 24 und 48 Stunden mit poly(dA:dT), komplexiert
mit kationischen Lipiden, inkubiert. AnschlieBend wurde die mRNA-Konzentration in qRT-PCR-
Experimenten von IFN-3 gemessen. Hierbei zeigte sich, dass es ab einer Stimulationsdauer von
12 Stunden mit poly(dA:dT) zu einem signifikanten Anstieg von IFN-B kam. Bei einer
Stimulationsdauer von 24 Stunden kam es zu einer Plateauphase, bei 48-stiindiger Stimulation

war nur ein leichter Anstieg der mRNA-Expression von IFN-3 zu verzeichnen.
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Abbildung 28: Hochregulation von IFN-f nach Stimulation mit poly(dA:dT). MIN6-Zellen wurden fiir 12,
24 und 48 Stunden mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, inkubiert. Nach 12-,
24- und 48-stiindiger Inkubation kam es zu einer signifikanten Hochregulation von IFN-p. Dargestellt

wird das Verhdltnis von IFN-B-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel, **p<0.01 vs. vehikel.
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Typ 1 Interferon-induzierte Gene

IFIT1 (Interferon induced with tetratricopeptide repeats 1) ist ein Interferon-induziertes Gen
und wurde erstmals 1983 beschrieben. IFIT1 gehort zur I1SG56/P56-Familie und liegt auf
Chromosom 10. Die Funktion von IFIT1/P56 liegt in der Hemmung der viralen Replikation
[100]. Um nachzuweisen, ob poly(dA:dT) IFIT1/P56 in MING6-Zellen hochregulieren kann,

wurden gRT-PCR-Experimente durchgefihrt.
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Abbildung 29: Poly(dA:dT) induziert die Hochregulation von IFIT1/P56 in MIN6-Zellen. MIN6-Zellen
wurden 6, 12 und 18 Stunden mit poly(dA:dT), mit kationischen Lipiden komplexiert, in Konzentration
3 ug/ml und 10 ug/ml stimuliert. Nach 18-stiindiger Stimulation zeigte sich in Konzentration 3 ug/ml und
10 ug/ml eine signifikante Hochregulation von IFIT1/P56. Als Negativkontrollen dienten zusdtzlich
medium und poly(dA:dT) ohne Transfektionsreagenz. Dargestellt wird das Verhdltnis von IFIT1-mRNA zu
18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

MX-Proteine werden ebenfalls durch Interferone induziert und spielen in der antiviralen
Immunantwort eine wichtige Rolle [93]. Um herauszufinden, ob das dsDNA-Analogon MX1 in
MIN6-Zellen induziert, wurden gRT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Dabei wurden MIN6-Zellen
fir 12, 18 und 24 Stunden mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert.

Nach 24-stiindiger Stimulation kam es zu einer signifkanten Expression von MX1.
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Abbildung 30: Hochregulation von MX1 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen. Das dsDNA-
Analogon poly(dA:dT) in Konzentration 10 ug/ml, komplexiert mit kationischen Lipiden, induzierte nach
24-stiindiger Stimulation eine signifikante Hochregulation von MX1. Dargestellt wird das Verhdltnis von

MX1-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

OASL2 (2'-5' oligoadenylate synthetase-like 2 protein) ist ebenfalls ein Interferon-induziertes
Protein. Die durch Interferone induzierten 2’-5"-oligoadenylate synthetases (OAS) enthalten
vier Gene: OAS1, OAS2, OAS3, und OASL [97]. OASL2 aktiviert die antivirale Endoribonuklease
RNAsel, welche virale Nukleotide spaltet um die Virus-Replikation zu hemmen [151]. Die
kleinen RNA-Produkte verstarken die Produktion von Typ I-Interferonen (iber RIG-I und MDA-5
im Sinne einer positiven Rickkopplung [98]. OASL2 aktiviert Apoptose in Virus-infizierten

Zellen.

Um herauszufinden, ob poly(dA:dT) OASL2 in MIN6-Zellen aktiviert, wurden MIN6-Zellen fir
12, 18 und 24 Stunden mit poly(dA:dT) in Konzentration 10 pg/ml stimuliert. Nach 24-

stindiger Stimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression von OASL2.
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Abbildung 31: Hochregulation von OASL2 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen. MING6-
Zellen wurden fiir 12, 18 und 24 Stunden mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, inkubiert.
Nach 24-stiindiger Stimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression von OASL2.

Dargestellt wird das Verhdltnis von OASL2-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

3.1.3 Poly(dA:dT) induziert die Expression von Chemokin CXCL10 in MIN6-Zellen

CXCL10 (CXC-Chemokine ligand 10) wird auch als IP-10 (Interferon-y induced protein 10kDa)
oder small-inducible cytokine B10 bezeichnet. CXCL10 gehort zur CXC-Chemokin-Familie.
CXCL10 bindet an seinen Rezeptor CXCR3 und induziert Chemotaxis, das Heranlocken von
Makrophagen an die Beta-Zelle, und Apoptose [152]. CXCL10 ist das dominante Chemokin,
welches im Virus-induzierten Typ 1 Diabetes-Maus-Modell und bei Typ 1 Diabetikern im

Menschen eine Rolle spielt [153].

MIN6-Zellen wurden 6, 12 und 18 Stunden mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, stimuliert. CXCL10-mRNA wurde in qRT-PCR-Experimenten nachgewiesen. Nach 18-
stiindiger Stimulation kam es zum signifikanten Anstieg der Expression von CXCL10. Als

Negativkontrollen dienten zusatzlich Medium und poly(dA:dT) ohne Transfektionsreagenz.
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Abbildung 32: Hochregulation von CXCL10 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen. MIN6-
Zellen wurden mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, in zwei verschieden
Konzentrationen 3 ug/ml und 10 ug/ml fir 6, 12 und 18 Stunden stimuliert. Nach 18-stiindiger
Stimulation zeigte sich eine signifikante Hochregulation von CXCL10. 10 ug/ml poly(dA:dT) erzeugte im
Vergleich zu 3 ug/ml einen deutlichen Anstieg der Expression von CXCL10 nach 18-stiindiger Stimulation.
Die Hochregulation des Chemokins erfolgte zeit- und konzentrationsabhdngig. Ohne Zugabe von
kationischen Lipiden kam es dagegen nicht zur Hochregulation von CXCL10. Dargestellt wird das

Verhdltnis von CXCL10-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

3.2 Effekte von poly(dA:dT) auf INS-1-Zellen

3.2.1 Poly(dA:dT) induziert die Expression des zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptors

RIG-I in INS-1-Zellen

In den vorausgegangenen Versuchen wurden MIN6-Zellen mit poly(dA:dT) stimuliert. Nun
sollte die Aussagekraft der Ergebnisse noch in einer anderen Zelllinie Gberprift werden.
Deshalb wurden die aus der Ratte gewonnenen INS-1-Zellen mit poly(dA:dT) und kationischen
Lipiden stimuliert. Wie schon erwdhnt kdnnen zytosolische Erkennungsrezeptoren des innaten
Immunsystems durch Interferone und PAMPs, wie virale Bestandteile, hochreguliert werden.
Kann das virale Analogon poly(dA:dT) RIG-I hochregulieren? Nach 6-, 12- und 18-stlindiger
Stimulation mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, wurden gRT-PCRs
durchgefiihrt. Nach 12- und 18-stiindiger Stimulation mit dem dsDNA-Analogon zeigte sich
eine signifikante Hochregulation des zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptors RIG-I in

INS-1-Zellen.
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Abbildung 33: Hochregulation von RIG-I in INS-1-Zellen. INS-1-Zellen wurden fiir 6, 12 und 18 Stunden
mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, in Konzentration 3 ug/ml und 10 ug/ml stimuliert.
Dabei kam es nach 12- und 18-stiindiger Inkubation mit dem dsDNA-Analogon zu einer signifikanten
Hochregulation von RIG-I. Dargestellt wird das Verhdltnis von RIG-I-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs.
vehikel.

Es zeigte sich eine zeit- und dosisabhdngige Hochregulation des zytosolischen Pathogen-
rezeptors RIG-I. Demnach konnte RIG-I in der Erkennung von poly(dA:dT) in INS-1-Zellen eine

Rolle spielen.

3.2.2 Poly(dA:dT) induziert die Expression von Typ I-Interferon IFN-f§ und Typ I-Interferon-

induzierten Genen in INS-1-Zellen

Poly(dA:dT) fiihrte in murinen MIN6-Zellen zur IFN-B-Expression. Um herauszufinden, ob ein
dhnliches Ergebnis in Ratten-Zellen erzielt wird, wurden INS-1-Zellen mit poly(dA:dT),
komplexiert mit kationischen Lipiden, in Konzentrationen 3 pg/ml und 10 pug/ml fir 6, 12 und

18 Stunden stimuliert.
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Abbildung 34: Hochregulation von IFN-f in INS-1-Zellen. Die Stimulation der INS-1-Zellen mit

poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, fiihrte nach 18-stiindiger Inkubation zu einer

signifikanten Hochregulation des Typ I-Interferons IFN-f. Dargestellt wird das Verhdltnis von IFN-f-

MRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

Typ I-Interferon-induzierte

Gene

Poly(dA:dT) fuhrte in MIN6-Zellen zur Hochregulation von IFIT1/ISG56/P56. Nun wurden INS-1-

Zellen flr 6, 12 und 18 Stunden stimuliert und gqRT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Bei den

Stimulationsexperimenten wurden zwei verschiedene Konzentrationen, poly(dA:dT) 3 pg/ml

und poly(dA:dT) 10 pg/ml benutzt. Nach 12- und 18-stiindiger Stimulation in Konzentration 10

ug/ul kam es zu einer signifikanten mRNA-Expression von IFIT1.
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Abbildung 35: Hochregulation von IFIT1 in INS-1 Zellen. Die 12-und 18-stiindige Inkubation mit

poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, fiihrte zu einer signifikanten Hochregulation von IFIT1.

Dargestellt wird das Verhdltnis von IFIT1-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.
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Abbildung 36: Hochregulation von MX1 in INS-1-Zellen. Poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, induzierte eine signifikante Expression von MX1 nach 12-und 18-stiindiger Stimulation in INS-1-
Zellen. Dargestellt wird das Verhdltnis von MX1-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel, **p<0.01 vs.
vehikel.

Um herauszufinden, ob poly(dA:dT) MX1 in INS-1-Zellen induziert, wurden qRT-PCR-
Experimente durchgefiihrt. Dabei wurden INS-1-Zellen fir 6, 12 und 18 Stunden mit
poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Nach 12- und 18-stiindiger

Stimulation kam es zu einer signifikanten Expression von MX1.
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Abbildung 37: Hochregulation von OASL2 in INS-1-Zellen. Bei der Stimulation von INS-1-Zellen mit
poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, in Konzentration 3 ug/ml kam es bei 12-stiindiger
Stimulation zu einem starken Anstieg von OASL2. Bei Stimulation mit der h6heren Konzentration von 10
ug/ml poly(dA:dT) kam es nach 12- und 18-stiindiger Stimulation zu einem signifikanten Anstieg von
OASL2. Dargestellt wird das Verhdltnis von OASL2-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel, **p<0.01 vs.
vehikel.
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Um nachzuweisen, dass poly(dA:dT) OASL2 in INS-1-Zellen aktiviert, wurden INS-1-Zellen fiir 6,
12 und 18 Stunden mit poly(dA:dT) in Konzentration 3 pg/ml und 10 pg/ml stimuliert. Nach 12-
und 18-stiindiger Stimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression von

OASL2.

3.2.3 Poly(dA:dT) induziert die Expression von Chemokin CXCL10 in INS-1-Zellen

Poly(dA:dT) fihrte bereits in MIN6-Zellen zur Hochregulation von CXCL10. Nun wurden INS-1-
Zellen mit poly(dA:dT) stimuliert und gRT-PCR-Experimente fiir die Stimulationszeitrdume 6, 12
und 18 Stunden durchgefiihrt. Nach 6-, 12- und 18-stiindiger Stimulation mit dem dsDNA-
Analogon kam es zu einer signifikanten Hochregulation von CXCL10. In vivo kénnte CXCL10 zur

Rekrutierung von Makrophagen an die Beta-Zellen fihren.

CXCL10
L IR
< T wmoen
= 3 12h x
0%, 6.0%10 1 18h l
2 * x
< *
2
o
£ 4.0%10*a
o
: : :
x
o 2.0%10 -
ﬂ'j '_:_' T T
vehikel poly(dA:dT) 3 poly(dA:dT) 10

Abbildung 38: Hochregulation von CXCL10 in INS-1-Zellen. Nach 6-, 12-, und 18-stiindiger Inkubation
mit poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, kam es zu einer signifikanten Hochregulation von
CXCL10. Es zeigte sich eine zeit- und dosisabhéngige Hochregulation von CXCL10. Dargestellt wird das
Verhdltnis von CXCL10-mRNA zu 18s-rRNA. *p<0.05 vs. vehikel.

Diese Ergebnisse zeigten, dass poly(dA:dT), ein Doppelstrang-DNA-Analogon, in murinen MING6-
Zellen und in INS-1-Zellen aus der Ratte sowohl zur Hochregulation von Typ I-Interferon IFN-f3,
als auch zur Expression von Typ I|-Interferon-assoziierten Genen wie IFIT1, MX1 und OASL2
fihrte. AuRerdem bewirkte poly(dA:dT) die Hochregulation von Pathogenerkennungs-
rezeptoren. In MIN6-Zellen kam es durch poly(dA:dT) zur Hochregulation von RIG-I und MDA-5

und in INS-1-Zellen kam es nur zur Hochregulation von RIG-I.
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Poly(dA:dT) konnte demnach in der Beta-Zelle des Pankreas zur Aktivierung von
Pathogenerkennungsrezeptoren und zur Hochregulation von Typ I-Interferonen fiihren, was in
Apoptose der Beta-Zellen miinden kénnte. Deshalb wurde in den nachfolgenden Experimenten

untersucht, ob poly(dA:dT) Apoptose in MIN6-Zellen auslost.

3.3 Poly(dA:dT) fuhrt zu Apoptose in MIN6-Zellen

Um die moglichen Auswirkungen des Beta-Zelltodes mikroskopisch betrachten zu koénnen,
wurde eine TUNEL-Farbung durchgefihrt. Mittels dieser Methode kann fragmentierte DNA,
wie sie wahrend des programmierten Zelltodes entsteht, nachgewiesen werden. Das Enzym
Terminal deoxy-nucleotidyl Transferase (TdT) bindet dabei Nukleotide an die 3’-Enden der
DNA-Fragmente. Normalerweise werden die Nukleotide an Biotin gekoppelt. Die biotinylierte
DNA kann dann mittels Streptavidin, einem Enzym, dargestellt werden. Im
Fluoreszenzmikroskop erscheinen die apoptotischen Zellen griin leuchtend. MIN6-Zellen
wuchsen auf Glasplattchen, sogenannten chamberslides, und wurden 24 Stunden lang mit 3
pg/ml und 10 pg/ml poly(dA:dT) stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Objekttragern
fixiert und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Als Positivkontrolle wurde das Enzym DNase 1
benutzt. DNase 1 ist eine Endonuklease, welche wahrend der Apoptose DNA spaltet und
degradiert [154]. Diese DNA-Strangbriiche flihren zu einem positiven TUNEL-Signal [140] [141].
Im Vergleich zur Mediumkontrolle konnten in den mit poly(dA:dT) stimulierten Zellen deutlich
griine apoptotische Zellen nachgewiesen werden. Zusatzlich zur TUNEL-Farbung wurden die
MIN6-Zellen noch mit DAPI, einem Farbstoff, der den Zellkern sichtbar macht, blau angefarbt.
Nach Stimulation mit poly(dA:dT) kam es zu Apoptose in MING6-Zellen. Apoptose stellt
zusammen mit der Hochregulation der zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren, der Typ
I-Interferon-Expression und der Expression von Typ I-Interferon-assoziierten Genen eine

wichtige Effektorfunktion der antiviralen angeborenen Immunitat dar.
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Abbildung 39: TUNEL-Fédrbung von Beta-Zellen. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 3 ug/ml und
10 pg/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. In der Abbildung dargestellt sind
die mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimulierten Zellen. Daraufhin wurde
die TUNEL-Fdrbung durchgefiihrt. Die blauen Zellen repréisentieren die mit DAPI angeférbten Zellkerne.
Die griinen Zellen sind die apoptotischen TUNEL-positiven Zellen. Um die Apoptose zu quantifizieren
wurden die apoptotischen Zellen mit der Zihlsoftware Image J. ausgezdhlt. Vergréfierung 400x, Leica

Fluoreszenzmikroskop.
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Abbildung 40: Prozentsatz der TUNEL-positiven Zellen. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 3
ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Poly(dA:dT) in

Konzentration 10 ug/ml fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der TUNEL-positiven Zellen. Zur



Seite |76

Quantifizierung der apoptotischen Zellen wurde die Zdhlsoftware Image J. verwendet. Dargestellt ist der

Prozentsatz zwischen apoptotischen und lebenden Zellen. ** p<0.01 vs. vehikel, *** p<0.001 vs. vehikel.

3.4 Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 8 in MIN6-Zellen

In Vorarbeiten zur vorliegenden Studie konnte eine Aktivierung der Effektorcaspase 3
nachgewiesen werden [137]. Um herauszufinden, ob der extrinsische oder der intrinsische
Weg der Apoptose eine Rolle in der poly(dA:dT)-induzierten Apoptose spielt, folgte in der
vorliegenden Arbeit als weiterer Versuch ein Caspase 8-Western Blot. Caspase 8 ist die
Initiatorcaspase des extrinsischen Weges der Apoptose. Die Initiator-Procaspase 8 liegt in ihrer
inaktiven Form in MIN6-Zellen vor. Nach Stimulation mit 3 pg/ml poly(dA:dT) kam es zu einer
vermehrten Bildung von aktiven Effektor-Procaspasen. Bei Stimulation mit 10 pg/ml
poly(dA:dT) kam es zu einer Abnahme der aktiven Effektor-Procaspase 8, da durch

autokatalytische Spaltung Initiatorcaspase 8 freigesetzt wurde [155] [156].

—— C—D o Procaspase 8

» - R s Caspase 8

e e o Beta-Tubulin

vehikel poly(dA:dT) 3  poly(dA:dT) 10

Abbildung 41: Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 8 in MIN6-Zellen. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit
3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Daraufhin folgte die
Proteinisolation und die Western Blot-Analyse. Die Procaspase 8 liegt in ihrer inaktiven Proform in MIN6-

Zellen vor.
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Abbildung 42: Densitometrische Analyse der Caspase 8. Nach Stimulation mit 3 ug/ml und 10 ug/ml
poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, kam es in MIN6-Zellen konzentrationsabhdngig zur
Hochregulation von Caspase 8. Die Quantifizierung der Bandenintensitit erfolgte mittels Adobe
Photoshop Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhdngigen Western

Blot-Experimenten. ** p<0.01 vs. vehikel.
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Abbildung 43: Densitometrische Analyse der Caspase 8-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. Nach Stimulation mit 3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, kam es in MIN6-Zellen konzentrationsabhdngig zur Hochregulation von Caspase 8. Die
Quantifizierung der Bandenintensitdt von Caspase 8 im Verhdltnis zu Beta-Tubulin erfolgte mittels Image
J Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhdngigen Western Blot-

Experimenten. *p<0.05 vs. vehikel.
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Abbildung 44: Densitometrische Analyse der Procaspase 8-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, stimuliert. Bei Stimulation mit 3 ug/ml poly(dA:dT) kam es in MIN6-Zellen zu einer
Hochregulation der Procaspase 8. 10 ug/ml poly(dA:dT) fiihrte dagegen zu einer leichten Abnahme der
Procaspase 8, da bereits durch autokatalytische Spaltung aktive Caspase 8 gebildet wurde. Die
Quantifizierung der Bandenintensitidt von Procaspase 8 im Verhdltnis zu Beta-Tubulin erfolgte mittels
Image J Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhédngigen Western

Blot-Experimenten.

3.5 Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 9 in MIN6-Zellen

Im vorhergehenden Experiment konnte die Aktivierung des extrinsischen Weges der Apoptose
nachgewiesen werden. Um herauszufinden, ob auch der intrinsische, mitochondriale Weg der
Apoptose durch Stimulation mit poly(dA:dT) aktiviert wird, wurden Western Blot-Analysen fir
Caspase 9 durchgefiihrt. Poly(dA:dT) flihrte zur Aktivierung der Caspase 9. Die Initiator-
Procaspase 9 liegt in ihrer inaktiven Form in MIN6-Zellen vor. Nach Stimulation mit 3 pg/ml
poly(dA:dT) kam es zu einer vermehrten Bildung von aktiven Effektor-Procaspasen. Bei einer
héheren Konzentration von poly(dA:dT) kam es zu einer Abnahme der aktiven Effektor-
Procaspase 9, da durch Dimer-Bildung bereits aktive Initiator-Caspase 9 freigesetzt wurde

[156,157].



Seite |79

S — — Procaspase 9

T DD O Beta-Tubulin

vehikel poly(dA:dT) 3 poly(dA:dT) 10

Abbildung 45: Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 9 in MIN6-Zellen. Poly(dA:dT) in Konzentration 3 ug/ml und
10 ug/ml aktivierte Caspase 9 nach 24-stiindiger Stimulation in MIN6-Zellen. Die Procaspase 9 liegt in

ihrer inaktiven Proform in MIN6-Zellen vor.
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Abbildung 46: Densitometrische Analyse der Caspase 9-Aktivierung. Konzentrationsabhdngig fiihrte die
24-stiindige Stimulation von MIN6-Zellen mit 3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, zur Hochregulation von Caspase 9. Die Quantifizierung der Bandenintensitit
erfolgte mittels Adobe Photoshop Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei

unabhdngigen Western Blot-Experimenten. *p<0.05 vs. vehikel, ** p<0.01 vs. vehikel.
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Abbildung 47: Densitometrische Analyse der Caspase 9-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. Nach Stimulation mit 3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, kam es in MIN6-Zellen konzentrationsabhdngig zur Hochregulation von Caspase 9. Die
Quantifizierung der Bandenintensitét von Caspase 9 im Verhdltnis zu Beta-Tubulin erfolgte mittels Image
J Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhdngigen Western Blot-

Experimenten. ** p<0.01 vs. vehikel, *** p<0.001 vs. vehikel.
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Abbildung 48: Densitometrische Analyse der Procaspase 9-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 3 ug/ml und 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, stimuliert. Bei Stimulation mit 3 ug/ml poly(dA:dT) kam es in MIN6-Zellen zu einer
leichten Zunahme der Procaspase 9. 10 ug/ml poly(dA:dT) fiihrte wiederum zur Abnahme der Procaspase
9, da durch Dimer-Bildung bereits aktive Caspase 9 gebildet wurde. Die Quantifizierung der Banden-
intensitdt von Procaspase 9 im Verhdltnis zu Beta-Tubulin erfolgte mittels Image J Software. Die Werte

reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhdngigen Western Blot-Experimenten.
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3.6 Poly(dA:dT) fiihrt in MING6-Zellen zu friiher und spater Apoptose

Um die Apoptose von MIN6-Zellen, ausgeldst durch poly(dA:dT), noch in einer weiteren
Methode darzustellen und um zwischen friher und spater Apoptose bzw. Nekrose zu
differenzieren, wurde eine FACS-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurden MIN6-Zellen mit
10 pg/ml und 50 pg/ml poly(dA:dT) stimuliert und fiir 6 und 24 Stunden inkubiert. Poly(dA:dT)
wurde dabei in hoher Konzentration verwendet, um moglichst viele apoptotische Zellen zu
erhalten. Daraufhin wurden Durchflusszytometrieanalysen fiir Annexin V und Propidium lodid
(P1) durchgefuihrt. Annexin V bindet dabei an Phosphatidylserin (PS), das von apoptotischen
Zellen an der duRReren Zellmembran exponiert wird. Annexin V kann mit dem Fluorochrom FITC
konjugiert werden. Wenn die Zellmembran im spaten Stadium der Apoptose oder im Stadium
der beginnenden Nekrose nicht mehr intakt ist, kann Pl in die Zelle eindringen.
Friihapoptotische Zellen sind Pl negativ und Annexin V positiv. Zellen in spater Apoptose oder

in Nekrose sind Annexin V positiv und Pl positiv [144].
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Abbildung 49: Poly(dA:dT) fiihrt im FACS-Experiment zu friihapoptotischen, Annexin V positiven und Pl
negativen Zellen. MIN6-Zellen wurden 6 Stunden lang mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, stimuliert. Es zeigten sich 60 000 Annexin V positive und Pl negative Zellen. Bei 6-
stiindiger Inkubation mit 50 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, zeigten sich 80 000
frithapoptotische Zellen. Bei 24-stiindiger Stimulation mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, kam es zu 120 000 Annexin V positiven und Pl negativen Zellen und bei Stimulation
mit 50 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, zu 170 000 friihapoptotischen Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus zwei unabhéngigen Experimenten. ** p<0.01 6h poly(dA:dT)
50 vs. 24h poly(dA:dT) 50. 1 p<0.05 vehikel vs. 6 h poly(dA:dT) 50. ¥ p<0.05 vehikel vs. 24 h poly(dA:dT)
10. ## p<0.01 vehikel vs. 24 h poly(dA:dT) 50.
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Abbildung 50: Poly(dA:dT) fiihrt im FACS-Experiment zu spéitapoptotischen, Annexin V positiven und Pl
positiven Zellen. MIN6-Zellen wurden 6 Stunden lang mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit
kationischen Lipiden, stimuliert. Es zeigten sich 160 000 Annexin V positive und Pl positive Zellen. Bei
einer Inkubation von 6 Stunden mit 50 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, zeigten
sich 230 000 spdtapoptotische Zellen. Bei 24-stiindiger Stimulation mit 10 ug/ml poly(dA:dT),
komplexiert mit kationischen Lipiden, kam es zu 250 000 Annexin V positiven und Pl positiven Zellen und
bei Stimulation mit 50 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, zu 440 000
spdtapoptotischen Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus zwei unabhdngigen
Experimenten. 1 p<0.05 vehikel vs. 6 h poly(dA:dT) 10. 11 p<0.001 vehikel vs. 6 h poly(dA:dT) 50. #
p<0.05 vehikel vs. 24 h poly(dA:dT) 10. ¥ p<0.05 vehikel vs. 24 h poly(dA:dT) 50.

Die dargestellten Ergebnisse zeigten, dass bei 6-stiindiger Inkubation mit poly(dA:dT) auch in
héherer Konzentration eine geringe Zunahme an friihapoptotischen Zellen zu verzeichnen war.
Erst bei 24-stiindiger Inkubation in hohen Konzentrationen von poly(dA:dT) kam es zu einem
signifikanten Anstieg der frihapoptotischen Zellen. Bei den spatapoptotischen bzw.
nekrotischen Zellen zeigten sich dhnliche Ergebnisse, wobei sich insgesamt bereits mehr Zellen

in der spaten Phase der Apoptose oder in Nekrose befanden.

3.7 Caspase 8-Inhibitor und Caspase 9-Inhibitor hemmen die durch poly(dA:dT) ausgeldste
Apoptose in MIN6-Zellen

In den oben dargestellten Experimenten konnte gezeigt werden, dass poly(dA:dT) sowohl
Caspase 8 als auch Caspase 9 aktivierte. Nun sollte untersucht werden, ob die Blockade von
Caspase 8 und Caspase 9 die Beta-Zell-Apoptose hemmt. Daher wurden FACS-Analysen durch-
gefiihrt. MIN6-Zellen wurden mit poly(dA:dT) 50 pg/ml stimuliert und fiir 24 Stunden
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inkubiert. Kurz vor der Stimulation wurden die Zellen zusatzlich mit Caspase 8-Inhibitor bzw.
mit Caspase 9-Inhibitor inkubiert. Nun wurden Durchflusszytometrieanalysen fiir Annexin V
und Pl durchgefiihrt. Durch die Blockade des Caspaseweges konnte es zu einer partiellen
Hemmung der Apoptose kommen. Tatsachlich reduzierte sich die Anzahl der
spatapoptotischen Zellen nach poly(dA:dT)-Stimulation mit Caspase-Inhibitor im Vergleich zur

Gruppe ohne Caspase-Inhibitor signifikant.

Es wurden Annexin V positive und PI positive Zellen mit Caspase 8-Inhibitor bzw. mit Caspase
9-Inhibitor untersucht, da sich in den vorherigen FACS-Analysen gezeigt hatte, dass sich bereits
mehr Zellen in spater Apoptose bzw. in Nekrose befanden. Poly(dA:dT) wurde in hoher
Konzentration verwendet, um moglichst viele spatapoptotische Zellen zu erhalten. In den
schon gezeigten Durchflusszytometrieanalysen fiir Annexin V und Pl zeigte sich ein

konzentrations- und zeitabhangiger Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen.
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Abbildung 51: Poly(dA:dT) fiihrt im FACS-Experiment zu spdtapoptotischen Zellen. Caspase 9- und
Caspase 8-Inhibitor hemmen die Apoptose partiell. Dargestellt sind Annexin V positive und Pl positive
Zellen. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 50 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, stimuliert. Poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, fiihrte zu mehr als 400 000
spdtapoptotischen Zellen. Bei Zugabe von Caspase 9-Inhibitor waren nur noch 300 000 Annexin V
positive und Pl positive Zellen detektierbar. Nach Zugabe von Caspase 8-Inhibitor konnten nur noch
etwas mehr als 200 000 spdtapoptotische Zellen nachgewiesen werden. Dargestellt sind die Mittelwerte

+/- SEM aus drei unabhdngigen Experimenten. *p<0.05 vs. vehikel, **p<0.01 vs. vehikel.
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3.8 Poly(dA:dT) aktiviert die pro-apoptotischen Gene Puma und Noxa in MIN6-Zellen

Um den intrinsischen Weg der Apoptose noch weiter zu untersuchen, wurden Western Blot-

Experimente fir die BH3-only-Proteine der Bcl-2-Familie durchgefiihrt. Dabei konnte Noxa und

Puma nachgewiesen werden.

| — Puma

- - Noxa

- - Beta-Tubulin
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Abbildung 52: Poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, fiihrt zur Proteinexpression der BH3-
only-Mitglieder Puma und Noxa. MIN6-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 10 ug/ml poly(dA:dT),
komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Daraufhin wurde das Protein isoliert und eine Western
Blot-Analyse fiir Noxa und Puma durchgefiihrt. Poly(dA:dT) fiihrte dabei zur Hochregulation der pro-

apoptotischen Mitglieder der BH3-only-Familie Noxa und Puma.
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Abbildung 53: Densitometrische Auswertung der Puma- und Noxa-Expression im Western Blot nach
Stimulation mit poly(dA:dT). Noxa und Puma wurden nach 24-stiindiger Stimulation mit 10 ug/ml
poly(dA:dT) in Western Blot-Analysen hochreguliert. Die Quantifizierung der Bandenintensitdt erfolgte
mittels Adobe Photoshop Software. Die Werte reprdsentieren die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils drei

unabhdngigen Western Blot-Experimenten. ** p<0.01 vs. vehikel, *** p<0.001 vs. vehikel
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Abbildung 54: Densitometrische Auswertung der Puma-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. Nach 24-stiindiger Stimulation mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, kam es in MIN6-Zellen zur Hochregulation von Puma. Die Quantifizierung der Bandenintensitdt
von Puma im Verhiiltnis zu Beta-Tubulin erfolgte mittels Image J Software. Die Werte repréisentieren die

Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhéngigen Western Blot-Experimenten. *p<0.05 vs. vehikel.
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Abbildung 55: Densitometrische Auswertung der Noxa-Expression im Verhdltnis zur Beta-Tubulin-
Expression. Nach 24-stiindiger Stimulation mit 10 ug/ml poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen
Lipiden, kam es in MIN6-Zellen zur Hochregulation von Noxa. Die Quantifizierung der Bandenintensitdt
von Noxa im Verhdltnis zu Beta Tubulin erfolgte mittels Image J Software. Die Werte reprdsentieren die

Mittelwerte +/- SEM aus drei unabhdngigen Western Blot-Experimenten. ** p<0.01 vs. vehikel.

In den dargestellten Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass poly(dA:dT) in MIN6-
Zellen zur Beta-Zell-Apoptose fiihrt. Sowohl in MIN6-Zellen als auch in INS-1-Zellen kam es zur
Hochregulation von Typ I-Interferonen, Typ I|-Interferon-assoziierten Genen sowie zur Hoch-
regulation von Rezeptoren des innaten Immunsystems. In Apoptoseassays wurde sowohl der
extrinsische als auch der intrinsische Weg der Apoptose aktiviert. Caspase-Inhibitoren fiihrten
zur partiellen Hemmung der Apoptose. In vivo kénnte es zu einem Ubergang des innaten in das
adaptive Immunsystem kommen. Der Zelltod kdnnte in vitro direkt durch das Virus und in vivo
indirekt durch die Prasentation viraler Antigene Uber MHC-Klasse-I-Komplexe erfolgen.

Dadurch kénnte eine adaptive Immunantwort gegen die Beta-Zelle ausgel6st werden.
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Kapitel 4: Diskussion
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4 Diskussion

Der initiale Mechanismus, der zur Apoptose und zur Immunantwort gegen die kdrpereigene
Beta-Zelle im Pankreas fihrt, ist immer noch unbekannt. Als Ausloser der Immunantwort
spielen sowohl RNA-Viren, wie Enteroviren, als auch dsDNA-Viren, wie Alphaherpesviren und
Betaherpesviren, eine Rolle. Zu den Alphaherpesviren ziahlen Herpes-simplex-Viren und zu den
Betaherpesviren, Zytomegalieviren [41] [42-45]. Typ I|-Interferone, Typ I-Interferon-induzierte
Gene, Zytokine und die Induktion der Apoptose sind wichtige antivirale Mechanismen des
innaten Immunsystems. Moglicherweise fiihrt poly(dA:dT), ein dsDNA-Analogon, Gber dsDNA-
Rezeptoren zur Expression von Typ I-Interferonen, Typ I-Interferon-induzierten Genen,
Zytokinen und zu Virus-induzierter Apoptose. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass poly(dA:dT) zum einen zu einer starken Expression von Typ I-Interferon-
induzierten Genen fiihrt und zum anderen sowohl den intrinsischen als auch den extrinsischen
Weg der Apoptose aktiviert. Poly(dA:dT) fiihrt zur Virus-induzierten Apoptose und zur

antiviralen Immunantwort gegen die Beta-Zellen des Pankreas.

4.1 Bedeutung des innaten Immunsystems in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes

Zytotoxische CD8+T-Zellen, CD4+T-Helferzellen, B-Zellen und Makrophagen kénnen im
Pankreas von Typ 1 Diabetikern isoliert werden. Somit sind sowohl das innate als auch das

adaptive Immunsystem an der Krankheitsentstehung des Typ 1 Diabetes beteiligt [158,159].

Die fortwahrende hdamatogene Versorgung der Beta-Zellen fihrt zum Zusammentreffen von
viralen Partikeln, wie PAMPs, und korpereigenem Zellmaterial, wie DAMPs, mit Insulin-
produzierenden Zellen. Endogene DNA kann - wie exogene DNA-Viren - einen Entziindungs-
prozess auslosen [160]. DNA kann, wenn sie mit Immunglobulinen komplexiert wird, vom
Abbau durch DNase geschitzt werden. Schon zu Beginn des Autoimmunprozesses kénnen
Autoantikorper gegen Inselzellantigene im Blut von Patienten nachgewiesen werden [159].
Diese Antikorper sind gegen Tyrosinphosphatase 1A2 [161], gegen Insulin [162], gegen
Glutamatdecarboxylase GAD [163] und gegen den Zink-Transporter ZnT8 [164] gerichtet und

werden zum diagnostischen Nachweis des Typ 1 Diabetes benutzt [165] [166].

Studien mit BBDR-Ratten und NOD-Mausen zeigten, dass neben den B-Zellen auch T-Zellen, die
sich spezifisch gegen Inselzellantigene wie GAD, IA2 und Insulin richten, an der Entstehung des
Typ 1 Diabetes beteiligt sind [167]. Vor der Aktivierung des adaptiven Immunsystems in Form

von T- und B-Lymphozyten steht zunachst die Aktivierung des innaten Immunsystems.
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Im innaten Immunsystem spielen zahlreiche Rezeptoren eine Rolle. Lokale Infektionen
induzieren die antivirale Interferon-Produktion (iber RIG-I-like-Helikasen. Systemische
Infektionen hingegen aktivieren Toll-like-Rezeptoren [168]. Zusatzlich spielen die NOD-like-
Rezeptoren und die Inflammasom-Rezeptoren eine Rolle. All diese Rezeptoren sind
miteinander vernetzt und erzielen eine antivirale Immunantwort als Reaktion auf eine virale
Infektion [169]. Die Aktivierung der Rezeptoren des angeborenen Immunsystems fihrt
andererseits auch zu Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel dem systemischen Lupus

erythematodes, der rheumatoiden Arthritis und der autoimmunen Hepatitis [151].

Murine und humane pankreatische Inselzellen exprimieren TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9, wobei
TLR3 und TLR4 die signifikanteste Expression aufweisen [170]. 2005 zeigten Rasschaert et al.,
dass TLR3 und der Transkriptionsfaktor STAT-1 in dsRNA- und Interferon-y-induzierter
Apoptose in primdren Beta-Zellen aus Maus und Ratte involviert sind. In INS-1-Zellen fihrt
jedoch dsRNA, poly(l:C), nicht zur Apoptose [171]. 2008 konnten Dogusan et al. nachweisen,
dass poly(l:C) Gber die Aktivierung von TLR3 und Transkriptionsfaktor IRF3 zur Apoptose von
murinen Beta-Zellen fiihrt [50]. Uber die Aktivierung von TLR3 kommt es zur Rekrutierung von
Antigen-prasentierenden Zellen und inselspezifischen T-Zellen [170]. Transgene Mause, welche
das lymphozytische Choriomeningitis-Virus-Peptid und einen spezifischen T-Zell-Rezeptor
exprimieren, entwickeln Typ 1 Diabetes. Dabei erfolgt die Krankheitsentstehung liber die
Aktivierung von TLR3- und TLR7-Signalwegen mit nachfolgender Expression von Typ I-Inter-

feronen und Hochregulation von MHC-Klasse-I-Rezeptoren [136].

Uber den TLR2-Weg kann in NOD-Mausen spontan Typ 1 Diabetes entstehen [172]. Kim et al.
publizierten 2011, dass TLR2 maRgeblich bei der Induktion des Typ 1 Diabetes beteiligt ist. Der
TLR2-Agonist Pam3CSK unterdriickt die Zytokinausschittung. TLR2-defiziente NOD-Mause
entwickeln keinen Diabetes Typ 1 [173]. TLR2 kann auch endogene Liganden, welche von der
zerstorten Beta-Zelle freigesetzt werden, binden und den Entziindungsprozess verstarken
sowie zu einer Hochregulation von autoreaktiven T-Zellen fliihren [172]. Auf der anderen Seite
wurde jedoch auch beschrieben, dass TLR2 die Progression des Typ 1 Diabetes liber die

vermehrte Expression der regulatorischen Zellen hemmen kann [174].

Palmitat fiihrt in INS-1-Zellen Gber TLR4 zum Zelltod [175]. Im BBDR-Ratten-Modell induziert
KVR (Kilham Rat Virus) (iber den TLR9-Weg Typ 1 Diabetes [63]. 25 % der mit KVR infizierten
BBDR-Ratten entwickeln Typ 1 Diabetes. KVR ist ein ssDNA-Virus, Mitglied der Parvoviren, der
auch Menschen infizieren kann [176]. Typ 1 Diabetes entsteht in BBDR-Ratten 2-6 Wochen
nach der Infektion; dieser Prozess wird Uber T-Zellen vermittelt [52]. KVR reduziert die in der

Milz befindliche Menge an regulatorischen CD4+CD25+FoxP3+T-Zellen. Diese Zellen regulieren
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die Krankheitsentstehung und haben eine praventive Wirkung. KVR fihrt tGber TLR9 zur
Hochregulation der dendritischen Zellen und der B-Lymphozyten. KVR 16st auRerdem die
Produktion von Zytokinen und Chemokinen aus [63]. Die Hemmung des TLR9-Weges in mit
KVR-infizierten BBDR-Ratten unterdrickt die Entstehung des Typ 1 Diabetes [63]. Die
Stimulation der BBDR-Ratten zusatzlich zu KVR mit TLR-Agonisten wie Peptidoglykan (TLR2),
poly(l:C) (TLR3), LPS (TLR4), R484 (TLR 7/8) und CpG-DNA (TLR9) erhoht die Inzidenz des Typ 1
Diabetes in BBDR-Ratten - im Gegensatz zu denjenigen BBDR-Ratten, welche nur mit KVR
infiziert wurden. Die alleinige Stimulation mit TLR-Agonisten flihrt jedoch nicht zur Entstehung
eines Typ 1 Diabetes in BBDR-Ratten [15]. KVR induziert in BBDP (biobreeding diabetes prone)
Ratten jedoch keinen Typ 1 Diabetes. Die lymphopenischen BBDP-Ratten kénnen im Gegensatz
zu den BBDR-Ratten spontan Typ 1 Diabetes entwickeln. Vaccinia-Virus, ein dsDNA-Virus,
Mitglied der Poxviren, induziert im BBDR-Ratten-Modell keinen Typ 1 Diabetes. CMV
(Zytomegalievirus) fiihrt im BBDP-Ratten-Modell, nicht jedoch im BBDR-Ratten-Modell, zu Typ
1 Diabetes. Man geht davon aus, dass CMV einen bereits begonnenen Krankheitsprozess
verstarken kann [15]. Die Toll-like-Rezeptoren haben damit sowohl Typ 1 Diabetes-
induzierende als auch Typ 1 Diabetes-hemmende Eigenschaften. Neben den Toll-like-
Rezeptoren spielen im innaten Immunsystem jedoch auch TLR-unabhadngige Rezeptorwege

eine Rolle.

Humane Inseln, die mit Coxsackie-Virus, IFN-o, IFN-y und IL-13 stimuliert wurden, zeigen eine
Hochregulation von TLR3, RIG-I und MDA-5 [177]. Intrazellulare dsRNA, welche von toten
Zellen stammt, kann (ber TLR3 und die Transkriptionsfaktoren NFkB und IRF3 zur Apoptose
von primaren Maus- und Ratten-Beta-Zellen fihren. Extrazellulares poly(l:C) fuhrt tGber TLR3
zur Apoptose von Beta-Zellen. Intrazelluldres poly(l:C) fuhrt Gber RIG-I und MDA-5 zur
Apoptose und zur Typ I-Interferon-Hochregulation von primaren Maus- und Ratten-Beta-Zellen

[178].

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte des dsDNA-Analogons poly(dA:dT) untersucht.
Lippmann et al. zeigten 2008, dass poly(dA:dT) in verschiedenen humanen Zellen wie A549-
und HEK 293-Zellen zur IFN-B-Ausschittung fihrt. Die Freisetzung von IFN-B erfolgt
unabhangig von DNA-Rezeptor DAI. Die Blockade von DAl hemmt nicht die IFN-(-
Ausschittung. Die Blockade des Transkriptionsfaktors IFR3 fiihrt hingegen zur Hemmung der
IFN-B-Ausschiuttung [179]. Der DNA-Rezeptor DAl spielt womdoglich in der Erkennung von
poly(dA:dT) in MIN6-Zellen ebenfalls eine untergeordnete Rolle. Der Transkriptionsfaktor IRF3

scheint hingegen eine wichtige Rolle in der Typ I-Interferon-Hochregulation zu haben.
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Das AIM2-Inflammasom stellt einen weiteren Rezeptorkandidaten in MIN6-Zellen dar.
Veeranki et al. fanden 2011 heraus, dass IFl 16 das AIM2-Inflammasom negativ regulieren kann

[180]. Beide Molekiile konnten im durch poly(dA:dT)-induzierten Zelltod eine Rolle spielen.

Wie wird poly(dA:dT) in MIN6-Zellen erkannt? Uber welche Rezeptoren lduft der Signalweg? In
Vorarbeiten zu dieser Untersuchung zeigte sich in murinen Pankreasinseln eine signifikante
Hochregulation der mRNA-Expression von RIG-I, MDA-5 und DAI. IFN-B fiihrt in MIN6-Zellen
zur Aktivierung der zytosolischen Rezeptoren RIG-I und MDA-5, nicht jedoch von DAI. IFN-y
und TNF-a flihrt zur Hochregulation von RIG-I, MDA-5 und DAI. Auf Proteinebene zeigt sich
eine Bestdtigung der qRT-PCR-Ergebnisse: IFN-f3 aktiviert RIG-1 und MDA-5 [137]. Im Rahmen
einer lokalen Entziindung durch dsDNA kommt es in murinen MIN6-Zellen zur Hochregulation
von MDA-5 und RIG-I. Poly(dA:dT) wird Giber RIG-I und Polymerase Il in RNA umgeschrieben
und erkannt. MDA-5 und PTPN22 werden als Pradispositionsloki in der Pathogenese des Typ 1
Diabetes beschrieben [102,103,181]. Diejenigen Gene, welche fir die RIG-I-Helikasen kodieren,
sind mit der Expression von Typ I-Interferonen assoziiert [77]. IL-1J3, ein Interleukin, das auf die
Aktivierung des AIM2-Inflamasoms hindeutet, kann in MIN6-Zellen nach Stimulation mit
poly(dA:dT) hingegen nicht nachgewiesen werden. Da es in den letzten Jahren zur
Identifizierung einer Reihe weiterer dsDNA-Rezeptoren kam, fokussiert sich die vorliegende
Arbeit auf die Expression der Typ I-Interferon-induzierten Gene und auf die Darstellung der

durch poly(dA:dT) ausgeldsten Apoptose.

4.2 Effekte der dsDNA-Erkennung in MIN6- und INS-1-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von poly(dA:dT) auf MIN6- und INS-1-
Zellen untersucht. In humanen Endothelzellen des Glomerulus konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Stimulation mit poly(dA:dT) als auch mit poly(l:C) zur Interferoninduktion und zum
Zelltod fiihrt [182,183]. Poly(l:C) flhrt in primdren Mesangial-Zellen zur Ausschittung von Typ
I-Interferonen und zu Apoptose, welche sowohl mittels Caspase 8-Inhibitor als auch mittels

Caspase 9-Inhibitor partiell gghemmt werden kann [184].

In der vorliegenden Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass die Stimulation mit
poly(dA:dT) in MIN6-Zellen der Maus und in INS-1-Zellen der Ratte zur Expression von Typ |-
Interferon, IFN-B sowie von zahlreichen Typ I-Interferon-induzierten Genen, wie MX1, OASL2,

IFIT1, und von Chemokin CXCL10, auch bekannt als IP10, fiihrt.
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Virale DNA kann durch TLR9 sowie Uber zytosolische Rezeptoren, wie RIG-I, AIM2, IFl 16, und
Uber weitere unbekannte zytosolische DNA-Rezeptoren erkannt werden. Die Bindung an diese
Rezeptoren fiihrt zur Hochregulation von Typ I-Interferonen, Typ I-Interferon-induzierten
Genen und Chemokinen. Interferone hemmen die virale Replikation. Typ I-Interferone haben

zahlreiche immunmodulatorische Effekte [85].

Es zeigte sich, dass sowohl MIN6-Zellen aus der Maus als auch INS-1-Zellen aus der Ratte zur
Expression von IFN-f3, IFIT1, MX1, OASL2 und dem zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptor
RIG-I angeregt werden. RIG-I kénnte in MIN6-Zellen Gber die Umwandlung von dsDNA in

dsRNA mittels Polymerase Il poly(dA:dT) erkennen.

In Vorarbeiten wurden MIN6-Zellen 15, 18, 24 und 48 Stunden mit poly(dA:dT) stimuliert und
gRT-PCR-Experimente durchgefiihrt, um die mRNA-Expression von IFIT1, OASL2 und CXCL10
nachzuweisen. Hierbei zeigte sich, dass es ab einer Stimulationsdauer von 24 Stunden zu
einem Plateau der Expression der untersuchten Gene kommt, welche bei 48-stiindiger

Stimulation entweder wieder abfallt oder nur geringfligig zunimmt [137].

Auch bei primdren Mesangial-Zellen, welche 3, 6 und 9 Stunden mit non-CPG-(B)-DNA
stimuliert wurden, zeigte sich in qRT-PCR-Experimenten ein zeitabhangiger Anstieg der mRNA-
Expression von IFN-B, IFIT1, MX1, OASL2 und CXCL10 mit einer maximalen Aktivierung bei 9-

stiindiger Stimulation [185].

In murinen L929 Fibroblasten zeigte sich im Vergleich zu einer 6-stiindigen Stimulation mit

poly(dA:dT) bei 9-stiindiger Stimulation ein Anstieg der mRNA-Expression von IFN-f3 [179].

Fibroblasten aus Mausembryonen wurden mit West-Nile-Virus, einem ssRNA-Virus, Mitglied
der Flaviviren, stimuliert. Dabei kam es in gRT-PCR-Experimenten bei 24-stiindiger Stimulation

zu einem Plateau von IFN-B und Typ I-Interferon-assoziierten Genen wie OAS1a, OAS1b [186].

Humane Pankreasinseln, welche mit Coxsackie-Virus-Serotyp B3 stimuliert wurden,
exprimierten Typ lll-Interferone, wie IFN-A1 und IFN-A2. In qRT-PCR-Experimenten zeigte sich
ab einer 24-stlindigen Stimulation mit Coxsackie-Virus-Serotyp B 3 eine Hochregulation der
mMRNA-Expression von IFN-A1 und IFN-A2, welche bei 48-stiindiger Stimulation signifikant
anstieg [187].

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Anstieg der Expression von Typ I-Interferonen, Typ I-
Interferon-induzierten Genen und von Typ llI-Interferonen zelltypspezifisch ist und sowohl zeit-

als auch dosisabhangig erfolgt.
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Interferone und Interferon-induzierte Gene haben zahlreiche Wirkungen auf ihre Effektor-
zellen. Zum einen wirken sie antiviral, wie zum Beispiel MX1, in der Abwehr der Influenzaviren
[96]. IFN-B gehort zu den Typ I-Interferonen und wird durch den Transkriptionsfaktor IRF3
reguliert [188]. IFN-3 hat einen starken antiviralen Effekt in bronchialen epithelialen Zellen,
welche mit den Influenzaviren H3N2 und HS5N1 infiziert wurden [189]. OASL2 wird als
Checkpoint in Apoptose und Entziindungsprozess beschrieben [190]. IFIT1 ist das Endprodukt
der Aktivierung der zytosolischen Rezeptoren RIG-I und MDA-5 mit konsekutiver Aktivierung
von IRF3, was zur Degradierung viraler Proteine fiihrt [99]. Andererseits wirken Interferone
auch antibakteriell, wie beispielsweise bei der Abwehr von Bakterien in der septischen
Peritonitis [191]. Interferone kdnnen aber auch pro-inflammatorisch wirken und Autoimmun-
erkrankungen, wie zum Beispiel die Lupusnephritis, verstarken [192]. AufRerdem konnen
Interferone das Zellwachstum von Tumorzellen beeinflussen. In Brustkrebszellen fiihrt das
Chemotherapeutikum Topotecan zu einer erhéhten Expression von MHC-Klasse-I-Rezeptoren
Uber die Freisetzung von IFN-P [193]. Interferone hemmen die Progression der Multiplen

Sklerose [194], so dass diese Patienten von einer Therapie mit IFN-[3 profitieren [195].

Im kutanen Lupus erythematodes kann in Hautproben vermehrt MxA nachgewiesen werden,
was auf ein Typ I-Interferon-Signal hindeutet. MxA gehort zur MX1-Protein-Familie und ist ein
Typ I-Interferon-induziertes Gen. Diese Interferone flihren zur Induktion von Chemokinen wie
CXCL10, welche zytotoxische T-Zellen an die betroffenen Gebiete heranlocken [196]. CXCL10
wurde von Berg et al. in den Inseln des Pankreas nach einer Enterovirus-Infektion nach-
gewiesen [197]. Im Blutserum von neu diagnostizierten Typ 1 Diabetikern und von Menschen
mit einem erhodhten Risiko Typ 1 Diabetes zu entwickeln, konnten erhohte Spiegel des
Chemokins CXCL10 festgestellt werden [198] [199]. Wahrend des Pradiabetes-Stadium wurden
in NOD-Mausen erhodhte Spiegel von CXCL10-mRNA und CXCL10-Protein nachgewiesen.
CXCL10 rekrutiert Makrophagen an die Beta-Zelle [200]. In NOD-Mausen, welche mit LCV
(Lymphozytischem-Choriomenigitis-Virus) infiziert wurden, induziert die Blockade von CXCL10
eine Hemmung des Typ 1 Diabetes. Die Uberexpression von CXCL10 erhéht hingegen die
Expression des Typ 1 Diabetes [201]. In der vorliegenden Arbeit konnte in murinen MIN6-
Zellen und in den INS-1-Zellen der Ratte, nach Transfektion mit dsDNA, ebenfalls eine
Aktivierung von CXCL10 bzw. IP10 aufgezeigt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Dissertation stimmen mit den bisher publizierten Daten Uberein und implizieren, dass das

Chemokin CXCL10 wahrend des Anfangsstadiums des Typ 1 Diabetes eine Hauptrolle spielt.

Die Quelle der Chemokinproduktion wahrend der Insulitis ist die Beta-Zelle selbst. Isolierte

Ratten-Beta-Zellen, welche mit dsRNA oder IL-1 und IFN-y stimuliert wurden, zeigen eine
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erhohte Expression von Zytokinen und Chemokinen wie CXCL10 [202]. Humane Inselzellen,
welche mit IL-13 und IFN-y stimuliert wurden, zeigen eine erhdhte Expression von CXCL10 und

sezernieren CXCL10 in das Kulturmedium [200].

Virale RNA, wie poly(l:C), aber auch dsRNA-Viren, wie Coxsackie-Viren, fihren zur IFN-a-
Produktion in Beta-Zellen. IFN-a. fiihrt zur Hochregulation von MHC-Komplexen auf den Beta-
Zellen des Pankreas [136]. Mit Hilfe von Interferonrezeptor-defizienten Mausen konnte
nachgewiesen werden, dass Typ I-Interferone fiir die Entstehung des Typ 1 Diabetes
notwendig sind [136]. 1987 wiesen Foulis et al. IFN-o. in humanen Beta-Zellen des Pankreas
nach [47]. Zytosolische Rezeptoren des innaten Immunsystems sind moglicherweise bei der
viralen Erkennung beteiligt und fihren zu einer Typ I-Interferon-Produktion. Bei Patienten mit
Psoriasis kann in den Keratinozyten, dhnlich wie in den Beta-Zellen, IFN-o. nachgewiesen
werden. Zusatzlich kann eine erhdhte Expression der Pathogenerkennungsrezeptoren MDA-5
und RIG-I festgestellt werden. Bei Psoriasis fiihrt die Induktion der Typ I-Interferone zur

chronischen Entziindung [203].

Neben dsRNA-Viren oder einem dsRNA-Analogon spielen auch dsDNA-Viren in der
Pathogenese des Typ 1 Diabetes eine Rolle. Neben poly(l:C) konnte poly(dA:dT) zur Typ I-
Interferon-Expression in humanen Beta-Zellen fihren und zur Progression des autoimmunen
Diabetes beitragen. Lokal gebildete Interferone fiihren zur Rekrutierung von Makrophagen an
die Hepatozyten [204]. Ahnlich kénnten die lokal gebildeten Interferone und Interferon-
induzierten Gene und das Chemokin CXCL10 Makrophagen und andere Entziindungszellen des
innaten und adaptiven Immunsystems an die Beta-Zelle rekrutieren. Dieser Entziindungs-
prozess fuhrt zur Induktion, Amplifikation und Aufrechterhaltung der Insulitis. Die Entziindung
unterdriickt die Beta-Zell-Funktion und fiihrt zur Apoptose. Entziindung stellt die biologische
Antwort auf Infektion und Zell-Zerstorung dar [205]. Dieses Modell der Aktivierung des innaten
Immunsystems und anschlieBender Aktivierung des adaptiven Immunsystems, was zur

progressiven Insulitis der Beta-Zellen fiihrt, wurde 2009 von Eizirik et al. beschrieben [81].

4.3 Bedeutung der Apoptose in MIN6-Zellen

Neben den Interferonen hat die Apoptose eine wichtige Funktion im innaten Immunsystem.
Sie hemmt die Virusvermehrung [206] und stellt die Hauptursache fiir den Verlust der Beta-
Zellen dar [38,207]. In dieser Studie wurden die mit poly(dA:dT) stimulierten MIN6-Zellen in
Western Blot- und FACS-Analysen untersucht. Die Durchflusszytometrie zeigte vor allem

Annexin positive und Propidium lodid positive Zellen, was darauf hindeutet, dass sich bei den
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mit poly(dA:dT) stimulierten Zellen bereits eine groRere Anzahl von Zellen nicht in der frihen
Phase, sondern in der spaten Phase der Apoptose oder in Nekrose befand. In Western Blot-
Analysen konnte in Vorarbeiten zu dieser Untersuchung die Effektorcaspase 3 nachgewiesen
werden [137]. Um noch genauer den Weg der Apoptose zu charakterisieren, folgten in der
vorliegenden Arbeit Caspase 8- und Caspase 9-Western Blot-Analysen. Beide Caspasen waren
nach Stimulation mit poly(dA:dT) aktiviert, was darauf hindeutet, dass sowohl der extrinsische
als auch der intrinsische Weg der Apoptose in MIN6-Zellen aktiviert wurde. AuRerdem fiihrte

die Hemmung der beiden Caspasen zu einer partiellen Hemmung des Zelltodes.

Knockout-Mdause, die keine Caspase 3 besitzen, sind gegen einen durch multiple Dosen
Streptozotozin ausgelésten Typ 1 Diabetes geschiitzt. Dies bedeutet, dass fiir die T-Zell-
Aktivierung die Beta-Zell-Apoptose bendtigt wird [208]. Choi et al. zeigten, dass im Beta-Zell-
Tod vor allem Caspase 8 und Caspase 3 eine Rolle spielen. Inhibitoren beider Caspasen
hemmen den Beta-Zell-Tod, wonach vor allem der extrinsische Weg der Apoptose im Beta-
Zelltod eine Rolle spielt [209]. Moriwaki et al. konnten in den Inseln von neu diagnostizierten
Typ 1 Diabetikern die Expression von Fas-Rezeptor und Fas-Ligand nachweisen, was ebenfalls
auf den extrinsischen Weg der Apoptose hindeutet [210]. In der vorliegenden Arbeit konnte
nach Stimulation von MIN6-Zellen mit poly(dA:dT) sowohl die Aktivierung von Caspase 8 als
auch die Aktivierung der Caspase 9 festgestellt werden. Im Gegensatz zu Choi et al. und
Moriwaki et al. wurde in der vorliegenden Studie neben dem extrinsischen Weg der Apoptose
auch die Relevanz des mitochondrialen Weges der Apoptose im durch poly(dA:dT) induzierten

Beta-Zell-Tod festgestellt.

Im intrinsischen Weg der Apoptose haben die BH3-only-Molekiile eine wichtige
Regulationsfunktion. Puma ist ein BH3-only-Protein, das durch den Transkriptionsfaktor p53
hochreguliert wird. Die Aktivierung von Puma spielt im durch Zytokine ausgeldsten Beta-Zell-
Tod eine wichtige Rolle [129]. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie kontrollieren den
mitochondrialen Weg der Apoptose und regulieren den Glukose-Metabolismus der Beta-Zellen
sowie deren Funktion [211]. Die Hemmung der pro-apoptotischen Molekiile Puma oder Bim
inhibiert die durch hohe Konzentrationen von Glukose und Ribose induzierte Apoptose; die
Hemmung von Noxa und Bid fiihren jedoch zu Apoptose. Laut McKenzie et al. spielen bei der
Hemmung der durch Glucose induzierten Apoptose von primaren murinen Beta-Zellen die pro-
apoptotischen Proteine Puma und Bim eine Rolle [212]. Puma wurde von Gurzov et al. als
wichtiges BH3-only-Protein charakterisiert, welches in der Pathogenese des durch Zytokine
induzierten und des durch endoplasmatischen Stress induzierten Typ 1 Diabetes eine

entscheidende Bedeutung hat [129,211]. Eitz Ferrer et al. zeigten in dendritischen Zellen, dass
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die Stimulation mit dem dsDNA-Virus MVA (Modified Vaccinia Virus) tGber IRF3 zur Aktivierung
von Noxa fuhrt [213]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit den Ergebnissen
von Gurzov et al. und Eitz Ferrer et al. Uberein. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass poly(dA:dT) zur Aktivierung von Puma und Noxa in MIN6-Zellen fiihrt. Noxa ist
ein BH3-only-Mitglied der Bcl-2-Familie und wird Uber p53 reguliert [116]. SsRNA-Viren,
Echoviren und Coxsackie-Viren induzieren Uber die Aktivierung von Noxa Apoptose. Hierbei
werden die Transkriptionsfaktoren IRF1, IRF3 und CREB (cAMP response element-binding
protein) aktiviert [214]. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass der Knockdown von Noxa durch
siRNA den Zelltod und die Caspase 3-Aktivierung nach Stimulation mit Enzephalomyokarditis-
Virus hemmt [215]. Noxa wird durch poly(l:C) und dsRNA-Viren hochreguliert [216]. Die
Hochregulation von Noxa bezieht die Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3 mit ein [214].
Rosebeck et al. zeigten 2011 in murinen Nierenzellen, dass der Knockdown von Noxa die durch
Varizella-Simplex-Virus ausgeldste Apoptose hemmt [217]. In humanen malignen Melanom-
zellen wurde gezeigt, dass der Knockdown von Noxa durch siRNA signifikant zur Reduktion der
Apoptose in Melanomzellen flhrt [218]. Diese Studien zeigen, dass in der durch Viren
ausgeldsten Apoptose Noxa ein wichtiges pro-apoptotisches Molekiil ist. Die Inhibierung von
Noxa hemmt in verschiedenen Studien Apoptose. Moglicherweise kdnnte dieses Molekil auch

im viral induzierten Typ 1 Diabetes ein therapeutisches Zielmolekl darstellen.

Brunelle et al. beschrieben 2009, dass der extrinsische und der intrinsische Weg der Apoptose
Uber das Protein tBid, ein sogenanntes truncated Bid, miteinander verbunden werden kénnen
[130]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im durch poly(dA:dT)
induzierten Zelltod der MIN6-Zellen sowohl der intrinsische, mitochondriale Weg der Apoptose
als auch der extrinsische Weg der Apoptose involviert sind. Womoglich sind beide Wege der

Apoptose lber truncated Bid, tBid, miteinander verbunden.

Neben den pro-apoptotischen Proteinen der BH3-only-Familie spielen auch die Transkriptions-
faktoren im durch Zytokine und durch Viren ausgeldsten Zelltod eine Rolle. STAT-1 ist der
Haupttranskriptionsfaktor im pankreatischen Beta-Zelltod und im Entziindungsprozess der
Inselzellen. Moore et al. veroffentlichten 2011 eine Studie, die zeigt, dass die durch
IFN-y-regulierten Transkriptionsfaktoren STAT-1 und IRF1 verschiedene Effekte auf die Beta-
Zelle haben. STAT-1 férdert die Apoptose und den Entziindungsprozess in der Beta-Zelle,
wahrend IRF-1 die inflammatorischen Mediatoren herunterreguliert. In INS-1-Zellen und in
primdren Zellen der Ratte reguliert STAT-1 die Zytokin-induzierte Apoptose. STAT-1 hat in den

Beta-Zellen der Ratte zu IRF-1 entgegengesetzte Effekte [82]. Streptozotozin fihrt in C57BL/6-
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und in NOD-Mausen zur Induktion des Typ 1 Diabetes. Die Blockade des Transkriptionsfaktors
STAT-1 schiitzt dabei vor der Entstehung des Typ 1 Diabetes [219].

Mcl-1, Myeloid cell leukemia sequence 1, ist ein anti-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie
und hemmt die Apoptose in Beta-Zellen. Allagnat et al. untersuchten 2011 Mcl-1 in INS-1-
Zellen. Als Stimulanzien wurden Zytokine, Palmitat und Thapsigarnin verwendet. Nach dem
Knockdown von Mcl-1 mit siRNA kam es zu einer starken Zunahme der Apoptose und zur
Caspase 3-Aktivierung in INS-1-Zellen. Mcl-1 hemmt die Apoptose in INS-1-Zellen. In weiteren
Versuchen wurde Mcl-1 Gberexprimiert. Die Uberexpression von Mcl-1 hemmt die Trans-
lokation von Bax zum Mitochondrium, die CytochromC-Freisetzung und die Caspase-3-

Aktivierung [220].

Man nimmt heutzutage an, dass der Beta-Zelltod durch verschiedene Gene reguliert wird,
welche durch die Transkriptionsfaktoren NFkB und STAT-1 kontrolliert werden. Apoptose ist
ein aktiver, genetisch festgelegter Prozess [83]. Der Zytokin-induzierte Zelltod wurde intensiv
untersucht. Die Gruppe um Ortis publizierte 2008, dass IL-13 und TNF-a zum Zelltod von INS-1-
Zellen fuhren. Beide Zytokine aktivieren den Transkriptionsfaktor NF-kB. Die Blockade von
NF-kB schitzt die Beta-Zelle gegen die durch IL-13 und IFN-y sowie die durch TNF-a und IFN-y
ausgeloste Apoptose [221]. Neben den Bcl-2-Molekiilen scheinen auch die Transkriptions-
faktoren NFkB und STAT-1 Zielmolekile neuer Therapien darzustellen. Umweltfaktoren, wie
Viren, flihren in genetisch determinierten Patienten zur Zerstérung der Beta-Zelle durch das
Immunsystem. Die Immunzellen wandern in die Beta-Zelle und fiihren zur Aktivierung von
FasL, Perforin, ROS (Reactive oxygen species), NO (nitric oxide) und pro-inflammatorischen
Zytokinen. Die freigesetzten Zytokine binden an ihre Rezeptoren und aktivieren MAP (mitogen
activated protein)-Kinasen sowie Transkriptionsfaktoren NFkB und STAT-1, welche zur
Aktivierung von Typ 1l-Interferon-induzierten Genen fiihren und Apoptose in der Beta-Zelle

auslosen [222].

4.4 Limitationen der experimentellen Strategie

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit sind jedoch limitiert, da der Effekt von zytosolischer
dsDNA nur in Insulinomazellen untersucht wurde. Es bleibt ungewiss, ob poly(dA:dT) ahnliche
Effekte in primaren Zellen hat. In Vorarbeiten zur vorliegenden Studie wurde poly(dA:dT) in
C57BL/6 Wildtyp-Mausen intraperitoneal injiziert. Dabei zeigte sich im Vergleich zur

Kontrollgruppe keine diabetogene Wirkung und es kam nicht zu einer Bestatigung der in vitro-
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Ergebnisse. Das Resultat der durchgefiihrten in vivo-Studie kénnte jedoch durch Storfaktoren

verzerrt sein [137].

Eine weitere Limitation der vorliegenden Studie besteht darin, dass als Versuchsreagenz nur
poly(dA:dT) benutzt wurde, ein dsDNA-Analogon. Es wurden keine dsDNA-Viren, wie MVA
(Modified Vaccinia Virus), Herpes-simplex-Viren oder Zytomegalieviren, verwendet. Es ist

unbekannt, ob dsDNA-Viren dhnliche Effekte wie poly(dA:dT) aufweisen.

Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamin benutzt. In der Annahme, dass es in der Maus
oder im Menschen einen dhnlichen Mechanismus geben muss, wurden sowohl MIN6-Zellen als
auch INS-1-Zellen mit Lipofectamin transfiziert, um einen Transport von dsDNA in die Zelle zu

ermoglichen.

Desweiteren wurden in der vorliegenden Arbeit nur bestimmte Stimulationszeitpunkte wie 6,
12, 18 und 24 Stunden untersucht. In Vorarbeiten kam es bei 24-stiindiger Stimulation zu einer
Plateauphase und bei langerer Stimulationsdauer zeigte sich ein geringfligiger Anstieg oder

eine geringfligige Abnahme der Expression der untersuchten Gene [137].

AulRerdem wurde in dieser Arbeit nicht Uberpriift, ob sich in den mit poly(dA:dT) transfizierten
Zellen die Insulinproduktion verdndert. Es ist anzunehmen, dass die apoptotischen MIN6-
Zellen kein Insulin mehr produzieren kénnen. In Folgestudien sollte die Insulin-Sekretion in mit

dsDNA-Viren infizierten Zellen oder in Maus- bzw. Ratten-Modellen tberpriift werden.

4.5 Klinische Bedeutung fiir den Typ 1 Diabetes

In den letzten Jahren wurden zahlreiche kausale Therapieansatze fir den Typ 1 Diabetes
erforscht. Man nimmt heutzutage an, dass Typ 1 Diabetes ein durch CD4+T-Helferzellen
ausgelostes Immungeschehen ist, welches zytotoxische CD8+T-Zellen und das angeborene
Immunsystem involviert. 1985 fanden Sibley et al. heraus, dass im Pankreas von Typ 1
Diabetikern zytotoxische CD8+T-Zellen die Ursache fir die Beta-Zell-Destruktion darstellen
[223]. Ein CD3 (cluster of differentiation)-Antikdrper, welcher gezielt gegen die zytotoxischen
CD8+T-Zellen gerichtet ist, kann den Typ 1 Diabetes stark unterdriicken [224]. Regulatorische
T-Zellen kénnen den Ausbruch des Typ 1 Diabetes hemmen. In Studien mit NOD-Mausen
wurde herausgefunden, dass Mause ohne CD28-Expression, welche keine regulatorischen

T-Zellen besitzen, einen verstarkten Typ 1 Diabetes entwickeln [225].
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Neben den T-Zellen spielen auch B-Zellen in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes eine wichtige
Rolle. Die Aktivierung der B-Lymphozyten flhrt zur Antikérperproduktion. Lange vor dem
absoluten Insulinmangel kénnen im Serum von Typ 1 Diabetikern Glutamat-Decarboxylase-
Antikorper (GADA), Insulinantikérper (IAA) und Tyrosinphosphataseantikorper (IA-2A), welche
gegen die Insulin-produzierenden Beta-Zellen gerichtet sind, nachgewiesen werden [165]
[166]. In NOD-Mausen bewirkt die Hemmung der B-Lymphozyten durch Antikoérper oder
Genausschaltung eine verbesserte Beta-Zellfunktion [226]. Auch im Menschen bewirkt die
Behandlung mit dem monoklonalen Antikérper Rituximab, der gegen B-Lymphozyten gerichtet

ist, eine verbesserte Beta-Zellfunktion [227].

Der Transfer von Knochenmark von einem Patienten mit Typ 1 Diabetes in einen gesunden
Menschen fuhrt zur Initiilerung des Entziindungsprozesses im Empfanger. In einer Fallstudie
aus dem Jahr 1993 erkrankte eine 29-jahrige Frau, die vier Jahre zuvor Knochen-
markstammzellen ihres HLA-identischen und an Typ 1 Diabetes erkrankten Bruders erhalten
hatte, an Typ 1 Diabetes [228]. Womdglich kénnte eine Knochenmarktransplantation eine

Progression des Typ 1 Diabetes hemmen.

Weitere Studien fanden heraus, dass eine Blockade der Zytokine wie IFN-y, TNF-o. und CXCL10
das Auftreten eines Typ 1 Diabetes reduziert [229]. Kleine Molekiile, die gegen die Zytokine

gerichtet sind, blockieren die Apoptose in INS-1-Zellen [230].

Organproben, welche vom Network for Pancreatic Organ Donors with Diabetes gesammelt
werden, kdnnten Aufschluss Uber weitere Therapieansatze geben. Sollten bei den meisten
Organproben Enteroviren oder andere dsRNA-Viren, dsDNA-Viren, IFN-a, IFN-f und MHC-
Klasse-I-Molekille nachgewiesen werden kdnnen, sollte versucht werden eine Impfung zu
entwickeln [102,103]. Um den Zelltod zu verhindern, muss der initiale Ausloser der Insulitis
und des Immunprozesses erforscht werden. Die Hemmung der Caspasen und der pro-
apoptotischen BH3-only-Proteine ist ebenfalls zu erwagen. Eine nur in Beta-Zellen des
Pankreas wirkende Blockade von Noxa und Puma koénnte die Apoptose von Insulin-

produzierenden Beta-Zellen verhindern.
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Abbildung 56: Pathogenese des Typ 1 Diabetes. Molekiile, welche in der Pathogenese des Typ 1

J

Diabetes eine Rolle spielen und welche als Zielmolekiile fiir neue kausale Therapien benutzt werden

kénnten [29].

Eine weitere Moglichkeit ware, Typ I-Interferone, welche den Teufelskreis von Insulitis und
Apoptose aufrechterhalten, zu hemmen. In anderen Autoimmunerkrankungen, wie dem SLE
und der viral-getriggerten Glomerulonephritis, wurde die Blockade der Typ I-Interferone

bereits beschrieben [192].

Poly(dA:dT) fihrt zur Hochregulation von zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren, zur
Expression von Typ I-Interferon IFN- und zur Expression von Typ I-Interferon-induzierten
Genen wie IFIT1, MX1 und OASL2. Desweiteren 16st dsDNA in Insulin-produziereden MIN6-
Zellen und INS-1-Zellen Apoptose aus. Womoglich kénnten dsDNA-Viren im Menschen eine
ahnliche Wirkung haben. Mittels primarer Beta-Zellen aus Maus und Ratte sowie mit Hilfe von
Tiermodellen, wie NOD-Ma&usen, BBDR-Ratten oder BBDP-Ratten, sowie mittels humanen
Beta-Zellen oder humanen Organproben sollten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Uberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Virale Infektionen sind mit der Pathogenese des Typ 1 Diabetes assoziiert. Vor allem spielen
ssRNA-Viren, wie Coxsackie-Viren, hierbei eine Rolle. Experimentelle und epidemiologische
Daten weisen jedoch auch darauf hin, dass DNA-Viren bei der Auslosung des Typ 1 Diabetes
beteiligt sind. Es ist bekannt, dass poly(l:C), ein dsRNA-Analogon, Uber die Aktivierung des Toll-
like-Rezeptors 3 und des Transkriptionsfaktors IRF3 zur Apoptose von murinen Beta-Zellen
fihrt [50]. Bisher war unklar, ob das dsDNA-Analogon poly(dA:dT) ebenfalls zur Apoptose von
Insulin-produzierenden Zellen fihrt. Desweiteren war unbekannt, ob es zur Expression von Typ

I-Interferonen kommt und welche Rezeptorwege dabei eine Rolle spielen.

Poly(dA:dT) kénnte in MIN6-Zellen Uber die Rezeptoren des innaten Immunsystems zur

Expression von Typ I-Interferonen und zu Apoptose von Beta-Zellen des Pankreas fiihren.

Poly(dA:dT) fihrt zur Hochregulation der RNA-Erkennungsrezeptoren MDA-5 und RIG-I in
MIN6-Zellen, in INS-1-Zellen nur zur Hochregulation von RIG-I. Uber Polymerase Ill kdnnte
poly(dA:dT) in RNA umgeschrieben und so durch RIG-I erkannt werden. Virale DNA induziert,
wenn sie mit kationischen Lipiden komplexiert ist, die Expression von Typ I-Interferonen,
Chemokinen und Zytokinen. Poly(dA:dT) induziert die Aktivierung des Typ I-Interferons
IFN-B. AuBerdem flhrt poly(dA:dT) zur Hochregulation von Typ I-Interferon-induzierten Genen
wie OASL2, IFIT1 und MX1, welche eine Vielzahl von antiviralen Effekten haben und Apoptose
induzieren. Poly(dA:dT) reguliert das Chemokin CXCL10 hoch, das in vivo zur Rekrutierung von

Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen an die Beta-Zelle fihrt.

Poly(dA:dT) flhrt zur Aktivierung von Caspase 8 und Caspase 9. Sowohl der intrinsische als
auch der extrinsische Weg der Apoptose wird aktiviert. Im mitochondrialen Weg der Apoptose

induziert poly(dA:dT) die Aktivierung von BH3-only-Molekiilen Noxa und Puma.

Poly(dA:dT) aktiviert, wenn es in das Zytosol gelangt, dsDNA-Rezeptoren und fiihrt Gber
Transkriptionsfaktoren zur Induktion von Genen, welche Typ I-Interferone, Typ I-Interferon-
induzierte Gene und Chemokine aktivieren. Diese Typ I-Interferon-Produktion aktiviert Beta-
Zell-Apoptose. Poly(dA:dT) fiihrt in MIN6- und in INS-1-Zellen zur Aktivierung der antiviralen
Immunantwort und zu Apoptose. Der Entziindungsprozess mit nachfolgender Apoptose ist ein

wesentliches Element des viral ausgelésten Typ 1 Diabetes.
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Abbildung 57: Antivirale Immunantwort und Virus-induzierte Apoptose von Insulin-produzierenden

Zellen in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes. MIN6-Zellen kénnen das dsDNA-Analogon poly(dA:dT) im

Zytosol iliber RIG-I bzw. MDA-5 sowie (iber weitere unbekannte DNA-Rezeptoren erkennen. Die

Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zur Hochregulation von Transkriptionsfaktoren wie IRF-3, NFkB und

STAT-1. Es kommt zur Expression von Typ I-Interferon IFN-£, Typ I-Interferon-induzierten Genen, wie

IFIT1, OASL2 und MX1, sowie zur Hochregulation des Chemokins CXCL10. Dadurch kommt es zur

Aktivierung der Apoptose. Der intrinsische Weg der Apoptose mit Aktivierung der Caspase 9 und der

extrinsische Weg der Apoptose mit Aktivierung der Caspase 8 werden induziert. Desweiteren werden die

pro-apoptotischen Proteine Noxa und Puma aktiviert.
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FACS-Gerat

Die Polymerase-Kettenreaktion
TagMan

FRET

LightCycler
Schmelzpunktanalyse

Hochregulation der zytosolischen Pathogenerkennungsrezeptoren RIG-I und

MDA-5 in MIN6-Zellen

Hochregulation von IFN-3 nach Stimulation mit poly(dA:dT)

Poly(dA:dT) induziert die Hochregulation von IFIT1/P56 in MIN6-Zellen
Hochregulation von MX1 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen
Hochregulation von OASL2 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen
Hochregulation von CXCL10 nach Stimulation mit poly(dA:dT) in MIN6-Zellen
Hochregulation von RIG-1 in INS-1-Zellen

Hochregulation von IFN-f3 in INS-1-Zellen

Hochregulation von IFIT1 in INS-1-Zellen

Hochregulation von MX1 in INS-1-Zellen

Hochregulation von OASL2 in INS-1-Zellen

Hochregulation von CXCL10 in INS-1-Zellen

TUNEL-Farbung von Beta-Zellen

Prozentsatz der TUNEL-positiven Zellen

Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 8 in MIN6-Zellen

Densitometrische Analyse der Caspase 8
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Densitometrische Analyse der Caspase 8-Expression im Verhaltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Densitometrische Analyse der Procaspase 8-Expression im Verhéltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Poly(dA:dT) aktiviert Caspase 9 in MIN6-Zellen

Densitometrische Analyse der Caspase 9-Aktivierung

Densitometrische Analyse der Caspase 9-Expression im Verhaltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Densitometrische Analyse der Procaspase 9-Expression im Verhaltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Poly(dA:dT) fiihrt im FACS-Experiment zu frihapoptotischen, Annexin V

positiven und Pl negativen Zellen

Poly(dA:dT) fiihrt im FACS-Experiment zu spatapoptotischen, Annexin V

positiven und Pl positiven Zellen

Poly(dA:dT) fuihrt im FACS-Experiment zu spatapoptotischen Zellen. Caspase 9-

und Caspase 8-Inhibitor hemmen die Apoptose partiell

Poly(dA:dT), komplexiert mit kationischen Lipiden, fiihrt zur Proteinexpression

der BH3-only-Mitglieder Puma und Noxa

Densitometrische Auswertung der Puma- und Noxa-Expression im Western

Blot nach Stimulation mit poly(dA:dT)

Densitometrische Auswertung der Puma-Expression im Verhaltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Densitometrische Auswertung der Noxa-Expression im Verhdltnis zur Beta-

Tubulin-Expression

Pathogenese des Typ 1 Diabetes

Antivirale Immunantwort und Virus-induzierte Apoptose von Insulin-

produzierenden Zellen in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes
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Tabelle 1: Die ISG56/IFIT1-Familie

Tabelle 2: Initiator- und Effektorcaspasen bei Maus und Mensch



9 Verzeichnis der Abkiirzungen
AIM 2

AK, ab
Apaf-1

APS

ASC

AT

ATP

Bak

Bax
BBDR-Ratten
BBDP-Ratten
BBC3

Bcl-2

Bcl-w

Bcl-Al

Bid

Bik

Bok

BSA

GADA

CARD

CCL

CCR
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absent in melanoma 2

Antikorper
apoptotic-protease-activating factor 1
Ammoniumpersulfat
apoptosis-related speck-like protein
Adenosin-Thymin

Adenosin Triphosphat

Bcl-2 homologous antagonist / killer
Bcl-2-associated X protein
biobreeding diabetes resistant rat
biobreeding diabetes prone rat

Bcl-2 binding component 3, Synonym: Puma
B-cell lymphoma 2

Bcl-2-like protein 2

Bcl-2-related protein Al

BH3 interacting domain death agonist
Bcl2-interacting killer (apoptosis-inducing)
Bcl-2-related ovarian killer

Bovines Serum Albumin
Glutamat-Decarboxylase-Antikorper
Caspase-Rekrutierungs-Domane
chemokine ligand

chemokine receptor
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CD cluster of differentiation

cDNA Komplementédre Desoxyribonukleinsaure
CL kationisches Lipid

CcMvV Zytomegalievirus

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

CREB cAMP response element-binding protein
CXCL10 CXC-Chemokine ligand 10, Synonym: IP10
CXCR3 CXC-Chemokine receptor 3

DAI DNA dependent activator of IFN regulating factors
DAMPs danger associated molecular patterns
DAPI 4’-6’-Diamino-2-phenylindol

DC dendritic cell (Dendritische Zelle)

DD death domain (Todesdomane)

DED death effector domain

DISC trimerized receptor-ligand complex
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Deoxyribonucleotid

Dp5 Synonym: Hrk, Activator of apoptosis harakiri
dsDNA Doppelstrang-DNA

dsRNA Doppelstrang-RNA

DTT Dithiothreitol

EBV Eppstein-Barr-Virus
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ECL emitting chemiluminiscence reagent

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent assay

EMCV Encephalomyocarditis virus

FACS Fluorescence activated cell sorting

FADD Fas-associated protein with death domain
FasL Fas death receptor ligand

FasR Fas death receptor, Synonym: Fas, CD95, Apol
FBS Fotales bovines Serum

FCS Fetal calf serum, fotales Kalberserum

FITC Fluorescein-Isocyanat

FRET Fluorescence resonance energy transfer

GC Guanosin-Cytosin

GTPasen dynamin-like large guanosine triphosphatases
h Stunde

HCL Chlorwasserstoff

HLA Humanes Leukozyten Antigen

Hrk Activator of apoptosis harakiri

HSV Herpes-simplex-Virus

IAA Insulinantikorper

IA-2A Thyrosinphosphataseantikorper

IFI 16 Interferon-inducible protein 16

IFIH1 Interferon induces with Helicase C domain 1

IFIH1 Synonym: MDA-5
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IFIT1 Interferon induced with tetratricopeptide repeats 1
IFN Interferon

IFNAR IFN-ct /-8 receptor

IFNR Interferon-Rezeptor

IKK Inhibitor of nuclear factor x-B kinase

IL Interleukin

IPS-1 Interferon-f3 promoter stimulator 1

IP10 Interferon-y induced protein 10kDa, Synonym: CXCL10
IRF Interferon-regulating factor

ISGF Interferon-stimulated gene factor

ISRE Interferon-stimulated response elements

JAK Janus-aktivierte Kinase

KCL Kaliumchlorid

KM Knochenmark

KVR Kilham rat virus

LCMV Lymphocytic choriomenigitis virus

LGP2 laboratory of genetics and physiology 2

LPS Lipopolysaccharid

LRRFIP1 leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1
MAC mitochondrial apoptosis-induced channel

MAP mitogen-activated protein

MAVS mitochondrial antiviral signaling

Mcll myeloid cell leukemia sequence 1

MDA-5 melanoma-differentiation-associated gene 5



mDC

MEF

mg

HE

MHC

ml

MOMP

mMmRNA

MVA

MX1

MyD88

NaCl

n. Chr.

NF-xB

NK

NLR

NO

NOD

NOD-Mause

Noxa

OAS

OASL2

PAMPs

PBS
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myeloide dendritische Zelle

mouse embryonic fibroblasts

Milligramm

Mikrogramm

Major histocompability complex

Milliliter

mitochondrial outer membrane permeabilisation

messenger ribo nucleic acid

Modified Vaccinia Virus

Myxovirus resistance 1 protein

Myeloid differentiation primary response gene 88

Natriumchlorid

nach Christus

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Natdrliche Killerzellen

NOD-like Rezeptoren

nitric oxide

Nucleotide oligomerisation domain

non-obese diabetic mice

Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced-protein 1

Interferon-induced 2’-5"-oligoadenylate synthetases

2-5-oligoadenylate synthase like protein 2

pathogen associated molecular patterns

Phosphate-buffered saline
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PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
pDC plasmazytoide dendritische Zelle

Pl Propidium Jodid

PKR Protein-Kinase R

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

poly(dA:dT) poly deoxyadenylic-thymidylic acid sodium salt
poly(l:C) polyinosinic:polycytidylic acid

PRR Pattern recognition receptor

PS Penicilin Streptomycin

Puma p53 upregulated modulator of apoptosis
PVDF Polyvinylidenflourid

R848 Resiquimod

RCF Relative Zentrifugalkraft

RIG-I Retinoic acid inducible gene

RLH RIG-I-like helicase

RNA Ribonukleinsaure

ROS Reactive oxygen species

RPM Rotationen pro Minute

RSV Respiratory syncytial virus

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

SDS Natrium-Dodecysulfat

SeV Sendai virus

SEM Standard error of the mean



siRNA

SLE

ssDNA

ssRNA

STAT-1

STING

STZ

SV 40 T-Antigen

t-Bid

TBK 1

TBS

TBST

TdT

TEMED

TH1

TICAM

TIR

TIRAP

TIRP

TLR

TNF

TNF-a

TNF-R1

TRADD
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small interfering RNA

Systemischer Lupus erythematodes

Einzelstrang-DNA

Einzelstrang-RNA

Signal transducers and activators of transcription 1

transmembrane protein stimulator of interferon genes

Streptozotocin

Simian Vacuolating Virus 40 T-Antigen

truncated Bid

TANK-binding kinase 1

TRIS-buffered saline

TRIS-buffered saline and Tween 20

Terminal deoxynucleotidyl Transferase

Tetramethylethylenediamine

TH1-Helferzellen

TIR-containing adaptor molecule

Toll/interleukin-1 receptor

TIR-associated protein

TIR-containing protein

Toll-like receptor

Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor alpha

TNF-Rezeptor 1

TNF-receptor-associated death domain protein



TRAF

TRAIL-R1

TRAM

TRIF

TRIS

TUNEL

A

WHO

ZBP1
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Tumor necrosis factor receptor associated factors

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1

TRIF-related adaptor molecules

TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-{

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

terminal transferase-mediated dUTP nick end-labeling

Vesicular stomatitis virus

World health organisation, Weltgesundheitsorganisation

Z-DNA-binding protein 1
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