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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine der hdufigsten Volkskrankheiten der Welt und stellt das
moderne Gesundheitswesen vor grofie Herausforderungen. Im Jahr 2022 lag die
Zahl der Betroffenen allein in Deutschland bei etwa 8,5 Millionen [1]. Weltweit
waren 537 Millionen der Erwachsenen im Alter von 20 bis 79 Jahren erkrankt,
was einer Prévalenz von 10,5 % entspricht [2]. Diese Zahl soll bis 2045 auf 783
Millionen steigen [2]. Die zunehmende Pravalenz von Diabetes mellitus bringt

sowohl individuelle als auch gesellschaftliche Folgen mit sich.

Zu den schwerwiegenden Komplikationen gehéren unter anderem Amputationen,
koronare Herzkrankheit und Schlaganfall sowie diabetische Nephro-, Retino- und
Polyneuropathie [3]. Weltweit stirbt alle 5 Sekunden ein Mensch an den Folgen
seines Diabetes [2]. Auch die wirtschaftliche Belastung ist enorm. Laut dem Sta-
tistischen Bundesamt lagen alleine die direkten Krankheitskosten in Deutschland
im Jahr 2020 bei ungefiahr 7,4 Milliarden Euro [4].

Angesichts der steigenden Privalenz und der gravierenden individuellen und ge-
sellschaftlichen Folgen ist es von entscheidender Bedeutung, ein umfassendes
Verstandnis der Pathophysiologie von Diabetes mellitus zu erlangen. Dadurch
konnen Diagnosen frither gestellt, neue Therapiemoglichkeiten etabliert und Pra-

ventionsmafinahmen effektiver gestaltet werden.

1.1.1 Klassifizierung und Diagnosestellung

Diabetes mellitus bezeichnet eine heterogene Krankheitsgruppe und kann in meh-
rere Untergruppen unterteilt werden [5]. Gemeinsam ist allen eine Erhohung des
Blutzuckerspiegels (Hyperglykiamie) [6]. Typ-2-Diabetes (T2D) ist die hiufig-

ste Form mit einem Anteil von 90 - 95 % [7]. Bei den erkrankten Personen
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kommt es klassischerweise durch eine erhohte Insulinresistenz zu einem relati-
ven Insulinmangel [7]. Die Diagnose des Diabetes mellitus erfolgt anhand von
Niichternplasmaglukose (NPG), Gelegenheitsplasmaglukose (GPG), glykier-
tem Hédmoglobin (HbAlc) oder oralem Glukosetoleranztest (oGTT) [8] (s. Tab.
1.1).

Tabelle 1.1: Diagnosekriterien Pradiabetes und Diabetes mellitus nach
ADA und WHO [6,7,9]

Priadiabetes (erhohtes Diabetesrisiko) Diabetes mellitus
NPG ADA*: 100 - 125 mg/dl > 126 mg/dl**
(5,6 - 6,9 mmol/l) (> 7,0 mmol/1)
WHO*: 110 - 125 mg/dl
(6,1 - 6,9 mmol/1)

2-h PG 140 - 199 mg/dl > 200 mg/dl**
(7,8 - 11,0 mmol/1) (> 11,1 mmol/1)

HbAlc 5.7-64 % > 6,5 %"

GPG > 200 mg/dl***

(> 11,1 mmol/1)

* ADA und WHO unterscheiden sich nur im Grenzwert der NPG fiir Pradiabetes
** an 2 Tagen *** an 2 Tagen oder an einem Tag + klassische Symptome

ADA: American Diabetes Association; GPG: Gelegenheitsplasmaglukose;
HbAlc: glykiertes Himoglobin; NPG: Niichternplasmaglukose; PG: Plasmaglukose;
WHO: World Health Organization

Typ-1-Diabetes (T1D) ist meist immunologisch vermittelt und zeichnet sich
durch eine progrediente Zerstorung der insulinproduzierenden Beta-Zellen des
Pankreas aus [10]. Dies resultiert letztlich in einem absoluten Insulinmangel. Die
Diagnosestellung erfolgt haufig im Kindesalter [10]. Der Latent Autoimmune
Diabetes in the Adult (LADA) wird offiziell dem T1D zugeordnet, entwickelt
sich jedoch meist erst im Erwachsenenalter und deutlich langsamer. Er ist sehr
heterogen und weist phénotypisch und therapeutisch oft Ahnlichkeiten zum T2D
auf. Er wird deshalb auch als ,Double Diabetes“ bezeichnet [11].
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1.2 Risikogruppen fiir Typ-2-Diabetes

1.2.1 Pradiabetes

Bei einem Prédiabetes liegen die Glukosewerte zwischen Normoglykimie und
Diabetes (s. Tab. 1.1). Diese ,Vorstufe“ von Diabetes geht bereits mit einem
erhohten Risiko fiir kardiovaskulére Erkrankungen einher [12]. Durch Lebensstil-
interventionen wie Gewichtsreduktion oder sportliche Betatigung ist es mdoglich,
eine Progression von Priadiabetes zu T2D zu verhindern [13]. Die Inzidenz von
T2D ist nach Lebensstilintervention 58 % niedriger [14] und sogar eine Konver-
sion zu normoglykdmischen Werten kann erreicht werden [13]. Studien deuten

darauf hin, dass diese Interventionen in frithen Stadien effektiver sind [15].

Deshalb ist es wichtig, Personen mit erhohtem Risiko frithzeitig zu detektieren,
damit diese von Priventions- oder Interventionsmafinahmen bestmoglich pro-
fitieren konnen. Da viele Betroffene sogar im Anfangsstadium der manifesten
Erkrankung nur milde Symptome aufweisen, wird T2D héufig erst nach Jahren
diagnostiziert [2]. In Europa liegt der Anteil der Menschen mit undiagnostizier-

tem Diabetes schiatzungsweise bei 35,7 % [2].

Trotz erwiesener Risikofaktoren wie Ubergewicht, steigendem Alter oder fami-
lidrer Pradisposition, ist gerade die frithe Pathogenese des T2D noch nicht aus-
reichend erforscht [2]. Obwohl Adipositas als bedeutender Risikofaktor fir die
Entwicklung von T2D gilt, gibt es auch tibergewichtige Menschen, die nicht er-
kranken [16,17]. Auf der anderen Seite zeigen mitunter auch schlanke Personen
einen erhohten Blutzuckerspiegel oder leiden an T2D [18-20]. Dies legt nahe,
dass noch andere, bisher unbekannte Risikofaktoren und Mediatoren in der Pa-

thophysiologie des T2D existieren miissen.

Es wird vermutet, dass das angeborene Immunsystem eine Rolle im Krankheits-
verlauf spielen kénnte, bisher konnte dies aber noch nicht endgiiltig bestéatigt
werden [21].

1.2.2 Gestationsdiabetes

Gestationsdiabetes (GDM) ist definiert als Glukosetoleranzstérung, die erst-
mals wihrend der Schwangerschaft auftritt oder festgestellt wird [22]. Seit 2012
wird in der Mutterschafts-Richtlinie ein oGTT zum Screening eines moglichen
GDM empfohlen [23]. Zwischen der 24. und 28. Schwangerschaftswoche wird
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ein ,Vortest® mit 50 g Glukose durchgefiihrt, dem bei auffilligen Werten ein
,Diagnosetest* mit 75 g Glukose angeschlossen wird [23]. Bei letzterem sind die
Grenzwerte der International Association of Diabetes and Pregnancy Study
Groups (IADPSG) mafBgeblich (s. Tab. 1.2) [22,24]. Ein pathologischer Wert
ist zur Diagnosestellung ausreichend. Um einen manifesten Diabetes zu diagno-

stizieren, gelten die Grenzwerte geméafl Tabelle 1.1.

Tabelle 1.2: Diagnosekriterien Gestationsdiabetes nach IADPSG [22]

Schwellenwert Glukose*

NPG 92 mg/dl (5,1 mmol/l)
1-h PG 180 mg/dl (10 mmol/1)
2-h PG 153 mg/dl (8,5 mmol/1)

* mindestens ein Wert muss zur Diagnosestellung erreicht oder tiberschritten werden.
IADPSG: International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups;
NPG: Niichternplasmaglukose; PG: Plasmaglukose

Laut Robert-Koch-Institut wurde im Jahr 2021 bei 8,5 % der Frauen mit Kli-
nikgeburt in Deutschland ein GDM diagnostiziert [25]. Neben einem erhéhten
Geburtsrisiko fiir Mutter und Kind, haben Frauen nach GDM ein fast zehnfach
hoheres Risiko, einen T2D zu entwickeln, als Frauen mit normoglykédmer Schwan-
gerschaft [29,30].

Daher wird den Betroffenen 6 - 12 Wochen nach der Geburt ein erneuter 75
g oGTT empfohlen, bei dem die Normwerte gema3 WHO gelten (s. Tab. 1.1)
[24]. Weitere Kontrollen sollten alle 1 - 3 Jahre durchgefiithrt werden, um einen
Prédiabetes oder T2D friihzeitig zu erkennen [26]. Der Anteil der Frauen, die
nach ihrem GDM eine postpartale Kontrolle wahrnehmen, ist jedoch gering und
lag im GestDiab Register zwischen 2015 und 2017 nur bei 38,2 % [27]. Dabei
entwickelt laut einer Metaanalyse von 2021 ein Drittel der Frauen nach GDM

innerhalb von 15 Jahren einen Diabetes [28].

1.2.3 Metabolisches Syndrom

T2D, GDM und Metabolisches Syndrom (MetS) sind eng miteinander ver-
wandt. GDM und MetS gelten beide als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
T2D [29-32]. Ubergewicht als Komponente des MetS gilt aber auch als Risiko-
faktor fiir die Entwicklung eines GDM [33]. Auf der anderen Seite haben Frauen
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nach GDM ein erhohtes Risiko, im Verlauf ein MetS zu entwickeln [34].

In Deutschland leidet mehr als jeder fiinfte Erwachsene am MetS [35]. Nach
dem National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
(NCEP ATPIII) umfasst das MetS fiinf Kriterien: abdominale Adipositas (ge-
messen am Taillenumfang), erhéhte Triglyceride, erniedrigtes High-density Li-
poprotein (HDL), erhéhter Blutdruck und erhohte NPG (s. Tab. 1.3) [36].

Tabelle 1.3: Kriterien Metabolisches Syndrom nach
NCEP ATPIII [36,37]

Kriterien Messwert

Erhohter Taillenumfang Frauen: > 88 cm
Manner: > 102 cm

HDL-Cholesterin Frauen: < 50 mg/dl
Ménner: < 40 mg/dl

Triglyceride > 150 mg/dl

NPG > 100 mg/dl

Blutdruck > 130 / > 85 mmHg

HDL: High-density Lipoprotein; NPG: Niichternplasmaglukose;
NCEP ATPIII: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel II1

Wenn drei der Punkte erfiillt sind, kann die Diagnose gestellt werden [36]. Das
MetS stellt einen unabhéngigen Pradiktor fiir die Entwicklung eines T2D dar [32]

und erhoht das Risiko, daran zu erkranken um das Finffache [31].
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1.3 Periphere mononukleire Blutzellen

Zu den peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) gehoren Lymphozyten,
Monozyten und Dendritische Zellen [38]. Zur Isolation der PBMC aus dem
Vollblut wird héufig die Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation ange-
wandt [39]. Hierbei macht man sich zunutze, dass die Blutzellen nach Zentrifu-
gation unterschiedliche Dichten im Ficoll-Hypaque Medium haben [40]. PBMC
und Thrombozyten sammeln sich wegen ihrer niedrigeren Dichte in den obe-
ren Schichten, wihrend Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer hoheren
Dichte absinken [40] (s. Abb. 1.1).

Plasma
Thrombozyten

PBMC

Ficoll-Hypaque
Medium

Abbildung 1.1: Schichten nach Ficoll-Hypaque Dichtegradienten-
zentrifugation [41]

PBMC: Periphere mononukledre Blutzellen

Ein Vorteil der PBMC liegt vor allem darin, dass man sie kryokonservieren und
zu einem spéteren Zeitpunkt untersuchen kann [42]. Bei klinischen Studien mit
zeitlich versetzten Endpunkten hat man so ein geringeres Risiko von Interassay-

Variabilitét, da man mehrere Proben zeitgleich auftauen und testen kann [41,42].
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1.3.1 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren zu den Leukozyten und machen
5 - 15 % der im Blut zirkulierenden Lymphozyten aus [43]. Thr Anteil an den
PBMC betriagt durchschnittlich 10 - 15 % [38].

Als wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems kommt ihnen eine zentrale
Rolle bei der Bekdampfung von Viren und Tumorzellen zu [44]. NK-Zellen be-
sitzen die Fahigkeit, Zellen zu erkennen, die kein oder ein veridndertes Major
Histocompatibility Complex (MHC)-I-Molekiil ausbilden [44,45]. MHC-I ist
ein Oberflichenmarker, der von fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird
und damit eine Art ,,Personalausweis® des Korpers darstellt [46]. Mutierte Zellen,
Tumorzellen sowie virusinfizierte Zellen konnen eine fehlende Expression dieses
MHC-I-Komplexes aufweisen [44,47]. Die ,Missing-Self“-Hypothese besagt, dass

NK-Zellen eben diese Zellen erkennen und eliminieren kénnen [44].

Sie haben zudem eine immunregulierende Wirkung, indem sie verschiedene pro-
und anti-inflammatorische Zytokine produzieren, wie beispielsweise Interferon-
gamma, (IFN-v) [48,49]. Bei zellulirem Stress kénnen NK-Zellen durch die Se-
kretion von IFN-~ eine Makrophagen-Polarisation auslosen [50]. Diese Umwand-
lung von anti-inflammatorischen zu pro-inflammatorischen Makrophagen hat in
einer Studie mit adipésen Méusen zu Insulinresistenz gefiihrt [51]. Ein Mangel
an NK-Zellen in iibergewichtigen Mausen fiihrte wiederum zu einer verbesserten

Insulinsensitivitat [51,52].

Auf ihrer Zelloberflache bilden NK-Zellen inhibierende und aktivierende Rezepto-
ren aus, die in ihrem Zusammenspiel die NK-Zell-Funktion regulieren [48]. Durch
verschiedene Kombinationen dieser Rezeptoren, gibt es eine grofle Heterogenitét
innerhalb der NK-Zellen [48]. Dies fiihrt zu der Annahme, dass sie in unter-
schiedlichsten pathologischen Konditionen in immunologische Prozesse eingreifen
konnen [48]. Dabei werden ihnen sowohl protektive als auch pathogene Rollen in
diversen Erkrankungen zugeschrieben, moglicherweise sogar in ein und derselben

Krankheit wahrend verschiedener Stadien [53].

NK-Zellen und Diabetes NK-Zellen stehen im Verdacht, an der Pathoge-
nese des Diabetes beteiligt zu sein. Bei Erkrankten mit T2D, T1D oder LADA
konnten quantitative und qualitative Verdnderungen der NK-Zellen festgestellt
werden [54-68]. In einer Hochrisikogruppe zur Entwicklung eines T1D konn-
te bereits vor Krankheitsbeginn ein erhohter Anteil einer NK-Zell Subgruppe

gemessen werden [69]. In M&usen konnte das Entfernen der NK-Zellen in den
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Langerhans-Inseln des Pankreas die Entwicklung eines Diabetes signifikant hem-
men [70].

NK-Zellen und MetS Diverse Studien haben auflerdem Auffalligkeiten der
NK-Zahl oder -Aktivitit bei Personen mit Ubergewicht und Met$S festgestellt. So
waren hiufig die Anzahl der NK-Zellen vermindert, die Funktion reduziert und
Aktivierungsmarker vermehrt exprimiert [71-79]. Abgesehen vom MetS wurden
auch Defizite in der Anzahl oder Funktion der NK-Zellen im Zusammenhang mit
der Entwicklung und der Progression von Krebs berichtet [79,80]. Diese Zellen
konnten somit eine Erklarung fiir die erhdhte Inzidenz bestimmter Krebsarten
bei Fettleibigkeit und MetS liefern.



2 Zielsetzung

T2D ist eine hdufige und gefédhrliche Volkskrankheit, deren Ursachen noch nicht
vollstandig geklart sind. NK-Zellen als wichtiger Teil des angeborenen Immunsy-
stems stehen im Verdacht, an der Pathogenese beteiligt zu sein. Viele der vorhan-
denen Studien iiber das MetS weisen jedoch niedrige Fallzahlen, widerspriichliche

Ergebnisse sowie multimorbide Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer auf.

Die bisherigen Ergebnisse sollen deshalb in der grofien, gut phénotypisierten
PPSDiab-Kohorte tiberpriift werden.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es herauszufinden, ob NK-Zellen in ver-
schiedenen Risikogruppen fiir T2D in Anzahl und Funktion verédndert sind. Diese

Risikogruppen sind:
e Probandinnen nach GDM,

e Probandinnen mit Ubergewicht/Adipositas,

e Probandinnen mit MetS.
Im Detail werden folgende Charakteristika untersucht:

o die absolute sowie die relative Anzahl der NK-Zellen (als Anteil an den

Lymphozyten) im peripheren Blut,

e der Oberflichenmarker CD69 als Indikator fiir den Aktivierungsgrad der
NK-Zellen,

e das Vermogen der NK-Zellen, K562-Tumorzellen abzutoten, als Abbild fiir

ihre Funktion.



3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei ,,Priadiktion, Pravention und Subklassifikation von Schwangerschafts- und
Typ 2 Diabetes“ (PPSDiab) handelt es sich um eine prospektive, monozentri-
sche Beobachtungsstudie [81].

3.1.1 PPSDiab-Kohorte

Zwischen November 2011 und Mai 2016 wurden 304 Studienteilnehmerinnen ein-
geschlossen [82]. Die Kohorte besteht aus Frauen mit einem GDM in ihrer letzten
Schwangerschaft und einer Kontrollgruppe von Probandinnen, die eine normogly-
kdme Schwangerschaft hatten. Sie wurden im Verhéltnis 2:1 konsekutiv durch das
Diabeteszentrum und die Abteilung fiir Geburtshilfe des Klinikums der Universi-
tdt Miinchen rekrutiert. Einverstdndniserklarungen von allen Studienteilnehme-
rinnen sowie die Beflirwortung des Studienprotokolls von der Ethikkommission

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen liegen vor (Studien-ID 300-11).

3.1.2 Einschlusskriterien

Die Einschlusskriterien beinhalteten, dass die Schwangerschaft mindestens 3 und
hochstens 16 Monate zuriicklag und es sich um eine Lebendgeburt mit Einling
(n=295) oder Zwillingen (n=9) handelte. Die Diagnose des GDM basierte auf
einem 75 g oGTT nach der 23. Schwangerschaftswoche. Die Grenzwerte zur Dia-
gnosestellung entsprachen den Empfehlungen der IADPSG (s. Tab. 1.2) [22]. Die
Kontrollen wiesen entweder einen unauffilligen 75 g oGTT auf oder hatten einen
50 g oGTT mit einem 1-Stunden-Wert < 135 mg/dl (n=10) jeweils nach minde-
stens 23 Schwangerschaftswochen. Auch in vorhergegangenen Schwangerschaften

durfte bei den Kontrollen kein GDM vorgelegen haben.

10
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3.1.3 Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien waren Alkohol- oder Drogenabusus, ein manifester Diabe-
tes vor der Schwangerschaft und chronische Erkrankungen, die die regelméfige
Einnahme von Medikamenten erforderten. Des Weiteren wurden fiinf Teilneh-
merinnen ausgeschlossen aufgrund eines akuten respiratorischen Infekts (n=2),
einer manifesten Hyperthyreose (n=1) zu Studienbeginn sowie der Entwicklung
eines T1D im Verlauf der Studie (n=1). Hypothyreose (n=>52), milde Hyperto-
nie (n=4), gastroosophagealer Reflux (n=2) und Rivaroxaban-Prophylaxe nach

Lungenembolie (n=1) waren keine Ausschlusskriterien.

Insgesamt standen Daten von 300 Probandinnen fiir die Analysen dieser Disser-

tation zur Verfligung.

3.2 Visitenablauf und Probengewinnung

Das Material zu den im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Messungen stammte
vom Baseline-Visit, der 3 — 16 Monate nach der Entbindung stattfand.

3.2.1 Vorbereitung

Vor ihrem Besuch wurden die Probandinnen gebeten, sich mindestens 3 Tage lang
normal zu erndhren und téglich ungefahr 150 g Kohlenhydrate aufzunehmen.
Fasten und Low-Carb Diéten fiihrten zur Verschiebung des Tests. Auflerdem
sollten sie am Vortag weder Alkohol konsumieren noch uniibliche oder extreme

sportliche Betéatigungen ausiiben.

Dauermedikamente sollten normal weitergenommen werden, Rauchen und Be-
darfsmedikation waren vor und wahrend des Tests nicht erwiinscht. Vor dem
Untersuchungstag musste eine mindestens 8-stiindige Nahrungskarenz erfolgen

und es durften keine Anzeichen eines akuten Infekts vorliegen.

3.2.2 Durchfiihrung des oralen Glukosetoleranztests

Am Testtag wurde eine periphere Venenverweilkaniile gelegt (G 20, Vasofix Brau-
niile, B. Braun Melsungen AG, Hessen, Deutschland), iiber die sdmtliche Blut-
entnahmen erfolgten. Die Niichternblutentnahme setzte sich aus den in Tabelle

3.1 genannten Bestandteilen zusammen.
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3.2. Visitenablauf und Probengewinnung

Tabelle 3.1: Bestandteile der Blutentnahmen

Probenréhrchen  Verwendung Messverfahren/Verarbeitung
Kapillare Glukosemessung Super GL mittels Biosensor
Serum Antikoérper T1D ELISA

(IA2 und GAD)

Insulinmessung Chemiluminescent immunoassay
EDTA Differentialblutbild Klinisches Labor

HbAlc Klinisches Labor

Plasma Leptin ELISA

DNA Kryokonservierung

NEFA Enzymatic calorimetric method
Na-Fluorid Glucosemessung Glucose HK Gen.3
Li-Heparin Triglyceride Enzymatic caloric test

LDL-Cholesterin Friedewald-Formel”

HDL-Cholesterin Enzymatic caloric test

hsCRP Klinisches Labor

TSH, Kreatinin, GFR, Klinisches Labor

GPT, GOT, v-GT
P800 Plasma Kryokonservierung
PaxGene RNA Kryokonservierung

* Alle Werte der Triglyceride waren < 400 mg/dl.
Hersteller siche Materialliste im Anhang (Tab. 10.1 und Tab. 10.2).

DNA: Desoxyribonukleinsidure; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; GAD:
Glutamatdecarboxylase- Antikorper; GFR: Glomerulédre Filtrationsrate; v-GT: Gamma-
Glutamyl-Transferase; GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT: Glutamat-
Pyruvat-Transaminase; HbAlc: glykiertes Himoglobin; HDL: High-density Lipoprotein;
hsCRP: hochsensitives C-reaktives Protein; IA2: Tyrosinphosphatase-Antikorper; Li: Li-
thium; LDL: Low-density Lipoprotein; Na: Natrium; NEFA: Non esterified fatty acids;
RNA: Ribonukleinsdure; T1D: Typ-1-Diabetes; TSH: Thyroidea stimulierendes Hormon

Es folgte ein standardisierter oGTT mit 75 g Glukose (Accu-Chek Dextrose O.G.-
T. Saft 300 ml, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).

Weitere Blutentnahmen erfolgten nach 30, 60, 90 und 120 Minuten mit jeweils Be-
stimmungen von Insulin, Glukose und Plasmablutentnahme. Nach 120 Minuten

wurde zusétzlich die Glukose im Schnellmessgerét Super GL iiberpriift.
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3.3. PBMC-Verarbeitung

3.2.3 Weitere Erhebungen

Wiéhrend des oGTT wurde zweimal in sitzender Position der Blutdruck bestimmt
und aus beiden Werten der Mittelwert gebildet (Omron M500 Oberarm Blut-
druckmessgeriat HE, Omron, Kyoto, Japan). Dazu erfolgte zunéchst die Blut-
druckmessung an beiden Armen. Nach mindestens 30 Minuten wurde die zweite
Messung an dem Arm wiederholt, der initial den héheren Wert aufgewiesen hatte.
Zur letzten Blutentnahme wurde mindestens ein 10-miniitiger Abstand eingehal-
ten und es wurde darauf geachtet, dass die Probandin die letzten 15 Minuten
vor der Messung in sitzender Haltung verbracht hatte. Wahrend der Messung
wurde sie gebeten, nicht zu sprechen und eine entspannte Haltung einzunehmen.
Der Ruhepuls wurde wéhrend der zweiten Messung ermittelt. Im Laufe des Tests

wurde zudem eine Auskultation der Lunge und des Herzens vorgenommen.

Nach dem oGTT wurden Grofle sowie Taillen- und Hiiftumfang der Probandin
auf einen Zentimeter genau ermittelt. Im Rahmen einer Bio-Impedanz-Analyse
(Waage: Tanita BC-418, Tanita Corporation, Arlington Heights, IL; Auswer-
tungssoftware: GMON) wurden Gewicht und Kérperzusammensetzung bestimmt
(83, 84].

Die Probandin hatte zudem die Moglichkeit, weitere Untersuchungen wahrzu-
nehmen (Spirometrie, intravendser Glukosetoleranztest oder Magnetresonanzto-
mographie). Daten dieser Untersuchungen sind in diese Dissertation nicht einge-

flossen.

3.3 PBMC-Verarbeitung

3.3.1 Isolierung

Ein 7,5 ml EDTA-R6hrchen der Niichternblutentnahme wurde im Anschluss ste-
hend bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von maximal 30 Stunden wei-

terverarbeitet.

Die Isolierung der PBMC aus dem EDTA-Blut erfolgte mittels Ficoll Hypaque
Dichtegradientenzentrifugation [39]. Alle verwendeten Reagenzien befanden sich
zum Zeitpunkt der Verarbeitung auf Raumtemperatur.

Nach der ersten Zentrifugation bei 491 g fiir 10 Minuten, wurden die Blutzellen in

30 ml Hanks’ balanced salt solution (HBSS, calcium, magnesium, no phenol red,
Gibco, Paisley, Schottland, UK) resuspendiert. Das HBSS enthielt zusétzlich 1 %
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3.3. PBMC-Verarbeitung

Antibiotika (Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml), Gibco, Paisley, Schottland,
UK), 1 % L-Glutamine (200 mM, Gibco, Paisley, Schottland, UK) und 1 %
HEPES buffer solution (1 M in H20, Sigma Aldrich, St. Louis, MO).

Danach folgte das langsame Unterspritzen von 13 ml Ficoll-Lésung (Biocoll se-
parating solution, Biochrom, Cambourne, Cambridge, UK). Durch die anschlie-
Bende Zentrifugation fiir 30 Minuten ohne Beschleunigung und Bremse bei 491 g,
erfolgte die dichteabhéngige Auftrennung in drei Phasen. Die PBMC wurden aus
der mittleren Phase (s. Abb. 1.1) aufgenommen. Nach drei Waschvorgéngen fiir
je 10 Minuten bei 491 g mit weiteren 45 ml HBSS, folgte die Zahlung der PBMC
mittels Trypanblau [85].

3.3.2 Kryokonservierung und Aufbewahrung

Die Zellen wurden anschlieBend rasch in 2 ml Dimethylsulfoxid (DMSO, Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), das 10 % fetales Kélberserum
(FCS, FBS Superior, Biochrom, Cambourne, Cambridge, UK) enthielt, gelost
und in zwei Kryorohrchen zu je 1 ml eingefroren. Um intrazelluldres Gefrieren
zu verhindern, das auftritt wenn die Kiihlung der Zellen zu schnell stattfindet,
wurden die Kryorohrchen fiir 24 - 72 Stunden in einem Gefrierbehélter mit 100 %
Isopropyl Alkohol bei -80°C gelagert [86]. Dadurch fand eine graduelle Herunter-
kithlung von ungeféhr 1°C/min statt [86].

Danach wurden die PBMC ziigig in die gasférmige Phase der Stickstofftanks
(-196°C) tberfithrt und bis zu 7 Jahre lang im Helmholtz Zentrum Miinchen
gelagert. Zu Transportzwecken wurden die Proben zweimal aus dem Stickstoff
in Trockeneis zwischengelagert und gelangten nach maximal 6 Stunden zuriick
in die Stickstofftanks.

3.3.3 Auftauen

Die PBMC wurden einen Tag vor den phénotypischen und funktionalen Ana-
lysen aufgetaut und inkubiert [87]. Der Auftauvorgang ging moglichst schnell
vonstatten, um osmotische Verdnderungen, die bei langsamem Auftauen auftre-
ten konnen und potenziell toxische Effekte des DMSO zu vermeiden [86]. Auf-
tauen bei 37°C fithrt zu einem Lebendzellanteil von durchschnittlich 95,1 % im

Vergleich zu 69,7 % bei 4°C [88].

Das Medium (RPMI 1640 ohne L-Glut, Gibco, Paisley, Schottland, UK), das 1 %
Antibiotika (Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml), Gibco, Paisley, Schottland,

14



3.4. Durchflusszytometrie

UK), 1 % L-Glutamine (200 mM, Gibco, Paisley, Schottland, UK), 1 % HEPES
buffer solution (1 M in H20, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) und 10 % FCS
enthielt sowie die Reaktionsgefdfie, wurden daher zundchst im Wasserbad auf
37°C vorgewdrmt [88].

Die PBMC wurden aus dem Stickstoff entnommen und in Trockeneis zwischenge-
lagert. Die Kryoréhrchen wurden nach und nach ziigig im Wasserbad aufgetaut,
solange bis nur noch ein kleiner Eispfropf innerhalb des Réhrchens zu sehen war.
Anschlieend wurden die Kryoréhrchen desinfiziert und vorsichtig zu 10 ml des
Mediums gegeben. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 491 g und Raumtempe-
ratur fiir 10 Minuten und Waschen in je 10 ml des Mediums, wurden die PBMC
auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml resuspendiert. Anschlieend wurden
sie iiber Nacht in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % COs inkubiert.

3.4 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, Zellpopulationen zu quantifi-
zieren und ihre Eigenschaften zu analysieren. Es gibt fluoreszierende Antikor-
per, die spezifisch an Oberflachenproteine binden, beispielsweise an die Proteine
der Cluster-of-differentiation (CD)-Klassifizierung. In Human Leukocyte Dif-
ferentiation Antigens (HLDA) Workshops wurde die Nomenklatur der mehr
als 350 verschiedenen CD-Molekiile festgelegt [89]. Sie sind oft charakteristisch
fiir spezifische Zelltypen und kénnen deshalb als Marker fiir diese verwendet
werden [89]. NK-Zellen werden so beispielsweise als CD3- CD16% CD56™ defi-
niert [90,91].

Bei der Durchflusszytometrie werden die Zellen in einer Suspension einzeln an
einem Laserstrahl vorbeigeleitet und Emissionen sowie Streuungen durch Senso-
ren gemessen. Der Teil des Lichts, der durch die Zellen gestreut wird, kann in
Vorwirtsstreulicht (Forward Scatter (FSC)) und Seitwértsstreulicht (Sideward
Scatter (SSC)) unterschieden werden. FSC korreliert mit dem Volumen und der
GroBe der Zelle und SSC mit der Granularitit, Grofie und Struktur des Zellkerns.
Durch die Kombination von FSC und SSC kénnen somit bereits ungefarbt Zell-
typen unterschieden werden. Beispielsweise sind Monozyten und Granulozyten
durch hohes FSC und SSC charakterisiert, Thrombozyten und Erythrozyten da-
gegegen durch niedriges FSC und SSC [92].

Fluoreszenzsignale der gebundenen Antikérper werden nach Anregung durch ei-

nen Laser emittiert und bei verschiedenen Wellenldngen gemessen. Es kénnen
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3.5. Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen

gleichzeitig verschiedene Antikérper untersucht werden, solange diese iiber un-
terschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe mit jeweils charakteristischen Emissionsspek-

tren verfiigen.

3.5 Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen

Zur Phinotypisierung der NK-Zellen als CD3” CD16" CD56™1 [90, 91] wurde
BD Simultest CD3/CD16+CD56 verwendet, das aus FITC-labeled CD3 (SK7),
PE-labeled CD16 (B73.1) und PE-labeled CD56 (MY31) bestand. Als genereller
Leukozytenmarker wurde PerCP-labeled CD45 (2D1) verwendet [72,93]. APC-
labeled CD69 (FN50) diente als Marker fiir die Zellaktivierung [71,73,78]. Alle

Antikorper stammten von Becton Dickinson Biosciences (Franklin Lakes, NJ).

3.5.1 Titration und Isotypkontrolle der Antikorper

Die Titration der Antikérper fiithrt nicht nur zu Kosteneinsparungen, sondern
auch zu besseren Ergebnissen. Bei zu geringer Antikérperkonzentration sind
Zellpopulationen schlecht abgrenzbar. Zu hohe Antikérperkonzentrationen kén-
nen zu mehr unspezifischen Bindungen fithren, die ebenfalls das Gaten erschwe-
ren [94].

Daher wurden die bendtigten Antikérpermengen zunéchst in einer Titrationsrei-

he bestimmt. Dazu wurden fiir jeden der Antikérper separat Testmessungen mit
4,8, 12, 16 und 20 pnl durchgefiihrt.

Bei CD45 und CD3/CD16+CD56 waren die Zellpopulationen sehr gut abgrenz-
bar. CD69 war bei den NK-Zellen schwieriger abgrenzbar, da meistens nur wenige
positive Zellen vorhanden waren. Daher wurde CD69 zunéchst in allen CD45%
Lymphozyten gegated und das Gate anschlieflend auf die NK-Zellen iibertragen.
Zusétzlich wurden Kontrollmessungen mit der Isotypkontrolle CD69 durchge-
fiithrt. Die beiden ermittelten Werte fiir CD69" NK-Zellen stimmten annihernd
iiberein, sodass in der gesamten Kohorte auf Isotypkontrollen verzichtet werden
konnte. Die in Tabelle 3.2 dargestellten Werte wurden als optimale Antikoérper-

mengen ermittelt und fir alle weiteren Messungen verwendet.
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3.5. Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen

Tabelle 3.2: Durch Titration ermittelte AK-Mengen

AK-Menge [u]]
CD45 PerCP 16
CD69 APC 20
CD3/CD16+CD56 FITC/PE 4
Isotypkontrolle CD69 20

Alle AK stammten von Becton Dickinson Biosciences (Franklin Lakes, NJ).
Isotypkontrolle CD69 nicht fiir gesamte Kohorte notwendig. AK: Antikérper

3.5.2 Versuchsaufbau

Die am Vortag aufgetauten PBMC wurden bei 491 g fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Anschlielend wurden die Zellen mittels Trypanblau gezéhlt und die Viabilitét
bestimmt [85]. Sie wurden im RPMI-Medium resuspendiert bis zu einer Konzen-
tration von 10° Zellen pro ml. Alle im folgenden verwendeten Reagenzien hatten
eine Temperatur von 4°C und die Schritte, bei denen Antikérper verwendet wur-

den, erfolgten ohne direkte Lichteinstrahlung.

Die PBMC (je 250.000 Zellen bzw. 250 pl) wurden zu 2 ml phosphate buffered
saline (PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO) gegeben. Das PBS enthielt zudem 1 % FCS, um unspezifische Hintergrund-
farbung zu vermeiden [95]. Es folgte eine Zentrifugation fiir 8 Minuten bei 491 g.
Fiir die phénotypische Analyse wurde das Zellpellet wie in Tabelle 3.2 angegeben
mit den Antikérpern vermischt. Anschliefend wurden die Proben fiir 30 Minuten
bei 4°C abgedunkelt inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgte ein Waschvor-
gang in 2 ml reinem PBS und die Fixierung mit je 50 pl Fix/Perm Solution A
(Caltag Medsystems Ltd, Buckingham, UK) fiir 15 Minuten bei Raumtempera-
tur. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 2 ml reinem PBS und abschlieend
die Resuspendierung in 200 ul des PBS. Bis zur weiteren Verarbeitung innerhalb

von maximal 12 Stunden, wurden die Proben bei 4°C dunkel gelagert.

Alle durchflusszytometrischen Analysen wurden mit dem FACSCalibur (BD Bio-
sciences, Franklin Lakes, NJ) gemessen und mithilfe der FlowJo Software (Versi-
on 10.5.3, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) ausgewertet. Das gesamte Gating
wurde von zwei unabhéngigen Beurteilern durchgefiithrt (Dr. Christina Gar und
Julia Beck) und ein Mittelwert gebildet. Wenn dieser aufierhalb der Limits of
Agreement lag, wurde das Gating durch eine dritte Person evaluiert (Prof. Dr.

Andreas Lechner).
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3.5. Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen

3.5.3 Gatingstrategie

Um die Anzahl der NK-Zellen zu ermitteln, wurden zunéchst die Lymphozyten
gegated. Mittels FSC und SSC wurde ein ovales Gate um die Lymphozyten
gelegt (s. Abb. 3.1, A). Die Qualitéit dieses Lymphozytengates wurde mithilfe des
CD45 validiert [72] und die Anzahl der CD45" Lymphozyten bestimmt (s. Abb.
3.1, B). Die NK-Zellen waren definiert als CD3" und CD56" und/oder CD16™
und wurden als Anteil der CD45" Lymphozyten angegeben (s. Abb. 3.1, C).
Auflerdem wurde der Anteil des Aktivierungsmarkers CD69 an allen NK-Zellen
ermittelt. Dazu wurde CD69 zunichst in allen CD45" Lymphozyten gegated
und anschlieflend das Gate auf die NK-Zellen tibertragen (s. Abb. 3.1, D).

18



3.5. Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen

~—
-
=
1
vy
~—
FY

] 107 3 Forward Scatter, PerCP CD45 subset
J ] 99,5
800 =
| 10%
5 2 ]
g - o ]
a 600 = Lo ’ g i
& 1 - .7 Lymphocytes Y >
@ 1 - © 857 & 1077
T 400 ' 1,2 B
% : 3 -
1 10" =
200 = 3
I 10°
T B T T T
0 200 400 600 800 1,0K 0 200 400 600 800 1.0K
FSC-H :: Forward Scatter FSC-H :: Forward Scatter

2
S

3
a &
8 a
E T
& g
Hi o
T w
L HH
2 T
= ]
wvi
=5
NK APC CD69, Forward Scatter subset
8,60 7,98
10 . 0 1
e — e
10° 10} 10 10 10t 10° 10} 10 1w 1t
FLZ-H :: PECD16+56 FL4-H :: APC CD69

modifiziert nach Keilen et al., Physiol Rep. 2022

Abbildung 3.1: Gating: Anzahl und Aktivierung der NK-Zellen [96]

A: Gating der Lymphozyten mittels FSC und SSC

B: Validierung der Lymphozyten durch CD45

C: Gating der NK-Zellen als CD3 sowie CD16™ und/oder CD56™

D: Bestimmung der CD69% Lymphozyten (und Ubertragung des Gates auf NK-Zellen)

FSC: Forward Scatter; NK: Natiirliche Killer (-zellen); SSC: Sideward Scatter
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3.6 Funktion der NK-Zellen

K562 ist eine humane Zelllinie, die von einer Patientin mit chronischer mye-
loischer Leukédmie stammt [97]. Da K562-Zellen kein MHC-I Molekiil an ihrer
Oberflache exprimieren, bilden sie einen sensitiven Angriffspunkt fiir NK-Zellen

und fungieren in Zytotoxizitdtsassays hdufig als deren Zielzellen [98-101].

Um die Funktion der NK-Zellen zu untersuchen, wurde das Reagenzienkit NK-
TEST (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) verwendet. Dabei handelte
es sich um einen Zytotoxizitdtsassay, der kryokonservierte vorgefarbte K562-
Tumorzellen als Targetzellen enthielt. Die K562 waren mit einem griinen, fluo-

reszierenden Farbstoff versehen.

3.6.1 Auftauen K562

Die K562 wurden am Versuchstag ziigig in einem 37°C warmen Wasserbad auf-
getaut. Nach Desinfektion der Kryorohrchen wurden diese zu 50 ml des ebenfalls
auf 37°C vorgewdrmten Herstellermediums (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) gegeben. Nach Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 120 g und Raumtempera-
tur wurden die K562 in 4 ml des Herstellermediums resuspendiert. Viabilitat und
Zellzahl wurden mit der Trypanblaumethode bestimmt [85]. Wenn die Viabilitét
unter 92 % lag, wurde eine Ficoll-Hypaque Auftrennung vorgenommen, um die
toten Zellen zu entfernen [39]. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 5 Minuten
bei 120 g und Raumtemperatur. Anschlielend wurde die Zellkonzentration auf

10° Zellen/ml im Herstellermedium angepasst.

3.6.2 Versuchsaufbau

Die PBMC, die am Vortag aufgetaut worden waren, dienten als Effektorzellen
(E). Sie wurden mit den K562 Targetzellen (T) in verschiedenen E:T Verhéltnis-
sen gemischt (s. Tab. 3.3).
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Tabelle 3.3: E:T Verhéltnisse der PBMC' (E) und K562 (T)

E:T PBMC [p]] K562 [p]] Medium [pl]
2,5:1 7,5 50 1425
5:1 15 50 135
10:1 30 50 120
25:1 75 50 75
50:1 150 50 -
100:1 300 50 -
200:1 600 50 -

E: Effektorzellen; K562: Tumorzelllinie; PBMC: Periphere
mononukledre Blutzellen; T: Targetzellen

Diese lagen je nach vorhandener Zellmenge zwischen 2,5:1 bis 200:1. Die Ansétze
wurden mit der angegebenen Menge an Herstellermedium aufgefiillt.

Als Positivkontrolle fiir Zelllyse wurden in einem Ansatz 20 pl Saponin (Konzen-
tration 0,3 mg/dl) zu den K562 zugegeben wie bei Piriou et al. beschrieben (s.
Tab. 3.4) [102]. Um den Spontantod der PBMC und K562 zu evaluieren, wurden
beide Zellreihen auch isoliert voneinander inkubiert. Dies diente gleichzeitig als
Negativkontrolle (s. Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Positiv- und Negativkontrollen

PBMC [pl] K562 [pl)  Saponin [ul)

Negativkontrolle I - 100 -
Negativkontrolle 11 15* - -
Positivkontrolle - 100 100
*mindestens

K562: Tumorzelllinie; PBMC: Periphere mononukledre Blutzellen

Alle Probenansétze wurden mittels Vortex-Schiittler gemischt und anschliefend
bei 491 g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Danach kamen sie fiir zwei Stunden in den
Inkubator bei 37°C und 5 % COs-Gehalt. Am Ende der Inkubationszeit wurden
die Proben auf Trockeneis gestellt und innerhalb von einer Stunde weiterverar-
beitet.

Im NKTEST Kit war eine rot fluoreszierende DNA-Férbelosung zur Detektion
von toten Zellen enthalten. Vor Messbeginn wurden jedem Rohrchen 30 pl dieser
Losung zugegeben. Nach Vortex-Mischen und 5-miniitiger Inkubation wurden

die Proben innerhalb von 30 Minuten im FACSCalibur gemessen.
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3.6.3 Gatingstrategie

Das Gating wurde wie vom Hersteller beschrieben in der Histogramm-Ansicht
durchgefiihrt. Anhand der roten und griinen fluoreszierenden Farbstoffe konnte
zwischen toten K562 (rot + griin), lebenden K562 (griin), toten PBMC (rot)
und lebenden PBMC (farblos) unterschieden werden (s. Abb. 3.2).

0 0

lebende K562 tote K562 lebende PBMC tote PBMC

Abbildung 3.2: Unterscheidung tote und lebende K562 und PBMC
K562: Tumorzelllinie; PBMC: Periphere mononukledre Blutzellen

Im ersten Schritt wurde der Anteil griin gefarbter Tumorzellen in der K562-
Negativkontrolle ermittelt. Das Gate wurde fiir jeden Messtag bestimmt und fiir
alle Proben dieses Tages iibernommen. Es wurde sichergestellt, dass weniger als
1,5 % der PBMC in diesem Gate enthalten waren. Mithilfe des roten Farbstoffes
wurde der Anteil der toten Zellen in oben genannter Negativkontrolle fiir den
jeweiligen Tag bestimmt und das Gate auf alle Proben iibertragen. Anschliefend
konnte der Prozentteil toter K562 an allen K562 in den verschiedenen E:T Ra-
tios ermittelt werden. Mit einem gesonderten Gate wurden der Spontantod der

PBMC sowie der Anteil toter K562 in der Positivkontrolle gemessen.
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3.7 Berechnungen

Mithilfe der Werte des oGTT wurde der Insulin-Sensitivitats-Index (ISI) be-
rechnet, wie von Matsuda und DeFronzo beschrieben [103].
Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) wurde wie folgt ermittelt:

2Dia 4 Sys
3

MAD =

mit Dia fiir den diastolischen und Sys fiir den systolischen Wert.
Der Body Mass Index (BMI) wurde mit folgender Formel berechnet:

BMI — Koérpermasse[kg]

Korpergrofie[m)?

Zur Bestimmung der absoluten Zahl der NK-Zellen NK,;s wurde die Prozentzahl
der relativen NK-Zellen NK,..; mit der Menge der Lymphozyten pro pl aus dem

Differentialblutbild Lymph_,. multipliziert:

abs

NKaps = NK;e; - Lymph g,
Um etwaige Pipettierabweichungen zu beriicksichtigen, wurden die exakten E:T
Verhéltnisse fiir jede Probe berechnet. Dazu wurden fiir jeden Versuchstag zu-
néchst die K562 isoliert betrachtet (Negativkontrolle) und der Anteil der tatséch-
lich griin geférbten K562 ermittelt (K5624esqm¢, durchschnittlich ca. 80 %). Auch
in den Versuchsansatzen mit verschiedenen E:T Verhéltnissen wurde jeweils der
Anteil der K562 bestimmt (K562 p,opc ).

Durch folgende Gleichung konnten dann die tatsédchlichen E:T Verhéltnisse fiir

jede Probe berechnet werden:

K562965amt

Verhaltnisp.7 =
BT K562 prove

Zusammen mit NK,..; wurde dann das Verhéltnis von NK-Zellen zu K562 in den

Proben bestimmt:

Vel"héﬂtniSENK;T = NK,¢; - Verhiltnisg.r
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Um die effektive Anzahl an getéteten K562 zu erhalten, wurde der Spontantod
der K562 (bestimmt aus der Negativkontrolle des jeweiligen Tages) von den

Proben subtrahiert.

Zur Evaluation der NK-Zell-Funktion, respektive der Zytotoxizitdt, wurde in
einem Koordinatensystem das Verhéltnisg,, .7 gegen die effektive Anzahl an ge-
toteten K562 fiir alle E: T Verhiltnisse aufgetragen. Das Ergebnis war ein Graph
fiir jede Studienteilnehmerin, dessen Steigung die Funktion der NK-Zellen repré-
sentierte (s. Abb. 3.3).
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modifiziert nach Keilen et al., Physiol Rep. 2022

Abbildung 3.3: Ermittlung der Steigung als Maf fiir die Zytotoxizitét

Schwarze Punkte: Anteil der getéteten K562 bei dem gemessenen Effektor:Target
(E:T) Verhéltnis; blaue Linie: bestimmte Steigung; graue Schattierung: 95 % Kon-
fidenzintervall (KI) der Steigung [96]
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3.8. Statistische Analysen

3.8 Statistische Analysen

Alle metrischen und normal verteilten Variablen wurden als Durchschnitt + Stan-
dardabweichung angegeben; nicht-normal verteilte Variablen wurden als Median
(erstes Quartil bis drittes Quartil) prasentiert. Um die Gruppen zu vergleichen,
wurden der Mann-Whitney-U Test und der Kruskal-Wallis Test verwendet. Fiir
die Korrelationsanalysen wurden Spearman Korrelationskoeffizienten ¢ berech-
net. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant.

Alle statistischen Berechnungen wurden mithilfe des Statistikprogramms SAS
(Version 9.4; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefithrt. Abbildungen
des Gatings wurden mittels Microsoft PowerPoint (Version 2101), der FlowJo
Software (Version 10.5.3; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) und R (Version
3.1.3, R Development Core Team) angefertigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienkohorte

Von den zu Studienbeginn eingeschlossenen Probandinnen (n=300) waren von
20 keine PBMC vorhanden oder es konnten nicht geniigend isoliert werden. 6
Probandinnen wiesen fehlende Werte fiir den Taillenumfang auf und bei einer
konnte der BMI nicht ermittelt werden. Somit standen insgesamt 273 Proben
zur Messung der NK-Zell-Charakteristika zur Verfiigung (s. Abb. 4.1).

Da bei 7 Frauen die Lymphozytenzahl aus dem Differentialblutbild fehlte, war
die Berechnung der absoluten NK-Zahl nur bei 266 Probandinnen méglich. Au-
Berdem war bei 15 Proben die Zahl der isolierten NK-Zellen zu gering, um den
Funktionsassay durchfiihren zu kénnen. Somit konnte dieser bei 258 Probandin-

nen ausgewertet werden.

Von den Probandinnen der Studienkohorte hatten 64,5 % einen GDM in der
Vorgeschichte und 27,5 % wiesen pradiabetische Glukosewerte auf (s. Tab. 4.1).
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4.1. Studienkohorte

PPSDiab Kohorte
n=304

manifeste Hyperthyreose (n=1)
akuter respiratorischer Infekt (n=2)
Entwicklung T1D (n=1)

eingeschlossene Probandinnen

n=300
keine oder zu wenig PBMC (n=20)
Taillenumfang fehlt (n=6)
BMI fehlt (n=1)
Studienkohorte
n=273

modifiziert nach Keilen et al., Physiol Rep. 2022

Abbildung 4.1: Flussdiagramm der Studienkohorte [96]
T1D: Typ-1-Diabetes; PBMC: Periphere mononukledre Blutzellen
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4.1. Studienkohorte

Tabelle 4.1: Baseline-Charakteristika der Studienkohorte (n=273) [96]

Verteilung Spannweite
Alter (Jahre) 35,5 + 4,3 20 - 49
BMI (kg/m?) 25,4 + 5.9 17,5 49.9
Taillenumfang (cm) 81,3 £ 114 63 — 120
Korperfett (%) 322 +£8,0 12,5 - 53,5
Systolischer Blutdruck (mmHg) 117,6 +£ 11,7 94 — 156
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 73,8 £9,2 50 — 107
Triglyceride (mg/dl) 67 (53 — 92) 27 - 313
HDL-Cholesterin (mg/dl) 62 (54 — 72) 32 - 127
LDL-Cholesterin (mg/dl) 104 (86 — 121) 32214
NEFA ( mol/l) 591 (467 — 742) 51 - 1415
Leptin (ng/ml) 10,6 (5,6 — 16,2) 0,7 - 178,3
hsCRP 0,05 (0,01-0,17) 0-21
Niichtern-PG (mg/dl) 92,8 +£9,2 65 — 136
9h-PG (mg/dl) 1132 + 31,8 53 — 241
IST 5,2 (3,4 17,5) 0,8 18,2
GDM in der Vorgeschichte (n [%]) 176 (64,5) -
Pradiabetes (n [%]) 75 (27,5) -
Leukozyten (10°/1) 5,6 (4,8 —6,6) 2,6 — 11,6
Lymphozyten (%) 34 (28 — 38) 13 - 57
NK-Zellen relativ (% Lymphozyten) 4,8 (2,5 -9,1) 0,2 41,3
NK-Zellen absolut (10°/1) 86,8 (45,4 — 165,4) 45— 89974
CD69* (% NK-Zellen) 202 (13,1 ~ 454) 15 825
NK-Zell-Funktion (Zytotoxizitat, %) 10,6 (7,0 — 14,4) 1,8- 94,4

Die Verteilung wird als Mittelwert angegeben + SD, Median (Q1-Q3) oder Haufigkeit
(%, mittlere Spalte). Die Spannweite wird als Minimum-Maximum Wert angegeben
(rechte Spalte). Fehlende Werte: Korperfett: n = 2; ISI: n = 1; Leukozyten: n = 1;
Lymphozyten: n = 7; NK-Zellen absolut: n = 7; NK-Zell-Funktion: n = 15.

BMI: Body Mass Index; CD697: positiv fiir Cluster of differentiation 69; GDM: Gesta-
tionsdiabetes; HDL: High-density Lipoprotein; hsCRP: hochsensitives C-reaktives Pro-
tein; ISI: Insulin-Sensitivitats-Index; LDL: Low-density Lipoprotein; NEFA: nonesteri-
fied fatty acids; NK-Zellen: Natiirliche Killerzellen; PG: Plasmaglukose
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4.2. NK-Zellen und GDM

4.2 NK-Zellen und GDM

Da ein GDM in der Vergangenheit einen Risikofaktor zur Entwicklung eines
T2D darstellt [29,30], wurde die gesamte Studienkohorte zunéchst unter diesem
Gesichtspunkt in zwei Gruppen unterteilt. Insgesamt standen Proben von 97
normoglykédmischen (niedriges Risiko) und 176 GDM-Schwangerschaften (hohes
Risiko) zur Verfiigung.

Tabelle 4.2 zeigt die Baseline-Charakteristika der beiden Gruppen im Vergleich.
Frauen nach einem GDM hatten einen hoheren Taillenumfang, einen hoheren
BMI und héhere Werte fiir Blutdruck und hsCRP als die Kontrollen. Aufler-
dem wiesen sie ein schlechteres Lipidprofil auf (hohere Triglyceride, niedrigeres
HDL-Cholesterin). In der GDM-Gruppe waren die Werte fir NPG und 2-h PG
signifikant hoher bei gleichzeitig niedrigerem ISI.

Bezogen auf die NK-Zell-Charakteristika konnten keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den beiden Gruppen erkannt werden. Die absolute Leukozytenzahl

war etwas hoher in der GDM-Gruppe als in der Kontrollgruppe.
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Tabelle 4.2: Baseline-Charakteristika von Frauen mit (hohes Risiko) und ohne (niedriges Risiko) GDM in der
Vergangenheit

Hohes Risiko (n = 176)  Niedriges Risiko (n = 97) p-Wert
Alter (Jahre) 35,6 = 4,5 35,3 +4,2 0,657
BMI (kg/m?) 2.1 + 6,3 24,1 + 4,7 0,015
Taillenumfang (cm) 82,8 £ 12,0 78,5 £ 9,6 0,008
Systolischer Blutdruck (mmHg) 119,3 + 11,3 114,6 £ 11,7 <0,001
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 74,8 + 8,7 71,9 + 9,8 0,003
Triglyceride (mg/dl) 70,0 (55,0 - 98,0) 61,0 (52,0 - 78,0) 0,019
HDL-Cholesterin (mg/dl) 61,0 (51,0 - 69,0) 64,0 (56,0 - 73,0) 0,033
hsCRP 0,07 (0,02 - 0,26) 0,04 (0,01 - 0,08) 0,005
NPG (mg/dl) 94,0 (89,0 - 100,0) 90,0 (84,0 - 93,0) <0,001
2-h PG (mg/dl) 118,0 (100,0 - 138,0) 94,0 (82,0 - 108,0) <0,001
ISI 4,5 (2,9 - 6,7) 6,7 (5,0 - 8,5) <0,001
TR30 46,5 (33,2 - 75,9) 41,1 (31,5 - 59,6) 0,098
Leukozyten [10°/1] 5,9 (4,9 - 6,9) 5,5 (4,7 - 6,2) 0,013
Lymphozyten [%] 33,0 (28,0 - 38,0) 34,0 (29,5 - 38,0) 0,210
NK-Zellen relativ (% Lymphozyten) 48 (2,5-9,2) 46 (2,2 -84) 0,428
NK-Zellen absolut (10°/1) 09,4 (47,5 - 189,1) 81,2 (40,8 - 148,5) 0,149
CD69" (% NK-Zellen) 31,0 (13,1 - 47,3) 26,3 (13,9 - 42,1) 0,289
NK-Zell-Funktion (Zytotoxizitit, %) 11,0 (7,2 - 14,5) 10,2 (6,9 - 14,0) 0,296

Gruppenvergleich mit Mann-Whitney-U Test. Werte angegeben als Durchschnitt + SD oder Median (Quartil 1 bis 3).
Signifikante Unterschiede sind fett markiert. Fehlende Werte: ISI: n = 1; IR30: n = 1; Leukozyten: n = 1; Lymphozyten: n = 7;
NK-Zellen absolut: n = 7; NK-Zell-Funktion: n = 15;

BMI: Body Mass Index; CD697: positiv fiir Cluster of differentiation 69; HDL: High Density Lipoprotein; hsCRP: hochsensitives
C-reaktives Protein; IR30: Insulinabgabe nach 30 Minuten; ISI: Insulinsensitivitatsindex; NK-Zellen: Natiirliche Killerzellen;
NPG: Niichternplasmaglukose; PG: Plasmaglukose
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4.3. NK-Zellen und Ubergewicht/Adipositas

4.3 NK-Zellen und Ubergewicht /Adipositas

Als néchstes wurde ein Zusammenhang zwischen Ubergewicht, Adipositas und

NK-Zellen untersucht, wie er bereits in mehreren Studien berichtet wurde [71-
74,76-79]. Die Studienkohorte wurde basierend auf ihrem BMI in drei Gruppen
eingeteilt (s. Tab. 4.3). Ubergewicht war definiert als BMI > 25 kg/m? und Adi-
positas als BMI > 30 kg/m?.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der relativen und absoluten NK-
Zahl sowie in der NK-Zell-Funktion und dem Anteil der CD69" NK-Zellen ge-
funden werden (s. Abb. 4.2 und Tab. 4.3).
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Abbildung 4.2: Gruppenvergleich CD69" NK-Zellen (links) und NK-
Zell-Funktion (Zytotoxizitét, rechts) zwischen den BMI-Kategorien [96]

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p > 0,05)
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Tabelle 4.3: Gruppenvergleich der NK-Zell-Charakteristika zwischen schlanken, tibergewichtigen und adipdsen Frauen [96]

Schlank Ubergewichtig

Adipos

n = 165 n =61 n =47 p-Wert
BMI (Durchschnitt £+ SD) 21,8 kg/m? + 1,7 kg/m2 26,6 kg/m? + 1,3 kg/m?* 36,1 kg/m? + 5,0 kg/m?
Spannweite (Min - Max) 17,47 — 24,94 kg/m? 25,04 — 29,97 kg/m? 30,0 — 49,87 kg/m?
NK-Zellen rel. (% Lymphozyten) 5,1 (2,6 —9,4) 4.8 (2,9 - 8,4) 3,8 (1,7-17,38) 0,187
NK-Zellen abs. (10°/1) 86,9 (44,6 — 188.8) 92,6 (52,5 — 154,6) 85,9 (44 — 153,8) 0,632
CD69*+ (% NK-Zellen) 27,2 (12,9 - 44,3) 37,6 (13,2~ 52.8) 33,6 (16,3 45) 0,136
NK-Zell-Funktion (%) 11,0 (7,1 — 14,5) 8,5 (6,4 13,2) 11,3 (8,7~ 14,2) 0,094

Gruppenvergleich mittels Kruskal-Wallis Test. Werte sind angegeben als Median (Q1-Q3).
Fehlende Werte: NK-Zellen absolut: n = 7; NK-Zell-Funktion: n = 15.
CD69*: positiv fiir Cluster of differentiation 69; NK-Zellen: Natiirliche Killerzellen

Tabelle 4.4: NK-Zell-Charakteristika bei Frauen mit verschiedenen Schweregraden des Metabolischen Syndroms [96]

1 2 >

n :0146 n = 82 n =25 n ;320 p-Wert
NK-Zellen rel. (% Lymphozyten) 4,8 (2,4 — 8,7) 5,4 (3,1 - 10,0) 18 (2377 35 (1,4 84) 0277
NK-Zellen abs. (10°/1) 84,4 (44,1 - 140,9) 112,1 (46,1 - 196,2) 83,5 (46,6 — 154,3) 86,4 (23,7~ 195.8) 0,971
CD69" (% NK-Zellen) 30,3 (14,8 — 47,3) 264 (12,2 - 44,4) 295 (13,1 - 42,7) 33,1 (158 — 43,2) 0,495
NK-Zell-Funktion (%) 104 (6,9 - 147) 104 (7,0 - 13.2) 10,1 (7,0 - 13,7) 12,5 (8,9 - 145) 0,267

Gruppenvergleich mittels Kruskal-Wallis Test. Werte sind angegeben als Median (Q1-Q3).
Fehlende Werte: NK-Zellen absolut: n = 7; NK-Zell-Funktion: n = 15.
CD697: positiv fiir Cluster of differentiation 69; NK-Zellen: Natiirliche Killerzellen
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4.4. NK-Zellen und MetS

4.4 NK-Zellen und MetS

Um die nichste Frage nach einem Zusammenhang zwischen NK-Zellen und dem
MetS zu beantworten, wurden die Studienteilnehmerinnen in vier verschiedene
Gruppen eingeteilt. Diese Einteilung basierte auf den NCEP ATPIII Kriterien
(s. Tab. 1.3). Da die Anzahl der Frauen mit vier (n=4) oder fiinf zutreffenden
Score-Punkten (n=1) zu klein war, um eine eigene Gruppe zu bilden, wurden die

Gruppen wie folgt definiert: 0, 1, 2 oder > 3 Komponenten des MetS.

Weder die relative und absolute Anzahl an NK-Zellen, noch die Zytotoxizitat
oder der Anteil aktivierter CD69" NK-Zellen unterschied sich signifikant zwi-
schen den Gruppen (s. Abb. 4.3 und Tab. 4.4).

100 100
90- 90+
80 T 801
70 { B — 70

60+ 604

tat [%)

50+ 504

> 40

D6
|
|
Lytotoxi

O 40 |
30 ! .
T : T- = T
20+ t 20+ S
| I 1 . - —— f—
10 H ! 10 =
1 i
0 0 —_—
0 1 2 23 0 1 2 23
Score des Metabolischen Syndroms Score des Metabolischen Syndroms

modifiziert nach Keilen et al., Physiol Rep. 2022

Abbildung 4.3: Gruppenvergleich CD69" NK-Zellen (links) und
NK-Zell-Funktion (Zytotoxizitit, rechts) zwischen den verschiedenen
Schweregraden des Metabolischen Syndroms [96]

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p > 0,05). Wegen kleiner
GruppengréBen fiir Score 4 und 5, wurden Frauen mit einem Score > 3 in einer
Gruppe analysiert.

33



4.4. NK-Zellen und MetS

Korrelationsanalyse Zuletzt folgte eine Korrelationsanalyse der NK-Zell-
Charakteristika mit den einzelnen Komponenten des MetS und damit assozi-
ierten Laborwerten sowie anthropometrischen Werten (s. Tab. 4.5). Hierbei fiel
eine Korrelation des HDL-Cholesterins mit der Anzahl der relativen und absolu-
ten NK-Zellen auf. Aulerdem korrelierte der Anteil der CD69"T NK-Zellen mit
den Triglyceriden, dem Korperfett und Leptin. Die NK-Zell-Zytotoxizitéit zeigte
Korrelationen mit nonesterified fatty acids (NEFA) und der 2h-PG. NEFA

korrelierte zudem mit den absoluten NK-Zellen.

Alle Korrelationen waren positiv, jedoch blieb nur die Assoziation von HDL-
Cholesterin und der relativen NK-Zahl signifikant, nachdem eine Korrektur fiir

multiples Testen durchgefiihrt wurde.
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Tabelle 4.5: Korrelationsanalyse der NK-Zellen mit verschiedenen Charakteristika des Metabolischen Syndroms (n = 273)

NK-Zellen relativ NK-Zellen absolut CD69* NK-Zell-Funktion
(% Lymphozyten) (105 /1) (% NK-Zellen) (Zytotoxizitit, %)
p p-Wert p p-Wert p p-Wert p p-Wert
Alter —0,002 0,976 —0,040 0,519 | 0,019 0,754 | —0,005 0,936
BMI —0,085 0,163 | —0,016 0,801 | 0,101 0,095 | -0,039 0,538
Taillenumfang -0,063 0,296 0,002 0,977 | 0,041 0,503 0,014 0,817
Korperfett -0,104 0,087 -0,042 0,498 | 0,142 0,019 | -0,025 0,695

Systolischer Blutdruck ~ -0,046 0,450 | -0,031 0,617 | 0,054 0,373 | 0,028 0,660
Diastolischer Blutdruck 0,022 0,716 | 0,025 0,688 | 0,051 0,403 | 0,034 0,589

Triglyceride 0,074 0,225 | -0,014 0823 | 0,128 0,034 | 0,043 0,495
HDL-Cholesterin 0,211 <0,001 | 0,138 0,024 | -0,032 0,594 | -0,007 0,906
LDL-Cholesterin 0,010 0,872 | 0,027 0658 | 0,077 0206 | 0,025 0,684
NEFA 0,105 0,083 | 0,124 0,043 | -0,041 0,502 | 0,187 0,003
Leptin 0,059 0,332 | 0,004 0949 | 0,136 0,025 | -0,022 0,727
hsCRP 0,066 0,279 | -0,011 0,856 | 0,104 0,088 | 0,029 0,641
NPG 0,039 0518 | 0,047 0,446 |-0,005 0,932 | 0,107 0,088
2h-PG 0,051 0,399 | 0,006 0925 |-0,072 0235 | 0,182 0,003
IS 0,062 0,305 | -0,003 0,958 |-0,044 0,465 | -0,062 0,322

Werte werden angegeben als Spearman Korrelationskoeffizienten. Korrelationen mit explorativer Signifikanz (p < 0,05)
sind fett markiert. Fehlende Werte: ISI: n = 1; NK-Zellen absolut: n = 7; NK-Zell-Funktion: n = 15; Kérperfett n = 2.

BMI: Body Mass Index; HDL: High Density Lipoprotein; hsCRP: hochsensitives C-reaktives Protein; ISI: Insulinsensi-
tivitdtsindex; NEFA: nonesterified fatty acids; NK-Zellen: Natiirliche Killerzellen; NPG: Niichternplasmaglukose; PG:
Plasmaglukose [96]

SN punt Uo[eZ-MN ¥'¥



5 Diskussion

5.1 NK-Zellen bei Frauen nach GDM

Frauen mit oder ohne GDM in der Vergangenheit zeigten keine Unterschiede
bezogen auf die NK-Zell-Charakteristika, obwohl Frauen nach GDM ein erhoh-
tes Risiko haben, im Verlauf an T2D zu erkranken [29,30]. Darauf deuteten in
unseren Auswertungen auch die signifikant héheren Werte fiir NPG und 2h-PG
im Vergleich zur Kontrollgruppe hin, auch wenn diese im Durchschnitt noch kein

préidiabetisches Level erreichten (s. Tab. 4.2).

In einer Studie von Kim et al. wurde die NK-Zell-Funktion von Versuchspersonen
mit Diabetes, Priadiabetes und gesunden Kontrollen verglichen [65]. Diese Studie
ist unserer Arbeit am besten vergleichbar. Die NK-Zell-Funktion, gemessen an-
hand der IFN-v Sekretion, war in dieser Studie vermindert in der Diabetes-, aber
nicht in der Pradiabetesgruppe [65]. AuBerdem korrelierte nur bei Diabetikern
die NK-Zell-Funktion negativ mit dem HbAlc sowie der NPG und 2h-PG [65].
Die Autoren dieser Studie schlussfolgerten, dass sich die NK-Zell-Funktion erst
ab einem bestimmten Level der Hyperglykdmie beginnt zu verschlechtern und
dass dieses tiber dem des Pradiabetes liegen miisse [65]. Die Verdnderungen der
NK-Zell-Funktion wéiren danach Folge, und nicht etwa Ursache der Stoffwechsel-

storung.

In mehreren Studien mit {ibergewichtigen und normalgewichtigen Schwangeren,
die aktuell an GDM erkrankt waren, konnten keine Unterschiede in der Gesamt-
zahl der relativen NK-Zellen im Vergleich zu den gesunden Kontrollen gefunden
werden [104-106]. Bei der Betrachtung von verschiedenen NK-Zell-Subtypen wur-
den jedoch signifikante Unterschiede festgestellt [104—107].

Untersuchungen zu NK-Zellen bei Frauen nach GDM wurden bisher nicht publi-
ziert. In den in dieser Dissertation tberpriften NK-Zell-Charakteristika konnten

keine signifikanten Verdnderungen festgestellt werden im Vergleich zu Frauen oh-
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5.2. NK-Zellen bei Ubergewicht und MetS

ne GDM in der Vorgeschichte. Méglicherweise ist der Zeitpunkt in der Pathoge-
nese des T2D in dieser Kohorte noch zu frith, um Verdnderungen der NK-Zellen
aufzuweisen oder es miissten Subgruppen von NK-Zellen betrachtet werden. Die-
se kénnten sein: die Subtypen CD564™CD16% und CD56" " CD16™ sowie die
Expression der Oberflichenmarker CD27 and CD11b [108].

5.2 NK-Zellen bei Ubergewicht und MetS

Basierend auf bisherigen Studien wurden eine reduzierte NK-Zahl sowie schlech-
tere Zytotoxizitit mit héherem Aktivierungsgrad bei Personen mit Ubergewicht
und/oder MetS antizipiert [71-79].

Wir konnten jedoch keine Verdnderungen in den genannten NK-Zell-Charakteris-
tika bei Probandinnen mit Ubergewicht oder verschiedenen Auspragungsgraden
des MetS finden. Es traten zwar Korrelationen zu metabolischen Komponenten
auf, diese waren aber nur schwach und teils nicht schliissig im physiologischen
Kontext.

5.2.1 Literaturvergleich - Anzahl und Aktivierung

In unserer Studienkohorte lagen keine Verdnderungen in der Anzahl der NK-Zellen
bei Ubergewicht oder MetS vor. Auch eine vermehrte Aktivierung in Form von
CD69" NK-Zellen konnte nicht beobachtet werden. Es bestanden zwar Trends
zu niedrigeren relativen NK-Zellen und mehr CD69" NK-Zellen mit steigendem
BMI, diese Werte erreichten jedoch keine Signifikanz.

Da die Durchflusszytometrie als ein verldssliches Messinstrument zur Bestim-
mung der NK-Zahl und CD69" NK-Zellen gilt, ist es unwahrscheinlich, dass die
Unterschiede zu anderen Studien aufgrund der Messtechnik zustande gekommen
sind [109].

In einer Studie zu den Effekten von Langzeit-Kryokonservierung auf PBMC war
die Zahl der NK-Zellen in kryokonservierten PBMC zwar niedriger als in frisch
isolierten PBMC, diese Zahl blieb jedoch unabhéngig von der Dauer der La-
gerung stabil [110]. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine
Kryokonservierungszeit zwischen 2 und 11 Jahren nur geringfiigige Effekte auf
die Qualitdt der PBMC hatte [111]. Die von uns durchgefiihrte Kryokonservie-
rung sollte also ebenfalls nicht zu Unterschieden im Vergleich zu fritheren Studien
gefithrt haben.
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5.2. NK-Zellen bei Ubergewicht und MetS

Wir vermuten, dass die Unterschiede zu bisherigen Studien iiber NK-Zellen
im Zusammenhang mit Ubergewicht am ehesten auf die Struktur der jeweili-
gen Studienkohorten zurilickzufiihren sind. In fritheren Studien wurden Unter-
schiede grofitenteils in Individuen mit schwerer Adipositas gesehen mit einem
durchschnittlichen BMI zwischen 40 kg/m? und {iber 50 kg/m? [71,72,77-79).
Studien hatten oft niedrige Fallzahlen mit Gruppengréflen von 14 oder weni-
ger [77,78,112,113] oder die Probandinnen und Probanden wurden drastischen In-

terventionen unterzogen wie beispielsweise bariatrischer Chirurgie [77,114,115].

In der vorliegenden Dissertation lag bei 47 Teilnehmerinnen der adipésen Gruppe
der BMI bei durchschnittlich 36,1 kg/m? und somit niedriger als in oben genann-
ten Studien. Bei Personen mit BMI < 40 kg/m? konnten auch in anderen Studien
keine signifikanten Unterschiede der NK-Zahl gefunden werden [112,113]. Somit

treten Unterschiede moglicherweise erst bei hochgradiger Adipositas zu Tage.

Unterscheiden muss man auflerdem zwischen relativer und absoluter NK-Zahl.
In den meisten Studien wurden die NK-Zahlen als relativer Anteil der Lym-
phozyten angegeben. Da ein héherer BMI zu einer Steigerung der Gesamtzahl
der Lymphozyten fiithrt [74,109], konnte es sein, dass die relative NK-Zahl zwar
sinkt, es aber bei der absoluten NK-Zahl nicht zwangslaufig zu Unterschieden
kommen muss. In dieser Dissertation sah man ebenfalls eine nicht signifikante
Tendenz zu niedrigeren relativen NK-Zahlen bei hoherem BMI, diese konnte bei
den absoluten NK-Zahlen jedoch nicht mehr beobachtet werden.

Korrelationsanalyse Unter den beobachteten Korrelationen zwischen den
NK-Zell-Parametern und den metabolischen Komponenten, erschienen die zwi-
schen NK-Zell-Aktivierung mit Koérperfett, Triglyceriden und Leptin am ehesten
im Einklang mit friiheren Arbeiten. Viel et al. fanden beispielsweise mehr CD69™
NK-Zellen in adiposen verglichen mit normalgewichtigen Individuen [78]. Sie leg-
ten eine chronische Uberstimulation von NK-Zellen im Kontext einer metaboli-
schen Inflammation als méglichen Mechanismus nahe [78]. In dieser Dissertation
waren die Korrelationen von NK-Zell-Aktivierung und den Charakteristika des

MetS jedoch deutlich schwécher ausgepragt.

Andere Korrelationen waren ebenfalls nur gering apparent und nicht schliissig
im physiologischen Kontext. Beispielsweise korrelierte die relative NK-Zahl so-
wohl positiv mit HDL-Cholesterin, einem Indikator fiir metabolische Gesundheit,
als auch mit NEFA, die in Verbindung mit Ubergewicht, Insulinresistenz und
dem MetS stehen [116-118]. Nach der Korrektur fiir multiples Testen blieb nur
die Korrelation zwischen HDL und der relativen NK-Zahl signifikant. Literatur
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zu moglichen Interaktionen zwischen NK-Zellen und HDL ist spéarlich. Es gibt
Hinweise darauf, dass HDL die Aktivitdt von Lymphozyten beeinflussen kénn-
te [119].

5.2.2 Literaturvergleich - Funktion

Bezogen auf die Zytotoxizitat von NK-Zellen ist die Studienlage noch komplexer.
Zytotoxizitats-Assays, die mittels Durchflusszytometrie gemessen werden, sind
zwar eine Standardmethode, diese werden jedoch haufig unterschiedlich ausge-
fihrt bzw. ausgewertet. Einerseits wurden in fritheren Studien nur einzelne E:T
Verhéltnisse betrachtet [64,73,78,80], andererseits wurden tatséchliche E:T Ver-
héltnisse nicht iiberpriift, sondern es wurde sich auf das durch die pipettierten
Volumina theoretisch erreichte Verhaltnis verlassen [72,75,98,120].

In dem Zytotoxizitdtsassay dieser Dissertation wurden verschiedene E:T Ver-
héltnisse betrachtet und auflerdem die tatsédchlich erreichte Ratio iiberpriift.
Anschlieend wurde ein Zytotoxizitatsindex pro NK-Zelle fiir jede Probandin
berechnet. Daher konnte dieser Ansatz im Vergleich zu fritheren Studien eine

weniger voreingenommene Sicht auf die NK-Zell-Zytotoxizitit liefern.

In dieser Arbeit konnten keine Verédnderungen in der Zytotoxizitat der NK-Zellen

in Ubergewicht oder MetS festgestellt werden.

5.3 Starken und Schwachen der Arbeit

Eine der grofiten Starken dieser Studie war die grofie, hoch phéanotypisierte Ko-
horte mit jungen Individuen des gleichen Geschlechts und wenig Vorerkrankun-

gen.

Des Weiteren wurden samtliche Analysen auf einem hohen qualitativen Standard
ausgefiihrt. Dazu gehorte, dass CD45 als Marker zur Validierung des Lympho-
zytengates beinhaltet war [72]. Aulerdem wurde das Gating von zwei Personen
ausgewertet und bei Diskrepanzen ein dritter Beurteiler zur Begutachtung her-

angezogen.

Die tatsédchliche Anzahl pipettierter NK-Zellen wurde fiir jede einzelne Probe
iiberpruft und errechnet. So konnte das reale Verhéltnis von NK-Zellen zu K562
bestimmt werden. Dadurch konnten sekundére Fehler durch unausgewogene Zell-
verteilungen, die schnell auftreten kénnen, vermieden werden. Zusétzlich wurden

statt einer Einzelpunktmessung E:T Verhéltnisse in einem grofien Umfang mit
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einer Spannbreite von 2,5:1 bis 200:1 ermittelt. Durch den daraus fiir jede Stu-
dienteilnehmerin gebildeten Graphen konnte ein guter genereller Uberblick iiber
die Zytotoxizitat der NK-Zellen gewonnen werden. Der Zytotoxizitétsassay be-

inhaltete auflerdem Positiv- und Negativkontrollen.

Eine Schwéche der Arbeit war der selektive Fokus auf eine Funktion der NK-Zellen,
ndmlich die der Zytotoxizitat. Dies erschwert den Vergleich mit anderen Studi-

en, die andere Funktionen der NK-Zellen untersucht haben, wie beispielswei-

se die IFN-y Sekretion, die CD107a Expression oder die Lactatdehydrogenase-

Aktivitat [75,98,113].

Aulerdem wurden keine Subtypen von NK-Zellen untersucht, wie beispielsweise

die Typen CD564™ und CD56P™8Mt, Diesbeziiglich wurde festgestellt, dass der

Anteil an CD564™ NK-Zellen wihrend der Schwangerschaft und frithen postpar-

talen Phase verdndert ist [121]. Somit kann nicht vollstdndig ausgeschlossen wer-

den, dass die NK-Zell-Charakteristika in der Studienkohorte dieser Dissertation

noch durch die kiirzliche Schwangerschaft verdndert waren.

Zudem wurden wie in den meisten erwéahnten Studien nur die NK-Zellen des pe-
ripheren Blutes betrachtet. Da NK-Zellen auch die Fahigkeit besitzen, in andere
Gewebe auszuwandern, wéire auch eine Betrachtung ihres Phénotyps in anderen

Kompartimenten von Interesse [122].

FEin Nachteil der Studienkohorte war, dass nur wenige Teilnehmerinnen das Voll-
bild des MetS erfiillten. Daher wurden gréfitenteils Probandinnen mit schwéche-
ren Auspridgungen untersucht. Folglich kénnte es sein, dass Verdnderungen der
NK-Zell-Charakteristika erst bei ausgepriagteren Formen des MetS in Erschei-
nung treten. Die spezifische, homogene Kohorte war Vor- und Nachteil zugleich.
Die hier beobachteten negativen Ergebnisse kdnnten in einer bevolkerungsbasier-

ten Stichprobe anders ausfallen.
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6 Zusammenfassung

GDM, Ubergewicht und MetS stellen allesamt Risikofaktoren fiir die Entwick-
lung eines T2D dar [29-32]. In der vorliegenden Dissertation wurde untersucht,
ob Verdnderungen der NK-Zellen bei Frauen mit oder ohne GDM in der Vergan-
genheit sowie bei Frauen mit verschiedenen Ausprigungsgraden von Ubergewicht

oder des MetS vorliegen.

In bisherigen Studien wurden oftmals eine verminderte NK-Zahl und Funktion
bei gleichzeitig erhéhtem NK-Zell-Aktivierungsstatus bei Personen mit Uberge-
wicht und/oder MetS berichtet. In der homogenen, hoch phénotypisierten Stu-
dienkohorte PPSDiab konnten diese Beobachtungen nicht bestétigt werden. FEx-
treme Phinotypen von Ubergewicht und MetS konnten die unterschiedlichen

Ergebnisse fritherer Studien erkléren.

Durch die Betrachtung der relativen und absoluten NK-Zahl, des Anteils akti-
vierter CD69" NK-Zellen sowie ihrer Funktion in Form von Zytotoxizitit konnte
ein guter Uberblick iiber den generellen NK-Zell-Status der Studienteilnehmerin-
nen gewonnen werden. Hierbei konnten keine signifikanten Verdnderungen in den

untersuchten Risikogruppen GDM, Ubergewicht und MetS festgestellt werden.

Somit deuten diese Ergebnisse nicht darauf hin, dass die NK-Zellen im Zusam-

menhang mit dem erhchten Diabetesrisiko stehen.

Verdnderungen in Subgruppen von NK-Zellen oder anderen Bereichen der Zell-
funktion sind jedoch denkbar und kénnten Gegenstand zukiinftiger Untersuchun-

gen sein.
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7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist nicht darauf hin, dass die Anzahl und Funktion der
NK-Zellen im peripheren Blut an der frithen Pathogenese von T2D beteiligt ist.

Entsprechende Annahmen fritherer Studien konnten hier nicht bestétigt werden.

Dies schlie3t nicht aus, dass innerhalb der relevanten Gewebe, z.B. im viszeralen
Fett, NK-Zellen an der metabolischen Inflammation beteiligt sind. Das miisste in

anderen Versuchsanséitzen, beispielsweise mit Gewebeproben, iiberpriift werden.

Zudem koénnen natiirlich andere Komponenten der zelluldren Immunitét in fri-
hen Vorstadien von T2D eine Rolle spielen. Eine vermehrte lokale und systemi-

sche Inflammation ist hier in jedem Fall schon oft zu finden.

Die in dieser Arbeit analysierte PPSDiab Kohorte bietet noch viele Moglichkei-

ten, weitere Hypothesen in dieser Richtung zu iiberpriifen.
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10 Anhang

10.1 Abkiirzungsverzeichnis

ADA American Diabetes Association

BMI Body Mass Index

CD Cluster-of-differentiation

DMSO Dimethylsulfoxid

FCS fetales Kélberserum

FSC Forward Scatter

GDM Gestationsdiabetes

GPG Gelegenheitsplasmaglukose

HbAlc glykiertes Himoglobin

HBSS Hanks’ balanced salt solution

HDL High-density Lipoprotein

HLDA Human Leukocyte Differentiation Antigens
hsCRP hochsensitives C-reaktives Protein
IADPSG International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
IFN-v Interferon-gamma

ISI Insulin-Sensitivitats-Index
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10.1. Abkitirzungsverzeichnis

LADA Latent Autoimmune Diabetes in the Adult
LDL Low-density Lipoprotein

MAD Mittlerer arterieller Blutdruck

MetS Metabolisches Syndrom

MHC Major Histocompatibility Complex

NCEP ATPIII National Cholesterol Education Program Adult Treatment Pa-
nel 11T

NEFA nonesterified fatty acids
NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NPG Niichternplasmaglukose

oGTT oraler Glukosetoleranztest

PBMC Periphere mononukledre Blutzellen
PBS phosphate buffered saline

PG Plasmaglukose

PPSDiab Priadiktion, Pravention und Subklassifikation von Schwangerschafts-
und Typ 2 Diabetes

SSC Sideward Scatter
T1D Typ-1-Diabetes
T2D Typ-2-Diabetes

WHO World Health Organization
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10.4. Materialliste der Blutentnahmen

10.4 Materialliste der Blutentnahmen

Tabelle 10.1: Probenréhrchen

Probenroéhrchen Grofle Hersteller
Kapillare 0,5 ml Dr. Miiller Gerédtebau GmbH,
Freital, Deutschland
Serum S-Monovette 9 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Serum S-Monovette 2x 4,9 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
EDTA S-Monovette 2,7 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
EDTA S-Monovette 7,5 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Natrium-Fluorid S-Monovette 2,7 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Lithium-Heparin 2,7 ml Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
P&00 8,5 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ
PaxGene 2,5 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ

Tabelle 10.2: Messmethoden

Messwert-/methode Hersteller

Enzymatic caloric test (Triglyceride, HDL) Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland

hs-CRP Siemens Healthcare Diagnostics,
Erlangen, Deutschland
Plasma Leptin ELISA ”"Dual Range”,
Merck Millipore
NEFA Wako Chemicals,
Neuss, Deutschland
Glucose HK Gen.3 Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland
Chemiluminescent immunoassay DiaSorin LIAISON systems,

Saluggia, Italien
HbAlc VARIANT™ II TURBO

HbAlc Kit - 2.0,

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Super GL Dr. Miiller Gerdtebau GmbH

Freital, Deutschland
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