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1
Einleitung

1.1 Einleitung

Typ 1 Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer Zerstörung der Insulin-
produzierenden β-Zellen in den Langerhansschen Inseln des Pankreas durch das körper-
eigene Immunsystem kommt (Gepts 1981). Es handelt sich um eine T-Zell-vermittelte
β-Zell-Destruktion, die im Verlauf zu einem absoluten Insulinmangel und damit zur kli-
nischen Manifestation des Typ 1 Diabetes führt (Pinkse 2005; Monti 2007). Die gene-
tische Prädisposition hat Einfluss auf die Entstehung des Typ 1 Diabetes (Orešič 2008;
Howson 2009). Da die genetische Veranlagung aber nicht zwingend zur Entwicklung
eines Typ 1 Diabetes führt, geht man davon aus, dass zusätzliche Auslöser das Krank-
heitsgeschehen triggern. Umweltfaktoren wie Virusinfektionen oder Ernährungsbedin-
gungen werden diskutiert (Füchtenbusch 1995).
Schon bevor sich Diabetes manifestiert, können sowohl im Menschen als auch im Tier-
modell Autoantikörper detektiert werden, die gegen Inselautoantigene gerichtet sind.
Die Messung dieser Autoantikörper ist hervorragend geeignet, um individuelle Risiko-
prognosen zu erstellen (Achenbach 2004b; Achenbach 2005). Jedoch ist es bis heute
nicht möglich, die Krankheitsentwicklung oder -modulation durch direkte Messung der
autoreaktiven T-Zellen zu verfolgen (Nagata 2004).
Im transgenen C57BL/6-RIP (Ratteninsulinpromoter)-CD80+ Mausmodell ist es mög-
lich, Autoimmundiabetes antigenspezifisch zu induzieren (Harlan 1994). RIP-CD80+
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2 Einleitung

Mäuse exprimieren das kostimulatorische CD80(=B7-1)-Molekül auf den pankreati-
schen β-Zellen, was sie empfänglich für einen Angriff von Immunzellen macht. Folg-
lich führen verschiedenste Immunisierungsarten mit Agenzien, die eine Immunreakti-
on gegen in den β-Zellen exprimierte Proteine auslösen, zur β-Zellzerstörung und Dia-
betesentwicklung in RIP-CD80+ Mäusen (Harlan 1995; v. Herrath 1995; Karges 2002;
Rajasalu 2004). Diese Eigenschaften spiegeln die vermutete Situation im Menschen
wider: das Vorliegen von genetischen Merkmalen, die mit einer hohen Empfindsam-
keit für Autoimmundiabetes einhergehen, und ein exogener Faktor, der die Krankheits-
entstehung triggert, um die Autoimmunkaskade, die zur Diabetesentwicklung führt, in
Gang zu setzen. Das Glykoprotein aus dem Lymphozytären Choriomeningitis Virus
(LCMV-GP) kann als experimentelles β-Zellautoantigen benutzt werden (Modellanti-
gen/Positivkontrolle), wenn es ebenfalls transgen unter dem Ratteninsulinpromoter in
den pankreatischen β-Zellen exprimiert wird (Ohashi 1991). Immunisierungen mit dem
dominanten (LCMV-GP 33-41) und dem subdominanten (LCMV-GP 276-286) zyto-
toxischen Epitop, die im LCMV-GP Modellantigen translatiert werden, führen zur β-
Zellzerstörung und zur Diabetesmanifestation in RIP-CD80+GP+ Mäusen. Als Nega-
tivkontrolle dient das Kontrollpeptid LCMV-NP 396-404. Das bitransgene Mausmodell
RIP-CD80+ x RIP-GP+ wurde seit mehr als zehn Jahren sehr detailliert studiert, um die
Grundlagen des Autoimmundiabetes und der auftretenden autoimmunen T-Zellreaktion
zu analysieren (Pechhold 2001; Pechhold 2003; Pechhold 2007).

1.2 Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Ar-
beit

Bereits in der präklinischen Phase des Autoimmundiabetes sind Inselautoantigen-spe-
zifische Autoantikörper nachweisbar. Jedoch ist es bis dato noch nicht gelungen, die
Krankheitsentwicklung oder -modulation des Autoimmundiabetes durch die direkte Mes-
sung der autoreaktiven T-Zellen zu untersuchen.
Viele Beschränkungen vorhergegangener Studien mit humanen Blutproben können mit-
tels Autoantigen-induzierbaren Mausmodellen überwunden werden. Autoimmundiabe-
tes kann in RIP-CD80+GP+ Mäusen antigenspezifisch ausgelöst werden. Es wurde
gezeigt, dass durch die Sensibilisierung mit einem einzigen Modellantigenepitop ei-



3

ne starke T-Zell-vermittelte pankreatische Inselentzündung und die Entwicklung von
Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen auslösbar sind (Pechhold 2001; Pechhold 2003;
Pechhold 2007).

In der Literatur wurden verschiedenste Peptide beschrieben, die eine relevante Rolle
als T-Zellepitope in der Diabetes-assoziierten Autoimmunität spielen (DiLorenzo 2007).
Allerdings wurde bis heute noch kein zuverlässiges Modell entwickelt, um diese Epito-
pe in vivo zu überprüfen und zu verifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit soll daher mithil-
fe des RIP-CD80+GP+ Mausmodells für induzierbaren Autoimmundiabetes die Diabe-
tesrelevanz von bereits beschriebenen, potentiell diabetogenen Autoantigen-Epitopen
in vivo verifiziert und charakterisiert werden. Es werden die Autoantigen-Epitope aus
dem Protein DMK = Dystrophia-Myotonica-Kinase (hier verwendet Epitop „FNL9“)
(Lieberman 2004) und dem der katalytischen Untereinheit der Insel-spezifischen Glu-
kose-6-Phosphatase verwandten Protein (hier verwendet IGRP 241-49 und mIGRP 225-
233) ebenso wie die Kontrollpeptide (LCMV-GP 33-41 = Modellantigen/Positivkontrol-
le und LCMV-NP 396-404 = Negativkontrolle) in verschiedenen Immunisierungspro-
tokollen verwendet.

Primär sollen für alle behandelten Mäuse die Diabetesfrequenzen dokumentiert werden.
Darüber hinaus soll in in vitro Testverfahren das Bindungsverhalten der o.g. Peptide an
die BM-DC bzw. deren MCH-Klasse 1 Allele untersucht werden. Zusätzlich soll analy-
siert werden, ob bei den verschiedenen Immunisierungsmethoden generell die gleichen
Epitope Diabetes-relevant sind.

Die Ergebnisse der Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit am Helmholtz Zen-
trum München (HMGU) sollen auf folgende Fragen untersucht werden: Können die
applizierten Peptide nebst der in der Literatur bereits beschriebenen Diabetogenität tat-
sächlich in vivo Diabetes auslösen? Gibt es Differenzen zwischen der in der Literatur
beschriebenen Diabetogenität und unseren Ergebnissen? Gibt es Unterschiede in der
Diabetogenität der einzelnen Peptide? Wie viele Tiere entwickeln in welchem Zeitraum
Diabetes? Ist das Auftreten von Diabetes bzw. die Dynamik des Krankheitsverlaufs
alters- oder geschlechtsabhängig? Korreliert die in vivo nachgewiesene Diabetogenität
mit dem durchflusszytometrisch analysierten Bindungsverhalten der einzelnen Peptide
an die MHC-Klasse 1 Moleküle? Sind die gleichen Epitope Diabetes-relevant?

Zusätzlich erfolgt ein Vergleich der Ergebnisse der HMGU-Experimente mit Resulta-
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ten aus Vorversuchen an den National Institutes of Health (NIH), Bethesda, USA (NIH,
Animal Study Proposal #K127-TAB-03), um zu explorieren, ob auch in verschiedenen
Räumlichkeiten und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Reproduzierbarkeit der Ver-
suchsreihe gegeben ist.
Die Ergebnisse dieser Studie könnten eine wichtige Rolle bei der Beobachtung der
Krankheitsentstehung bei Kindern mit hohem Typ 1 Diabetesrisiko spielen und ein Mit-
tel in der Nachverfolgung von immunmodulatorischen Therapien darstellen. Darüber
hinaus könnten identifizierte Epitope als Antigen-spezifische Ziele für Immuntherapien
benutzt werden, um die Typ 1 Diabetesentstehung zu verhindern.

1.3 Grundlagen des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus bezeichnet eine heterogene Gruppe von Stoffwechselerkrankungen,
die durch eine chronische Hyperglykämie charakterisiert ist. Es liegt entweder eine Stö-
rung der Insulinsekretion oder der Insulinwirkung oder eine Kombination aus beidem
vor. Unbehandelt führt der Diabetes mellitus zu multiplen Langzeitfolgeschäden. Be-
sonders betroffen sind dabei -ausgelöst durch die diabetesspezifische Mikroangiopathie-
Augen (diabetische Retinopathie), Nieren (diabetische Nephropathie), Nerven (diabeti-
sche Neuropathie) und -bedingt durch die diabetesassoziierte Makroangiopathie- Blut-
gefäße (z.B. periphere arterielle Verschlusskrankheit), Herz (z.B. koronare Herzkrank-
heit) und Gehirn (z.B. zerebrovaskuläre Insuffizienz).
Nach der Klassifikation der Amerikanischen Diabetes-Gesellschaft wird der Diabetes
mellitus anhand pathogenetischer Kriterien in 4 Gruppen unterteilt (ADA 2014):

1. Typ 1 Diabetes:

Durch eine β-Zellzerstörung kommt es zu absolutem Insulinmangel.

• Typ 1A: immunologisch vermittelte Form

• Typ 1B: idiopathische Form

2. Typ 2 Diabetes:

Typ 2 Diabetes ist charakterisiert durch eine gestörte Insulinsekretion und/oder
eine Insulinresistenz.
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3. Gestationsdiabetes:

Hierbei handelt es sich um eine erstmals während der Schwangerschaft diagnosti-
zierte Glukosetoleranzstörung.

4. Andere spezifische Diabetes-Typen

1.3.1 Grundlagen des Typ 1 Diabetes

Typ 1 Diabetes ist gekennzeichnet durch eine autoimmun bedingte, progrediente Zer-
störung der Insulin-produzierenden β-Zellen in den Inseln des Pankreas mit daraus re-
sultierendem Insulinmangel.

Klinik

Klinisch führt die Erkrankung zu den charakteristischen Leitsymptomen Polyurie, Po-
lydipsie, Ketoazidose und Gewichtsverlust (Leitlinie der Deutschen Diabetes Gesell-
schaft, DDG 2004). Meist treten die Beschwerden plötzlich auf und können von mäßig
erhöhten Blutzuckerwerten bis zum ketoazidotischen Koma reichen. Die Erkrankung
tritt vorwiegend bei jungen Menschen auf, kann sich aber generell auch im späteren
Lebensalter manifestieren. Hier spricht man von LADA (latent autoimmune diabetes in
adults).

Einteilung

Es werden 2 Subtypen des Typ 1 Diabetes unterschieden:

1. Die immunologisch vermittelte Form (Typ 1A), bei der serologische Marker ei-
ner Autoimmunreaktion nachweisbar sind (Inselzellantikörper (ICA), Insulinau-
toantikörper (IAA), Autoantikörper gegen Glutamat-Decarboxylase der β-Zelle
(GAD65A), Autoantikörper gegen Tyrosinphosphatase (IA-2A)). Nach Klassifi-
kation der ADA wird auch der LADA dem Typ 1A Diabetes zugeordnet.

2. Die idiopathische Form (Typ 1B), bei der die Ätiopathogenese unbekannt ist und
keine Autoimmunitätsmarker detektierbar sind.
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Epidemiologie

Weltweit lässt sich eine Zunahme der Inzidenz des Typ 1 Diabetes von 3% pro Jahr beob-
achten, wenn  auch  z.T.  deutliche  geographische  Unterschiede  erkennbar  sind
(Onkamo 1999; EURODIAB 2000; Green 2001).
Die höchsten Inzidenzraten (>20 / 100 000 / Jahr) findet man in Finnland, Schweden,
Norwegen, Grossbritannien, Sardinien, Portugal, Kanada und Neuseeland. China und
Venezuela  dagegen  haben  die  niedrigsten  Inzidenzen  (0.1  /  100  000  /  Jahr)
(Karvonen 2000; Onkamo 1999).
Auch in Deutschland steigt seit Beginn der neunziger Jahre die Inzidenz jährlich um 3
bis  3.6%  in  der  Altersgruppe  von  Kindern  und  Jugendlichen  unter  15  Jahren  an
(Neu 2001; Rosenbauer 2002; Berner 2004).
Insgesamt sind weltweit etwa 490 100 Kinder im Alter von 0-14 Jahren an Typ 1 Dia-
betes erkrankt. Man rechnet damit, dass im Jahr 2011 etwa 70 800 Kinder im Alter von
unter 15 Jahren neu einen Typ 1 Diabetes entwickeln werden (IDF 2011). Mehrere eu-
ropäische Studien haben aufgezeigt, dass die Erkrankung, relativ gesehen, am stärksten
bei jüngeren Kindern (Altersgruppe 0-4 Jahre) zunimmt (Scherbaum 2004).

Kosten

Die direkt Typ 1 Diabetes-assoziierten Kosten für das deutsche Gesundheitssystem be-
tragen über 3500 Euro pro Patient und Jahr. In der Summe sind dies über 110 Millionen
Euro pro Jahr. Verglichen mit Vorwerten aus dem Jahr 2000 konnten eine durchschnitt-
liche Zunahme der Kosten pro Patient von 20% und eine Zunahme der Totalkosten von
47% beobachtet werden. Dies wird u.a. auf die Einführung neuer Therapiestrategien
und die Zunahme der Diabetesprävalenz zurückgeführt (Bächle 2012).

Genetik

Die Prädisposition für die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes wird polygen vererbt.
Ergebnisse aus Zwillingsstudien zeigen eine kumulative Signifikanz von genetischen
Eigenschaften zur Auslösung von Typ 1 Diabetes von 50-65% auf (Hauben 2001). Die
Korrelation zwischen Empfänglichkeit zur Entwicklung eines Typ 1 Diabetes und be-
stimmten “Major Histocompatibility Complex-Klasse 2 (MHC-II) Allelen” (DR3-DQ2,
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DR4-DQ8) steht in Verbindung mit dem höchsten Risiko zur Entstehung eines Typ 1
Diabetes (Todd 2007). Die MHC-II Moleküle sind im Immunsystem für die Präsenta-
tion von Antigenen gegenüber CD4+ T-Zellen verantwortlich. Bei etwa 70% der an
Typ 1 Diabetes erkrankten Personen kann o.g. HLA-Risiko-Allel als stärkster geneti-
scher Faktor nachgewiesen werden. Dagegen entwickeln jedoch nur 3-7% der Träger
des HLA-Risikoallels einen manifesten Typ 1 Diabetes (Orešič 2008; Howson 2009).
In den letzten Jahren wurden auch einige MHC-I Allele als genetische Risikofaktoren
identifiziert. Mehr als 70 weiteren nicht-HLA Genen wird außerdem eine Erhöhung der
Diabetessuszeptibilität zugesprochen (Barrett 2009).
Der Typ 1 Diabetes wird mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 3-5% von einem El-
ternteil auf ein Kind vererbt. Kinder von einem Elternteil mit Typ 1 Diabetes, die einen
der risikoreichen HLA-Genotypen tragen, haben jedoch ein kumulatives Risiko von ca.
20%, bereits innerhalb der ersten 5 Lebensjahre eine Inselautoimmunität zu entwickeln.
Sind beide Eltern an Typ 1 Diabetes erkrankt, steigt das Risiko der Kinder, Typ 1 Dia-
betes zu entwickeln, ebenfalls auf 10-25% an (Ziegler 1999; Walter 2003).
Bei einem an Typ 1 Diabetes erkrankten eineiigen Zwilling liegt das Risiko des anderen,
bis dato nicht betroffenen Zwillings, auch einen Typ 1 Diabetes zu bekommen, bei 30-
50% (Barnett 1981; Olmos 1988; Tuomilehto 2013).
Man geht aktuell davon aus, dass auf der Basis einer genetischen Prädisposition die
autoimmune Reaktion schließlich durch exogene Faktoren ausgelöst wird. Eine große
Anzahl an Umweltfaktoren, aber auch Virusinfektionen (wie z.B. eine Cocksackievirus-
Infektion) werden als Trigger zur letztlichen Auslösung des Typ 1 Diabetes diskutiert
(Füchtenbusch 1995). Die Ergebnisse aus verschiedenen Studien sind allerdings kontro-
vers.

Krankheitsentwicklung und Nachweis spezifischer Antikörper

Die Krankheitsentwicklung des Typ 1 Diabetes lässt sich vereinfacht in folgende Stadi-
en unterteilen (Ziegler 1994; Achenbach 2008b):

1. Prä-Autoimmunität (genetische Prädisposition)

2. Auftreten von Insel-Autoimmunität

3. Progression der Insel-Autoimmunität mit Abnahme der β-Zellmasse und –funktion
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4. Klinische Manifestation des Typ 1 Diabetes

5. Verlust der β-Zell-Restfunktion

Ein charakteristisches Merkmal in der präklinischen Phase von Typ 1 Diabetes ist der
Nachweis von Autoantikörpern gegen β-Zell-Antigene im Blut der Betroffenen. Sie
können bereits viele Jahre vor der eigentlichen Diabetesmanifestation im peripheren
Blut nachgewiesen werden (Roll 1997; Atkinson 2001). Die relevantesten der nach-
weisbaren Autoantikörper sind spezifisch für die Iselautoantigene (Pro-)Insulin, die 65-
kD-Isoform des Enzyms Glutamatdecarboxylase (GAD65) sowie Protein-Tyrosinphos-
phatase IA-2 und IA-2β und das neuerlich entdeckte Autoantigen Zink-Transporter 8
(ZnT8) (Achenbach 2008a). Damit ist die Detektion von Diabetes-assoziierten Autoan-
tikörpern eine wichtige Untersuchungsmethode insbesondere zur Prädiktion und Erstel-
lung individueller Risikoprognosen (Schlosser 2005; Koczwara 2007c; Achenbach 2007),
aber auch zur Differentialdiagnostik des Typ 1 Diabetes (Verge 1996; Bingley 1997;
Kulmala 1998; Ziegler 1999; Maclaren 1999).

1.4 Grundlagen dieser Arbeit

1.4.1 Dendritische Zellen im Typ 1 Diabetes

Reife dendritische Zellen fungieren als professionelle, Antigen-präsentierende Zellen
im Immunsystem. Sie haben wichtige Funktionen in der Initiierung und Erhaltung der
adaptiven Immunreaktion. Unlängst wurde erkannt, dass dendritische Zellen einen es-
sentiellen  Einfluss  auf  die  Kontrolle  und  Regulation  von  T-Zellreaktionen  haben
(Pechhold 2008).
Dendritische Zellen besitzen die Fähigkeit, Bruchstücke der in die Zelle aufgenomme-
nen Antigene in ihre Zellmembran einzubauen und via MHC-Moleküle den Lymphozy-
ten zu präsentieren. Für eine erfolgreiche Aktivierung werden zusätzliche kostimulato-
rische Signale benötigt. Das wichtigste kostimulatorische Molekül in der Zellmenbran
der dendritischen Zellen ist das Glykoprotein B7. Dieses interagiert mit dem CD28-
Protein auf T-Zellen. Über die Antigenpräsentation durch die dendritischen Zellen und
die Interaktion der o.g. kostimulatorischen Moleküle können folglich naive T-Zellen
aktiviert werden.
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Autoreaktive B- und T-Zellen werden bereits während ihrer Entstehung in Thymus und
Knochenmark negativ selektiert. Insbesondere dendritische Zellen sind an der negati-
ven Selektion autoreaktiver T-Zellen beteiligt. Vereinzelt erreichen einige autoreakti-
ve Zellen auch die Peripherie. Mittels Anergie, Suppression, Antigensequestration und
klonale Deletion können die autoreaktiven Zellen jedoch normalerweise unter Kontrol-
le gehalten werden. Es wird postuliert, dass eine Reduktion regulatorischer T-Zellen
(s.u.), eine Änderung in der Physiologie der dendritischen Zellen sowie eine Verän-
derung der Interaktion von dendritischen Zellen und T-Zellen zu einem Zusammen-
bruch der Selbsttoleranz und folglich zur Entstehung von Autoimmunität führen können
(Iruretagoyena 2006; Tang2006).
Darüber hinaus werden viele weitere Faktoren als Ursache für die Entwicklung der Au-
toimmunität beim Typ 1 Diabetes diskutiert, wie z.B. eine verminderte Antigenpräsenta-
tion, die Unterdrückung von regulatorischen T-Zellen oder B-Zellen und die von ihnen
produzierten Antikörper.
Durch die o.g. Eigenschaften stehen dendritische Zellen neuerdings im Zentrum der kli-
nischen Forschung und der Grundlagenforschung. Im Rahmen von Typ 1 Diabetes wird
versucht, mittels dendritischer Zellen die Induktion und Ausbreitung von regulativen
und destruktiven T-Zellreaktionen zu manipulieren, um die β-zellspezifische Autoim-
munreaktionen zu analysieren und therapeutisch zu modifizieren (Pechhold 2008).

1.4.2 T-Zellen im Typ 1 Diabetes

Die zelluläre Immunität wird durch die T-Zellen vermittelt. Als zentrale Aggressorzel-
len spielen die T-Zellen eine entscheidende Rolle im T1D. Generell können T-Zellen in
CD8+ und CD4+ T-Zellen unterteilt werden. CD4 und CD8 sind Korezeptormoleküle
auf der Zelloberfläche der T-Zellen. Sowohl zytotoxische CD8+ T-Zellen als auch CD4+
T-Helferzellen sind in die Pathogenese des T1D involviert.
CD4+ T-Zellen sind u.a. an der Differenzierung der B-Zellen beteiligt. Ihre T-Zell-
rezeptoren erkennen an MHC-Klasse 2 Rezeptoren gebundene Antigene, welche ih-
rerseits von antigenpräsentierenden Zellen präsentiert werden. CD4+ T-Zellen lassen
sich klassisch in 2 große Gruppen unterteilen: Th1-Zellen, welche u.a. Interleukin-2,
Tumornekrosefaktor-α, Interferon-γ bilden. Sie sind wichtig für das Abtöten intrazellu-
lärer Pathogene in Makrophagen, aber auch für die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen.
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Die zweite Gruppe stellen die Th2-Zellen dar. Sie bilden u.a. Interleukin-3, -4, -5, -6, -10
und -13 und sind für die Aktivierung von B-Zellen und die Regulation der humoralen Im-
munität verantwortlich. Von ihnen spricht man als eigentliche T-Helferzellen. Auch kön-
nen sie die entzündungsfördernden Funktionen der Th1-Zellen bremsen (Murphy 2009).
Regulatorische T-Zellen, welche sowohl CD4 als auch CD25 und den Transkriptions-
faktor FOXP3 exprimieren, spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von T1D,
da sie normalerweise der Selbstkontrolle des Immunsystems dienen und dafür verant-
wortlich sind, Autoimmunität zu unterbinden (Asano 1996; Mellanby 2009).
CD8+ T-Zellen erfassen an MHC-Klasse 1 Rezeptoren gebundene Antigene und haben
(wie auch ein kleiner Teil der CD4+ T-Zellen) zytotoxische Aktivität (z.B. mittels Perfo-
rin, Defensin, Granzym, Fas-Liganden aber auch Tumornekrosefaktor-α, Interferon-γ).
Ein Teil der CD8+ T-Zellen wird als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Sie greifen ins-
besondere intrazellulär gelegene Viren, Bakterien und z.T. parasitäre Protozoen (wie
z.B. Toxoplasma gondii) an. Eine weitere Gruppe von CD8+ T-Zellen hat immunregu-
latorische Funktionen (Murphy 2009).

1.4.3 Tiermodelle des Typ 1 Diabetes

In der Diabetesforschung sind Tiermodelle eine seit langem bestehende und etablier-
te Methode zur Untersuchung der pathogenetischen Mechanismen des Typ 1 Diabetes
(Wong 1999a). Durch die Möglichkeit des Einsatzes transgener Mausmodelle mit teils
humanisiertem Genom können nun auch einige Ergebnisse, die aus den Versuchen ge-
wonnen werden konnten, auf den Menschen übertragen werden (Taneja 1999). Der Typ
1 Diabetes im Tiermodell wird nach seiner Genese in zwei Kategorien eingeteilt: den
spontanen und den induzierten Diabetes (Karges 1995). Bei den Tiermodellen, die spon-
tan Diabetes entwickeln, liegt eine genetische Prädisposition vor. Bekannte Modelle
sind die NOD-Maus (Makino 1980) und die Wistar-BB-Ratte (Nakhooda 1977). Da die
NOD-Maus ähnliche genetische Defekte sowie die gleichen Autoantigene (z.B. GAD65
(Kaufman 1993), IA-2 (Myers 1998) und Insulin (Wegmann 1994)) wie im Menschen
aufweist, ist ihr Einsatz weit verbreitet. Der induzierbare Diabetes kann im Tiermodell
unter anderem durch bestimmte Immunisierungen, z.B. mit einem bestimmten Peptid
des 60 kDa Hitzeschockproteins (Elias 1995), durch den Transfer von diabetogenen
Zellen (Ylinen 2000), iatrogen durch chirurgische Pankreasexplantation, über die In-
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fektion mit bestimmten Viren, wie dem Enzephalomyocarditis-Virus (Buschard 1983),
oder durch die Gabe diabetogener Medikamente, wie den Nitrosamiden Streptozotozin
und Chlorozotozin oder dem Amin Alloxan, ausgelöst werden.

1.4.4 Verwendetes Tiermodell

In der vorliegenden Arbeit wird das bitransgene C57BL/6-RIP- (Ratteninsulinpromoter)
CD80+GP+ Mausmodell verwendet (Harlan 1994). Hier ist es möglich, Autoimmundia-
betes antigenspezifisch zu induzieren. RIP-CD80+ Mäuse exprimieren das kostimulato-
rische CD80- (=B7-1) Molekül auf den pankreatischen β-Zellen, was sie empfänglich
für einen Angriff von Immunzellen macht. Folglich führen verschiedenste Immunisie-
rungsarten mit Agenzien, die eine Immunreaktion gegen in den β-Zellen exprimier-
ten Proteinen auslösen, zur zuverlässigen β-Zellzerstörung und Diabetesentwicklung
in RIP-CD80+ Mäusen. Diese Eigenschaften spiegeln die vermutete Situation im Men-
schen wider: das Vorliegen von genetischen Merkmalen, die mit einer hohen Empfind-
samkeit für Autoimmundiabetes einhergehen, und ein exogener Faktor, der die Krank-
heitsentstehung triggert, um die Autoimmunkaskade, die zur Diabetesentwicklung führt,
in Gang zu setzen.

Das Glykoprotein aus dem Lymphozytären Choriomeningitis Virus (LCMV-GP) kann
als experimentelles β-Zell-Autoantigen benutzt werden (Modellantigen / Positivkon-
trolle), wenn es ebenfalls transgen, unter dem Ratteninsulinpromoter in den pankreati-
schen β-Zellen exprimiert wird (Ohashi 1991). Immunisierungen mit dem dominanten
(LCMV-GP 33-41) und dem subdominanten (LCMV-GP 276-286) zytotoxischen Epi-
top, die im LCMV-GP Modellantigen translatiert werden, führen zur β-Zellzerstörung
und zur Diabetesmanifestation in RIP-CD80+GP+ Mäusen. Als Negativkontrolle dient
das Kontrollpeptid LCMV-NP 396-404 (Nucleoprotein des Lymphozytären Choriome-
ningitisvirus).

Das bitransgene Mausmodell RIP-CD80+GP+ wurde seit mehr als zehn Jahren sehr
detailliert studiert, um die Grundlagen des Autoimmundiabetes und der auftretenden
autoimmunen T-Zellreaktion zu analysieren.
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1.4.5 Diabetogene Peptide

In der Literatur wurden verschiedenste Peptide beschrieben, die möglicherweise eine
relevante Rolle als T-Zellepitope in der Diabetes-assoziierten Autoimmunität spielen
(DiLorenzo 2007). Allerdings wurde bis heute noch kein zuverlässiges Modell entwi-
ckelt, um dies in vivo zu bestätigen. Im Rahmen dieser Arbeit wird daher mithilfe
des RIP-CD80+GP+ Mausmodells (Harlan 1994) für induzierbaren Autoimmundiabe-
tes die Diabetesrelevanz von bereits beschriebenen, potentiell diabetogenen Autoantigen-
Epitopen in vivo analysiert.
Untersucht werden hierzu 3 ausgewählte Peptide: FNL 9 aus der DMK = Dystrophia-
Myotonica-Kinase (Lieberman 2004) und aus dem der katalytischen Untereinheit der
Insel-spezifischen Glukose-6-Phosphatase verwandten Protein die Peptide IGRP 241-
249 und mIGRP 225-233 (Takaki 2006; Ouyang 2006).
Dazu werden verschiedene Immunisierungsprotokolle angewendet:
Einerseits werden die Peptide FNL 9, IGRP 241-249 und mIGRP 225-233, ebenso wie
die Kontrollpeptide (LCMV-GP 33-41 = Modellantigen bzw. Positivkontrolle, LCMV-
GP 276-286 = subdominante Positivkontrolle und LCMV-NP 396-404 = Negativkon-
trolle) als exogene Antigene auf murine, reife, aus dem Knochenmark stammende den-
dritische Zellen (BM-DC) geladen, sodass eine sehr sensitiven Aktivierung des Immun-
systems ausgelöst wird.
Andererseits werden direkte Peptid-Immunisierungen mit dem Kontrollpeptid LCMV-
GP 33-41 = Modellantigen bzw. Positivkontrolle in verschiedenen Konzentrationen
durchgeführt, mit dem Ziel einer generellen Immunreaktion mit Adressierung aller Im-
munzellen.
Zusätzlich soll analysiert werden, ob bei beiden Immunisierungsmethoden generell die
gleichen Epitope Diabetes-relevant sind. Falls die verifizierten diabetogenen T-Zellepi-
tope auch ohne die sehr sensitive Methode der Beladung auf BM-DC ihre Diabetesrele-
vanz beibehalten, könnte eine wesentlich schnellere und weniger aufwändige Methode
zur Verwendung des RIP-CD80+GP+ Mausmodells für die in in vivo-Verifikation und
Charakterisierung von diabetogenen CD8 T-Zellepitopen etabliert werden.
In einer Studie von Pechhold (Pechhold 2007) konnte gezeigt werden, dass die Dia-
betogenität von spezifischen Peptiden unter anderem von deren Bindungsaffinität an
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MHC-Klasse 1 Moleküle abhängt. Um dieses Verhalten an den von uns verwendeten o.
g. Peptiden zu überprüfen, werden mittels der humanen Lymphoblasten-Zelllinie “T2”,
die transgen murine MHC Klasse 1 H-2Db Moleküle synthetisiert, das Bindungsver-
halten der jeweiligen Epitope an die MHC-Klasse 1 Moleküle untersucht. Neben den
Bindungscharakteristika der einzelnen Peptide wird untersucht, ob die jeweilige Bin-
dungsaffinität mit der in vivo gemessenen Diabetesrelevanz korreliert. Darüber hinaus
erfolgt ein Vergleich der Bindungseigenschaften der individuellen Peptide in Relation
zueinander.





2
Material und Methoden

2.1 Mausmodelle

2.1.1 C57BL/6-RIP-CD80+ Mäuse

Alle in den folgenden Versuchen verwendeten Mäuse haben den genetischen C57BL/6-
(H-2Db) Hintergrund. RIP-CD80+ Mäuse exprimieren unter Kontrolle des Rattenin-
sulinpromoters (RIP) das kostimulatorische Molekül CD80 (=B7-1) auf den pankreati-
schen β-Zellen. B7-1 gehört zu einer Familie von Rezeptoren auf spezialisierten Antigen-
präsentierenden Zellen, die Major-Histokompatibilitätskomplex-Moleküle Klasse 1 und
2 exprimieren können, und interagiert mit dem CD28-T-Lymphozyten-Rezeptor. Die-
se Interaktion wird als kostimulatorisches Signal für die T-Zell-Aktivierung benötigt.
Durch Expression von CD80 auf den β-Zellen werden diese sehr empfänglich für den
Angriff von Immunzellen. Daher führen verschiedenste Immunisierungsarten, die ei-
ne spezifische Immunreaktion gegen β-Zellantigene induzieren, sehr effektiv zur β-
Zellzerstörung und somit zur Diabetesentwicklung.

2.1.2 C57BL/6-RIP-GP+ Mäuse

Bei den C57BL/6-RIP-GP+ Mäusen wird das Glykoprotein des Lymphozytären Cho-
riomeningitis Virus (LCMV-GP) ebenfalls transgen unter dem RIP und folglich aus-
schließlich auf den pankreatischen β-Zellen exprimiert. Infiziert man diese Mäuse mit
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dem LCM-Virus, führt die antivirale Immunantwort zu einer Zerstörung der β-Zellen
(Ohashi 1991) und zur Diabetesinduktion.

2.1.3 C57BL/6-RIP-CD80+GP+ Mausmodell

Für die im Folgenden beschriebenen Versuche wird das bitransgene C57BL/6-RIP-
CD80+GP+ Mausmodell für Autoantigen-spezifisch-induzierbaren Diabetes verwen-
det (Harlan 1994). Die bitransgenen Mäuse wurden durch Kreuzung von monotrans-
genen RIP-CD80+ mit monotransgenen RIP-GP+ Mäusen des genetischen Stamms der
C57BL/6-Mäuse (H-2Db) gezüchtet. Im Gegensatz zu der NOD-Maus tritt bei dem
RIP-CD80+GP+ Mausmodell Diabetes nur sehr selten spontan auf. Die bitransgenen
RIP-CD80+GP+ Mäuse exprimieren sowohl das kostimulatorische Molekül CD80 als
auch das Glykoprotein des Lymphozytären Choriomeningitis Virus (LCMV-GP) unter
Kontrolle des Ratteninsulinpromoters auf den Insulin-produzierenden β-Zellen des Pan-
kreas. Mit der CD80-Expression haben die Mäuse einerseits eine außergewöhnlich ho-
he Empfänglichkeit für die Entwicklung von Autoimmundiabetes nach Autoantigen-
spezifischer Induktion, sodass mit diesem Modell potentiell diabetogene Autoantigen-
Epitope auf ihre Diabetesrelevanz überprüft werden können. Andererseits ist durch Ex-
pression des GP-Transgens die Möglichkeit der Positivkontrolle für die durchzufüh-
renden Versuche und die Bestätigung der Effizienz des Mausmodells für induzierba-
ren Autoimmundiabetes gegeben. Durch Immunisierungen mit dominanten (LCMV-GP
33-41) bzw. subdominanten (LCMV-GP 276-286) CD8+ T-Zell-restringierten Epitopen
des LCMV-GP-Proteins wird in dem bitransgenen C57BL/6-RIP-CD80+GP+ Mausmo-
dell effizient eine Immunreaktion induziert, die sich spezifisch gegen die β-Zellen rich-
tet und sie zuverlässig zerstört. LCMV-GP dient in den folgenden Versuchen als ein
experimentelles β-Zellautoantigen als Referenz (= Modellantigen).

2.1.4 Spendermäuse für die Isolation der BM-DC: B6.129S7-Rag1
tm1Mom/J Mausmodell

Als Spendertiere für die Isolation der BM-DC, die für die Zellimmunsierungen benö-
tigt wurden, dienten weibliche B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J-Mäuse. Sie haben ebenfalls
den genetischen Hintergrund der C57BL/6 Mäuse (H-2Db) und die Weibchen tragen
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zwei X-Chromosomen, sodass ein syngener Zelltransfer erfolgen konnte und keine Ab-
stoßungsreaktionen im weiblichen oder männlichen Rezipienten ausgelöst wurden, was
andernfalls die geplanten Untersuchungen beeinflusst hätte. Durch eine homozygote
Mutation im Rag1-Gen können die Tiere keine reifen T- oder B-Zellen bilden. Damit
ist die Isolation von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark sehr effizient und nicht
von Verunreinigungen mit T- oder B-Zellen betroffen. Aufgrund der fehlenden reifen T-
und B-Zellen sind die Tiere immundefizient und konnten in den vorhandenen Tierstäl-
len nicht gehalten werden. Daher wurden die Mäuse zum benötigten Zeitpunkt separat
zugekauft und umgehend verwendet.

2.1.5 Herkunft und Zucht der Versuchstiere

Für die Versuche im RIP-CD80+GP+ Mausmodell wurden Mäuse aus eigener Zucht
am Helmholtz Zentrum München mittels Kreuzung der C57BL/6-RIP-GP+ Mäuse mit
den C57BL/6-RIP-CD80+ Mäusen verwendet. Die ursprünglichen 2 Zuchtpaare der
C57BL/6-RIP-GP+ Mäuse stammen von Dr. David Harlan, NIH (NIDDK, Diabetes
Branch). Von Prof. Dr. Reinhold Schirmbeck, Universitätsklinikum Ulm, wurden 2
Zuchtpaare der C57BL/6-RIP-CD80+ Mäuse an das Helmholtz Zentrum München trans-
feriert.
Die B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J-Mäuse wurden von The Jackson Laboratory (#002216)
zugekauft.

2.1.6 Haltung und Hygiene

Alle Mäuse wurden unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen in klimatisierten
Räumen (Helmholtz Zentrum München) gehalten. Zu dem Haltungsbereich hatte aus-
schließlich geschultes Personal in Schutzkleidung (Kittel, Mundschutz, Haarnetz, Über-
schuhe und Handschuhe) über eine Umkleide als Schleuse Zutritt. Die Versuchstiere
wurden in Typ-II-Käfigen gehalten, und die Anzahl der Mäuse pro Käfig entsprach
der EU-Richtlinie über die “Bestandsdichte in Vorratshaltung und Versuchen” vom
30.07.2007. Trinkwasser und herkömmliches Nagetierfutter standen den Tieren ad li-
bitum zur Verfügung. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug jeweils 12 Stunden.
Für alle Tierexperimente wurden die Prinzipien für die Versorgung von Tieren (NIH
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Publikation Nr. 85-23, überarbeitet 1985) und die nationalen Tierschutzgesetze befolgt.
Die Tierversuche wurden durch den Bescheid der Regierung von Oberbayern vom
05.06.2009 unter dem Geschäftszeichen 55.2-1-54-2531-154-08 genehmigt.

2.1.7 Alter und Beobachtungszeitraum

Für alle Versuche wurden Mäuse im adulten Alter von etwa 8 bis 16 Lebenswochen
verwendet. Der Beobachtungszeitraum der Mäuse betrug 20 Wochen nach der Immuni-
sierung. Alle Tiere wurden bei Auftreten eines manifesten Diabetes (Blutglukosekon-
zentrationen >250 mg/dl in einem Tropfen Blut aus der Schwanzvene) beziehungsweise
bei Versuchende (20 Beobachtungswochen nach Immunisierung ohne Diabetesmanifes-
tation) durch Inhalation von Kohlendioxid getötet.

2.1.8 Anzahl und Aufteilung der Versuchstiere

Insgesamt wurden 103 RIP-CD80+GP+ Mäuse in die Versuchsgruppe eingeschlossen.
Davon waren 68 Tiere männlichen (66%) und 35 Tiere weiblichen Geschlechts (34%).
Bei der Verteilung in die einzelnen Untersuchungsgruppen wurde das “litter-matching”
Prinzip angewendet, bei dem die Nachkommen eines Wurfes in möglichst viele ver-
schiedene Untersuchungsgruppen aufgeteilt werden mit der Intention, den genetischen
Hintergrund der Gruppen ähnlich zu halten. Damit konnten mögliche Effekte direkt der
jeweiligen Behandlungsmethode zugeschrieben und nicht als potentielle Ursache von
Besonderheiten eines speziellen Wurfes und dessen Genetik gesehen werden.
Die Mäuse wurden auf 15 Untergruppen aufgeteilt. Die Gruppen des Pilotprojekts zur
Etablierung neuer Applikationsformen der Peptide bestanden aus je 2-6 Mäusen (s. Tab.
2.1). Bei den Zellimmunisierungen wurde bis auf die Gruppe des Modellantigens GP
33-41 (hier wurden 10 Mäuse verwendet) eine durch vorhergängige Poweranalyse als
statistisch relevante Versuchsgruppengröße von 12 Mäusen pro Peptid gewählt.
Zur Gewinnung der BM-DC aus dem Knochenmark für die Zellimmunisierungen wur-
den in der Pilotstudie zur Etablierung der Isolation und Kultivierung der Zellen (s. Kap.
2.3.2, BM-DC aus C57BL/6-RIP-GP+ Mäusen) 2 RIP-GP+ Weibchen als Spendertiere
verwendet. Die Kohorte zur endgültigen Zellimmunisierungsreihe bestand aus insge-
samt 6 B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J-Weibchen als Knochenmarksdonoren.
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Tabelle 2.1: Übersicht zur Aufteilung der Mäuse in die verschiedenen Untersuchungs-
gruppen ohne Berücksichtigung einer spezifischen Klassierung bezüglich Geschlecht
oder Alter

Gruppe Peptid Immunisierung Konzentration Appl. # Mäuse
1 GP 33-41 Peptid in PBS 50μg s.c. 3
2 GP 33-41 Peptid in PBS 100μg s.c. 3
3 GP 33-41 Peptid in PBS 150μg s.c. 3
4 GP 33-41 Peptid in Alum 50μg s.c. 3
5 GP 33-41 Peptid in Alum 100μg s.c. 6
6 GP 33-41 Peptid in Alum 150μg s.c. 6
7 GP 33-41 Peptid in Alum 50μg i.p. 3
8 GP 33-41 Peptid in Alum 100μg i.p. 4
9 GP 33-41 Peptid in Alum 150μg i.p. 2
10 GP 33-41 Peptid mit BM-DC 0.1μg i.p. 10
11 GP 276-286 Peptid mit BM-DC 10μg i.p. 12
12 NP 396-404 Peptid mit BM-DC 10μg i.p. 12
13 FNL 9 Peptid mit BM-DC 10μg i.p. 12
14 mIGRP 225-233 Peptid mit BM-DC 10μg i.p. 12
15 IGRP 241-249 Peptid mit BM-DC 10μg i.p. 12

Σ = 103
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2.1.9 Überwachung und Kontrolle der Versuchstiere

Urin- und Blutglukosemessungen

Vor Injektion der Peptid- oder BM-DC/Peptidlösung wurden die jeweiligen Versuchs-
tiere auf Glukoseausscheidung im Urin kontrolliert, da nur nicht diabetische Tiere in
die Versuchsreihe eingeschlossen werden durften. Da bei dem verwendeten Mausmo-
dell Diabetes nicht spontan, sondern erst nach spezifischer Induktion auftreten sollte,
wurde bis auf 2 Tiere (diese zeigten spontan erhöhte Glukosewerte in Urin und Blut
und wurden konsekutiv nach Protokoll durch Inhalation von Kohlendioxid getötet) bei
allen anderen Versuchstieren ein Glukose-negativer Urintest nachgewiesen.

Beginnend mit der jeweiligen Behandlung wurden alle Versuchstiere folglich zwei-
mal pro Woche mit Urinmessstreifen (Diastix; Bayer HealthCare) auf das Vorliegen
einer Glukoseausscheidung im Urin kontrolliert. Nach zweimal hintereinander gemes-
sener positiver Glukoseausscheidung im Urin wurde das Vorliegen einer manifesten dia-
betischen Stoffwechsellage durch die Messung von Blutglukosekonzentrationen >250
mg/dl in einem Tropfen Blut mittels Blutzuckermessgerät bestätigt (Contour; Bayer
HealthCare). Der Blutstropfen wurde aus der mit einer sterilen Lanzette angeritzten
Schwanzvene gewonnen. Bei verifizierter diabetischer Stoffwechsellage erfolgte im An-
schluss die Tötung der Mäuse mittels Kohlendioxid-Gasinhalation.

Statistischer Hintergrund zur Versuchstiergruppengröße und Auswertung der Ver-
suchsergebnisse

Mit der Annahme einer Standardabweichung von 20% war bei einer Versuchstierzahl
von 12 pro Gruppe mit einer Power von 80% die Ablehnung der Nullhypothese in Bezug
auf die alternatve Hypothese mit einem 0.05 type I error möglich.

Für die statistische Auswertung wurde das Statistical Package for Social Sciences (SPSS
Inc., Chicago, USA) verwendet. Unterschiede wurden bei einem p-Wert <0.05 als signi-
fikant eingestuft.
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2.2 Verwendete Peptide/CD8+ T-Zellepitope

2.2.1 Allgemein

In der Literatur werden CD8+ T-Zellepitope (= Peptide aus 8 bis 10 Aminosäuren) be-
schrieben, denen aufgrund verschiedenster T-Zellcharakterisierungsmethoden eine rele-
vante  Rolle  in  der  Diabetes-assoziierten  Autoimmunität  zugesprochen  wird
(DiLorenzo 2007). Von diesen Peptiden wurden drei ausgewählt: FNL 9, IGRP 241-249
und mIGRP 225-233. Bezüglich der tatsächlichen Diabetogenität wird FNL 9 bis dato
ein Evidenzlevel A (Evidenz, dass das Epitop von einem ganzen Protein präsentiert wird
und die T-Zellantwort spontan erfolgt) sowie IGRP 241-249 und mIGRP 225-233 ein
Evidenzlevel B (keine Evidenz, dass das Epitop von einem ganzen Protein präsentiert
wird, jedoch spontane T-Zellantwort) (DiLorenzo 2007) zugesprochen. Als Kontroll-
peptide dienten das dominante LCMV-GP 33-41, das subdominante LCMV-GP 276-86
(beides zytotoxische Epitope aus dem Positivautoantigen) und das LCMV-NP 396-404
(ein Peptid aus dem LCMV-Nukleoprotein, welches im verwendeten Mausmodell nicht
präsent ist und somit als Negativkontrolle verwendet wurde). Beauftragt wurde die Fir-
ma Sigma, Genosys, die o.g. Peptide zu synthetisieren.
Die unten aufgeführten Tabellen geben Auskunft über die detaillierten Eigenschaften
der einzelnen Peptide. Des Weiteren sind die Protokolle angefügt, die Informationen
dazu geben, wie die in lyophilisierter Form vorliegenden Peptide jeweils in Lösung zu
bringen waren. Je nach chemischen Eigenschaften wurde hierzu DMSO, NaOH, PBS
(1x) und Aqua ad iniectabilia verwendet mit anschließender steriler Filtration (0.2 μM)
der jeweiligen Peptidlösung. Die Konzentration der gelösten Peptide in der Stocklösung
betrug 1mg/ml. Die Proben wurden in kleinen Aliquots bei -80°C gelagert. Die Peptide
wurden in Folge für die Zellimmunisierungen, die Peptidimmunisierungen sowie für die
Analysen des Peptidbindungsverhaltens an die MHC Klasse 1 H-2Db der humanen lym-
phoblastischen “T2”-Zelllinie mittels Durchflusszytometrie (BD FACSCalibur System,
BD Biosciences) verwendet.
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2.2.2 Eigenschaften der Peptide und Anleitung zur Herstellung der
Peptidlösungen

In den folgenden Tabellen sind die Eigenschaften der Peptide sowie die Anleitung zu
deren Herstellung aufgeführt:
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Tabelle 2.2: Peptid: LCMV-GP 33-41

Peptid LCMV-GP 33-41
Aminosäuren 9
Sequenz KAVYNFATM
Antigen LCMV-glycoprotein (Modellantigen)
Spezifität /
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 29
SYFPEITHI Score “Kb” 0
Referenzen (DiLorenzo 2007; Ohashi 1991; Harlan 1994)
Molecular Weight 1096.2
Mass Spectrum 1096.86
Purity 90.07%
Hydrophobicity (pH 2.0) 15.89 / (pH 6.8) 21
Acidic 0%
Basic 0%
Neutral 44.44%
Hydrophobic 33.33%
Peptid lösen
Peptid (LCMV-GP 33-41) 0.004g
DMSO + 200μl
H2O (aqua ad iniectabilia) + 3800μl
klare Lösung = 4000μl [1mg/ml]
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Tabelle 2.3: Peptid: LCMV-GP 276-286

Peptid LCMV-GP 276-286
Aminosäuren 11
Sequenz SGVENPGGYCL
Antigen LCMV-glycoprotein (Modellantigen)
Spezifität /
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 20 (10mer)
SYFPEITHI Score “Kb” 12 (8mer)
Referenzen (DiLorenzo 2007; Pechhold 2007; Pechhold 2003)
Molecular Weight 1096.2
Mass Spectrum 1096.86
Purity 90.07%
Hydrophobicity (pH 2.0) 15.89 / (pH 6.8) 21
Acidic 0%
Basic 0%
Neutral 44.44%
Hydrophobic 33.33%
Peptid lösen
Peptid (LCMV-GP 276-286) 0.0065g
DMSO + 325μl
H2O (aqua ad iniectabilia) + 6175μl
klare Lösung = 6500μl [1mg/ml]
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Tabelle 2.4: Peptid: LCMV-NP 396-404

Peptid LCMV-NP 396-404
Aminosäuren 9
Sequenz FQPQNGQFI
Antigen LCMV-nucleoprotein
Spezifität /
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 29
SYFPEITHI Score “Kb” 0
Referenzen (Pechhold 2007; Pechhold 2003)
Molecular Weight 1077.2
Mass Spectrum 1078.42
Purity 98.35%
Hydrophobicity (pH 2.0) 15.89 / (pH 6.8) 21
Acidic 0%
Basic 0%
Neutral 44.44%
Hydrophobic 33.33%
Peptid lösen
Peptid (LCMV-NP 396-404) 0.0044g
DMSO + 220μl
H2O (aqua ad iniectabilia) + 4180μl
klare Lösung = 4400μl [1mg/ml]
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Tabelle 2.5: Peptid: FNL 9

Peptid FNL 9
Aminosäuren 9
Sequenz FQDENYLYL
Antigen dystrophia myotonica kinase DMK
Spezifität /
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 27
SYFPEITHI Score “Kb” 0
Referenzen (DiLorenzo 2007; Lieberman 2004)
Molecular Weight 1203.31
Mass Spectrum 1204.48
Purity 96,67%
Hydrophobicity (pH 2.0) 35.67 / (pH 6.8) 33.22
Acidic 22.22%
Basic 0%
Neutral 11.11%
Hydrophobic 55.56%
Peptid lösen
Peptid (FNL 9/DMK 138-46) 0.0044g
0.2 N NaOH + 440μl
PBS + 3960μl
klare Lösung = 4400μl [1mg/ml]
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Tabelle 2.6: Peptid: IGRP 241-249

Peptid IGRP 241-249
Aminosäuren 9
Sequenz KWCANPDWI
Antigen Islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic

subunit-related protein
Spezifität mus=hum Sequenz
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 23
SYFPEITHI Score “Kb” 0
Referenzen (DiLorenzo 2007; Han 2005a; Han 2005b)
Molecular Weight 1131.32
Mass Spectrum 1131.89
Purity 85.22%
Hydrophobicity (pH 2.0) 25 / (pH 6.8) 25.67
Acidic 11.11%
Basic 11.11%
Neutral 0%
Hydrophobic 55.56%
Peptid lösen
Peptid (IGRP 241-49) 0.0046g
PBS + 4600μl
klare Lösung = 4600μl [1mg/ml]
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Tabelle 2.7: Peptid: mIGRP 225-233

Peptid mIGRP 225-233
Aminosäuren 9
Sequenz LRLFGIDLL
Antigen Murine Islet-specific glucose-6-

phosphatase catalytic subunit-related protein
Spezifität mus IGRP spezifisch
Restriktion MHC Klasse 1 H-2Db

SYFPEITHI Score “Db” 15
SYFPEITHI Score “Kb” 0
Referenzen (DiLorenzo 2007; Han 2005a; Han 2005b)
Molecular Weight 1060.33
Mass Spectrum 1060.43
Purity 84.64%
Hydrophobicity (pH 2.0) 60.89 / (pH 6.8) 58.56
Acidic 11.11%
Basic 11.11%
Neutral 11.11%
Hydrophobic 66.67%
Peptid lösen
Peptid (mIGRP 225-233) 0.0066g
DMSO + 660μl
H2O (aqua ad iniectabilia) + 5940μl
klare Lösung = 6600μl [1mg/ml]
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2.2.3 SYFPEITHI

Bei SYFPEITHI handelt es sich um eine Online-Datenbank (www.syfpeithi.com) zur
Vereinfachung der wissenschaftlichen Suche nach Informationen zu bestimmten Pepti-
den und der Vorhersage von T-Zellepitopen. Mittels des SYFPEITHI Scores lässt sich
die Bindungsstärke zwischen einem gegebenen Peptid bzw. Epitop und einem bestimm-
ten HLA- Molekül berechnen. Jeder Aminosäure innerhalb des Peptids wird hierzu ein
Punktwert zwischen 1 und 15 gegeben, abhängig davon, ob die jeweilige Aminosäure
an der gegebenen Position eine schwache Bindung mit dem HLA-Molekül eingeht (mi-
nimaler Punktwert: 1) oder eine sehr starke Verankerung (maximaler Punktwert: 15) hat
(Rammensee 1999). Wenn sich eine Aminosäure an einer bestimmten Position nachtei-
lig für die Bindungsstärke zwischen Peptid und HLA- Molekül auswirkt, werden auch
negative Punktwerte verteilt (minimal -1 bis maximal -3 Punkte). Die Summe der Ein-
zelwerte für jede Aminosäure ergibt die Bindungsstärke. Die Zuteilung der jeweiligen
Werte basiert auf der Frequenz der spezifischen Aminosäure in natürlichen Liganden,
T-Zellepitopen oder bindungsfähigen Peptiden.

2.3 Verifikation von diabetogenen CD8+ T-Zellepitopen

2.3.1 Zellimmunisierung

Allgemein

Intraperitoneale Injektionen mit aus Knochenmark von Spendermäusen isolierten und in
der Zellkultur ausgereiften dendritischen Zellen (BM-DC), die mit Diabetes-relevanten
Peptiden beladen sind, führen im RIP-CD80+GP+ Mausmodell zur effizienten β-Zell-
zerstörung und zur Diabetesmanifestation. Eigene und Ergebnisse von Kooperations-
partnern beweisen, dass diese Methode im RIP-CD80+GP+ Mausmodell anwendbar ist,
um in vivo die Diabetesrelevanz von CD8+ T-Zellepitopen (= Peptide aus 8 bis 10 Ami-
nosäuren) zu prüfen. Dabei ist aus der Korrelation zwischen der Peptidkonzentration,
die für die Beladung der BM-DC benutzt wird, und dem Zeitraum zur Diabetesmani-
festation eine prädiktive Aussage über die Diabetesrelevanz der verwendeten Peptide
möglich (Pechhold 2007). Folglich ist diese Methode im RIPCD80+GP+ Mausmodell
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Tabelle 2.8: Versuchsaufbau der Zellimmunisierungen

Peptid Konzentration Dendritische Zellen Appl. # Mäuse
Peptid

GP 33-41 0.1μM 200 000/300μl i.p. 10
GP 276-286 10μM 200 000/300μl i.p. 12
NP 396-404 10μM 200 000/300μl i.p. 12
FNL 9 10μM 200 000/300μl i.p. 12
mIGRP 225-233 10μM 200 000/300μl i.p. 12
IGRP 241-249 10μM 200 000/300μl i.p. 12

anwendbar, um die Diabetesrelevanz von CD8+ T-Zellepitopen (= Peptide aus 8 bis 10
Aminosäuren) in vivo zu prüfen.
Um die Transfermethode von reifen, Peptid-beladenen dendritischen Zellen (Peptid/BM-
DC) zur Diabetesinduktion zu etablieren, wurden die drei Kontrollpeptide verwendet
(s. Kapitel 2.2): das dominante LCMV-GP 33-41, das subdominante LCMV-GP 276-86
(Positivkontrolle) und das LCMV-NP 396-404 (Negativkontrolle). Ausserdem wurden
die drei ausgewählten, in der Literatur als diabetesrelevante CD8+ T-Zellepitope be-
schriebenen Peptide verwendet: FNL 9, IGRP 241-249 und mIGRP 225-233, (s. Kapi-
tel 2.2, Tab. 2.8 und 2.9). Alle Peptide wurden mit den BM-DC inkubiert und bezüglich
ihrer Potenz zur Diabetesinduktion analysiert.

2.3.2 Reife dendritische Zellen aus dem Knochenmark

Für die Zellimmunisierungen wurden reife dendritische Zellen aus dem Knochenmark
von Mäusen verwendet. Dazu mussten die Zellen zunächst aus dem Knochenmark iso-
liert und anschließend kultiviert werden. Als Spendertiere dienten C57BL/6-RIP-GP+
Mäuse und B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J Mäuse.

BM-DC aus C57BL/6-RIP-GP+ Mäusen

Für den Pilotversuch zur Etablierung der Isolation aus dem Knochenmark und Kulti-
vierung der BM-DC dienten 2 weibliche 10 Wochen alte RIP-GP+ Mäuse. Die lichtmi-
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Tabelle 2.9: Charakterisierung der einzelnen Peptide

Peptid Amino- Sequenz Antigen Restrik- SYFP. SYFP.
säuren- tion Score Score
länge Db Kb

GP 9 KAVYN LCMV / Db 29 0
33-41 FATM -glycoprotein

(model antigen)

GP 11 SGVENP LCMV / Db 20 12
276-286 GGYCL -glycoprotein (10mer) (8mer)

(model antigen)

NP 9 FQPQN LCMV- / Db 29 0
396-404 GQFI nucleoprotein

FNL 9 9 FQDEN dystrophia / Db 27 0
YLYL myotonica

kinase DMK

IGRP 9 KWCAN Islet-specific mus=hum Db 23 0
241-49 PDWI glucose-6 sequence

-phosphatase
catalytic subunit
-related protein

mIGRP 9 LRLF Islet-specific mus IGRP Db 15 0
225-233 GIDLL glucose-6 specific

-phosphatase
catalytic subunit
-related protein
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kroskopische Analyse zeigte, dass die Gewinnung und Anzüchtung der dendritischen
Zellen erfolgreich waren. Allerdings waren neben den dendritischen Zellen gleichfalls
andere Zelltypen (z. B. B- oder T-Zellen) nachweisbar.

BM-DC aus B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J Mäusen

Für die Hauptversuche wurden daher B6.129S7-Rag1 tm1Mom/J Mäuse als Spender-
tiere verwendet, die durch eine homozygote Mutation im Rag1-Gen keine reifen T- oder
B-Zellen bilden können. Damit konnte die Isolation der dendritischen Zellen deutlich
effizienter und ohne Verunreinigung von T- oder B-Zellen erfolgen. Um zwei unabhängi-
ge Experimente auswerten zu können, wurden die BM-DC zu zwei verschiedenen Zeit-
punkten in identisch aufgebauten Experimenten isoliert. Im ersten Versuchsteil wurden
die dendritischen Zellen aus vier B6.129S7-Rag1tm1Mom/J Mäusen und im zweiten
Teil aus zwei B6.129S7-Rag1tm1Mom/J weiblichen Spendermäusen isoliert.

2.3.3 Isolation und Kultivierung der BM-DC

Zur Gewinnung der BM-DC aus dem Knochenmark wurden Humerus, Femur, Tibia
verwendet. Nach Euthanasierung der Mäuse erfolgte die Präparation der Knochen unter
der sterilen Werkbank. Wichtig war dabei die sorgfältige Entfernung von anhaftenden
Geweberesten, um die reinen Knochen zu erhalten. Nach Desinfektion der Knochen in
einem 70% Ethanolbad und anschließender Spülung in 10%RPMI, wurden die Enden
des jeweiligen Knochens gekappt, um den Markkanal freizulegen. Durch Spülung des
Markkanals mit 10%RPMI (10ml Spritze, 26G Kanüle) konnte das Knochenmark ex-
trahiert werden. Im Anschluss wurde das Gemisch gründlich resuspendiert und durch
Filterung über ein Nylon-Mesh (BD Bioscience, BD Falcon, Cell Strainer, 40μm Ny-
lon, REF 35 23 40) aufgereinigt. Nach Auszählung der Zellen erfolgte für 6 Tage die in
vitro Kultivierung der Zellen in der gewünschten Zellkonzentration von 0.1×106/cm2.
Dazu wurden die Zellen in 145cm2-wells mit für BM-DC optimiertem Medium (RPMI
inkl. 10% FCS, GM-CSF (10ng/ml), IL-4 (10ng/ml)) überführt und bei 37°C und 5%
CO2 im Brutschrank (Haereus Instruments, Typ BB 16 CU) in Kultur genommen. Zur
Ausreifung der Zellen wurden während der letzten 16 Stunden vor der Peptidbeladung
200ng/ml LPS-E.coli (Sigma Aldrich) supplementiert.
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2.3.4 Peptidinkubation und Injektion der BM-DC

Um Varianzen der individuellen BM-DC-Qualitäten zu minimieren und sichere Ergeb-
nisse zu erhalten, wurden in beiden Experimenten die jeweils kultivierten reifen BM-DC
vor Beladung mit den Peptiden vereinigt und gleichmäßige Portionen aus dieser Zellsus-
pension mit den jeweiligen Peptiden LCMV-NP 396-404, LCMV-GP 33-41, LCMV-GP
276-286, FNL 9, mIGRP 225-233 oder IGRP 241-249 beladen. Dazu wurde der Inhalt
der einzelnen Zellkulturschalen resuspendiert, in ein großes Probenröhrchen zusammen-
gebracht und bei 1200rpm, 5min, 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde verwor-
fen, das erhaltene Zellpellet mit BM-DC Medium resuspendiert und die Zellsuspension
anschließend auf 6 10cm2-wells aufgeteilt. Die Peptide LCMV-NP 396-404, LCMV-
GP 276-286, FNL 9, mIGRP 225-233 und IGRP 241-249 wurden in einer Verdünnung
von 1:100 in die jeweilige Zellkulturschale zugegeben (Konzentration gegeben: 1mg/ml
(1M), gewünscht: 10μM). Die Positivkontrolle GP 33-41 des dominanten Modellanti-
gens wurde in einer Konzentration von 1: 10 000 in die Zellsuspension zugefügt (Kon-
zentration gegeben: 1mg/ml (1M), gewünscht: 0.1μM). Anschließend erfolgte die Inku-
bation der Zellen mit dem Peptid für 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank. Im nächsten
Schritt wurde die Lösung abermals vorsichtig resuspendiert, bei 1200rpm / 5min / 4°C
zentrifugiert und das Zellpellet nach Abgießen des Überstandes in 12ml PBS (Magnesi-
um und Calcium enthaltend) gelöst. Zum Schluss wurden die Zellen in der Suspension
ausgezählt und die entsprechende Menge PBS zugefügt, um die gewünschte Konzentra-
tion der Injektionslösung zu erhalten: Pro Maus wurden einmalig 200 000 reife, murine,
peptidbeladene BM-DC gelöst in 300μl PBS streng intraperitoneal injiziert. Vor Injekti-
on der peptidbeladenen BM-DC wurden die jeweiligen Mäuse bezüglich des Vorliegens
einer möglichen spontan aufgetretenen diabetischen Stoffwechsellage per Uringlukose-
test geprüft. Bei Nachweis einer Glukosurie wurden die Tiere aus dem Versuch ausge-
schlossen (s. Kapitel 2.1.7).

2.3.5 Alternative Applikationsverfahren: Peptidimmunisierungen

Obwohl die Diabetesinduktion mit der Methode der Zellimmunisierungen sehr zuver-
lässig funktionierte, waren die Gewinnung und Kultivierung der BM-DC sowie die
Nachverfolgung der Mäuse bis zur Diabetesentstehung zeitaufwändig. Daher wurden
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drei Studien durchgeführt, um zu prüfen, ob andere Applikationsmethoden der Peptide
ebenfalls zur Diabetesentstehung führen und gegebenenfalls einen Zeitgewinn mit sich
bringen. Außerdem sollte verglichen werden, ob bei Adressierung aller Immunzellen
die gleichen Epitope wie bei der spezifischen Zellimmunisierung diabetogene Eigen-
schaften aufweisen. Für diese Versuche wurde ausschließlich das dominante LCMV-
GP 33-41 benutzt, welches bereits in sehr geringer Konzentration (0.1μM) im Rahmen
der Zellimmunisierungen effizient und zeitnah Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen
auslöste (s. Kapitel 3.1.3 und 3.1.4). Dazu wurde das Peptid im ersten Versuchsteil di-
rekt in sterilen PBS-Puffer aufgenommen (Konzentration: 1mg/ml) und subkutan in ver-
schiedenen Dosierungen (50μg, 100μg, 150μg Peptid - also 50μl, 100μl, 150μl Peptid-
PBS-Lösung) in die RIP-CD80+GP+ Mäuse injiziert. Im zweiten Versuchsteil erfolgte
die Applikation des Peptids in Kombination mit einem Adjuvans (Imject Alum; Pier-
ce, Rockford, USA), um die Immunantworten durch Lokalisierung des Antigens über
eine längere Zeit und die Anlockung von geeigneten Immunzellen (T-, B- und Antigen-
präsentierenden Zellen) zu steigern. Es wurde Imject Alum (Pierce, Rockford, USA)
verwendet, da es als weniger aggressiv als Freund’s Adjuvant gilt. Die Lösung aus Pep-
tid und Imject Alum wurde einmal ebenfalls subkutan appliziert, in einem weiteren Ver-
suchsteil wurde die intraperitoneale Verabreichung angewandt. Die Peptidlösung (Kon-
zentration: 1mg/ml) und Imject Alum wurden im Verhältnis 1:1 gemischt und die Mäu-
se mit der Peptid-Alum-Lösung wiederum in verschiedenen Dosierungen (50μg, 100μg,
150μg Peptid - also 100μl, 200μl und 300μl Peptid-Alum-Lösung) mittels subkutaner
bzw. intraperitonealer Gabe immunisiert (s. Tab. 2.10).
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Tabelle 2.10: Alternative Applikationsmethoden der Peptidimmunisierung mit GP 33-
41

Gruppe Peptid Immunisierung Konzentration Appl. # Mäuse
1 GP 33-41 Peptid in PBS 50μg s.c. 3
1 GP 33-41 Peptid in PBS 100μg s.c. 3
1 GP 33-41 Peptid in PBS 150μg s.c. 3
2 GP 33-41 Peptid in Alum 50μg s.c. 3
2 GP 33-41 Peptid in Alum 100μg s.c. 6
2 GP 33-41 Peptid in Alum 150μg s.c. 6
3 GP 33-41 Peptid in Alum 50μg i.p. 3
3 GP 33-41 Peptid in Alum 100μg i.p. 4
3 GP 33-41 Peptid in Alum 150μg i.p. 2

2.4 Charakterisierung der diabetogenen
CD8 T-Zellepitope

2.4.1 Allgemeines

Analyse des Peptidbindungsverhaltens an murine MHC-Klasse 1 H-2D(b) Mole-
küle

Die Diabetesinduktion im RIP-CD80+GP+ Modell ist nicht nur von der generellen Dia-
betesrelevanz der verwendeten Peptide, sondern auch von deren Bindungsaffinität an
die MHC-Klasse 1 Moleküle abhängig (Pechhold 2007). Daher sollte mit Hilfe einer
Zelllinie (humane Lymphoblasten-Zelllinie “T2”), deren Zellen transgen murine MHC-
Klasse 1 H-2Db Moleküle synthetisieren, das Bindungsverhalten der jeweils verwende-
ten Peptide an die MHC-Klasse 1 Moleküle untersucht werden. Dazu wurden verschie-
dene Konzentrationen der Peptide über Nacht mit der u.g. Zelllinie inkubiert. Folgend
wurden mittels Fluoreszenzfärbungen der MHC-Klasse 1 Moleküle und anschließen-
der Durchflusszytometrie die Peptidkonzentrationen berechnet, die notwendig waren,
um die MHC-Klasse 1 Moleküle um das Doppelte der gemessenen Hintergrundfluo-
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reszenz zu stabilisieren. Es sollten die Bindungscharakteristika der jeweiligen Peptide
analysiert und zusätzlich untersucht werden, ob die jeweilige Bindungsaffinität eine prä-
diktive Aussagekraft bezogen auf die Diabetesrelevanz der Peptide im in vivo Modell
hatte. Darüber hinaus konnten die Bindungseigenschaften der individuellen Peptide in
Relation zueinander verglichen werden.

2.4.2 Verwendete Zelllinie

Humane Lymphoblasten-Zelllinie “T2” (174xCEM.T2)

Bei den Zellen der humanen Lymphoblasten-Zelllinie “T2” (ATCC CRL-1992, Cell
Biology, LGC Standards) handelt es sich um eine Variante der T1-Zelllinie (ATCC
CRL-1991). Es erfolgt keine Exprimierung des HLA DR Moleküls. HLA B5 wird zwar
synthetisiert, jedoch ebenfalls nicht exprimiert. Für das MHC-Klasse 2 Antigen sind die
Zellen negativ. Die Zellen synthetisieren transgen murine MHC-Klasse 1 H-2Db Mole-
küle. Da die Diabetesindukion im RIP-CD80+GP+ Mausmodell neben der generellen
Diabetesrelevanz der ausgewählten Peptide auch von deren Bindungsaffinität zu den
MHC-Klasse 1 Molekülen abhängt (Pechhold 2007), wurde diese Zelllinie ausgewählt,
um das Bindungsverhalten der jeweiligen Peptide an die MHC-Klasse 1 H-2Db Mole-
küle mithilfe von Fluoreszenzfärbungen und anschließender Durchflusszytometrie zu
untersuchen.

2.4.3 Verarbeitung der Zellen

Lagerung, Auftauen und Kultivierung der Zellen

Der Bestand der verwendeten Zellen wurde bis zum Gebrauch in Cryovials bei -196°C
im Stickstofftank (KCI der Kinderklinik München Schwabing) gelagert. Bei Bedarf
wurde die benötigte Menge an Proben entnommen, zügig im Wasserbad (ca. 25°C) auf-
getaut und die Zellen anschließend resuspendiert. Pro 1ml Zellsuspension wurden 7ml
10% RPMI Medium (500ml RPMI 1640, 50 ml FBS hitzeinaktiviert (30 min, 56°C), 10
ml PSG, 5 ml Hepes, 1M, in 0.85% NaCl, 5 ml NEAA Mixture 100x, 5ml Na (=Sodi-
um) Pyruvat Solution, steril filtriert, 0,22 μm/500ml), tropfenweise hinzugegeben, die
Suspension abzentrifugiert (1200rpm, 5min, 4°C) und der Überstand abgegossen. Die-
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ser Arbeitsschritt erfolgte jeweils zweimal. Zum Schluss wurden die Zellen in 4ml 10%
RPMI aufgenommen (Konzentration: 3x105 Zellen/ml) und in 12-well-Platten bei 37°C
im Brutschrank kultiviert. Um ein optimales Wachstum der Zellen zu gewährleisten,
wurde alle 2 Tage das Medium (10% RPMI) erneuert und die Zellpopulation gesplittet,
um die Konzentration bei etwa 3x105 Zellen/ml konstant zu halten.

Einfrieren/Erhalt eines Grundstockes der Zellen

Um den Grundbestand der Zellen aufrecht zu erhalten, wurde bei Bedarf ein Teil der
nachgezüchteten Zellen wieder eingefroren. Dazu wurden Zellen aus 3 bis 4 12-well-
Platten verwendet und zunächst abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4°C). Anschließend
erfolgte die Resuspension des Zellpellets in 3ml 10% RPMI. Es wurden 3ml 20% DMSO-
Einfriermedium  (10ml  DMSO,  15ml  FCS,  25ml  10%  RPMI,  steril  filtriert, 0.22
μm/500ml) hinzugegeben, die Lösung vermischt und auf 6 Cryovials à 1ml verteilt.
Um die Zellen möglichst schonend einzufrieren, wurden sie zunächst für 2 Stunden bei
-20°C, dann für 1 Tag bei -80°C gelagert, um sie anschließend zur dauerhaften Lagerung
in den Stickstofftank (-196°C) zu überführen.

Pulsen der Zellen mit den Peptidlösungen

Die zu untersuchenden Peptide sind alle Db-restringiert. Vor dem Antikörper-Staining
und folgender durchflusszytometrischer Untersuchung wurden Zellen der humanen Lym-
phoblasten-Zelllinie “T2” mit den jeweiligen Peptiden inkubiert. Es wurden insgesamt 7
verschiedene Ansätze in je 2 verschiedenen Konzentrationen der Peptide (30 und 75μM)
erstellt. Untersucht wurden GP 276-286, mIGRP 225-233, IGRP 241-249, FNL 9, NP
396-404 gepoolte Zellen aus den 6 verschiedenen Ansätzen und Zellen ohne vorheri-
ge Peptidpulsung. Die T2-Zellen wurden über Nacht mit den jeweiligen Peptiden in
den 2 verschiedenen Konzentrationen (30μM, 75μM) bzw. ohne Peptid inkubiert. An-
schließend erfolgte die separate Resuspension der Zellen durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren. Um den Ansatz der gepoolten Zellen zu erstellen, wurde aus jedem der
Ansätze je 100μl in ein Tube überführt und vermischt. Nach Pipettierschema (s. Abb.
2.1) wurden je 200μl der jeweiligen peptidgepulsten Zelllösungen auf eine 96-well-V
Bodenplatte aufgebracht. Dann erfolgte eine Zentrifugation (1200rpm, 5min, 4°C) und
das Abgießen des Überstandes. Anschließend wurden die Zellen mit je 200μl 1% BSA-
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PBS resuspediert, erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen.

2.4.4 Analytische Durchflusszytometrie

Grundlagen der Durchflusszytometrie

Mithilfe des Verfahrens der fluoreszenzaktivierten Durchflusszytometrie (Fluorescence
Activated Cell Sorting, FACS) ist die simultane Messung physikalischer und molekula-
rer Eigenschaften von Zellen und Partikeln möglich. 1975 wurde das Verfahren, so wie
es heute bekannt ist, von Crissman et al. entwickelt (Crissman 1975). Grundlage der
FACS-Analyse ist eine (gefärbte) Einzelzellsuspension (oder andere lösliche Partikel).
Die Zellen passieren einzeln einen fokussierten Laserstrahl, wobei das dabei erzeugte
charakteristische Streu- und Fluoreszenzlicht separat detektiert wird. Mit dieser Metho-
de lassen sich relativ große Zellzahlen in vergleichsweise kurzer Zeit analysieren (bis
zu 20 000 Zellen/ Sekunde) (Shapiro2003). Eingesetzt wird das Messsystem zusammen
mit monoklonalen fluoreszenzmarkierten Antikörpern, die jeweils spezifisch für das zu
quantifizierende Antigen gewählt werden müssen. Die Differenzierung der verschiede-
nen Antigen-Antikörper-Komplexe erfolgt über unterschiedliche Emissionsmaxima der
Antikörper-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate. Damit ist prinzipiell eine simultane Analy-
se mehrerer extra- und intrazellulärer Stoffe in einer Messung möglich.

Grundaufbau des Durchflusszytometers

Für die Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das BD FACSCalibur-
System (BD Biosciences) verwendet, welches sich aus einem Durchflusszytometer und
einer BD FACStation Workstation zusammensetzt. Das System entspricht im Arbeits-
prinzip und Grundaufbau gängigen Durchflusszytometern.

Optisches System

Das FACSCalibur-System hat einen 15mW Argon-Ionen-Laser mit einer Wellenlänge
von 488nm. Zur Analyse der strukturellen Zellmerkmale (z.B. Größe und Granularität)
wird das Licht des Lasers in zwei Streulichtkanälen gemessen, dem Vorwärtsstreulicht-
Kanal [engl. foreward scatter (FSC)] und dem Seitwärtsstreulicht-Kanal [engl. side scat-
ter (SSC)]. Neben den Streulichtkanälen hat das Durchflusszytometer zur Auswertung
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des emittierten Lichtes 3 Fluoreszenzkanäle (FL 1-3). Das Vorwärtsstreulicht macht den
größten Teil des einfallenden Lichtes aus, dieses wird durch das Partikel in dessen Vor-
wärtsrichtung gestreut. Der FSC-Wert ist ein Maß für die Partikel- bzw. Zellgröße. Das
Seitwärtsstreulicht trifft im rechten Winkel zu seiner Einfallsrichtung auf und ist ein
Maß für die Granularität (= Körnigkeit) der Zelle.
Durch Markierung von Zellen mit speziellen Fluoreszenzfarbstoffen können die Zel-
len anhand des spezifischen Emissionsspektrums in ihren Subpopulationen mittels der
Durchflusszytometrie dargestellt und analysiert werden.

Software

Die durch die FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse wurden mithilfe der BD Cell-
Quest Pro Software akquiriert und ausgewertet.

2.4.5 Verwendete Antikörper zum Zellstaining

2.4G2 Antikörper (= Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32, Mouse BD Fc BlockTM,
BD Biosciences, [0.5μg/ml])

Der 2.4G2-Antikörper blockt in vitro und in vivo nicht-Antigen-spezifische Bindun-
gen von Immunglobulinen an FcγIII- und FcγII-Rezeptoren, wahrscheinlich auch FcγI-
Rezeptoren von Mäusen. CD16 und/oder CD32 werden auf natürlichen Killerzellen,
Monozyten, Makrophagen, dentritischen Zellen, Kupffer-Zellen, Granulozyten, Mast-
zellen, B-Lymphozyten, unreifen Thymozyten und auf einigen aktivierten reifen T-Lym-
phozyten exprimiert.

7AAD Antikörper (= Cell Viability Solution, BD Biosciences, 1000μl)

7-Amino-Actinomycin D (=7AAD) wird anstelle von Propidium Iodid (=PI) verwendet,
um die abgestorbenen Zellen in den Ansätzen zur FACS-Analyse sichtbar zu machen.
Im Gegensatz zu PI kann 7AAD zusammen mit PE und FITC-gelabelten monoklonalen
Antikörpern in einer 2-Farbenanalyse mit nur minimaler Überlappung im Farbspektrum
verwendet werden.
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Anti-Db-PE-Antikörper (= PE anti-mouse H-2Db, BD Biosciences, [0.5μg/ml])

Der Antikörper reagiert mit dem H-2Db MHC Klasse 1 Alloantigen, welches auf kern-
haltigen Zellen von Mäusen des H-2Db Haplotypes exprimiert wird. H-2Db ist beteiligt
an der Antigenpräsentation für T-Zellen mit der Expression von CD3 T-Zellrezeptoren
und CD8 Proteinen.

Herstellung der verdünnten Antikörper-Lösungen

Um die gewünschte Antikörper-Konzentration von 5μg/ml zu erhalten, wurden die je-
weiligen Antikörper-Stocklösungen [0.5mg/ml] mit BSA-PBS (ohne Calcium und Ma-
gnesium) 1:100 verdünnt.

2.4.6 Fluoreszenzfärbung der Zellen mit anti-Db-PE, 2.4G2 und
7AAD

Zunächst wurden alle Zellen als Vorfärbeschritt zum Block unspezifischer Fc-Bindungen
mit dem 2.4G2 Antikörper (je 50μl der 1:100 Verdünnung) für 5 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert. Anschließend wurde der anti-Db-PE Antikörper nach Pipettierschema
(s. Abb. 2.1) zu den Proben hinzugegeben, die Lösungen durch Auf- und Abpipettieren
mit einer Mehrkanalpipette resuspendiert und für 25 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach
erfolgte eine Abzentrifugation (1200rpm, 5min, 4°C). Der Überstand wurde verworfen
und die Zellen mit 200μl 1% BSA-PBS (ohne Calcium/Magnesium) resuspendiert. Die-
ser Schritt wurde wiederholt. Zuletzt wurde nach Pipettierschema (s. Abb. 2.1) in die ent-
sprechenden wells je 20μl 7AAD-Lösung zum Anfärben bzw. zur Kenntlichmachung
der abgestorbenen Zellen hinzugegeben und die Lösungen durch Pipettieren vermischt
mit anschließender Inkubation für 10 Minuten.

2.4.7 Durchflusszytometrische Analyse der Zellen mittels FACS-
Calibur

In einer Studie von Pechhold (2007) konnte gezeigt werden, dass die Diabetogenität
von spezifischen Peptiden unter anderem von deren Bindungsaffinität an MHC-Klasse
1 Moleküle abhängt. Um dieses Verhalten an den in dieser Arbeit verwendeten Pepti-
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Abbildung 2.1: Pipettierschema: Antikörperstaining der peptidinkubierten humanen
Lymphoblasten-Zelllinie “T2”
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den zu überprüfen, wurde mittels der humanen Lymphoblasten-Zelllinie “T2”, deren
Zellen transgen murine MHC-Klasse 1 H-2Db Moleküle synthetisieren, das Bindungs-
verhalten der jeweiligen Epitope an die MHC-Klasse 1 Moleküle untersucht. Nach
erfolgter Übernacht-Inkubation der Zellen mit den entsprechenden Peptiden und an-
schließender Fluoreszenzantikörperfärbung wurden die Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Die durch die FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse wurden mithilfe der
BD CellQuest Pro Software akquiriert und ausgewertet. Es wurde untersucht, welche
Peptidkonzentrationen zum Pulsen der Zellen notwendig waren, um die MHC-Klasse 1
Moleküle um das Doppelte der gemessenen Hintergrundfluoreszenz zu stabilisieren. Es
wurden die Bindungscharakteristika der einzelnen Peptide analysiert und ferner unter-
sucht, ob die jeweilige Bindungsaffinität mit der in vivo gemessenen Diabetesrelevanz
korreliert. Darüber hinaus erfolgte ein Vergleich der Bindungseigenschaften der indivi-
duellen Peptide in Relation zueinander. Aufgrund von zwei gleichartig durchgeführten
Messungen am HMGU München zu zwei verschiedenen Zeitpunkten konnten die Er-
gebnisse auf ihre Wiederholbarkeit überprüft werden.

2.5 Genotypisierung der RIP-CD80+GP+ Mäuse

2.5.1 Allgemeines

Um das Vorhandensein des CD80-Transgens auf den pankreatischen β-Zellen und die
damit assoziierte Suszeptibilität für Autoantigen-induzierbaren Diabetes bei den RIP-
CD80+GP+ Mäusen zu verifizieren, wurde aus jedem Wurf der RIP-CD80+GP+ Ver-
suchstiere die DNA je einer zufällig ausgewählten Maus diesbezüglich analysiert. Als
Negativkontrolle für die Genotypisierung des CD80-Genes diente die zusätzlich isolier-
te DNA von 2 NOD-Mäusen, welche dieses Gen nicht trugen.

2.5.2 DNA-Isolation

Zur DNA-Analyse wurde den jeweiligen Mäusen ca. 0.5cm von ihrer Schwanzspitze
abgeschnitten und in ein 2ml-Sarstedt-Röhrchen überführt. Nach Zugabe von 50μl Ly-
sis Buffer (pH 8.0, 50mM Tris-HCl, 100mM EDTA, 100mM NaCl, 1%SDS, H2O) und
50μl Proteinase K (gelöst in H2O, Konzentration 10mg/ml) pro Röhrchen wurden die
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Röhrchen bei 55°C für mindestens 2 Stunden bei moderater Schüttelfrequenz im Ther-
momixer inkubiert. Um die Auflösung des Gewebes zu optimieren, wurden die Proben
anschließend 5 Minuten lang bei Raumtemperatur im Vortexer durchmischt. Danach
erfolgte die Zugabe von jeweils 200μl gesättigte NaCl-Lösung pro Röhrchen und eine
Wiederholung des Vortex-Vorgangs. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert (13
000rpm, 8 min, Raumtemperatur), um Detritus und Suspension voneinander zu trennen.
Jeweils 750μl des Überstandes wurden abpipettiert und in ein neues Sarstedt-Röhrchen
überführt. Durch Zugabe von 500μl Isopropanol (2-Propanol) zu jedem Röhrchen und
vorsichtiges Wenden der Proben konnte die fadenartige, weißliche DNA ausgefällt wer-
den. Nun wurden die Proben abermals zentrifugiert (13 000rpm, 2 min, Raumtempera-
tur), um die DNA als Pellet erhalten, den Überstand abgießen und die DNA durch 2 fol-
gende Ethanolwaschschritte aufreinigen zu können. Dazu wurden nach Abgießen des
Überstandes 500μl 70% Ethanol in jedes Tube pipettiert (erster Ethanolwaschschritt)
und das DNA-Pellet mithilfe des Vortexers resuspendiert. Für den zweiten Ethanol-
waschschritt wurden die Proben wieder zentrifugiert (13 000 rpm, 2 min, Raumtem-
peratur) und die weiteren Schritte analog zum ersten Ethanolwaschschritt durchgeführt.
Nach dem Abgießen des Überstandes wurden die Proben ca. 10 Minuten lang bei Raum-
temperatur getrocknet. Die Pellets wurde anschließend in jeweils 100μl “molecular-
grade-water” (DNAse/RNAse frei) pro Tube resuspendierte. In dieser Form waren die
DNA-Proben bei 4°C unbegrenzt lagerbar.

2.5.3 Amplifikation der isolierten DNA mittels PCR

Um die DNA der 19 RIP-CD80+GP+ Mäuse zu amplifizieren und im nächsten Schritt
mittels Gelelektrophorese die amplifizierte DNA aufzutrennen und das Vorhandensein
des CD80-Genes nachzuweisen, wurden folgende Primer verwendet: mCD80 (sense):
5’- CAA ACA ACA GCC TTA CCT TCG G -3‘ und mCD80 (antisense): 5’- GCC
TCC AAA ACC TAC ACA TCC T -3’. Das Produkt der Amplifikation war ca. 642
Basenpaare lang, es war keine Unterscheidung möglich ob des Vorliegens eines homo-
oder heterozygoten Genotypes für mCD80. Als PCR-Positivkontrolle diente der Kon-
trollprimer “MEN Gen” (MEN (sense): 5’- GCC TCA CCT ACT TTC CCG TGG -3‘
und MEN (antisense): 5’- TCC ATA TGA CAT CGG AGA CC -3‘). Da dieses Gen bei
jeder Maus vorliegt, ergibt folglich eine erfolgreiche PCR immer ein Produkt (ca. 159
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Basenpaare). Die Primer wurden durch die Firma Eurofins MWG/Operon synthetisiert
und in gelöster Form (50pmol/μl) geliefert. Da das GP-Gen im Rahmen dieser Arbeit
lediglich als Positivkontrolle diente, wurde auf dessen genetischen Nachweis verzichtet.
Zunächst erfolgte die Herstellung eines PCR-Mastermixes (30-facher Ansatz, 585μl).
Dazu wurden 441.6μl H2O, 60μl 10x Puffer (15mM MgCl2), 15μl von jedem dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2mM), also insgesamt 60μl, sowie 6μl Primer mCD80
(sense) (10pmol/μl), 6μl Primer mCD80 (antisense) (10pmol/μl) und 4,5μl Primer MEN
(sense) (10pmol/μl), 4.5μl Primer MEN (antisense) (10pmol/μl) auf Eis pipettiert. Zum
Schluss wurden 2.4μl der besonders wärmeempfindlichen Taq Polymerase (5units/μl)
hinzugegeben und alles durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Die intermittierende
Aufbewahrung des Mastermixes erfolgte bei -20°C. Pro PCR-Probe wurde je 19.5μl
PCR-Mastermix mit 0.5μl genomischer DNA vermischt. Daraufhin wurden die 20μl
Gesamtvolumen in PCR-Probenröhrchen (0.2ml ultradünn, farblos) überführt und der
PCR-Zyklus (3’ 94° ( 30‘’94° / 30‘’56° / 30‘’72° ) 38x 5‘72° ) des Thermocyclers (PTC-
100 mit Hot Bonnet) gestartet.

2.5.4 Analyse und Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente
mittels Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse der amplifizierten DNA-Fragmente wurden die PCR-
Produkte auf ein 1.5% Agarosegel aufgebracht. Es wurde eine Gelkammer (Agagel Mi-
ni, Biometra, Code-No.: 020-00) mit einer Geldicke von 0.5cm verwendet. Das benötig-
te Volumen für ein Elektrophoresegel betrug 37ml sowie 260ml für den TBE-Laufpuffer.
Zur Herstellung eines 1.5% Agarosegels von 37ml Volumen und 0.5cm Dicke wurden
0.55g Agarose mit 37ml 0,5x TBE-Puffer in ein Becherglas gegeben und das Agarose-
Wasser-Gemisch auf einer Heizplatte so lange erhitzt und mittels Rührfisch vermischt,
bis die Agarose komplett gelöst war. Anschließend kühlte die Lösung auf ca. 60°C
ab, dann wurden 1.85μl Ethidiumbromid in die Flüssigkeit gegeben und durch leich-
tes Schwenken vermischt. Somit wurde eine Konzentration von 0.5μg Ethidiumbromid
pro ml Gel erreicht (ursprüngliche Konzentration: 10mg EtBr/ml). Das Gel wurde in
die Gelkammer gegossen und härtete innerhalb von 20min aus. Bevor die Proben mit
der amplifizierten DNA auf das Gel aufgebracht werden konnten, erfolgte die Zuga-
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Tabelle 2.11: Pipettierschema: Gelelektrophorese 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ladder 10 14 22 30 40 45 50 55 60 NOD 40 Ladder

Anmerkung: Bei den Ziffern in der zweiten Zeile handelt es sich um die Identifikations-
nummern der jeweiligen Versuchstiere. In Slot 6: Tasche ausgelaufen, daher nochmals
in Tasche 12 pipettiert, um Ergebnis zu sichern.

Tabelle 2.12: Pipettierschema: Gelelektrophorese 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ladder 102 106 112 121 127 133 135 142 144 65 NOD Ladder

Anmerkung: Bei den Ziffern in der zweiten Zeile handelt es sich um die Identifikations-
nummern der jeweiligen Versuchstiere.

be eines Loading Buffers (TrackIt Cyan/Yellow Loading Buffer, Invitrogen). Pro 20μl
PCR-Probe wurde 3.3μl Loading Buffer zugefügt und die Flüssigkeit vermischt. Bei
Verwendung eines Gels mit 12 Taschen wurden 9.5μl pro Tasche hinzugegeben. Die
DNA-Referenz-Leiter (TrackIt 50bp DNA Ladder, Invitrogen) wurde mit 5μl pro Ta-
sche aufgebracht (s. Tab. 2.11 und 2.12). Die Gelelektrophorese erfolgte bei 125V und
45min Laufdauer. Bei erfolgreicher PCR konnte bei allen Proben (bis auf die Nega-
tivkontrolle = DNAse/RNAse freies Wasser) die Positivkontrolle (MEN-Gen) bei 159
Basenpaaren nachgewiesen werden. Bei vorhandenem CD80-Gen (sowohl homo- als
auch heterozygot) war zusätzlich eine Bande bei 642 Basenpaaren sichtbar. War die
Probe CD80-negativ, so war nur die Bande des MEN-Gens erkennbar (Negativkontrol-
le des CD80 Genes: DNA von 2 NOD-Mäusen, die dieses Gen nicht tragen). Zuletzt
wurden die Ergebnisse der Gelelektrophorese mittels Imager visualisiert. Als Beweis-
dokumentation wurde eine entsprechende Kopie des Gels als Bildabzug erstellt.
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2.6 Übersicht: Häufig verwendete Medien, Reagenzien
und Geräte

2.6.1 Häufig verwendete Medien

Zellkultur

• Kulturmedium 10% RPMI:

500ml RPMI 1640
+ 50ml FBS Gold, hitzeinaktiviert (30 min, 56°C)
+ 10ml PSG
+ 5ml Hepes, 1M, in 0.85% NaCl
+ 5ml NEAA Mixture 100x
+ 5ml Na (=Sodium) Pyruvat, Solution
+ 500μl 2-Mercaptoethanol

Anschliessend: Steril filtrieren (0.22μm/500ml), Lagerung: bei 6°C.

• PSG:

500ml Penicillin/Streptomycin
+ 500ml L-Glutamine

Anschliessend: Aufteilung in 50ml Aliquots, Lagerung bei -20°C.

• Einfriermedium:

10ml DMSO
+ 15ml FBS
+ 25ml 10% RPMI

Anschliessend: Steril filtrieren (0.22μm/500ml), Lagerung bei 6°C.

• BM-DC-Medium:

50ml 10% RPMI-Medium
+ 20μl IL-4 (1:2500 IL-4 [25μg/ml])
+ 20μl GM-CSF (1:2500 GM-CSF [25μg/ml])

Anschliessend: Finale Konzentration von IL-4, GM-CSF: [10ng/ml].
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DNA-Isolation

• Lysis Buffer (pH 8.0)

Lysis Buffer (pH 8.0) für 500ml Menge
50mM Tris-HCl 1M Tris-HClpH 8.0: 25ml
100mM EDTA 0.5M EDTA pH 8.0: 100ml
100mM NaCl 2.922g
1% SDS 10% SDS: 50ml
H2O 325ml

Gelelektrophorese

• EDTA-Stammlösung (0.5M; pH 8.0)

0.5M EDTA (pH 8.0) für 500ml Menge
EDTA disodium salt,

93.05g
dihydrate (FW 372.2)
destilliertes H2O insg. auf 500ml auffüllen
NaOH um pH auf 8.0 einzustellen (titrieren)

• 5x TBE-Puffer

5x TBE-Puffer für 1L-Grundlösung
Tris-Base (mw 121.14) 54g
Borsäure (mw 61.83) 27.5g
EDTA 0.5M (pH 8.0) 20ml
deionisiertes oder destilliertes H2O auf 1L auffüllen

• Agarosegel 1.5%

Agarosegel 1.5% 250ml 70ml (1cm Gel) 37ml (0.5cm Gel)
Agarose 3.75g 1.05g 0.55g
0.5x TBE-Puffer 250ml 70ml 37ml

Anschliessend: Für ein 37ml-Agarosegellösung (37ml) werden 1.85μl EtBr zuge-
geben [0.5μg/ml Gel].
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PCR

• PCR-Mastermix
30x Ansatz =585μl (1x Ansatz =19.5μl) Primer: mCD80
441.6μl Wasser
60μl 10x Puffer (15mM MgCl2)
15μl von jedem dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP: je 2mM): insg. 60μl
6μl Primer mCD80 (sense) (10pmol/μl)
6μl Primer mCD80 (antisense) (10pmol/μl)
4.5μl Primer MEN (sense) (10pmol/μl)
4.5μl Primer MEN (antisense) (10pmol/μl)
2.4μl Taq (5units/μl)

2.6.2 Häufig verwendete Reagenzien
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Tabelle 2.13: Reagenzien: Zellkultur

Reagenzien: Zellkultur allg. Hersteller Aufbereitung
Zelllinie “T2” (174xCEM.T2)
= humane Lymphoblasten
-Zelllinie “T2”

Cell Biology
LGC Standards
ATCC-No.: CRL-1992

RPMI 1640
500ml without L-Glutamine

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE12-167F

Hepes Buffer, 1M,
100ml in 0.85% NaCl

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE17-737E

NEAA, 100x
100ml

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE13-114E

Na-Pyruvat
solution, 100ml

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE13-115E

Fetal Bovine
Serum Gold
500ml (FBS Gold)

PAA / The Cell Culture Comp.
Cat.No.: A15-151

Hitzeinakt.: 30 min.
56°C Wasserbad

Qualified FBS
USDA Approved

Invitrogen
Cat.No.: 10437-036

Hitzeinakt.: 30 min.
56°C Wasserbad

Penicillin/Streptomycin
500ml, 20.000units/ml
Pen + 20.000μg/ml Strep

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: 09-757F

L-Glutamine, 500ml, 200mM
solution in 0.85% NaCl

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: 17-605F

DMSO, Dimethyl sulfoxide
BioReagent for molecular
biology, ≥99.9%

SIGMA ALDRICH
Cat.No.: D8418

Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline (PBS), (1x), 500ml
without Ca and Mg, 0.0095M

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE17-512F

Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline (PBS), (1x), 500ml
with Ca and Mg, 0.0095M

LONZA / BioWhittaker
Cat.No.: BE17-513F

Albumin Bovine Fraction V
(BSA), MW 66338, 100GM

MP Biomedicals
LCC / Cat.No.: 160060
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Tabelle 2.14: Reagenzien: Zytokine

Zytokine: BM-DC Hersteller Aufbereitung

Recombinant Murine
IL-4, 10μg, lyophilized

PeproTech
Cat.No.: 214-14

10μg IL-4 + 50μl Aqua
a.i.+ 350μl PBS (+Ca, Mg)
= 400μl [25μg/ml]

Recombinant Murine
GM-CSF
10μg, lyophilized

PeproTech
Cat.No.: 315-03

10μg GM-CSF + 50μl Aqua
a.i.+ 350μl PBS (+Ca, Mg)
= 400μl [25μg/ml]

Lipopolysaccharide
(LPS)
1mg, lyophilized

SIGMA ALDRICH
Product Number L4516

1mg LPS + 1ml RPMI
=1ml [1mg/ml]

Tabelle 2.15: Reagenzien: FACS-Analyse

Reagenzien: FACS-Analyse Hersteller Aufbereitung
Purified Rat Anti-Mouse
CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block)
0.5mg, [0.5mg/ml]

BD Biosciences
Cat.No.: 553142

PE anti-mouse
H-2Db, 50μg

BioLegend
Cat.No.: 111507

Sheath: BD FACSFlowTM solution

Cleaning: BD FACSTM Clean
Rinsing: BD FACSTM
shutdown solution

BD CalibriteTM beads
BD Biosciences
Cat.No.: 340 487
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Tabelle 2.16: Reagenzien: PCR

Reagenzien: PCR Hersteller Aufbereitung
10x PCR Buffer
(15mM MgCl2)

SIGMA ALDRICH
Cat.No.: P2192

dNTP Set
(100mM each A, T, C, G)
4x25μl

GE Healthcare
Life Science
Cat.No.: 28-4065-51

mCD80 (sense)
5’- CAA ACA ACA GCC TTA
CCT TCG G -3‘ (22)

Eurofins
MWG/Operon

in gelöster Form
[50pmol/μl]

mCD80 (antisense)
5’- GCC TCC AAA ACC TAC
ACA TCC T -3’ (22)

Eurofins
MWG/Operon

in gelöster Form
[50pmol/μl]

MEN Gen (sense)
5’- GCC TCA CCT ACT TTC
CCG TGG -3’ (21)

Eurofins
MWG/Operon

in gelöster Form
[50pmol/μl]

MEN Gen (antisense)
5’- TCC ATA TGA CAT CGG
AGA CC -3’ (20)

Eurofins
MWG/Operon

in gelöster Form
[50pmol/μl]

Taq DNA Polymerase
from Thermus aquaticus
(5units/μl)

SIGMA ALDRICH
Cat.No.: D1806
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Tabelle 2.17: Reagenzien: DNA-Isolation, Gelelektrophorese

Reagenzien: DNA-Isolation
Gelektrophorese

Hersteller Aufbereitung

Sodium Hydroxide
(NaOH) 1N (40/L)

SIGMA ALDRICH
Cat.No.: 59332C

SDS Solution, Molecular Biology
Grade (10% w/v), 500ml

Promega
Cat.No.: V6553

Proteinase K from Engyodontium
album, lyophilized

SIGMA ALDRICH
Cat.No.:P2308

gelöst in sterilem
H2O [10mg/ml]

EDTA disodium salt
(dihydrate), FW 372.2), 500g

Promega
Cat.No.: H5032

Ultra Pure 1M
Tris-HCl pH8.0, 1L

Invitrogen
Cat.No.: 15568025

Boric Acid (mw 61.83)
500g

SIGMA ALDRICH
Cat.No. B6768

NuSieve 3:1 Agarose
Cambrex
Cat.No.: 50094

111608 Ethidiumbromid
1%, 30ml

Merck Chemicals
Cat.No.:
1116080030

TrackIt Cyan/Yellow
Loading Buffer (3x0.5ml)

Invitrogen
Cat.No.:10482-035

TrackIt 50bp DNA ladder
(50-800bp), 100 applications

Invitrogen
Cat.No.: 10488-043

Ultra Pure DNAse/RNAse-free
destilled water

Invitrogen
Cat.No.: 10977035
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Tabelle 2.18: Reagenzien: Peptidimmunisierung

Reagenzien:
Peptidimmunisierung

Hersteller Aufbereitung

GP 33-41
(sequence: KAVYNFATM)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-3

s. Kap. 2.2.2, Tab. 2.2

GP 276-286, (sequence: SGVENPGGYCL)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-4

s. Kap. 2.2.2. Tab. 2.3

NP 396-404, (sequence: FQPQNGQFI)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-7

s. Kap. 2.2.2, Tab. 2.4

FNL 9, (sequence: FQDENYLYL)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-8

s. Kap. 2.2.2, Tab. 2.5

IGRP 241-249, (sequence: KWCANPDWI)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-1

s. Kap. 2.2.2, Tab. 2.6

mIGRP 225-233, (sequence: LRLFGIDLL)
Purity >80%, 15mg

Bio Synthesis, Inc.
LOT-Nr.: T2279-2

s. Kap. 2.2.2, Tab. 2.7

Imject Alum, 50ml
Pierce
Cat.No.: 77161
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2.6.3 Häufig verwendete Geräte

Eletrophoresis Power Supply - EPS 300

• Pharmacia Biotech/ Cat.No.: 18-1123-97

Agagel Mini

• Whatman, Biometra/ Code-No.: 020-000

• Combs (1.0mm), 1/4, Cat.No.: 020-003

• Combs (1.5mm), 12/8, Cat.No.: 020-002

• Gel Tray with Ruler 6.5x9cm, Cat.No.: 020-008

PTC-100 Programmable ThermalController

• MJ Research, Inc.

FACSCalibur

• BD Biosciences

BD CellQuest Pro Software

• BD Biosciences

Hood

• Haereus, Hera Safe, Type KS 18, 1/PE AC, EN 12469: 2000, Klasse II, NF X
44-201: Type II, Cat. 2, 1800x780x627mm

Zentrifuge (groß)

• Haereus, Multifuge 3 S-R

Zentrifuge (klein)

• Eppendorf Centrifuge 5415R
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Brutschrank

• Haereus Instruments

• Function Line

• Typ BB 16 CU

• Bestellnr.: 51008333

Blutzuckermessgerät

• Bayer Ascensia

• Contour Blutzuckermessgerät

• SN 7364151

2.7 Statistik
Bei den Zellimmunisierungen wurde eine durch vorausgegangene Poweranalyse als sta-
tistisch relevant berechnete Versuchsgruppengröße von 12 Mäusen pro Peptid gewählt,
da mit der Annahme einer Standardabweichung von 20% bei einer Versuchstierzahl von
12 pro Gruppe mit einer Power von 80% die Ablehnung der Nullhypothese in Bezug
auf die alternative Hypothese mit einem 0.05 type I error möglich war. Für die statisti-
sche Auswertung wurde das Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc. Chicago,
USA) verwendet. Unterschiede wurden bei einem p-Wert ≤ 0.05 als signifikant einge-
stuft.





3
Ergebnisse

3.1 Zellimmunisierungen

3.1.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

In die Versuchsreihe der Immunisierungen mit den Peptid-beladenen reifen dendriti-
schen Zellen wurden insgesamt 70 RIP-CD80+GP+ Mäuse eingeschlossen. Sowohl die
potentiell Diabetes-relevanten Peptide FNL 9, mIGRP 225-233 und IGRP 241-249 als
auch die Kontrollpeptide LCMV-GP 33-41, LCMV-GP 276-286 (= dominante bzw. sub-
dominante Positivkontrolle, zytotoxische Epitope aus dem Positivautoantigen) und das
LCMV-NP 396-404 (= Negativkontrolle, Peptid aus dem LCMV-Nukleoprotein, wel-
ches im verwendeten Mausmodell nicht präsent ist) wurden untersucht (s. Kap. 2.2,
Kap. 2.3). Bei der Verteilung in die Untersuchungsgruppen wurde das “litter-matching”
Prinzip angewendet (s. Kap. 2.1.10), um nachweisbare Effekte unabhänging von Beson-
derheiten eines Wurfes zu machen.
Es wurden 49 (70%) männliche und 21 (30%) weibliche Tiere in die Versuchsreihe
eingeschlossen.
Das Alter der Versuchstiere lag bei Immunisierung zwischen 8.3 und 18.4 Wochen
(arithmetisches Mittel: 12.0 Wochen).
Um zwei unabhängige Versuche auswerten zu können und damit die Aussagekraft der
Versuchsergebnisse zu erhöhen, wurden zwei identisch aufgebaute Experimente zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten durchgeführt.
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Für die Peptide LCMV-NP 396-404, LCMV-GP 276-286, FNL 9, mIGRP 225-233 und
IGRP 241-249 wurde eine statistisch gepowerte Versuchsgruppengröße von insgesamt
12 Tieren pro Peptid gewählt (s. Kap. 2.7). Davon wurden in dem ersten Versuchsteil je
8 Tiere pro Peptid und in dem zweiten Experiment je 4 Tiere immunisiert.

Für das dominante Epitop LCMV-GP 33-41 wurden nur 10 Tiere eingeschlossen, da wir
auf valide Ergebnisse aus analogen Versuchen am National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, USA (NIH, Animal Study Proposal #K127-TAB-03) zurückgreifen konnten.
Im ersten Versuch wurden 4 und im zweiten Teil 6 Mäuse verwendet.

Die Versuchstiere wurden bis zu 20 Wochen post Immunisierung (= Versuchsende) bzw.
bis zur Diabetesmanifestation nachverfolgt (s. Kap. 2.1.7).

Die Ergebnisse der Versuche am Helmholtz Zentrum München (HMGU) wurden auf
folgende Fragen untersucht: Können die in vitro als diabetogen beschriebenen Peptide
tatsächlich in vivo Diabetes auslösen? Gibt es Differenzen zwischen der in der Literatur
beschriebenen Diabetogenität und unseren Ergebnissen? Wie viele Mäuse entwickeln
in welchem Zeitraum Diabetes? Ist das Auftreten von Diabetes bzw. die Dynamik des
Krankheitsverlaufs alters- oder geschlechtsabhängig?

Zusätzlich erfolgte ein Vergleich der Ergebnisse der HMGU-Experimente mit Resul-
taten aus analogen Versuchen am NIH, um zu explorieren, ob auch in verschiedenen
Räumlichkeiten und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Reproduzierbarkeit der Ver-
suchsreihe gegeben war. In den Versuchen am NIH wurden ebenfalls sowohl die poten-
tiell Diabetes-relevanten Peptide FNL 9, mIGRP 225-233 und IGRP 241-249 als auch
die Kontrollpeptide LCMV-GP 33-41 und LCMV-GP 276-286 untersucht. Es lagen je-
doch keine Daten zu der Negativkontrolle LCMV-NP 396-404 vor. Insgesamt wurden
dort 86 RIP-CD80+GP+ Mäuse mit Peptid-beladenen BM-DC immunisiert. Da die Pep-
tide in den Versuchen am NIH zusätzlich in mehreren verschiedenen Konzentrationen
appliziert wurden, konnten zur Wahrung der Vergleichbarkeit nur die Daten der Pep-
tide in gleichen Konzentrationen wie am HMGU (0.1μM für LCMV-GP 33-41 sowie
10μM für die restlichen Peptide) verwendet werden. Damit wurden letztlich 41 Tiere
aus dem NIH in die Vergleichsgruppe eingeschlossen (LCMV-GP 33-41: n=12 Mäu-
se, LCMV-GP 276-286: n=2 Mäuse, FNL 9: n=13 Mäuse, IGRP 241-249: n=5 Mäuse,
mIGRP 225-233: n=9 Mäuse). Für die Zellimmunisierungen wurden am NIH ebenfalls
BM-DC aus dem Knochenmark von B6.129S7-Rag1tmMom/J Spendermäusen benutzt.
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3.1.2 Übersicht zu den Versuchsergebnissen der Zellimmunisierun-
gen am HMGU

Potentiell diabetogene Peptide

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig die in vivo Diabetogenität der Peptide FNL
9, IGRP 241-249, mIGRP 225-233 nachgewiesen werden. Die höchste Diabetesrate
zeigte mit 66.7% das Peptid mIGRP 225-233. Mit einer Diabetesrate von 41.7% war
FNL 9 das zweitpotenteste der als Diabetes-induzierend beschriebenen Peptide. 25%
der Mäuse entwickelten nach Immunisierung mit dem Peptid IGRP 241-249 Diabetes.

Kontrollpeptide

Die höchste Diabetesrate mit 100% war bei den Zellimmunisierungen mit der Positiv-
kontrolle, dem dominanten Epitop LCMV-GP 33-41, zu beobachten.
Bei Immunisierungen mit dem subdominanten Epitop LCMV-GP 276-286 zeigte sich
im Vergleich eine niedrigere Diabetesrate mit insgesamt 91.7% diabetischen Tieren.
Aus ungeklärten Gründen entwickelten auch 3 Tiere aus der Gruppe der mit dem Ne-
gativkontrollpeptid LCMV-NP 396-404 immunisierten Mäuse eine diabetische Stoff-
wechsellage. Damit lag die Diabetesrate hier bei 25%.

Als Graphik ist untenstehend die Übersicht über die Versuche der Zellimmunisierungen
am HMGU gesamt sowie im Vergleich zu den einzelnen Versuchsabschnitten aufgeführt
(Abb. 3.1, Abb. 3.2). Im Weiteren werden die Ergebnisse für die jeweiligen Peptide im
Detail einzeln aufgearbeitet sowie die Resultate der Versuchsteile miteinander und mit
den Ergebnissen des NIH verglichen (s. Abb. 3.8).

3.1.3 Zellimmunisierungen mit den Kontrollpeptiden: LCMV-GP
33-41 HMGU, Versuch 1+2 gesamt / Versuch 1 vs. 2

Das dominante T-Zellepitop LCMV-GP 33-41 des Kontrollantigens LCMV-GP wurde
in einer Konzentration von 0.1μM auf die BM-DC geladen und insgesamt 10 Mäusen
[davon 7 (70%) männliche und 3 (30%) weibliche Tiere im Alter von 9.3 bis 12.3 (Mit-
telwert 11.2) Wochen bei Immunisierung] appliziert (s. Tab. 3.1). Als Donatoren für die
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Zellimmunisierungen: HMGU Versuch 1+2 gesamt (V1+2)  

V1+2: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 91,7%) 
V1+2: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 10 (DM 100%) 

V1+2: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 66,7%) 

V1+2: np 396-404, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 
V1+2: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=12 (41,7%) 

V1+2: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) %
 d
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Abbildung 3.1: Zellimmunisierungen HMGU: Versuch 1+2 gesamt (V1+V2)

Zellimmunisierungen: HMGU Versuch 1+2 gesamt (V1+2)  
vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) 

V2:  mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 50%) 

V1: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 6 (DM 100%) 

V1: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 87,5%) 

V1: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 75%)  

V1: np 396-404, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 37,5%) 

V2: np 396-404, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 0%) 

V1: FNL 9, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 50%) 

V1: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 25%) 

V2: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 25%) 

V2:  FNL 9, 10µM, DC i.p., n= 4 ( 25%) 

V2: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 4 (DM 100%) 

V2: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 100%) 

Zeit seit Immunisierung (Wochen) 
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V1+2: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 91,7%) 
V1+2: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 10 (DM 100%) 

V1+2: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 66,7%) 

V1+2: np 396-404, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 
V1+2: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=12 (41,7%) 

V1+2: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 

Abbildung 3.2: Zellimmunisierungen HMGU: Versuch 1+2 gesamt (V1+V2) vs. Ver-
such 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2)
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BM-DC des ersten Versuchsteils dienten 2 weibliche RIP-GP+ Mäuse im Alter von 10
Wochen (Pilotstudie zur Etablierung der BM-DC Isolation aus dem Knochenmark, s.
Kap. 2.3.2).
Im ersten Versuchsteil wurden 4 RIP-CD80+GP+ Mäuse [2 Männchen (50%), 2 Weib-
chen (50%)] im Alter von 11.4 bis 12.3 (Mittelwert: 12.0) Wochen immunisiert. Davon
entwickelten alle Tiere innerhalb von 8 bis 11 Tagen, im Mittel nach 9 Tagen, Diabetes.
Im zweiten Experiment wurden 6 Tiere [5 Männchen (83.3%), 1 Weibchen (16.7%)] im
Alter von 9.3 bis 12 (Mittelwert: 10.7) Wochen mit Peptid-beladenen dendritischen Zel-
len behandelt. Die BM-DC stammten aus dem Zellpool der insgesamt 6 weiblichen, 10
Wochen alten B6.129S7-Rag1tmMom/J Mäusen (s. Kap. 2.1.4, Kap. 2.3.2). Auch hier
wurden alle Mäuse innerhalb von 8 bis 11 Tagen, im Schnitt nach 9 Tagen, diabetisch.
Betrachtet man die Ergebnisse der beiden Versuchsteile gemeinsam, so entwickelten
alle RIP-CD80+GP+ Mäuse (100%) unabhängig vom Geschlecht nach 8 bis 11 Tagen
(Mittelwert: 9 Tage) Diabetes (s. Abb. 3.9). Insgesamt 7 Mäuse zeigten bereits nach 8
Tagen diabetische Glukosewerte, hier lag der Altersdurchschnitt bei 13.1 Wochen bei
Immunisierung. 3 Mäuse mit dem Durchschnittsalter von 10.9 Wochen zum Zeitpunkt
der Immunisierung wurden erst nach 11 Tagen diabetisch.
Mittels der Experimente wurde nebenbefundlich deutlich, dass die BM-DC Isolation
sowohl aus den RIP-GP+ als auch den B6.129S7-Rag1tmMom/J Mäusen effektiv für
die Zellimmunisierungen genutzt werden konnte und innerhalb kurzer Zeit Diabetes
induzierte.
Außerdem zeigte sich, dass die beiden am HMGU zeitlich unabhängig durchgeführten,
jedoch identisch aufgebauten Experimente zu sehr ähnlichen Ergebnissen führten, da
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Experimentresultaten feststellen ließ
(p= 0.789). Damit waren die Ergebnisse reproduzierbar und unabhängig von Zeitpunkt
und Durchführung der Experimente. Im Vergleich zu allen anderen Peptidimmunisie-
rungsergebnissen zeigte sich eine signifikant höhere Diabetesrate bei dem dominanten
Positivkontrollpeptid LCMV-GP 33-41 (p= 0.000).

3.1.4 LCMV-GP 33-41: HMGU, Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

Am NIH wurden RIP-CD80+GP+ Mäuse im Alter von 10.1 bis 13.4 Wochen (Mittel-
wert 12.4 Wochen) bei Immunisierung verwendet. Die Gruppe bestand aus 12 Mäusen
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vs.+Versuch+1+(V1)+vs.+Versuch+2+(V2)+
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Abbildung 3.3: Zellimmunisierungen LCMV-GP 33-41: HMGU Versuch 1+2 gesamt
(V1+V2) vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH

mit je 6 männlichen und weiblichen Tieren, von denen alle (100%) innerhalb von 7 bis
15 Tagen (im Mittel 12 Tage) Diabetes entwickelten. Im Vergleich zu den selbst durch-
geführten Versuchen am HMGU lässt sich Folgendes feststellen: In den Experimenten
am NIH konnte mit dem dominanten T-Zellepitop LCMV-GP 33-41 0.1μM geladen auf
BM-DC genauso zuverlässig wie am HMGU Diabetes induziert werden. Es ließ sich
keine alters- oder geschlechtsassoziierte Diabetesentwicklung feststellen (s. Abb. 3.9).
Ebenfalls war der Zeitraum bis zum Auftreten einer diabetischen Stoffwechsellage ver-
gleichbar mit den Resultaten des HMGU. Am NIH zeigten die Tiere im Mittel nach
12 Tagen diabetische Glukosewerte verglichen mit einer Diabetesmanifestation nach
durchschnittlich 9 Tagen am HMGU. Somit konnte gezeigt werden, dass die Durch-
führung der Zellimmunisierungen mit LCMV-GP 33-41 sowohl zu verschiedenen Zeit-
punkten als auch in unterschiedlichen Räumlichkeiten vergleichbare Ergebnisse lieferte
und die Versuche damit komplikationslos reproduzierbar waren (s. Abb. 3.3).
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Tabelle 3.1: Zellimmunisierungen: LCMV-GP 33-41

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: LCMV-GP 33-41 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 10 4 6 12
- davon ♂ 7 (70%) 2 (50%) 5 (83,3%) 6 (50%)
- davon ♀ 3 (30%) 2 (50%) 1(16,7%) 6 (50%)
Altersrange (in Wochen) 9.3-12.3 11.3-12.3 9.3-12 10.1-13.4
MW. Alter (in Wochen) 11.2 12 10.7 12.4

Diabetesrate gesamt 10/10 (100%) 4/4 (100%) 6/6 (100%) 12/12 (100%)
- davon ♂ 7/10 (70%) 2/4 (50%) 5/6 (83.3%) 6/12 (50%)
- davon ♀ 3/10 (30%) 2/4 (50%) 1/6 (16.7%) 6/12 (50%)
Diabetesrate ♂ 7/7 (100%) 2/2 (100%) 5/5 (100%) 6/6 (100%)
Diabetesrate ♀ 3/3 (100%) 2/2 (100%) 1/1 (100%) 6/6 (100%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 9.3-12.3 11.3-12.3 9.3-12 10.1-13.4
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 11.2 12 10.7 12.4
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 8.0-11.0 8.0-11.0 8.0-11.0 7.0-15.0
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 9 9 9 12



64 Ergebnisse

3.1.5 Zellimmunisierungen mit den Kontrollpeptiden: LCMV-GP
276-286 HMGU, Versuch 1+2 gesamt / Versuch 1 vs. 2

Für die Zellimmunisierungen mit dem subdominanten T-Zellepitop LCMV-GP 276-286
des Modellantigens LCMV-GP wurden 10μM Peptid-beladene BM-DC aus dem Zell-
pool der insgesamt 6 weiblichen, 10 Wochen alten B6.129S7-Rag1tmMom/J Mäusen
(JAX Stock# 002216) verwendet. Die Versuchsgruppe bestand aus 12 Mäusen [davon
7 Männchen (58.3%) und 5 Weibchen (41.7%)] im Alter von 8.9 bis 18.4 (Mittelwert:
12.8) Wochen bei Immunisierung. Insgesamt entwickelten 11 der 12 Mäuse (91.7%) in
einem Zeitraum von 14 bis 71 Tagen (im Mittel nach 48 Tagen) Diabetes. Lediglich ein
Männchen erkrankte über den Untersuchungszeitraum von 20 Wochen nach Immuni-
sierung nicht. Damit lag die Diabetesrate der Männchen bei 85.7% und bei 100% für
die Weibchen.
Im ersten Versuch wurden 8 Mäuse im Alter von 8.9 bis 18.4 Wochen (5 Männchen
und 3 Weibchen) immunisiert. 7 der 8 Tiere (87.5%) entwickelten innerhalb von 14 bis
71 (Mittelwert: 47) Tagen Diabetes. Nur beim oben genannten Männchen manifestierte
sich kein Diabetes.
Das zweite Experiment bestand aus einer Versuchsgruppe von 4 Mäusen (je 2 Männchen
und Weibchen) im Alter von 9.9 bis 12.3 (Mittelwert: 11.5) Wochen zum Zeitpunkt der
Immunisierung. Bei allen Mäusen (100%) trat zwischen 15 und 63 (Mittelwert: 48)
Tagen Diabetes auf (s. Tab. 3.2, Abb. 3.4).
Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass auch die Immunisierung mit dem subdomi-
nanten Peptid bei den RIP-CD80+GP+ Mäusen zuverlässig Diabetes induzierte (91.7%
der Tiere entwickelten Diabetes). Jedoch war der Zeitraum bis zur Erkrankung wesent-
lich größer (im Mittel 48 Tage) als bei Verwendung des dominanten Peptids LCMV-GP
33-41. Hier waren die Tiere durchschnittlich nach 9 Tagen diabetisch.
Im Vergleich der beiden LCMV-GP 276-286 Versuche miteinander zeigte sich im ers-
ten Experiment eine deutlich größere Altersspanne (8.9 bis 18.4 Wochen bei Immuni-
sierung) im Gegensatz zum zweiten Versuch (9.9 bis 12.3 Wochen bei Immunisierung),
jedoch war kein signifikanter Unterschied in der Diabetesinduktion der beiden Versuchs-
teile nachweisbar (p= 0.632). Ebenfalls war kein Geschlecht bevorzugt erkrankt (s. Abb.
3.10). Die Diabetesrate der Männchen lag bei 85.7% (6 der 7 Männchen erkrankten)
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und bei 100% für die weiblichen Mäuse (5 der 5 Tiere wurden diabetisch). Vergleicht
man die Versuchsergebnisse beider Versuchsteile des LCMV-GP 276-286 mit den Er-
gebnissen aus beiden Versuchen vom LCMV-GP 33-41 Peptid, zeigte sich jedoch ein
signifikanter Unterschied bzgl. der Diabetesinduktionsrate (p= 0.000). Gegenüber den
Ergebnissen aus den anderen Peptidversuchen war eine signifikant höhere Diabetesra-
te bei LCMV-GP 276-286 zu verzeichnen [p= 0.000 (LCMV-NP 396-404); p= 0.000
(FNL 9); p= 0.006 (mIGRP 225-233); p= 0.000 (IGRP 241-249)].

3.1.6 LCMV-GP 276-286: HMGU, Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

In die Versuchsgruppe des NIH wurden lediglich 2 Tiere im Alter von 10.1 Wochen bei
Immunisierung, davon 1 männliche und 1 weibliche Maus, eingeschlossen. Beide Ver-
suchstiere wurden nach 20 Tagen diabetisch (100%). Bei den Experimenten am HMGU
war bei den Tieren zwar eine größere Altersspanne auffällig (8.9 bis 18.4 Wochen zum
Zeitpunkt der Immunisierung), der Mittelwert des Alters lag jedoch bei 12.8 Wochen (s.
Tab. 3.2). Im Vergleich beider Experimente (HMGU versus NIH) zeigte sich wiederum
eine ähnliche Diabetesrate (100% am NIH zu 91.7% am HMGU). Jedoch differierte der
Zeitraum bis zum Auftreten von Diabetes. Am NIH zeigten die Tiere bereits nach 20
Tagen diabetische Glukosewerte, am HMGU erst nach 48 Tagen (s. Abb. 3.4). Da die
Gruppe der Tiere am NIH nur aus 2 Tieren bestand, lässt sich hieraus keine aussagekräf-
tige Schlussfolgerung ziehen.

3.1.7 Zellimmunisierungen mit den Kontrollpeptiden: LCMV-NP
396-404 HMGU, Versuch 1+2 gesamt / Versuch 1 vs. 2

Als Negativkontrolle wurde das LCMV-NP 396-404 Epitop (Peptid aus dem LCMV-
Nukleoprotein, welches im verwendeten Mausmodell nicht präsent ist) verwendet. Es
wurde in einer Konzentration von 10μM auf die BM-DC geladen und insgesamt 12
Mäusen [davon 10 (83.3%) männliche und 2 (16.7%) weibliche Tiere im Alter von 8.3
bis 15.9 (Mittelwert 12.3) Wochen] appliziert.
Im ersten Versuchsteil wurden 8 RIP-CD80+GP+ Mäuse [7 Männchen (87.5%), 1 Weib-
chen (12.5%)] im Alter von 8.3 bis 15.9 (Mittelwert: 10.2) Wochen immunisiert. Da-
von entwickelten 3 der 8 Versuchstiere (37.5%) innerhalb von 99 bis 125 Tagen (im
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Tabelle 3.2: Zellimmunisierungen: LCMV-GP 276-286

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: LCMV-GP 276-286 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 12 8 4 2
- davon ♂ 7 (58.3%) 5 (62.5%) 2 (50%) 2 (100%)
- davon ♀ 5 (41.7%) 3 (37.5%) 2 (50%) 0 (0%)
Altersrange (in Wochen) 8.9-18.4 8.9-18.4 9.9-12.3 10.1
MW. Alter (in Wochen) 12.8 14 11.5 10.1

Diabetesrate gesamt 11/12 (91.7%) 7/8 (87.5%) 4/4 (100%) 2/2 (100%)
- davon ♂ 6/11 (54.5%) 4/7 (57.1%) 2/4 (50%) 2/2 (100%)
- davon ♀ 5/11 (45.5%) 3/7 (42.9%) 2/4 (50%) 0/2 (0%)
Diabetesrate ♂ 6/7 (85.7%) 4/5 (80%) 2/2 (100%) 2/2 (100%)
Diabetesrate ♀ 5/5 (100%) 3/3 (100%) 2/2 (100%) 0/0 (0%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 8.9-18.4 8.9-18.4 9.9-12.3 10.1
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 12.9 14.2 11.5 10.1
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 14-71 14-71 15-63 20
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 48 47 48 20
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vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH 

Zeit seit Immunisierung (Wochen) 

%
 d

ia
be

tis
ch

e 
M

äu
se

 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 5 10 15 20 

HMGU V1: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 87,5%) 

HMGU V2: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 100%) 

HMGU V1+2: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 91,7%) 
NIH: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n=2 (DM 100%) 

Abbildung 3.4: Zellimmunisierungen LCMV-GP 276-286: HMGU Versuch 1+2 gesamt
(V1+V2) vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH

Mittel nach 108) Tagen Diabetes. Es waren nur männliche Mäuse betroffen, sodass die
Diabetesrate der Männchen in diesem Teilversuch bei 42.9% und bei den Weibchen
entsprechend bei 0% lag.

Im zweiten Experiment wurden 4 Tiere [3 Männchen (75%), 1 Weibchen (25%)] im
Alter von 9.9 bis 11.7 (Mittelwert: 11.3) Wochen behandelt. Bei keinem der Tiere trat
eine diabetische Stoffwechsellage auf (s. Tab. 3.3).

Werden die Ergebnisse der beiden Versuchsteile gemeinsam betrachtet, so entwickel-
ten 25% der RIP-CD80+GP+ Mäuse nach durchschnittlich 108 Tagen Diabetes. Die
Diabetesrate der männlichen Tiere lag bei 30%, keine der weiblichen Mäuse zeigte dia-
betische Glukosewerte (s. Abb. 3.11). Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse in beiden
Versuchsteilen (alle diabetischen Mäuse gehörten zu den Versuchstieren des ersten Ex-
periments) zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p= 0.667) zwischen
beiden Versuchsgruppen. Es zeigte sich eine signifikant niedrigere Diabetesrate im Ver-
gleich zu LCMV-GP 33-41 (p< 0.001), LCMV-GP 276-286 (p< 0.001) und eine nied-
rigere Rate im Vergleich zu mIGRP 225-233 (p< 0.05). Verglichen mit den restlichen
beiden Peptiden FNL 9 (p= 0.513) und IGRP 241-249 (p= 0.898) war kein signifikanter
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Tabelle 3.3: Zellimmunisierungen: LCMV-NP 396-404

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: LCMV-NP 396-404 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 12 8 4
- davon ♂ 10 (83.3%) 7 (87.5%) 3 (75%)
- davon ♀ 2 (16.7%) 1 (12.5%) 1 (25%)
Altersrange (in Wo) 8.3-15.9 8.3-15.9 9.9-11.7 keine
MW. Alter (in Wo) 12.3 10.2 11.3 Daten

aus
Diabetesrate gesamt 3/12 (25%) 3/8 (37.5%) 0/4 (0%) NIH
- davon ♂ 3/3 (100%) 3/3 (100%) 0/0 (0%) vorliegend
- davon ♀ 0/3 (0%) 0/3 (0%) 0/0 (0%)
Diabetesrate ♂ 3/10 (30%) 3/7 (42.9%) 0/3 (0%)
Diabetesrate ♀ 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/1 (0%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 8.3-15.9 8.3-15.9 /
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 13.3 13.3 /
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 99-125 99-125 /
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 108 108 /

Unterschied bzgl. der Diabetesinduktion nachweisbar.

3.1.8 LCMV-NP 396-404: HMGU, Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

Aufgrund von nicht vorhandenen Daten zu Versuchen mit dem Peptid LCMV-NP 396-
404 am NIH konnte kein Vergleich gezogen werden.

3.1.9 Zellimmunisierungen mit den potentiell diabetogenen Pepti-
den: FNL 9 HMGU Versuch 1+2 gesamt / Versuch 1 vs. 2

Für die Zellimmunisierungen mit dem in der Literatur als diabetogen beschriebenen
CD8+ T-Zellepitop FNL 9 wurden 10μM Peptid-beladene BM-DC verwendet. Die Grup-
pengröße betrug 12 Mäuse [davon 8 Männchen (66.7%) und 4 Weibchen (33.3%)] im
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Alter von 8.3 bis 18.4 (Mittelwert: 11) Wochen bei Immunisierung. Insgesamt zeigten
5 der 12 Mäuse (41.7%) in einem Zeitraum von 64 bis 112 Tagen (im Mittel nach 82
Tagen) diabetische Blutzuckerwerte.

Im ersten Versuch wurden 8 Mäuse im Alter von 8.3 bis 18.4 [(Mittelwert: 10.5) Wo-
chen (5 Männchen (62.5%) und 3 Weibchen (37.5%)] immunisiert. Je 2 männliche und
weibliche Tiere entwickelten innerhalb von 64 bis 112 (Mittelwert: 79) Tagen Diabetes.
Damit lag die Diabetesrate des gesamten ersten Versuchsteils bei 50%, für die Männ-
chen allein bei 40% und für die Weibchen bei 66.7%.

Das zweite Experiment bestand aus einer Versuchsgruppe von 4 Mäusen (3 Männchen
und 1 Weibchen) im Alter von 9.9 bis 12.3 (Mittelwert: 11.5) Wochen zum Zeitpunkt der
Immunisierung. 1 männliches Versuchstier entwickelte nach 97 Tagen erhöhte Gluko-
sewerte. Damit war für den zweiten Versuchsteil eine Gesamtdiabetesrate von 25%, für
die männlichen Tiere von 33.3% und weiblichen Tiere von 0% zu verzeichnen. Zusam-
menfassend ließ sich feststellen, dass durch Immunisierung mit dem Peptid FNL 9 bei
den RIP-CD80+GP+ Mäusen erfolgreich Diabetes induziert werden konnte. Insgesamt
entwickelten 41.7% der behandelten Tiere Diabetes. Im ersten Versuchsteil wurden 50%
(4 von 8) der Tiere diabetisch, im zweiten Experiment zeigten 25% (1 von 4) der Mäuse
eine diabetische Stoffwechsellage. Die Diabetesrate lag bei den Männchen insgesamt
bei 37.5% (3 der 8 männlichen Mäuse wurden diabetisch) und bei den Weibchen bei
50% (2 der 4 weiblichen Mäuse erkrankten an Diabetes). Es war damit auch hier kei-
ne geschlechtsspezifische Präferenz bezüglich der Diabetesinduktion auffällig (s. Abb.
3.12). Im Mittel erkrankten die Tiere nach 82 Tagen an Diabetes. Im ersten Versuch
traten erhöhte Glukosewerte mit 79 Tagen im Durchschnitt etwas früher auf als bei der
Maus im zweiten Experiment. Hier lag der Zeitraum bis zur Diabetesmanifestation bei
97 Tagen (s. Tab. 3.4, Abb. 3.5). Statistisch unterschieden sich die Ergebnisse beider
Versuchsteile bzgl. der Diabetesrate nicht (p= 0.404).

Die Resultate nach Immunisierungen mit dem dominanten Kontrollpeptid LCMV-GP
33-41 und dem subdominanten Epitop LCMV-GP 276-286 zeigten signifikant diffe-
rente Ergebnisse bezogen auf die Diabetesinduktion im Vergleich zu den Versuchser-
gebnissen mit FNL 9 [p< 0.001 (LCMV-GP 33-41); p= 0.025 (LCMV-GP 276-286)].
Die Zellimmunisierungen unter Verwendung von LCMV-GP 33-41 führten in 100%
der Fälle zu Diabetes, unter Verwendung von LCMV-GP 276-286 wurden 91.7% der
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Versuchstiere diabetisch. Im Vergleich dazu lag die Diabetesrate mit FNL 9 mit 41.7%
deutlich niedriger. Im Vergleich zur Negativkontrolle LCMV-NP 396-404 wurde keine
signifikant höhere Diabetesrate festgestellt (p= 0.513).

3.1.10 FNL 9: HMGU, Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

Werden die am HMGU erzielten Ergebnisse mit denen des NIH verglichen, so lässt sich
Folgendes feststellen: Am NIH bestand die Versuchsgruppe aus 13 Tieren, davon waren
61.5% (8 Mäuse) männlich und 38.5% weiblich (5 Mäuse). Damit war die Verteilung
ähnlich der Kohorte am HMGU mit insgesamt 12 Tieren und 66.7% Männchen, sowie
33.3% Weibchen. Mit einem Altersdurchschnitt von 10.8 Wochen bei Immunisierung
am NIH und 11.0 Wochen am HMGU zeigte dieser Parameter ebenfalls geringfügi-
ge Unterschiede. Es zeigten sich jedoch unterschiedliche Geschlechterpräferenzen (s.
Abb. 3.12). Die Mäuse erkrankten am HMGU ausgewogen mit einer Diabetesrate von
37.5% bei den männlichen und 50% bei den weiblichen Mäusen. Hingegen zeigte sich
eine Bevorzugung des weiblichen Geschlechts bezüglich Diabetesinduktion am NIH.
Hier wurden 80% der Weibchen und nur 25% der Männchen diabetisch. Des Weiteren
erkrankten die Mäuse am NIH deutlich früher. Diabetes manifestierte sich hier bei den
Versuchstieren innerhalb von 49 bis 66 Tagen, im Mittel innerhalb von 58 Tagen. Am
HMGU lag die Zeitspanne bis zum Auftreten von Diabetes zwischen 64 und 112 Ta-
gen, durchschnittlich erkrankten die Tiere nach 82 Tagen. Mit einer Rate von 46.2% (6
von 13 Tieren) Diabeteserkrankungen am NIH verglichen mit 41.7% (5 von 12 Tieren)
erkrankten Mäusen am HMGU zeigte sich, dass unter Verwendung des Epitops FNL
9 aus dem DMK-Antigen an beiden Orten effektiv Diabetes induziert werden konnte
(s. Tab. 3.4, Abb. 3.5), mit statistisch vergleichbaren Ergebnissen ohne signifikanten
Unterschied in der Diabetesinduktionsrate (p= 0.439). Die in der Literatur postulierte
Diabetogenität des Peptids FNL 9 konnte in vivo bestätigt werden.
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Tabelle 3.4: Zellimmunisierungen: FNL 9

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: FNL 9 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 12 8 4 13
- davon ♂ 8 (66.7%) 5 (62.5%) 3 (75%) 8 (61.5%)
- davon ♀ 4 (33.3%) 3 (37.5%) 1 (25%) 5 (38.5%)
Altersrange (in Wochen) 8.3-18.4 8.3-18.4 9.9-12.3 6.0-15.0
MW. Alter (in Wochen) 11 10.5 11.5 10.8

Diabetesrate gesamt 5/12 (41.7%) 4/8 (50%) 1/4 (25%) 6/13 (46.2%)
- davon ♂ 3/5 (60%) 2/4 (50%) 1/1 (100%) 2/6 (33.3%)
- davon ♀ 2/5 (40%) 2/4 (50%) 0/1 (0%) 4/6 (66.7%)
Diabetesrate ♂ 3/8 (37.5%) 2/5 (40%) 1/3 (33.3%) 2/8 (25%)
Diabetesrate ♀ 2/4 (50%) 2/3 (66.7%) 0/1 (0%) 4/5 (80%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 8.3-18.4 8.3-18.4 12.3 6.0-15.0
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 12.4 12.4 12.3 9.9
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 64-112 64-112 97 49-66
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 82 79 97 58
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vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH 
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V1: FNL 9, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 50%) 

V2:  FNL 9, 10µM, DC i.p., n= 4 ( 25%) 

V1+2: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=12 (41,7%) 

NIH: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=13 (DM 46,2%) 

Abbildung 3.5: Zellimmunisierungen FNL 9: HMGU Versuch 1+2 gesamt (V1+V2) vs.
Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH

3.1.11 Zellimmunisierungen mit den potentiell diabetogenen Pepti-
den: IGRP 241-249 HMGU, Versuch 1+2 gesamt / Versuch
1 vs. 2

Als weiteres als diabetogen beschriebenes Peptid wurde IGRP 241-249 untersucht. Es
wurde in einer Konzentration von 10μM auf die BM-DC geladen und insgesamt 12
Mäusen [davon 8 (66.7%) männliche und 4 (33.3%) weibliche Tiere im Alter von 8.9
bis 18.4 (Mittelwert 12.6) Wochen] appliziert.

Im ersten Versuchsteil wurden 8 RIP-CD80+GP+ Mäuse [6 Männchen (75%), 2 Weib-
chen (25%)] im Alter von 8.9 bis 18.4 (Mittelwert: 13.2) Wochen immunisiert. Davon
entwickelten 2 der 8 Versuchstiere (25%) innerhalb von 77 bis 130 (im Mittel nach 104)
Tagen Diabetes. Es waren nur männliche Mäuse betroffen, sodass die Diabetesrate der
Männchen in diesem Teilversuch bei 33.3% (2 von 6 männlichen Mäusen) und bei den
Weibchen bei 0% (0 der 2 weiblichen Mäuse) lag.

Im zweiten Experiment wurden 4 Tiere [2 Männchen (50%), 2 Weibchen (50%)] im
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Alter von 11.7 bis 12 (Mittelwert: 11.9) Wochen behandelt. Ein männliches Tier ent-
wickelte nach 57 Tagen eine diabetische Stoffwechsellage (25%). Die Rate der diabeti-
schen Männchen war bei 50% (1 von 2 männlichen Tieren), die der Weibchen wie im
ersten Versuchsteil bei 0% (0 von 2 Weibchen). Betrachtet man die Ergebnisse der bei-
den Versuchsteile gemeinsam, so entwickelten 25% der RIP-CD80+GP+ Mäuse nach
durchschnittlich 81 Tagen (Zeitspanne: 57-130 Tage) Diabetes. Die Diabetesrate der
einzelnen Versuche lag ebenfalls bei jeweils 25%. In beiden Versuchsteilen erkrankte
keine der weiblichen Mäuse an Diabetes. Die Diabetesrate der männlichen Tiere lag
insgesamt bei 37.5% (3 der 8 Männchen erkrankten, s. Abb. 3.13). Die Zeitspanne bis
zum Auftreten von diabetischen Glukosewerten war mit durchschnittlich 104 Tagen im
ersten Versuch im Vergleich zu 57 Tagen im zweiten Experiment deutlich different (s.
Tab. 3.5, Abb. 3.6). Insgesamt ließ sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied
in der Diabetesrate (p= 0.462) der Ergebnisse der beiden Versuchsgruppen aufweisen.
Unter Verwendung des Epitops IGRP 241-249 war es möglich, Diabetes bei den RIP-
CD80+GP+ Mäusen zu induzieren, wenn auch signifikant weniger effektiv als bei den
Positivkontrollen LCMV-GP 33-41 (Diabetesrate: 100%, p< 0.001) und LCMV-GP 276-
286 (Diabetesrate: 91.7%, p< 0.001). Kein signifikanter Unterschied in der Diabetesrate
zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle LCMV-NP 396-404 (p= 0.898).

3.1.12 IGRP 241-249: HMGU, Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

Am NIH wurden insgesamt 5 weibliche Tiere (= 100% Weibchen) mit 10μM IGRP 241-
249 beladenen BM-DC immunisiert. Damit differierte die Verteilung der NIH-Kohorte
von der am HMGU mit insgesamt 12 Tieren und 66.7% Männchen sowie 33.3% Weib-
chen. Mit einem Altersdurchschnitt von 11.4 Wochen bei Immunisierung am NIH und
12.6 Wochen am HMGU zeigte dieser Parameter ähnliche Werte, wenn auch der ab-
solute Altersrange am HMGU weiter gefasst war (8.9 bis 18.4 Wochen) als am NIH
(Altersrange 7.1-15 Wochen). Aussagen zu Geschlechterpräferenzen im örtlichen Ver-
gleich konnten nicht gemacht werden, da die Versuchsgruppe am NIH ausschließlich
aus weiblichen Tieren bestand (s. Abb. 3.13). Die erzielte Diabetesrate war vergleich-
bar zu der am HMGU. Am NIH wurden 20% (1 der 5 Versuchstiere, jedoch erst nach
158 Tagen, s.u.), am HMGU insgesamt 25% der Versuchsgruppe diabetisch. Jedoch ent-
wickelten die Mäuse am HMGU mit durchschnittlich 81 Tagen im Vergleich deutlich
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HMGU V1: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 25%) 

HMGU V2: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 25%) 

HMGU V1+2: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 

NIH: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=5 (DM 0%) 

Abbildung 3.6: Zellimmunisierungen IGRP 241-249: HMGU Versuch 1+2 gesamt
(V1+V2) vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH

schneller eine diabetische Stoffwechsellage als das Versuchstier am NIH mit 158 Ta-
gen (s. Tab. 3.5). In unserem Versuchssetting mit Versuchsende bei Erreichen von 20
Lebenswochen wäre die diabetische Maus des NIH mit Diabetesbeginn nach erst 158
Tagen bereits zuvor aus dem Versuch ausgeschieden und wäre dementsprechend nicht
in die Liste der Diabetes-positiven Tiere aufgenommen worden. Aus unserer Sicht läge
demnach die Diabetesrate am NIH bei 0%. Dies ist auch so in Abb. 3.6 aufgezeigt.

3.1.13 Zellimmunisierungen mit den potentiell diabetogenen Pepti-
den: mIGRP 225-233 HMGU, Versuch 1+2 gesamt / Versuch
1 vs. 2

Das dritte untersuchte Peptid, dem Diabetogenität in der Literatur zugesprochen wurde,
war das Epitop mIGRP 225-233. Mit 10μM beladenen BM-DC wurden folglich 12 Ver-
suchstiere [davon 9 (75%) männliche und 3 (25%) weibliche Mäuse im Alter von 8.9
bis 15.9 (Mittelwert 12.2) Wochen] immunisiert.
8 RIP-CD80+GP+ Mäuse [6 Männchen (75%), 2 Weibchen (25%)] im Alter von 8.9 bis
15.9 (Mittelwert: 13.1) Wochen wurden in die Versuchsgruppe des ersten Experiments
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Tabelle 3.5: Zellimmunisierungen: IGRP 241-249

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: IGRP 241-249 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 12 8 4 5
- davon ♂ 8 (66.7%) 6 (75%) 2 (50%) 0 (0%)
- davon ♀ 4 (33.3%) 2 (25%) 2 (50%) 5 (100%)
Altersrange (in Wochen) 8.9-18.4 8.9-18.4 11.7-12.0 7.1-15.0
MW. Alter (in Wochen) 12.6 13.2 11.9 11.4

Diabetesrate gesamt 3/12 (25%) 2/8 (25%) 1/4 (25%) 1/5 (20%)
- davon ♂ 3/3 (100%) 2/2 (100%) 1/1 (100%) 0/1 (0%)
- davon ♀ 0/3 (0%) 0/2 (0%) 0/1 (0%) 1/1 (100%)
Diabetesrate ♂ 3/8 (37.5%) 2/6 (33.3%) 1/2 (50%) 0/0 (0%)
Diabetesrate ♀ 0/4 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 1/5 (20%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 12.0-15.4 12.1-15.4 12 7.1
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 12.8 13.6 12 7.1
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 57-130 77-130 57 158
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 81 104 57 158
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eingeschlossen. Davon entwickelten 6 der 8 Versuchstiere (75%) innerhalb von 7 bis
112 (im Mittel nach 78) Tagen Diabetes. Die Diabetesrate lag für die männlichen Tiere
bei 75% (4 von 6 Mäusen) und bei 100% für die weiblichen Tiere (2 von 2 Mäusen).
Im zweiten Versuchsteil wurden 4 Tiere [3 Männchen (75%), 1 Weibchen (25%)] im
Alter von 9.9 bis 12 (Mittelwert: 11.3) Wochen verwendet. Ein männliches Tier (Diabe-
tesrate Männchen: 33.3%) sowie eine weibliche Maus (Diabetesrate Weibchen: 100%)
entwickelten nach 49 bzw. 102 (Mittelwert: 76) Tagen eine diabetische Stoffwechsella-
ge. Damit lag die Diabetesrate des gesamten zweiten Experiments bei 50% (s. Tab. 3.6).
Insgesamt ließ sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p= 0.485) zwischen den
Ergebnissen bzgl. der Diabetesinduktion der beiden Versuchsgruppen ausmachen.
Betrachtet man die Ergebnisse beider Versuche zusammen, so entwickelten 66.7% (8
von 12 Tieren) Mäuse nach durchschnittlich 77 Tagen (Zeitspanne: 7-112 Tage) Diabe-
tes, davon 55.6% (5 von 9) der Männchen und 100% (3 von 3) der Weibchen (s. Abb.
3.14). Auffällig war die breite Zeitspanne der Diabetesmanifestation - eine Maus war
bereits nach 7 Tagen diabetisch, eine andere jedoch erst nach 112 Tagen (s. Abb. 3.7).
Mit einer Diabetesrate von 66.7% war das Peptid mIGRP 225-233 das effektivste un-
ter den in der Literatur als potentiell diabetogen beschriebenen und im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Epitopen. FNL 9 induzierte bei 41.7% der Mäuse Diabetes und
IGRP 241-249 bei 25%. Damit war mIGRP 225-233 das potenteste der in unserer Ver-
suchsreihe untersuchten Peptide, wenn auch keine signifikant höhere Diabetesrate im
Vergleich zu den o.g. Peptiden nachweisbar war [p= 0.247 (FNL 9); p= 0.110 (IGRP
241-249)]. Auch die Zeitspanne bis zum Auftreten von Diabetes war geringfügig kür-
zer unter Verwendung von mIGRP 225-233 (im Durchschnitt 77 Tage) im Vergleich zu
durchschnittlich 82 Tagen bei FNL 9 und 81 Tagen bei IGRP 241-249. Die Positivkon-
trollen LCMV-GP 33-41 (p< 0.001) und LCMV-GP 276-286 (p= 0.006) zeigten eine
signifikant höhere Diabetesrate verglichen mit mIGRP 225-233. Gegenüber der Nega-
tivkontrolle LCMV-NP 396-404 konnte mIGRP 225-233 signifikant häufiger Diabetes
auslösen (p< 0.05).

3.1.14 mIGRP 225-233: HMGU, Versuch 1+2 vs. NIH

Am NIH wurden insgesamt 9 Tiere in die Versuchsgruppe eingeschlossen und mit 10μM
mIGRP 225-233 beladenen BM-DC immunisiert. Von den 9 Mäusen waren 5 Tiere
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HMGU V2:  mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n= 4 (DM 50%) 

HMGU V1: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n= 8 (DM 75%)  

HMGU V1+2: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 66,7%) 

NIH: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=9 (DM 55,6%) 

Abbildung 3.7: Zellimmunisierungen mIGRP 225-233: HMGU Versuch 1+2 gesamt
(V1+V2) vs. Versuch 1 (V1) vs. Versuch 2 (V2) vs. NIH

männlich (55.6%) und 4 weiblich (44.4%). Mit einem Altersdurchschnitt von 8.3 Wo-
chen bei Immunisierung waren die Versuchstiere am NIH etwas jünger als am HMGU
mit einem durchschnittlichen Alter von 12.2 Wochen. Die Diabetesrate am NIH betrug
insgesamt 55.6% (5 der 9 Tiere erkrankten). Für die Männchen lag sie bei 80% (4 der 5
männlichen Tiere entwickelten Diabetes) und für die Weibchen bei 25% (1 von 4 weibli-
chen Mäusen erkrankte). Damit verhielt sich die Geschlechterverteilung gegensätzlich
zu den am HMGU erzielten Resultaten. Hier wurden 100% der Weibchen und 55.6%
der Männchen diabetisch. Folglich zeigten sich in diesem Versuch keine Geschlech-
terpräferenzen bezüglich der Diabetesmanifestation (s. Abb. 3.14). Die Tiere wurden
am NIH innerhalb von 28 bis 116 (durchschnittlich 65) Tagen diabetisch, dies ist ver-
gleichbar mit den Ergebnissen am HMGU. Dort erkrankten die Mäuse nach 7-112 (im
Durchschnitt 77) Tagen (s. Tab. 3.6, Abb. 3.7). Auch bei den Versuchen mit dem Peptid
mIGRP 225-233 zeigte sich die Möglichkeit der Wiederholbarkeit und das Erreichen
von ähnlichen Resultaten in den Versuchen, unabhängig von Ort und Zeit.
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Tabelle 3.6: Zellimmunisierungen: mIGRP 225-233

HMGU HMGU HMGU NIH
Peptid: mIGRP 225-233 gesamt Versuch 1 Versuch 2 gesamt

Tierzahl gesamt 12 8 4 9
- davon ♂ 9 (75%) 6 (75%) 3 (75%) 5 (55.6%)
- davon ♀ 3 (25%) 2 (25%) 1 (25%) 4 (44.4%)
Altersrange (in Wochen) 8.9-15.9 8.9-15.9 9.9-12.0 6.0-10.3
MW. Alter (in Wochen) 12.2 13.1 11.3 8.3

Diabetesrate gesamt 8/12 (66.7%) 6/8 (75%) 2/4 (50%) 5/9 (55.6%)
- davon ♂ 5/8 (62.5%) 4/6 (66.7%) 1/2 (50%) 4/5 (80%)
- davon ♀ 3/8 (37.5%) 2/6 (33.3%) 1/2 (50%) 1/5 (20%)
Diabetesrate ♂ 5/9 (55.6%) 4/6 (75%) 1/3 (33.3%) 4/5 (80%)
Diabetesrate ♀ 3/3 (100%) 2/2 (100%) 1/1 (100%) 1/4 (25%)
Altersrange bei Imm. (in Wo.) 8.9-15.9 8.9-15.9 11.7-12.0 6.0-10.1
MW. Alter bei Imm. (in Wo.) 12.6 13.4 11.9 9
Zeit bis DM pos. (in Tg.) 7-112 7-112 49-102 28-116
MW. Zeit bis DM pos. (in Tg.) 77 78 76 65
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HMGU: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 10 (DM 100%) 

HMGU: gp 276-296, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 91,7%) 

HMGU:  np 396-404, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 

HMGU: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 41,7%) 

HMGU: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 66,7%)  

HMGU: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=12 (DM 25%) 

NIH: FNL 9, 10µM, DC i.p., n=13 (DM 46,2%) 

NIH,: gp 276-286, 10µM, DC i.p., n=2 (DM 100%) 

NIH: mIGRP 225-233, 10µM, DC i.p., n=9 (DM 55,6%) 

NIH: IGRP 241-249, 10µM, DC i.p., n=5 (DM 0%) 

NIH: gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n=12 (DM 100%) 

Abbildung 3.8: Zellimmunisierungen HMGU Versuch 1+2 gesamt vs. NIH

3.1.15 Diabetesraten bezogen auf die Geschlechter- und Altersver-
teilung: HMGU vs. NIH

Insgesamt wurden 70 Versuchstiere für die Zellimmunisierungen am HMGU und 41
Mäuse am NIH untersucht. 70% der Tiere am HMGU waren männlich und 30% weib-
lich. Die Geschlechterverteilung war mit 53.40% Männchen und 46.6% Weibchen am
NIH ausgewogener. Die Diabetesrate lag für die männlichen Tiere am HMGU bei 63.3%,
die der weiblichen Mäuse mit 70% etwas höher. Verglichen mit den Raten am NIH
zeigte sich eine umgekehrte Geschlechterverteilung. Dort erkrankten mit 76.3% mehr
Männchen als Weibchen- diese wurden in 56.3% der Fälle diabetisch. Damit ließ sich
zwar feststellen, dass am HMGU bevorzugt weibliche und am NIH bevorzugt männ-
liche Tiere nach Immunisierung Diabetes entwickelten. Ein eindeutiger Trend zur ge-
schlechtsspezifischen Diabetesinduktion war hieraus jedoch nicht abzuleiten (s. Tab.
3.7, Abb. 3.9-3.14). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass die Diabetesentwick-
lung geschlechtsunabhängig ist. Im Durchschnitt waren die verwendeten Mäuse am
HMGU bei Immunisierung 1.4 Wochen älter als die Versuchstiere am NIH. Mit ins-
gesamt ähnlichen Raten an diabetischen Tieren (HMGU: 65.0% versus NIH: 64.4%)
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Tabelle 3.7: Diabetesraten bezogen auf die Geschlechter- und Altersverteilung

HMGU NIH

Anzahl aller Versuchstiere 70 41
Altersdurchschnitt aller Versuchstiere (Wo) bei Immun. 12 10.6
Diabetesrate gesamt ( % ) 65% 64.4%

Männchen (♂) 70% 53.4%
Diabetesrate ( % ) 63.3% 76.3%

Weibchen (♀) 30% 46.6%
Diabetesrate ( % ) 70% 56.3%

ließ sich feststellen, dass eine geringe Varianz des Alters der Mäuse bei Immunisierung
keinen Einfluss auf die Diabetessuszeptibilität hatte (s. Tab. 3.7).
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Abbildung 3.9: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen LCMV-GP
33-41 HMGU vs. NIH

0%#
10%#
20%#
30%#
40%#
50%#
60%#
70%#
80%#
90%#
100%#

♂#gesamt#
(HMGU)#

♀##gesamt#
(HMGU)#

♂diabetisch#
(HMGU)#

♀#diabetisch#
(HMGU)#

LCMV%gp(276%286(HMGU(

Abbildung 3.10: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen LCMV-GP
276-286 HMGU



82 Ergebnisse

0%#
10%#
20%#
30%#
40%#
50%#
60%#
70%#
80%#
90%#
100%#

♂#gesamt#
(HMGU)#

♀##gesamt#
(HMGU)#

♂diabetisch#
(HMGU)#

♀#diabetisch#
(HMGU)#

LCMV%np(396%404(HMGU(

Abbildung 3.11: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen LCMV-NP
396-404 HMGU
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Abbildung 3.12: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen FNL 9 HM-
GU vs. NIH
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Abbildung 3.13: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen IGRP 241-
249 HMGU VS. NIH
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Abbildung 3.14: Geschlechtsbezogene Diabetesrate: Zellimmunisierungen mIGRP 225-
233 HMGU vs. NIH
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3.2 Analyse alternativer Peptidapplikationsmethoden:
Optimierung des Zeitbedarfs für die CD8+ T-Zell-
verifikationen

Obwohl die Diabetesinduktion mittels Peptid/BM-DC-Transfer zuverlässig funktioniert,
ist die Gewinnung der BM-DC und die Nachverfolgung der Mäuse bis zur Diabetes-
entstehung sehr zeitaufwändig. Daher wurden 3 Pilotstudien gestartet, um zu prüfen,
ob andere Peptidapplikationsmethoden ebenfalls Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen
auslösen können und weniger zeitaufwändig sind. Eine direkte Applikation der Peptide
in PBS bzw. in Kombination mit einem Adjuvans (Imject Alum, Pierce) sollte dabei
die Zeit für die BM-DC Kultivierung einsparen und eine entsprechend hohe Konzentra-
tion an verabreichtem Peptid die Beobachtungszeit bis zur Diabetesmanifestation ver-
kürzen. Des Weiteren sollte geprüft werden, ob ohne die sehr sensitive Methode der
spezifischen Zellimmunisierungen mit BM-DC in den nun durchgeführten Versuchen
mit Adressierung aller Immunzellen durch reine Peptidinjektionen ebenfalls effektiv
Diabetes induziert werden konnte (s. Kap. 2.3.5).
Da es sich bei den Versuchen um Pilotstudien handelte, wurden die Versuchsgruppen
zunächst auf 3 Tiere pro Teilexperiment begrenzt. Sobald in einer der Behandlungs-
gruppen zuverlässig diabetische Tiere auftraten, wurden die Tierzahlen im entsprechen-
den Studienteil auf 6 Tiere erhöht, um statistisch aussagekräftige Ergebnisse zu erzie-
len. Für die Versuche wurde ausschließlich das dominante Epitop LCMV-GP 33-41 des
Positiv-Kontrollantigens LCMV-GP verwendet, welches bereits in geringer Konzentra-
tion (0.1μM) auf BM-DC geladen sehr effizient und zeitnah Diabetes in RIP-CD80+GP+
Mäusen auslöste (Diabetesrate 100%). Somit war die Diabetogenität des LCMV-GP
33-41 mittels Zellimmunisierungen in vivo bewiesen. Es wurden wie bei den Zellim-
munisierungen adulte Mäuse im Alter von 9 bis 24 Wochen verwendet, die behandelten
Mäuse wurden bis zu 20 Wochen nach der Peptidapplikation bzw. zur Diabetesmanifes-
tation nachverfolgt (s. Kap. 2.1.7, Kap. 2.1.8).
Im ersten Teilexperiment wurde LCMV-GP 33-41 in 3 verschiedenen Konzentrationen
(50, 100 und 150μg) je 3 Mäusen in das abdominelle Fettgewebe subkutan appliziert.
Die 3 mit 50μg Peptid immunisierten Versuchstiere (2 Männchen, 1 Weibchen) waren
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bei Immunisierung zwischen 20.1 und 24 Wochen alt (Altersdurchschnitt: 22.7 Wo-
chen). Keine der Mäuse entwickelte im Beobachtungszeitraum von 20 Wochen post
Immunisierung Diabetes. Damit lag die Diabetesrate in diesem Versuchsteil bei 0%.
Eine der 3 mit 100μg LCMV-GP 33-41 beimpften Mäuse entwickelte nach 99 Tagen
eine diabetische Stoffwechsellage. Bei diesem Versuchstier handelte es sich um ein bei
Immunisierung 24 Wochen altes Weibchen. Die beiden anderen Tiere der Versuchsgrup-
pe (1 Männchen und 1 Weibchen im Alter von 20.1 Wochen bei Immunisierung) blieben
Diabetes-negativ. Damit lag der Altersdurchschnitt in dieser Kohorte bei 21.4 Wochen
zur Zeit der Immunisierung. Die Diabetesrate lag insgesamt bei 33.3%, für die weibli-
chen Tiere bei 50% (1 von 2 Weibchen) und für die männlichen Mäuse bei 0% (0 von
1 Männchen).
In der Versuchsgruppe der 3 mit 150μg Peptid immunisierten Mäuse (3 Weibchen im
Alter von 20.1 bis 24 Wochen bei Immunisierung (im Durchschnitt: 22.7 Wochen) ent-
wickelte keines der Tiere Diabetes, die Diabetesrate lag bei 0%.
Folglich ging die mit der geringsten Vorbereitungszeit verbundene Applikationsmetho-
de der Peptide mit einer nicht ausreichend validen Diabetesinduktion [Diabetesrate ge-
samt: 11.1% (1 von 9 Mäusen)] und einer fehlenden Zeitoptimierung (Auftreten von
Diabetes nach erst 99 Tagen) im Vergleich zur BM-DC Methode einher.
Im zweiten Teilexperiment erfolgte die Immunisierung mit LCMV-GP 33-41 in Kom-
bination mit dem Adjuvans Imject Alum (Pierce). Dazu wurden verschiedene Peptid-
konzentrationen (50, 100 und 150μg) in einem Verhältnis von 1:1 mit Imject Alum
vermischt und den Tieren subkutan im Bauchbereich appliziert.
Eine der 3 mit 50μg Peptid und Imject Alum immunisierten Mäuse (männlich, Alter:
13.9 Wochen bei Immunisierung) zeigte nach 101 Tagen diabetische Glukosewerte. Die
anderen beiden Versuchstiere (1 Männchen und 1 Weibchen im Alter von 10.4 und 13.9
Wochen zum Zeitpunkt der Immunisierung) blieben nicht-diabetisch. Die Diabetesrate
insgesamt betrug 33.3%, für die Männchen lag sie bei 50% und für die Weibchen bei
0%. Aufgrund der langen Zeitspanne bis zum Auftreten von Diabetes und insgesamt nur
einer diabetischen Maus wurde dieser Versuchsabschnitt nicht auf eine Kohortengröße
von 6 Tieren erweitert.
Unter subkutaner Applikation von 100μg LCMV-GP 33-41 mit Imject Alum konnte bei
den ersten 3 Versuchstieren erfolgreich Diabetes induziert werden, sodass die Gruppe
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auf insgesamt 6 Tiere erweitert wurde. Sie bestand damit insgesamt aus 3 Männchen
und 3 Weibchen im Alter von 9.4 bis 13.9 (im Durchschnitt: 10.3 Wochen) bei Immu-
nisierung. Unter den diabetischen Tieren waren 2 Männchen (66.7%) und 1 Weibchen
(33.3%). Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Immunisierung betrug 11.1 Wochen.
Die drei weiteren zu einem zweiten Zeitpunkt immunisierten Mäuse wurden nicht dia-
betisch, jedoch musste eines der Tiere aufgrund von anderweitiger Krankheit nach 48
Tagen aus dem Versuch genommen werden. Die Versuchstiere entwickelten nach 45 bis
90 (Mittelwert: 64) Tagen eine diabetische Stoffwechsellage. Damit lag die Diabetesrate
insgesamt bei 50% (respektive 60%, wenn die aus dem Versuch ausgeschiedene kranke
Maus nicht einbezogen wurde), bei den männlichen Tieren bei 66.7% (respektive 100%,
sofern das aus dem Versuch ausgeschiedene Tier nicht in diese Statistik einging) und
bei den weiblichen Tieren bei 33.3%.

Durch subkutane Immunisierung mit 150μg Peptid in Kombination mit Alum-Adjuvans
entwickelten 2 der ersten 3 Versuchstiere [2 Männchen, 1 Weibchen im Alter von 9.0-
13.9 (Mittelwert: 10.8 Wochen) bei Immunisierung] nach 73 und 122 Tagen Diabetes.
Dabei handelte es sich um die 2 männlichen Tiere im Alter von 13.9 und 9 Wochen
zum Zeitpunkt der Immunisierung. Damit lag die Diabetesrate in diesem Teil bei 100%
für die Männchen und 0% für die Weibchen. Daraufhin wurde die Versuchskohorte auf
6 Tiere aufgestockt. Von den 3 Mäusen des zweiten Experimentteils entwickelten wie-
derum 2 Versuchstiere nach 66 und 48 Tagen Diabetes, je ein Männchen und ein Weib-
chen im Alter von 9.4 Wochen bei Immunisierung. Die dritte Maus (weiblich) musste
aufgrund von anderweitiger Krankheit nach 84 Tagen aus dem Versuch ausscheiden.
Insgesamt bestand die Versuchsgruppe also aus 6 Mäusen mit je 3 männlichen und 3
weiblichen Tieren im Alter von 9.0 bis 13.9 (Mittelwert: 10.8) Wochen zum Zeitpunkt
der Peptidinjektion. 4 der 6 Mäuse zeigten nach durchschnittlich 77 Tagen diabetische
Glukosewerte. Die Diabetesrate insgesamt lag bei 66.7% (sofern das aus dem Versuch
ausgeschiedene kranke Tier nicht einbezogen wurde bei 80%). Von den diabetischen
Mäusen waren 3 männlich, die Diabetesrate für Männchen betrug damit 100%, und 1
weiblich, die Diabetesrate betrug 33.3% (zählte man die kranke, aus dem Versuch ge-
nommene weibliche Maus nicht mit, so lag die Diabetesrate für Weibchen bei 50%).

In einem dritten Versuchsteil wurde geprüft, ob mittels intraperitonealer Applikation
der LCMV-GP 33-41/Adjuvans-Lösung bessere Ergebnisse in der Diabetesinduktion
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erzielt werden konnten, da möglicherweise mehr Immunzellen durch intraperitoneale
Immunisierung adressiert werden. Auch hier wurde das Peptid in den 3 verschiedenen
Konzentrationen (50, 100, 150μg) verwendet. Die einzelnen Kohorten bestanden aus
je 3 Mäusen, davon waren alle männlichen Geschlechts und zwischen 17.3 und 18.1
(im Durchschnitt: 17.7) Wochen bei Immunisierung alt. Aus der Gruppe der mit 50μg
Peptid immunisierten Mäuse entwickelte ein Männchen (18.1 Wochen alt bei Immu-
nisierung) nach 85 Tagen Diabetes. Die beiden anderen Tiere (17.3 und 18.1 Wochen
alt bei Immunisierung) blieben Diabetes-negativ. Die Diabetesrate insgesamt lag damit
bei 33.3%, auf das männliche Geschlecht bezogen ebenfalls bei 33.3%. Aufgrund feh-
lender weiblicher Versuchstiere konnte keine Diabetesrate für weibliche Tiere erhoben
werden.

Mittels Applikation von LCMV-GP 33-41/Alum i.p. in einer Konzentration von 100μg
konnte ebenfalls bei einer von 3 Mäusen (Durchschnittsalter: 17.6 Wochen bei Immu-
nisierung) Diabetes induziert werden. Es handelte sich um ein Männchen im Alter von
17.3 Wochen zum Zeitpunkt der Peptidinjektion, welches nach 107 Tagen diabetisch
wurde. Die Diabetesrate gesamt und bezogen auf männliche Tiere lag bei 33.3%.

Im letzten Teilabschnitt der Versuche wurde das Peptid/Alum i.p. in einer Konzentration
von 150μg verwendet. Hier entwickelte keine der 3 Versuchsmäuse (männlich, Durch-
schnittsalter: 17.6 Wochen bei Immunisierung) eine diabetische Stoffwechsellage.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der alternativen Applikationsmethoden in Tab.
3.8 und Abb. 3.15 dargestellt.

Auch bei den Peptidimmunisierungen in Kombination mit Adjuvants wurde keine Opti-
mierung der Versuche im Vergleich zu den Immunisierungen mit Peptid-beladenen den-
dritischen Zellen erreicht. Die erzielten Diabetesraten waren unter Verwendung der ver-
schiedenen Peptid-Adjuvanslösungen und der unterschiedlichen Applikationsmethoden
(s.c. versus i.p.) zu geringfügig. Die intraperitoneale Immunisierung mit 150μg LCMV-
GP 33-41/Alum löste bei keinem der Versuchstiere Diabetes aus. Unter Verwendung
von 50μg Peptid/Alum subkutan bzw. intraperitoneal oder 100μg Peptid/Alum intrape-
ritoneal konnte eine Diabetesrate von 33.3% erreicht werden. Hier zeigten die Mäuse
jedoch erst nach 85-107 Tagen diabetische Glukosewerte, was dementsprechend keine
Zeitoptimierung der Experimente bedeutete. Lediglich bei subkutaner Applikation von
100μg bzw. 150μg LCMV-GP 33-41/Alum konnte bei den RIP-CD80+GP+ Mäusen zu-
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Alternative Applikationsmethoden: HMGU Peptidimmunisierungen LCMV-gp 33-41 

gp 33-41, 50µg, PBS s.c., n= 3 (DM 0%) 

 gp 33-41, 100µg, PBS s.c., n= 3 (DM 33,3%) 

 gp 33-41, 150µg, PBS s.c., n=3 (DM 0%) 

gp 33-41, 50µg, Alum s.c., n= 3 (DM 33,3%) 

gp 33-41, 100µg, Alum s.c., n= 6 (DM 50%) 

gp 33-41, 150µg, Alum s.c., n= 6 (DM 66,7%) 

gp 33-41, 0,1µM, DC i.p., n= 10 (DM 100%) 
gp 33-41, 50µg, Alum i.p., n= 3 (DM 33,3%) 

gp 33-41, 100µg, Alum i.p., n= 4 (DM 33,3%) 

gp 33-41, 150µg, Alum i.p., n= 2 (DM 0%) 

Zeit seit Immunisierung (Wochen) 
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Abbildung 3.15: Alternative  Applikationsmethoden: Peptidimmunisierungen  mit
LCMV-GP 33-41 (HMGU)
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Tabelle 3.8: Alternative  Applikationsmethoden: Peptidimmunisierungen mit LCMV-
GP 33-41 (HMGU)

LCMV-GP 33-41 50μg 100μg 150μg 50μg 100μg 150μg 50μg 100μg 150μg
Trägerlösungen PBS PBS PBS Alum Alum Alum Alum Alum Alum
Applikationen s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. i.p. i.p. i.p.
Anzahl Mäuse 3 3 3 3 6 6 3 3 3
- davon ♂ 2 1 0 2 3 3 3 3 3
- davon ♀ 1 2 3 1 3 3 0 0 0
Alter 20.1- 20.1- 20.1- 10.4- 9.4- 9.0- 17.3- 17.3- 17.3-

24.0 24.0 24.0 13.9 13.9 13.9 18.1 18.1 18.1
MW. Alter 22.7 21.4 22.7 12.7 10.3 10.8 17.8 17.6 17.6
Anzahl DM pos. 0 1 0 1 3 4 1 1 0
DM. Rate 0% 33.3% 0% 33.3% 50% 66.7% 33.0% 33.3% 0%
- Rate ♂ / 0% / 50% 66.7% 100% 33.3% 33.3% /
- Rate ♀ / 50% / 0% 33.3% 33.3% / /
Zeit bis DM. pos. / 99 / 101 45-90 48-122 85 107 /
MW. bis DM. pos. / 99 / 101 64 77 85 107 /

verlässig Diabetes induziert werden. Unter Benutzung des Peptids in der Konzentration
von 100μg zeigten 50% (respektive 60%, wenn die aus dem Versuch ausgeschiedene,
anderweitig erkrankte Maus nicht mitgezählt wurde) der Versuchstiere nach 45 bis 90
(im Durchschnitt: 64) Tagen eine diabetische Stoffwechsellage. Die subkutanen Immu-
nisierungen mit 150μg Peptid/Alum führten innerhalb von 48 bis 122 (im Durchschnitt:
77) Tagen zu einer Diabetesrate von insgesamt 66.7% (sofern das aus dem Versuch
ausgeschiedene kranke Tier nicht einbezogen wurde bei 80%).

3.3 Ergebnisse der Genotypisierung der
RIP-CD80+GP+ Mäuse

3.3.1 Allgemeines

Um das Vorhandensein des CD80-Transgens auf den pankreatischen β-Zellen und die
damit assoziierte Suszeptibilität für Autoantigen-induzierbaren Diabetes bei den RIP-
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CD80+GP+ Mäusen nachzuweisen, wurde aus jedem Wurf der RIP-CD80+GP+ Ver-
suchstiere die DNA je einer zufällig ausgewählten Maus diesbezüglich analysiert. Ins-
gesamt wurden 19 RIP-CD80+GP+ Mäuse genotypisiert. Es konnte lediglich das Vor-
handensein des CD80-Gens nachgewiesen werden. Eine Unterscheidung, ob ein homo-
oder heterozygoter Genotyp vorlag, war nicht möglich, jedoch in diesem Versuchskon-
zept auch nicht notwendig. Als Negativkontrolle für das CD80-Gen diente die zusätz-
lich isolierte DNA von 2 NOD-Mäusen, welche dieses Gen nicht trugen. Als PCR-
Positivkontrolle diente das “MEN-Gen”. Da dieses Gen bei jeder Maus vorlag, ergab
folglich eine erfolgreiche PCR auch immer ein Produkt. Zur Beurteilung der nachweis-
baren Banden wurde eine DNA-Referenz-Leiter (TrackIt 50bp DNA Ladder, Invitro-
gen) verwendet (s. Kap. 2.5).
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Tabelle 3.9: Genotypisierung 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ladder 10 14 22 30 40 45 50 55 60 NOD 40 Ladder

mCD80
(642bp)

MEN
(159bp)

Anmerkung: Bei den Ziffern in der zweiten Zeile handelt es sich um die Identifikations-
nummern der jeweiligen Versuchstiere. In Slot 6: Tasche ausgelaufen, daher nochmals
in Tasche 12 pipettiert, um Ergebnis zu sichern.

Tabelle 3.10: Genotypisierung 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ladder 102 106 112 121 127 133 135 142 144 65 NOD Ladder

mCD80
(642bp)

MEN
(159bp)

Anmerkung: Bei den Ziffern in der zweiten Zeile handelt es sich um die Identifikations-
nummern der jeweiligen Versuchstiere.
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3.3.2 Ergebnisse der Genotypisierung

In je zwei Versuchsteilen wurde die DNA der insgesamt 19 RIP-CD80+GP+ sowie
der NOD Mäuse amplifiziert und anschließend mittels Gelektrophorese aufgetrennt und
analysiert. Bei allen Mäusen wurde das MEN-Gen bei 159 bp in der Gelektrophorese
nachgewiesen, was die erfolgreiche Durchführung der PCR anzeigte. Die amplifizierten
DNA-Proben der NOD Mäuse, welche als Negativkontrolle für das CD80-Gen dienten,
wiesen lediglich die MEN-Gen Bande auf. Bei allen Proben der RIP-CD80+GP+ Mäuse
waren hingegen jeweils 2 Banden sichtbar: das MEN-Gen bei 159 bp und eine weite-
re Bande bei 642 bp, welche das Vorliegen des CD80-Gens bewies. Somit konnte der
generelle Erfolg der PCR-Durchführung bzw. der DNA-Amplifikation bestätigt wer-
den sowie die Spezifität des mCD80-Primers mit selektiver Amplifikation des CD80-
Genprodukts. Da bei allen der genotypisierten RIP-CD80+GP+ Mäuse (je 1 zufällig
ausgewählte Maus aus jedem Wurf) das Vorhandensein des CD80-Gens nachgewiesen
werden konnte, wurde die genetisch kodierte Eigenschaft der erhöhten Suszeptibilität
für Autoantigen-induzierbaren Diabetes verifiziert (s. Tab. 3.9 und 3.10).

3.4 Ergebnisse des Peptidbindungsverhaltens mittels
FACS-Analyse

3.4.1 Allgemeines

In der Studie von Pechhold (Pechhold 2007) konnte gezeigt werden, dass die Diabeto-
genität von spezifischen Peptiden unter anderem von deren Bindungsaffinität an MHC-
Klasse 1 Moleküle abhängt. Um dieses Verhalten an den von uns verwendeten Peptiden
zu überprüfen, wurde mittels der humanen Lymphoblasten-Zelllinie “T2”, deren Zellen
die transgen murine MHC-Klasse 1 H-2Db Moleküle exprimieren, das Bindungsverhal-
ten der jeweiligen Epitope an die MHC-Klasse 1 Moleküle untersucht. Mittels durch-
flusszytometrischer Analyse wurden die Peptidkonzentrationen berechnet, die notwen-
dig waren, um die MHC-Klasse 1 Moleküle um das Doppelte der gemessenen Hinter-
grundfluoreszenz zu stabilisieren. Es wurden die Bindungscharakteristika der einzelnen
Peptide analysiert und ferner untersucht, ob die jeweilige Bindungsaffinität mit der in
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vivo gemessenen Diabetesrelevanz korrelierte (s. Kap. 2.4). Darüber hinaus erfolgte ein
Vergleich der Bindungseigenschaften der individuellen Peptide in Relation zueinander
(s. Tab. 3.11).
Aufgrund von zwei gleichartig durchgeführten Messungen am HMGU zu zwei ver-
schiedenen Zeitpunkten konnten die Ergebnisse auf ihre Wiederholbarkeit untersucht
werden.

3.4.2 Ergebnisse der FACS-Analyse

Das Peptidbindungsverhalten an die MHC-Klasse 1 Rezeptoren wurde in zwei zeitlich
von- einander unabhängigen Versuchen unter gleichartigem Versuchsaufbau analysiert.
Es wurde untersucht, welche Peptidkonzentration notwendig war, um die MHC-Klasse
1 Rezeptoren der Zellen um das Doppelte der gemessenen Hintergrundfluoreszenz zu
stabilisieren. Folgende Peptide wurden untersucht: LCMV-GP 276-286, mIGRP 225-
233, IGRP 241-249 und FNL 9 (s. Kap. 2.4).

LCMV-GP 276-286

Bereits mit einer geringen Peptidkonzentration von im Mittel 14.5μM bei GP 276-286
war eine Stabilisierung der MHC-Klasse 1 Moleküle um das Doppelte der gemessenen
Hintergrundfluoreszenz (= GEO mean) zu beobachten. Werden die Ergebnisse der bei-
den zeitlich voneinander unabhängigen Versuche verglichen (s. Tab. 3.11), so war mit
19μM im ersten Versuch (V1) eine höhere Peptidkonzentration im Vergleich zum zwei-
ten Versuch (V2) notwendig. Im Vergleich zu dem Epitop GP 276-286 zeigte sich bei
dem Peptid FNL 9 eine vergleichbar hohe Peptidkonzentration (=14.5μM) zur MHC-
Stabilisierung. Bei mIGRP 224-233 und IGRP 241-249 waren deutlich höhere Konzen-
trationen (44μM und 48μM) nötig. Die Ergebnisse der in vitro Bindungsaffinität des
Epitops GP 276-286 korrelierten hier mit der in vivo gemessenen hohen Diabetesrele-
vanz (Diabetesrate unter Verwendung von GP 276-286: 91.7%).

FNL 9

Auch bei dem Epitop FNL 9 erreichten bereits sehr geringe Peptidkonzentrationen (im
Mittel ebenfalls 14.5μM) eine MHC-Klasse 1 Molekül-Stabilisierung um das Doppel-
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te der gemessenen Hintergrundfluoreszenz. Im Vergleich der beiden Versuche wurde
im Versuch 1 eine höhere Peptidkonzentration (20μM) notwendig, um das Doppelte
der gemessenen Hintergrundfluoreszenz zu messen, als im Versuch 2 (9μM). Vergli-
chen mit den anderen Epitopen war die Bindungsaffinität bei dem Peptid GP 276-286
vergleichbar, hingegen bei mIGRP 225-233 und IGRP 241-249 deutlich niedriger (auf-
grund von notwendigen höheren Peptidkonzentrationen von 44μM und 48μM). Die in
vivo gemessene Diabetesrate lag unter Verwendung des Epitops FNL 9 bei 41.7% und
damit deutlich niedriger als bei GP 276-286 (91.7%). Trotzdem war die in vitro analy-
sierte Bindungsaffinität dieser beiden Peptide an die MHC-Klasse 1 Moleküle gleich
stark ausgeprägt.

mIGRP 225-233

Unter Verwendung von mIGRP 225-233 war im Durchschnitt 44μM Peptidlösung not-
wendig, um die MHC-Stabilisierung um das Doppelte der Hintergrundfluoreszenz zu er-
reichen. In beiden Versuchsteilen wurden ähnliche Peptidkonzentrationen benötigt (V1:
36μM, V2: 52μM). Im Vergleich mit den Epitopen GP 276-286 und FNL 9 zeigte sich
eine deutlich niedrige Bindungsaffinität (also Verwendung einer höheren Peptidkonzen-
tration), die Bindungsaffinität war IGRP 241-249 mit einer benötigten Peptidkonzentra-
tion von durchschnittlich 48μM vergleichbar. Den in vitro Ergebnissen gegenüberge-
stellt lag die in vivo Diabetesrate bei dem Peptid mIGRP 225-233 von den als diabeto-
gen beschriebenen Epitopen FNL 9, IGRP 241-249 und mIGRP 225-233 mit 66.7% am
höchsten (verglichen zu 41.7% bei FNL 9 und 25% bei IGRP 241-249). Dies ist nicht
kongruent zu den ermittelten in vitro Resultaten mit einer deutlich höheren Bindungs-
affinität von FNL 9 verglichen mit mIGRP 225-233. Erwartet wäre eher eine höhere
Bindungsaffinität des Peptids mIGRP 225-233 aufgrund dessen in vivo nachgewiesener
größeren Diabetogenität.

IGRP 241-249

Die niedrigste Bindungsaffinität zeigte das Epitop IGRP 241-249. Hier war durchschnitt-
lich eine Peptidkonzentration von 48μM notwendig, um eine MHC-Klasse 1 Molekül-
Stabilisierung um das Doppelte der gemessenen Hintergrundfluoreszenz zu erreichen.
In beiden Versuchsteilen waren mit 45μM (V1) und 52μM (V2) vergleichbare Peptid-
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konzentrationen notwendig, um das Doppelte der gemessenen Hintergrundfluoreszenz
zu erreichen. Die Bindungsaffinität der Epitope GP 276-286 und FNL 9 lag mit einer
benötigten Peptidkonzentration von 14.5μM deutlich höher und das Peptid mIGRP 225-
233 zeigte eine ähnliche Affinität (Peptidkonzentration mIGRP 225-233: 44μM). Wer-
den die in vitro Resultate mit denen der in vivo Versuche verglichen, zeigt sich im in
vitro Teil die geringste Bindungsaffinität, passend zu der in vivo niedrigsten Diabetes-
rate (25%) für IGRP 241-249 unter den untersuchten, in der Literatur als diabetogen
beschriebenen Epitopen FNL 9, mIGRP 225-233 und IGRP 241-249.

Zusammenfassung der Ergebnisse der FACS-Analyse

Zusammenfassend zeigte sich keine eindeutig kongruente Korrelation der Bindungsaf-
finität der Peptide zu den entsprechenden Diabetesraten. Zwar konnte eine starke Kor-
relation der Bindungsaffinität der Peptide GP 276-286 und IGRP 241-249 mit der in
vivo gemessenen Diabetesrelevanz aufgezeigt werden (s. Kap. 3.1.6 und Kap. 3.1.12).
Bei FNL 9 war die Bindungsaffinität jedoch deutlich höher im Vergleich zu der in vivo
Diabetesrate (s. Kap. 3.1.10). Unter Verwendung von mIGRP 225-233 waren ebenfalls
inkongruente Ergebnisse auffällig: in der in vivo Verwendung (s. Kap. 3.1.14) zeigte
das Peptid die höchsten Diabetesraten (unter den als diabetogen beschriebenen Epito-
pen FNL 9, IGRP 241-249 und mIGRP 225-233), wo hingegen die Bindungsaffinität
des Peptids bei den in vitro Versuchen am zweitniedrigsten lag (s. Tab. 3.11). Es wären
weitere, über diese Arbeit hinausführende Experimente notwendig, um zu prüfen, ob
die Diabetogenität von speziellen Peptiden tatsächlich von deren Bindungsaffinität an
MHC-Klasse 1 Moleküle abhängig ist.
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Tabelle 3.11: Ergebnisse der FACS-Analyse

Peptid Versuch Konzentration Peptid
GP 276-286 V1 (08/2009) 19μM

V2 (02/2010) 10μM
V1+V2 (gesamt) 14.5μM

FNL 9 V1 (08/2009) 20μM
V2 (02/2010) 9μM

V1+V2 (gesamt) 14.5μM
mIGRP 225-233 V1 (08/2009) 36μM

V2 (02/2010) 52μM
V1+V2 (gesamt) 44μM

IGRP 241-249 V1 (08/2009) 45μM
V2 (02/2010) 52μM

V1+V2 (gesamt) 48μM
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Diskussion

4.1 Zellimmunisierungen im RIP-CD80+GP+
Mausmodell

Harlan konnte 1994 zeigen, dass es im transgenen RIP-CD80+ Mausmodell möglich ist
Autoimmundiabetes antigenspezifisch zu induzieren (Harlan 1994). RIP-CD80+ Mäu-
se exprimieren das kostimulatorische CD80(=B7-1)-Molekül auf den pankreatischen
β-Zellen. Dadurch sind sie empfänglich für den Angriff von Immunzellen. Verschie-
denste Immunisierungsarten mit Agenzien, die eine Immunreaktion gegen in den β-
Zellen exprimierte Proteine auslösen, können zur β-Zellzerstörung und Diabetesent-
wicklung in RIP-CD80+ Mäusen führen (Harlan 1995; v. Herrath 1995; Karges 2002;
Rajasalu 2004). Ohashi etablierte ein Mausmodell, in dem das Glykoprotein aus dem
Lymphozytären Choriomeningitis Virus (LCMV-GP) als experimentelles β-Zellauto-
antigen (Modellantigen/Positivkontrolle) dient, wenn es ebenfalls transgen unter dem
Ratteninsulinpromoter in den pankreatischen β-Zellen exprimiert wird (Ohashi 1991).
Immunisierungen mit LCMV-GP führen über eine β-Zellzerstörung folglich zur Diabe-
tesinduktion. Das bitransgene Mausmodell RIP-CD80+ x RIP-GP+ für induzierbaren
Autoimmundiabetes wurde in Folge genutzt, um die Grundlagen des Autoimmundiabe-
tes und der auftretenden autoimmunen T-Zellreaktion zu analysieren (Pechhold 2001;
Pechhold 2003; Pechhold 2007).
Reife dendritische Zellen fungieren als professionelle, Antigen-präsentierende Zellen
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im Immunsystem. Eine potente Immunisierungsmethode ist die intraperitoneal Injekti-
on von aus dem Knochenmark von Spendermäusen isolierten und in der Zellkultur aus-
gereiften dendritischen Zellen (BM-DC), die mit Diabetes-relevanten Peptiden beladen
sind. Pechhold zeigte, dass Immunisierungen mit dem dominanten (LCMV-GP 33-41)
und dem subdominanten (LCMV-GP 276-286) zytotoxischen Epitop, die im LCMV-GP
Modellantigen translatiert werden, zur zuverlässigen β-Zellzerstörung und Diabetesma-
nifestation in RIP-CD80+GP+ Mäusen führen (Pechhold 2007). Des Weiteren wies er
nach, dass es unter Verwendung des irrelevanten Epitops LCMV-NP 396-404 zu keiner
Diabetesinduktion kommt. Die Korrelation zwischen Peptidaffinität und -konzentration,
die für die Beladung der BM-DC benutzt wurde, und dem Zeitraum bis zur Diabetesma-
nifestation zeigte eine prädiktive Aussagekraft über die Diabetesrelevanz der verwende-
ten Epitope. Damit ist diese Methode im RIP-CD80+GP+ Mausmodell anwendbar, um
in vivo die Diabetesrelevanz von T-Zellepitopen (= Peptide aus 8 bis 10 Aminosäuren)
zu überprüfen (Pechhold 2007).

In der Literatur werden CD8+ T-Zellepitope beschrieben, denen aufgrund verschiedens-
ter T-Zellcharakterisierungsmethoden eine relevante Rolle in der Diabetes-assoziierten
Autoimmunität zugesprochen wird (DiLorenzo 2007). Von diesen Peptiden wurden für
diese Arbeit drei ausgewählt: FNL 9, IGRP 241-249 und mIGRP 225-233. Bezüglich
der tatsächlichen Diabetogenität wird FNL 9 bis dato ein Evidenzlevel A (Evidenz,
dass das Epitop von einem ganzen Protein präsentiert wird und die T-Zellantwort spon-
tan erfolgt) sowie IGRP 241-249 und mIGRP 225-233 ein Evidenzlevel B (keine Evi-
denz, dass das Epitop von einem ganzen Protein präsentiert wird, jedoch spontane T-
Zellantwort) (DiLorenzo 2007) zugesprochen.

Im NOD-Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Peptide aus
dem der katalytischen Untereinheit der Insel-spezifischen Glukose-6-Phosphatase ver-
wandten Protein eine Rolle in der Diabetesentwicklung spielen (Krishnamurthy 2006;
Nakayama 2005). Im Rahmen dieser Arbeit sollte dies für die Epitope IGRP 241-249
und mIGRP 225-233 (Takaki 2006; Ouyang 2006; Han 2005b) unter Verwendung des
RIP-CD80+GP+ Mausmodell bestätigt werden.

Lieberman identifizierte im NOD-Mausmodell u.a. das Peptid FNL 9 aus der DMK =
Dystrophia-Myotonica-Kinase als möglichen Auslöser einer T-Zellvermittelte Autoim-
munreaktion gegen die β-Zellen des Pankreas (Lieberman 2004). In dieser Arbeit sollte
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die Diabetogenität von FNL 9 unter Verwendung des RIP-CD80+GP+ Mausmodell ve-
rifiziert werden.

Um die Anwendbarkeit des Mausmodells in unserem Versuchssetting zu verifizieren,
wurden die bereits von Pechhold bestätigten Positiv- und Negativkontrollen für die Im-
munisierungen mit den Peptid-beladenen reifen dendritischen Zellen benutzt. Für das
dominante (LCMV-GP 33-41) bzw. subdominante (LCMV-GP 276-286) zytotoxische
Epitop aus dem Positivautoantigen konnten mit Pechhold vergleichbare Versuchsergeb-
nisse erzielt werden (s. Kap. 3.1.3, Kap. 3.1.4 und Kap. 3.1.5, Kap. 3.1.6). Interessan-
ter Weise lieferte die Negativkontrolle (LCMV-NP 396-404, Peptid aus dem LCMV-
Nukleoprotein, welches im verwendeten Mausmodell nicht präsent ist) in unserer Ver-
suchsreihe abweichende Ergebnisse: Aus ungeklärten Gründen entwickelten 3 der mit
LCMV-NP 396-404 immunisierten Mäuse eine diabetische Stoffwechsellage. Damit lag
die Diabetesrate hier bei 25% (s. Kap. 3.1.7, Kap. 3.1.8). Pechhold hingegen vermerkte
keine diabetischen Tiere unter Verwendung des LCMV-NP 396-404 (Pechhold 2007).
Unsere Ergebnisse sind durchaus kritisch zu werten, denn in einem Mausmodell für
induzierbaren Autoimmundiabetes sollte nach Immunisierung mit einem irrelevanten
Peptids kein Diabetes auftreten. Jedoch hat das RIP-CD80+GP+ Mausmodell gewis-
se Limitationen: Aufgrund der transgenen Expression des kostimulatorischen CD80-
Moleküls auf den β-Zellen des Pankreas wird die Diabetesinduktion (Pechhold 2003)
und damit vermutlich auch die spontane Diabetesentwicklung erleichtert. Es ist daher
diskutabel, ob es sich in unserem Versuch um spontan diabetische Tiere handelte. Oder
es wurde durch Verwendung des Peptids aus dem LCMV-Nukleoprotein, welches im
RIP-CD80+GP+ Mausmodell nicht präsent ist, eine bis dato nicht bekannte Autoim-
munreaktion angestoßen, die zu einer Destruktion der β-Zellen führte. Bei den Zellim-
munisierungen mit LCMV-NP 396-404 wurden Versuchstiere im Alter von 8-15 Wo-
chen für die Peptidinjektion gewählt. Lediglich die Tiere in der Gruppe der 10-13 Wo-
chen alten Tiere bei Immunisierung zeigten das Ergebnis einer fehlenden Diabetesin-
duktion bei Applikation der Negativkontrolle. In der Gruppe der 8-9 Wochen alten
Tiere wurden 50% nach 125 Tagen und in der Gruppe der 14-15 Wochen alten Mäu-
se 33% nach 99 Tagen diabetisch (s. Kap. 3.1.7, Kap. 3.1.8). Spekuliert werden kann
anhand der hier vorliegenden Ergebnisse, ob bei Verwendung von verhältnismäßig jun-
gen bzw. alten Versuchstieren eine instabilere Disposition bzgl. der Diabetessuszepti-
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bilität bzw. allgemein des Immunverhaltens vorliegt. Somit könnte das Einschließen
von Tieren in mittlerem Alter zwischen 10-12 Wochen bei Immunisierung zu stabileren
und damit valideren Versuchsergebnissen führen. In der genannten Studie von Pechhold
(Pechhold 2007) wurden keine Angaben zum Alter der Versuchstiere gemacht, sodass
hier kein Vergleich gezogen werden kann.

Im Weiteren wurde die Diabetesrelevanz von den ausgewählten (s.o.) Epitopen unter-
sucht. In unserer Versuchsreihe der Immunisierungen mit den Peptid-beladenen reifen
dendritischen Zellen war das Peptid mIGRP 225-233 mit einer Diabetesrate von 66.7%
das potenteste der ausgewählten, potentiell diabetogenen Epitope (s.o.). Es konnte im
Vergleich mit der Negativkontrolle signifikant (p< 0.05) häufiger Diabetes auslösen (s.
Kap. 3.1.13, Kap. 3.1.14). Mit einer Diabetesrate von 41.7% war FNL 9 das zweitpoten-
teste der als Diabetes-induzierend beschriebenen Peptide (s. Kap. 3.1.9, Kap. 3.1.10).
Das Peptid IGRP 241-249 zeigte eine Diabetesrate von 25%. Damit hatte es unter den
als diabetogen beschriebenen Peptiden die geringste Diabetogenität (s. Kap. 3.1.11, Kap.
3.1.12). Insgesamt konnte in dieser Arbeit die Diabetesrelevanz der o.g. ausgewählten
Epitope in vivo nachgewiesen werden.

Darüber hinaus wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der Diabeto-
genität der Epitope und Alter bei Immunisierung bzw. Geschlecht der Versuchstiere
gab. Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen Alter oder Geschlecht und dem
Auftreten von Diabetes nachgewiesen werden. Die z.T. leicht unterschiedlichen Diabe-
tesraten wurden im Rahmen der statistischen Varianz gewertet.

Zusätzlich wurden die Ergebnisse der HMGU-Experimente mit Resultaten aus Vorver-
suchen an den National Institutes of Health (NIH) verglichen, um zu bestätigen, dass
auch in verschiedenen Räumlichkeiten und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Repro-
duzierbarkeit der Versuchsreihe gegeben war. Lediglich bei den Immunisierungen mit
FNL 9 fiel auf, dass die Versuchstiere am NIH früher diabetisch wurden im Vergleich
zum HMGU. Diabetes manifestierte sich am NIH im Mittel innerhalb von 58 Tagen. Am
HMGU erkrankten die Tiere durchschnittlich nach 82 Tagen. Mit einer Rate von 46.2%
Diabeteserkrankungen am NIH verglichen mit 41.7% erkrankten Mäusen am HMGU
zeigten sich jedoch insgesamt statistisch vergleichbare Ergebnisse (p= 0.439). Nach Ap-
plikation von IGRP 241-249 entwickelten die Mäuse am HMGU mit durchschnittlich
81 Tagen im Vergleich schneller eine diabetische Stoffwechsellage als das Versuchstier
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am NIH mit 158 Tagen. In diesem Versuchssetting mit Versuchsende bei Erreichen von
20 Lebenswochen wäre die diabetische Maus des NIH mit Diabetesbeginn nach erst 158
Tagen bereits zuvor aus dem Versuch ausgeschieden und wäre dementsprechend nicht
in die Liste der Diabetes-positiven Tiere aufgenommen worden. Entsprechend der in
dieser Arbeit verwendeten Kriterien läge demnach die Diabetesrate am NIH bei 0%.
Jedoch waren auch hier die Diabetesraten insgesamt nicht signifikant unterschiedlich.
Es ist möglich, dass es durch Unterschiede in der Qualität der verwendeten BM-DC
zu den unterschiedlichen Zeiträumen bis zum Auftreten von Diabetes gekommen ist.
Vielleicht gab es auch Abweichungen in der Technik der Applikation der Immunisie-
rungslösungen oder die Diabetesinduktion wurde durch zusätzliche externe Triggerfak-
toren/Umweltfaktoren beschleunigt bzw. durch andere Faktoren gehemmt.

4.2 Alternative Peptidapplikationsmethoden im RIP-
CD80+GP+ Mausmodell

Obwohl die Diabetesinduktion mittels Peptid/BM-DC-Transfer zuverlässig funktionier-
te, waren die Gewinnung der BM-DC und die Nachverfolgung der Mäuse bis zur Dia-
betesentstehung sehr zeitaufwändig. Daher wurde untersucht, ob andere Peptidappli-
kationsmethoden ebenfalls Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen auslösen können und
weniger zeitaufwändig sind. Eine direkte Applikation der Peptide in PBS bzw. in Kom-
bination mit einem Adjuvans (Imject Alum, Pierce) sollte dabei die Zeit für die BM-DC
Kultivierung einsparen und eine entsprechend hohe Konzentration an verabreichtem
Peptid die Beobachtungszeit bis zur Diabetesmanifestation verkürzen. Es wurde ge-
prüft, ob ohne die sehr sensitive Methode der spezifischen Zellimmunisierungen mit
BM-DC in den nun durchgeführten Versuchen mit Adressierung aller Immunzellen
durch reine Peptidinjektionen ebenfalls effektiv Diabetes induziert werden konnte. Für
die Versuche wurde ausschließlich das dominante Epitop LCMV-GP 33-41 des Positiv-
Kontrollantigens LCMV-GP verwendet, welches bereits in geringer Konzentration auf
BM-DC geladen sehr effizient und zeitnah Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen aus-
löste (s. Kap. 3.1.3, Kap. 3.1.4). Insgesamt wurden drei Teilexperimente durchgeführt
unter Verwendung des LCMV-GP 33-41 in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen
(50, 100 und 150μg). Im ersten Experiment wurde das Peptid subkutan in Kombination
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mit PBS appliziert. Im zweiten Teilabschnitt der Experimente erfolgte die subkutane
Immunisierung in Kombination mit dem Adjuvans Imject Alum (Pierce). Im dritten
Versuchsteil wurde geprüft, ob mittels intraperitonealer Applikation der LCMV-GP 33-
41/Adjuvans-Lösung bessere Ergebnisse in der Diabetesinduktion erzielt werden konn-
ten, da möglicherweise mehr Immunzellen durch intraperitoneale Immunisierung adres-
siert wurden. In allen Versuchsteilen zeigten sich nur geringe Diabetesraten mit einer
langen Dauer bis zum Auftreten von Diabetes (s. Kap. 3.2). Folglich ging die mit der
geringsten Vorbereitungszeit verbundene Applikationsmethode der Peptide mit einer
nicht ausreichend validen Diabetesinduktion und einer fehlenden Zeitoptimierung im
Vergleich zur BM-DC Methode einher und stellt daher keine Alternative zu den Zellim-
munisierungen dar.
Erwähnenswert ist, dass bei Menschen klinische Studien durchgeführt werden, die das
Diabetes-assoziierte Protein GAD65 in Kombination mit einem für die Verwendung am
Menschen zugelassenen Alum-Adjuvans therapeutisch s.c. einsetzen (Ludvigsson 2008a;
Ludvigsson 2008b; Ludvigsson 2009). Ziel dieser Studien ist es, die Diabetes-assozi-
ierten Immunreaktionen abzuschwächen bzw. zu stoppen. In diesem Zusammenhang
haben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine hohe klinische Relevanz, da sich
im RIP-CD80+GP+ Mausmodell bestätigte, dass die Applikation von Diabetes-asso-
ziierten Peptiden in Imject Alum gegensätzliche, Diabetes-fördernde Effekte auslöst.
Weiterführende Studien wären hier sehr naheliegend und vielversprechend.

4.3 Charakterisierung des Peptidbindungsverhaltens

Die Diabetogenität von spezifischen Peptiden hängt unter anderem von deren Bindungs-
affinität an MHC-Klasse 1 Moleküle ab (Pechhold 2007). Um dies für die verwendeten
o. g. Peptide zu untersuchen, sollte mithilfe der humane Lymphoblasten-Zelllinie “T2”,
die transgen murine MHC-Klasse 1 H-2Db Moleküle synthetisiert, das Bindungsver-
halten der jeweils verwendeten Peptide untersucht werden. Dazu wurden die Peptide
in verschiedenen Konzentrationen mit den Zelllinien inkubiert und anschließend durch-
flusszytometrisch analysiert (s. Kap.2.4).
Es wurden die Bindungscharakteristika der einzelnen Peptide untersucht und vergli-
chen, ob die jeweilige Bindungsaffinität mit der in vivo gemessenen Diabetesrelevanz
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korrelierte. Darüber hinaus erfolgte ein Vergleich der Bindungseigenschaften der indivi-
duellen Peptide in Relation zueinander. Aufgrund von zwei gleichartig durchgeführten
Messungen am HMGU München zu zwei verschiedenen Zeitpunkten konnten auch hier
die Ergebnisse auf ihre Wiederholbarkeit untersucht werden. Die Peptide LCMV-GP
276-286, mIGRP 225-233, IGRP 241-249 und FNL 9 wurden analysiert. Zusammenfas-
send zeigte sich zwar eine starke Korrelation der in vitro Bindungsaffinität der Peptide
LCMV-GP 276-286 und IGRP 241-249 mit der in vivo gemessenen Diabetesrelevanz
(s. Kap. 3.1.5, Kap. 3.1.6, Kap. 3.1.11, Kap. 3.1.12). Das spricht für eine prädiktive
Aussagekraft der MHC-Peptid-Bindungsaffinität für die Diabetesrelevanz dieser Pepti-
de und korreliert mit den Ergenissen von Pechhold (Pechhold 2007). Bei FNL 9 war
die Bindungsaffinität deutlich höher im Vergleich zu der in vivo Diabetesrate (s. Kap.
3.1.9, Kap. 3.1.10). Jedoch waren unter Verwendung von mIGRP 225-233 paradoxe
Ergebnisse auffällig: in der in vivo Verwendung zeigte das Peptid die höchsten Diabe-
tesraten (s. Kap. 3.1.13, Kap. 3.1.14) unter den als diabetogen beschriebenen Epitopen,
wo hingegen die Bindungsaffinität des Peptids bei den in vitro Versuchen am zweitnied-
rigsten lag. Um diese Beobachtungen genauer spezifizieren zu können, wären größer
ausgelegte Folgeanalysen sinnvoll.

4.4 Ausblick

Primäre Interventionstherapien sind denkbar für die prädiabetische Phase, da die β-
Zellzerstörung über mehrere Jahre stattfinden kann. Jedoch gibt es bis dato keine di-
rekten Messverfahren, um die T-Zell-vermittelte Autoimmunreaktion zu analysieren
(Martinuzzi 2008). Es wird stetig an neuen Messverfahren gearbeitet, um die Diabetes-
assoziierte T-Zellreaktivitäten im peripheren Blut detektieren zu können (Monti 2007;
Brooks-Worrell 2009; Herold 2009), bis dato leider aber ohne durchgreifenden Erfolg
(Seyfert-Margolis 2006; Herold 2009). Vor allem aber fehlt der endgültige Nachweis
tatsächlich relevanter Zielantigene der autoreaktiven CD8+ T-Zellen. Hierzu wurden
vielversprechende Ansätze im Tier- und insbesondere Mausmodell entwickelt, um β-
Zellautoantigene auf der T-Zellebene zu identifizieren (DiLorenzo 2007). Allerdings
fehlt bis heute ein zuverlässiges Modell, um die Diabetesrelevanz von murinen und
humanen T-Zellepitopen in vivo zu überprüfen.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass intraperitoneale Injektionen mit
aus Knochenmark isolierten und in der Zellkultur ausgereiften dendritischen Zellen
(BM-DC), die mit Diabetes-relevanten Epitopen beladen sind, zur effizienten β-Zell-
zerstörung und zur Diabetesmanifestation im RIP-CD80+GP+ Mausmodell führen. Es
konnte bewiesen werden, dass diese Methode im RIP-CD80+GP+ Mausmodell anwend-
bar ist, um in vivo die Diabetesrelevanz von in der Literatur als diabetogen beschriebe-
nen CD8+ T-Zellepitopen (= Peptide aus 8 bis 10 Aminosäuren) zu prüfen.
In weiteren Versuchen unserer Arbeitsgruppe ist geplant, durch Immunisierungen mit
retroviral transduzierten dendritischen Zellen neue, Diabetes-relevante CD8+ T-Zellepi-
tope zu identifizieren und im Folgenden auch die reaktiven T-Zellen zu phänotypisieren.
Um ferner auch für Menschen relevante T-Zellepitope verifizieren zu können, sind Fol-
geversuche geplant, bei denen die RIP-CD80+GP+ Mäuse mit Mäusen gekreuzt werden,
die chimäre HLA-A2.1/Kb-MHC Klasse 1 Moleküle exprimieren (C57BL/6J-Tg(HLA-
A/H2-K)1Scr/Mmnc) (Vitiello 1991; Botten 2007).
Nach erfolgreicher Identifikation und Charakterisierung von CD8+ T-Zellepitopen im
humanisierten Mausmodell ist weiterhin die Etablierung der Messverfahren an mensch-
lichen Proben geplant. Das Institut für Diabetesforschung in München verfügt über eine
Biobank mit Lymphozytenproben und betreut prospektiv große Studienkohorten. Damit
wäre der Zugriff auf relevantes menschliches Material gewährleistet.
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Zusammenfassung

Typ 1 Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer Zerstörung der Insulin-
produzierenden β-Zellen in den Langerhansschen Inseln des Pankreas durch das kör-
pereigene Immunsystem kommt. Es handelt sich um eine T-Zell-vermittelte β-Zell-
Destruktion, die im Verlauf zu einem absoluten Insulinmangel und damit zur klinischen
Manifestation des T1D führt. Schon lange bevor Diabetes diagnostiziert wird, können
sowohl im Menschen als auch in Tiermodellen Autoantikörper detektiert werden, die
gegen Inselautoantigene gerichtet sind. Durch Messung dieser Autoantikörper können
individuelle Risikoprognosen erstellt werden. Die Verfolgung der Krankheitsentwick-
lung oder -modulation durch direkte Messung der autoreaktiven T-Zellen ist bis heute
jedoch nicht möglich. Das liegt unter anderem daran, dass es noch nicht gelungen ist,
tatsächlich Diabetes-relevante Inselautoantigene bzw. deren Epitope in vivo nachzuwei-
sen.
Das bitransgene RIP-CD80+GP+ Mausmodell wurde seit mehr als zehn Jahren sehr
detailliert studiert, um die Grundlagen des Autoimmundiabetes und der auftretenden
autoimmunen T-Zellreaktion zu analysieren. RIP-CD80+GP+ Mäuse exprimieren das
kostimulatorische CD80- (=B7-1) Molekül auf den pankreatischen β-Zellen, was sie
speziell empfänglich für einen Angriff von Immunzellen macht. In der Literatur wur-
den verschiedenste Peptide beschrieben, denen eine relevante Rolle als T-Zellepitope
in der Diabetes-assoziierten Autoimmunität zugesprochen wird. Allerdings wurde bis
heute noch kein zuverlässiges Modell entwickelt, um dies in vivo zu überprüfen und zu
verifizieren.
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Mithilfe des bitransgenen RIP-CD80+GP+ Mausmodells für induzierbaren Autoimmun-
diabetes wurde im Rahmen dieser Arbeit die Diabetesrelevanz von drei ausgewähl-
ten Autoantigen-Epitopen in vivo analysiert. Ihnen wird in der Literatur eine CD8+
T-Zellvermittelte Autoimmundiabetesrelevanz in vitro zugesprochen: FNL9 aus dem
Protein DMK = Dystrophia-Myotonica-Kinase und Epitope aus dem der katalytischen
Untereinheit der Insel-spezifischen Glukose-6-Phosphatase verwandten Protein (hier
verwendet IGRP 241-49 und mausspezifisches mIGRP 225-233).
Folgende Ergebnisse wurden erlangt:
1. Mittels intraperitonealer Injektion von peptidbeladenen dendritischen Zellen konnte
unter Verwendung des RIP-CD80+GP+ Mausmodells im Rahmen dieser Arbeit erstma-
lig die Diabetogenität der in der Literatur beschriebenen, CD8+ T-Zellepitope mIGRP
225-233, IGRP 241-249 und FNL9 in vivo verifiziert werden.
Die höchste Diabetesrate von den in vitro als diabetogen beschriebenen Peptiden zeigte
mit insgesamt 66.7% mIGRP 225-233 und war damit das potenteste der zu untersuchen-
den Peptide. Mit 41.7% war FNL 9 das zweitpotenteste der als Diabetes-induzierend be-
schriebenen Peptide. Nach Applikation von IGRP 241-249 entwickelten 25% der RIP-
CD80+GP+ Mäuse Diabetes.
2. Die Diabetesinduktion war unabhängig von Ort und Zeit reproduzierbar (zwei gleich-
artig aufgebaute Versuchteile am HMGU, zusätzlich Vergleich der Versuche am HMGU
mit analogen Versuchen am NIH). Auch Alter und Geschlecht der Versuchstiere hatten
keinen relevanten Einfluss auf die Diabetesentwicklung.
3. Es erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse des Peptidbindungsverhaltens an
murine MHC-Klasse 1 H-2Db Moleküle. Hier zeigte sich keine eindeutige Korrelation
der Bindungsaffinität der Epitope zu den entsprechenden in vivo Diabetesraten. Es wä-
ren weitere, über diese Arbeit hinausführende Experimente notwendig, um zu prüfen,
ob die Diabetogenität von den speziellen Peptiden tatsächlich von deren Bindungsaffi-
nität an MHC-Klasse 1 Moleküle abhängig ist.
4. Aufgrund der arbeits- und zeitaufwändigen Diabetesinduktion mittels Peptid/BM-
DC-Transfer wurde in Pilotstudien geprüft, ob andere Peptidapplikationsmethoden eben-
falls Diabetes in RIP-CD80+GP+ Mäusen auslösen können und weniger zeitaufwändig
sind. Hierzu erfolgte eine direkte Applikation (s.c. oder i.p.) des dominanten Epitops
LCMV-GP 33-41 mit und ohne Adjuvans (Imject Alum, Pierce). Keine der Applikatio-
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nen führte zu einer zuverlässigen Diabetesinduktion, entsprechend konnte die Applika-
tionsmethode des Peptid/BM-DC-Transfer nicht simplifiziert werden.
Erstmalig konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die in vivo Diabetesrelevanz der
CD8+ T-Zellepitope mIGRP 225-233, IGRP 241-249 und FNL9 nachgewiesen wer-
den. Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten eine wichtige Rolle bei der Beobachtung der
Krankheitsentstehung bei Kindern mit hohem Diabetesrisiko spielen und so die Grund-
lage zur Entwicklung präziser Methoden für die Nachverfolgung von immunmodulato-
rischen Therapien bilden. Denn die in vivo Verifikation von CD8+ T-Zellepitopen stellt
die Grundlage für die Entwicklung spezifischer T-Zellmessverfahren dar. Darüber hin-
aus könnten die identifizierten Epitope möglicherweise als Antigen-spezifische Ziele
für Immuntherapien benutzt werden, um die Diabetesentstehung zu verhindern.
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