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1 Einleitung: Zellulare Pathogenese des Typ-1-Diabetes

Der Typ-1-Diabetes (T1D) ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung, die durch die
Zerstorung der insulinproduzierenden Betazellen des Pankreas gekennzeichnet ist. In der
Folge des Betazell-Untergangs kommt es zu einem Insulinmangel mit Hyperglykémie, die
zu sekundidren Endorganschidden wie Retinopathie und Nephropathie fiihrt. Die
Schiadigung der Betazellen wird nach herrschender Meinung vornehmlich durch T-
Lymphozyten vermittelt (Phillips, Parish et al. 2009, Todd 2010, van Belle, Coppieters et
al. 2011). Es ist bekannt, dass eine Stérung der Toleranz gegeniiber Selbstantigen
Bestandteil der Pathogenese des T1D ist (Feuerer, Shen et al. 2009). Entsprechend
fokussiert sich die Forschung auf T-Lymphozyten und vor allem auf die Unterart der

regulatorischen T-Lymphozyten (ElEssawy und Li 2015).

Trotz der Hauptrolle der T-Lymphozyten gibt es gute Evidenz dafiir, dass die Schadigung
der Betazellen von anderen Immunzellen im Sinne immunologischer Interaktionen initiiert
(Willcox, Richardson et al. 2009), verstirkt oder abgeschwicht wird (Lehuen, Diana et al.
2010). Diese mitbeteiligten Immunzellen finden sich sowohl im adaptiven Immunsystem
in Form von B-Lymphozyten (Pescovitz, Greenbaum et al. 2009, Lehuen, Diana et al.
2010), als auch im angeborenen Immunsystem in Form von Natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) und Monozyten (Rodacki, Svoren et al. 2007, Lehuen, Diana et al. 2010, Gur, Enk
etal. 2011, Irvine, Gallego et al. 2012).

Die prominentesten Vertreter dieser mitbeteiligten Immunzellen sind die B-Lymphozyten,
welche zu Plasmablasten oder Plasmazellen ausdifferenzieren konnen. Die Produktion von
Autoantikérpern gegen die Inselzellantigene Insulin, Tyrosinphosphatase [A-2,
Glutamatdecarboxylase 65 und Zinktransporter 8 (Ziegler, Ziegler et al. 1989, Grubin,
Daniels et al. 1994, Bonifacio, Lampasona et al. 1995, Wenzlau, Juhl et al. 2007) ist
charakteristisch fiir den T1D und eine der frilhsten nachweisbaren pathologischen
Verdanderungen. Mit der Anzahl der o.g. verschiedenen Antikdrper steigt die
Wabhrscheinlichkeit der Progression zum TID bei priddiabetischen Individuen (Ziegler,
Rewers et al. 2013), auch wenn sie selber nach heutigem Wissensstand keine destruktive
Wirkung auf Inselzellen besitzen (Sibley, Sutherland et al. 1985, Bingley 2010). Die
atiologische Bedeutung der B-Lymphozyten wurde auch anhand ihrer Depletion gezeigt:



So verldngert die selektive Depletion von B-Lymphozyten mittels des gegen CD20
gerichteten Antikorpers Rituximab das diabetesfreie Uberleben signifikant beim
etablierten Tiermodell des T1D, der Non-Obese Diabetic (NOD)-Maus (Hu, Rodriguez-
Pinto et al. 2007, Fiorina, Vergani et al. 2008, Xiu, Wong et al. 2008). Auch beim
Menschen erhélt Rituximab eine signifikant hohere C-Peptid-Ausschiittung, als Marker der
endogenen Insulinproduktion, fiir mindestens ein Jahr aufrecht (Pescovitz, Greenbaum et

al. 2009).

Die Rolle der NK-Zellen beim T1D wurde ebenfalls an der NOD-Maus gezeigt: In diesem
Tiermodell verhindert die Blockade des Rezeptors NKp46 auf natiirlichen Killerzellen die
Entstehung des TI1D (Gur, Porgador et al. 2010). Weiterhin kann von NK-Zellen
produziertes Interferon-y (IFN-vy) direkt bei Betazellen die Apoptose auslosen und indirekt
die Autoimmunreaktion verstdrken, indem es die Expression des Major Histocompatibility
Complexes I (MHC-I) und damit die Prdsentation von Selbstantigen auf Betazellen
verstarkt (Eizirik, Colli et al. 2009, Lehuen, Diana et al. 2010). Bei Menschen mit T1D lief3
sich im Zusammenhang mit einer Infektion der Inselzellen durch das Coxsackie B4-Virus
in histologischen Proben eine Invasion der Inselzellen durch NK-Zellen beobachten (Dotta,

Censini et al. 2007).

Auch bei Monozyten sind bei Typ-1-Diabetikern Auffilligkeiten beschrieben. So findet
sich bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden eine numerische
Verminderung in den CDI14highCD16+ exprimierenden Monozyten mit einer
gleichzeitigen Vermehrung von CD14lowCD16- Monozyten (Irvine, Gallego et al. 2012).
Diese Abweichung von der normalen Verteilung 14sst sich nicht nur bei Typ-1-Diabetikern
nachweisen, sondern in geringerem Umfang auch schon bei nicht-diabetischen
Verwandten ersten Grades (Irvine, Gallego et al. 2012). Eine andere Studie untersuchte die
Expression von Interferon-induzierbaren Genen bei Kindern mit genetischem Risiko fiir
den T1D. Es konnte gezeigt werden, dass die iiberméBige Expression dieser Gene noch vor
dem Auftreten der ersten Autoantikorper geschah und einen Risikofaktor fiir die
darauffolgende Entwicklung von Autoantikdrpern und eines T1D darstellte. Durch die
Expression dieser Gene wurde charakteristischerweise der Oberflichenrezeptor Siglec-1

auf Monozyten transient liberexprimiert (Ferreira et al. 2014). Es fehlen jedoch Daten zur



Expression von Siglec-1 (und damit der Expression der INF-induzierbaren Gene) zum

Zeitpunkt der klinischen Erstmanifestation des T1D.

Nicht zuletzt findet sich eine bedeutende Beteiligung von Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems abseits der T-Lymphozyten auch organspezifisch im Pankreas.
Eine histologische Analyse posthum gewonnener Pankreata von unmittelbar an T1D
Verstorbenen zeigte neben der Infiltration der Langerhans-Inseln durch T-Lymphozyten
auch Makrophagen, NK-Zellen und B-Lymphozyten (Willcox, Richardson et al. 2009) in

unterschiedlichem Ausmal, je nach Stadium der Betazell-Zerstorung.

In den letzten Jahren wurden bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen neue Typen von
Immunzellen mit immunregulatorischen und proinflammatorischen Wirkungen
beschrieben und erforscht. Dazu zdhlen die im Folgenden vorgestellten Untergruppen von
B-Lymphozyten und Myeloiden Suppressorzellen (MDSC). Daten zur Verteilung dieser
Zellen beim T1D fehlen zum jetzigen Zeitpunkt, oder wurden nur an Tiermodellen oder in

wenigen Studien am Menschen untersucht.

Transitionale B-Lymphozyten mit dem Phinotyp CD19+CD27-CD24hiCD38hi stellen
eine unreife Entwicklungsstufe von B-Lymphozyten dar (Sims, Ettinger et al. 2005,
Palanichamy, Barnard et al. 2009, Vossenkamper und Spencer 2011), haben aber mittels
der Freisetzung des immunsuppressiven (Couper, Blount et al. 2008) Interleukin-10 und
weiterer Mechanismen auch eine immunregulatorische Funktion (Mauri und Blair 2010,
Mauri und Menon 2015). Es wurden bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen
Verianderungen an diesen Zellen beobachtet. So sind sie bei der rheumatoiden Arthritis
numerisch vermindert (Flores-Borja, Bosma et al. 2013), beim Systemischen Lupus
Erythematodes (SLE) in ihrer Funktion eingeschrinkt (Blair, Norena et al. 2010) und
zeigen beide Verdnderungen bei der autoimmunen Thrombozytopenie (Li, Zhong et al.
2012). Die Wirkung von Rituximab beim T1D (s.0.) wurde von einigen Autoren durch die
Depletion der B-Lymphozyten und das anschlieBende massenhafte Auftreten von
transitionalen B-Lymphozyten (Palanichamy, Barnard et al. 2009) in ithrer Doppelrolle als
Entwicklungsstufe von B-Lymphozyten und als immunregulatorische Zellen (Fiorina,
Vergani et al. 2008, Mauri 2010, Kleffel, Vergani et al. 2014) erklért. Eine andere potentiell
immunregulatorische Untergruppe von B-Lymphozyten (CD19+CD27+CD24+) vermittelt



thre Wirkung ebenfalls iiber die Produktion von IL-10 und wird in Anlehnung an den
analogen Zelltyp bei Mausen als B10 bezeichnet. Es zeigen sich numerische
Verianderungen dieses Zelltyps bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen (Iwata,

Matsushita et al. 2011), aber es fehlen Untersuchungen beim T1D.

Beim Systemtischen Lupus Erythematodes (SLE) wird im Schub die Expansion von
aktivierten B-Lymphozyten (Rakhmanov, Keller et al. 2009) mit der niedrigen Expression
von CD21 (CD21low) beobachtet (Wehr, Eibel et al. 2004). Auch beim priméaren Sjégren-
Syndrom oder der Granulomatose mit Polyangiitis finden sich CD21low B-Lymphozyten
im Vergleich zu gesunden Kontrollen vermehrt im peripheren Blut (Wehr, Eibel et al.
2004), ebenso bei Patienten mit variablem Immundefektsyndrom mit zusétzlichen

Autoimmunphdnomenen (Warnatz, Denz et al. 2002).

Die vor allem im Zusammenhang mit der Charakterisierung der zelluliren Umgebung von
Tumoren (Gabrilovich und Nagaraj 2009) erforschten MDSC vom granulozytaren Typ (G-
MDSC) zeigten sich ursdchlich fiir die Auflosung der zentralnervosen Entziindung bei der
schubweise verlaufenden Multiplen Sklerose (Ioannou, Alissafi et al. 2012). Murine
MDSC koénnen den T1D bei der NOD/SCID (severe combined immunodeficiency)-Maus
verhindern, indem sie autoreaktive zytotoxische T-Lymphozyten in Anergie versetzen

(Yin, Ma et al. 2010).
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2 Zielsetzung: Untersuchung des zelluliiren Immunsystems

bei der Manifestation des Typ-1-Diabetes

Ziel dieser Arbeit war es, das zelluldre Immunsystem abseits der T-Lymphozyten beim
T1D zu untersuchen, mit einem Fokus auf pro- und antiinflammatorische Immunzellen, die
beim T1D eine dtiologische Bedeutung haben konnten, aber bisher beim Menschen noch
nicht oder nur in wenigen Studien untersucht wurden. Der Hauptteil der Untersuchung
beschiftigte sich mit B-Lymphozyten angesichts ihrer prominenten Rolle in der
Pathogenese des T1D. Neben den bereits genannten Untergruppen von B-Lymphozyten
sollten auch Ausreifungsstufen der B-Lymphozyten-Entwicklung betrachtet werden.
Daneben sollten NK-Zellen, Monozyten und MDSC untersucht werden.

Spezifische Fragestellungen der Arbeit:

1) Gibt es bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich zu Gesunden zahlenmifige
Verianderungen der B-Lymphozyten, insbesondere bei den proinflammatorischen
CD21low oder den antiinflammatorischen transitionalen B-Lymphozyten und B10?
Gibt es zahlenmiBige Verdnderungen bei den Ausreifungsstufen Plasmablasten
und IgD+IgM+ B-Lymphozyten?

2) Sind NK-Zellen bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich zu Gesunden verdndert
aktiviert bzw. exprimieren sie in verandertem Mal3e aktivierende oder inhibierende
Oberflachenrezeptoren?

3) Wird Siglec-1 auf Monozyten von Typ-1-Diabetikern im Vergleich zu Gesunden
vermehrt exprimiert? Lédsst sich die von [rvine, Gallego et al. (2012)
vorbeschriebene Verdnderung der Monozyten-Untergruppen reproduzierbar
beobachten?

4) Gibt es bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich zu Gesunden zahlenméBige
Verianderungen der G-MDSC?

Es sollte mittels Durchflusszytometrie iiberpriift werden, ob die Haufigkeit dieser Zellen
im peripheren Blut von Kindern mit neu manifestiertem T1D anders ist als bei
gleichaltrigen Kindern ohne TID. Diese Untersuchungen wurden mittels zweier

Studienkohorten des Instituts fiir Diabetesforschung, Helmholtz Zentrum Miinchen,
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realisiert. Die Kinder mit neu manifestierten T1D entstammten der bayerischen
Diabetesregisterstudie DiMelli; die Kinder ohne Diabetes entstammten der prospektiven

TEENDIAB-Studie.

Gegenwdrtig ist bei keinem der genannten Immunzelltypen das Auftreten unmittelbar um
den Zeitpunkt der Erstdiagnose des T1D untersucht. Hier konnten noch é&tiologisch
bedeutsame Verdnderungen in den Zellpopulationen zu beobachten sein, ohne dass die
immunkompromittierenden Effekte eines lange bestehenden TI1D die Analyse stark
beeinflussen. Mit der Untersuchung der in Tabelle 1 genannten Zellpopulationen soll diese
Arbeit dazu beitragen, neue zellulire Ziele fiir weitere experimentelle und klinische

Forschung zu suchen.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die untersuchten Zellpopulationen und Marker mit kurzer Beschreibung

der Funktion und Referenz.

Zellpopulation Funktion/ Auftreten bei Referenz
Autoimmunerkrankungen
Transitionale B- Mittels Freisetzung von IL-10 (Mauri und Menon 2015)

Lymphozyten immunsuppressiver Zelltyp
Numerisch vermindert bei (Flores-Borja, Bosma et al.
Untersuchter Phanotyp: ~ Rheumatoider Arthritis. 2013)
CD19+ CD27-
CD24hiCD38hi Funktionell eingeschrankt beim (Blair, Norena et al. 2010)
SLE
Hohere Anzahl ist mit (Newell, Asare et al. 2010)
verlangertem Organiiberleben
nach Nierentransplantation
assoziiert.
Numerisch vermindert und (Li, Zhong et al. 2012)
funktionell eingeschréankt bei der
autoimmunen Thrombozytopenie.
B10 Mittels Freisetzung von IL-10 (Iwata, Matsushita et al.
Untersuchter Phianotyp: =~ immunsuppressiver Zelltyp 2011)
CD19+CD27+CD24+ Veranderung bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen
Granulozytire MDSC sind eine heterogene (Gabrilovich und Nagaraj
Myeloide Gruppe von Vorlduferzellen der 2009, Ioannou, Alissafi et al.
Suppressorzellen Myeloischen Reihe mit 2012)
(G-MDSC) immunsuppressiver Wirkung
Untersuchter Phinotyp:  Expansion von G-MDSC bei (Ioannou, Alissafi et al.
HLA-DR—/low Encephalitis disseminata kurz vor ~ 2012)

CD14-CD33+CD15+

Auflésung der Entziindung und
daran ursichlich beteiligt

Suppression des Typ-1-Diabetes
bei der NOD-Maus durch MDSC

(Yin, Ma et al. 2010)

Plasmablasten Sich stark teilender Vorldufer von (Webhr, Eibel et al. 2004)
Untersuchter Phanotyp:  Plasmazellen
CD19+ CD27+CD38 Expansion bei SLE korreliert mit

Krankheitsaktivitét.
CD21low B- Proinflammatorischer Zelltyp mit ~ (Wehr, Eibel et al. 2004)
Lymphozyten Expansion beim SLE
Untersuchter Phénotyp: ~ Expansion beim Variablen (Rakhmanov, Keller et al.
CD19+CD21low Immundefektsyndrom (CVID) 2009)
mit Expression von V.a. bei CVID mit zusitzlichen (Warnatz, Wehr et al. 2002)
CD86/CD95/1gD Autoimmunphidnomenen

CD86, CD95, IgD auf CD21low
B-Lymphozyten korrelieren mit
Krankheitsaktivitét

(Bijl, Horst et al. 2001,
Wehr, Eibel et al. 2004)

Untergruppen von
CD14 und CD16
exprimierenden
Monozyten
Untersuchter Phanotyp:
CD3- CDI14+/- CD16+/-

Gestorte Verteilung bei Typ-1-
Diabetikern und Verwandten
ersten Grades

(Irvine, Gallego et al. 2012)




Siglec-1-Expression
auf Monozyten

Untersuchter Phanotyp:

CD3-CD14+ CD16+
Siglec-1+

Zeichen der Expression von IFN-
a-induzierbaren Genen. Verstérkt
exprimiert bei viralen Infekten bei
Risikopersonen fiir T1D noch vor
dem Auftreten von Auto-
Antikorpern.

(Ferreira, Guo et al. 2014)

NK-Zellen

Infiltration der Langerhans-Inseln
beim Menschen. Beteiligt an der
Entziindungsreaktion, v.a. in
Verbindung mit einer Coxsackie
B4-Virus-Infektion.

(Dotta, Censini et al. 2007,
Willcox, Richardson et al.
2009)
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3 Grundlagen
3.1 Epidemiologie und Bedeutung des Typ-1-Diabetes

Ein genaueres Verstdndnis der Pathogenese und die Identifikation neuer therapeutischer
Ziele sind, besonders vor dem Hintergrund der weltweit steigenden Inzidenz und der
gesundheitlichen Auswirkungen der Erkrankung, von besonderer Bedeutung. Vor allem in
nordeuropdischen Landern und Nordamerika liegt eine hohe Prévalenz vor (Karvonen,
Viik-Kajander et al. 2000). Dariiber hinaus wird eine jahrliche Zunahme der Inzidenz um
ca. 3-4% in Europa beobachtet (Lehuen, Diana et al. 2010, Patterson, Gyurus et al. 2012).
In Deutschland betrigt die Inzidenz etwa 19 pro 100.000 Einwohner und es zihlt somit zu
den Hochrisikoldndern (Ehehalt, Dietz et al. 2010). So ist der T1D die haufigste
Stoffwechselerkrankung des Kindesalters (Danne und Neu 2012). Zusétzlich ist eine
Linksverschiebung des Manifestationsalters zu jiingeren Kindern zu beobachten (Ehehalt,

Dietz et al. 2010, van Belle, Coppieters et al. 2011).

Um zu iiberleben, sind die Patienten lebenslang auf eine exogene Insulinzufuhr
angewiesen. Der Erfolg der Insulin-Therapie ist stark abhéngig von der Qualitdt der
Durchfiihrung und kann den Blutzucker nicht immer in den physiologischen Grenzen

halten, so dass es zu Episoden von Hyper- und auch Hypoglykdmie kommt.

Hyperglykdmie mit Ketoazidose und schwere Hypoglykdmie sind nicht nur akut
bedrohliche Ereignisse, es kommt zusitzlich ldngerfristig zu mikrovaskulidren und
makrovaskuldren Sekunddrkomplikationen (The Diabetes Control and Complications Trial
1993), wie z.B. diabetischer Retinopathie (Cheung, Mitchell et al. 2010), Nephropathie
(Osterby, Hartmann et al. 2002) und koronarer Herzerkrankung (Fuller, Shipley et al.
1980). Es wird eine Verminderung der Lebenserwartung um etwa 10 Jahre beobachtet,
selbst bei guter Einstellung (van Belle, Coppieters et al. 2011). Eine schlechtere
gesundheitsbezogene Lebensqualitit geht damit einher (Zdunczyk, Sendela et al. 2014,
Mellerio, Guilmin-Crepon et al. 2015).
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3.2 B-Lymphozyten
3.2.1 B-Lymphozyten und der Typ-1-Diabetes

B-Lymphozyten bzw. Plasmazellen produzieren beim TID Autoantikrper gegen
spezifische Strukturen von Betazellen, ndmlich gegen Insulin (Ziegler, Ziegler et al. 1989),
Tyrosinphosphatase (Bonifacio, Lampasona et al. 1995), Glutamatdecarboxylase 65
(Grubin, Daniels et al. 1994) und Zinktransporter 8 (Wenzlau, Juhl et al. 2007). Diese
Antikorper haben nach heutiger Erkenntnis keine destruktive Wirkung auf die Betazellen
(Sibley, Sutherland et al. 1985, Bingley 2010), sind aber Anzeichen des Bruchs der
peripheren Toleranz und Marker des Autoimmunprozesses (Bingley 2010). Mit der Anzahl
der o.g. verschiedenen Antikorper steigt die Wahrscheinlichkeit der Progression zum T1D
bei pradiabetischen Individuen (Ziegler, Rewers et al. 2013). Diese Autoantikoper sind
teilweise mehrere Jahre vor dem Ausbruch des T1D vorhanden. Das friihe Auftreten von
Auto-Antikdrpern impliziert eine Rolle fiir B-Lymphozyten (bzw. Plasmazellen) in den

frithen autoimmunologischen Ereignissen (van Belle, Coppieters et al. 2011).

Der unmittelbare Beitrag der B-Lymphozyten zur Pathogenese des T1D, der iiber die
Produktion von Antikérpern hinausgeht, 14sst sich unter anderem auch durch die Wirkung
von Rituximab zeigen. Dies ist ein therapeutisch eingesetzter monoklonaler Antikdrper
gegen CD20, der selektiv B-Lymphozyten depletiert und klinisch zur Behandlung von
malignen Lymphomen etabliert ist (Maloney 2012). Es konnte gezeigt werden, dass
Rituximab bei neu diagnostizierten Typ-1-Diabetikern zu einer erhohten
Insulineigenproduktion fiihrte. Patienten hatten ein Jahr nach Rituximab-Gabe signifikant
hohere residuale C-Peptid-Ausschiittung sowie bessere HbAlc-Werte als Patienten der
Placebo-Gruppe (Pescovitz, Greenbaum et al. 2009). Im zweiten Jahr des
Untersuchungszeitraums, in dem keine weiteren Rituximab-Gaben erfolgten, glichen sich
jedoch C-Peptid-Ausschiittung und HbAlc-Werte zwischen der Rituximab-Gruppe und
der Placebo-Gruppe an (Pescovitz, Greenbaum et al. 2014).

Die herrschende Meinung zur Rolle der B-Lymphozyten in der Pathogenese des T1D ist,
dass sie als sekundére antigenpriasentierende Zellen den Autoimmunprozess vorantreiben
(Silveira, Johnson et al. 2002, Wong, Wen et al. 2004, Thompson, Pekalski et al. 2014).

Beim Menschen finden sich CD20+ B-Lymphozyten in den Langerhans-Inseln vor allem

16



gegen Ende der Insulitis bei fortgeschrittenem Betazell-Untergang (Willcox, Richardson et
al. 2009).

3.2.2 Regulatorische B-Lymphozyten

In Analogie zu T-Lymphozyten, die neben zytotoxischen auch regulatorische T-
Lymphozyten (Treg) umfassen, welche die Immunantwort supprimieren, wurden in letzter
Zeit auch Populationen von B-Lymphozyten beschrieben, die eine immunregulatorische
und -suppressive Wirkung ausiiben. Diese werden unter dem Begriff regulatorische B-

Lymphozyten (Breg) zusammengefasst (Mauri und Menon 2015).

Die beiden am besten untersuchten Gruppen von By lassen sich anhand ihrer Expression
des Memory-Lymphozyten-Markers CD27 (Agematsu, Hokibara et al. 2000) als
Populationen von unreifen B-Lymphozyten und Gedichtnis-B-Lymphozyten zuordnen:
Transitionale B-Lymphozyten (CD19+CD27-CD24hiCD38hi) und B10
(CD19+CD27+CD24+).

Transitionale B-Lymphozyten stellen eine Entwicklungsstufe der B-Lymphozyten dar
(Sims, Ettinger et al. 2005). Es sind die ersten Zellen, die aus den Vorldufern der B-
Lymphozyten hervorgehen, und aus dem Knochenmark in das periphere Blut

ausgeschwemmt werden.

Seit wenigen Jahren erfahren transitionale B-Lymphozyten vermehrte Aufmerksamkeit, da
gezeigt werden konnte, dass ein GrofBteil dieser Zellen immunregulatorische und
-suppressive  Wirkungen ausiibt und Storungen dieser Zellen bei einigen
Autoimmunerkrankungen beobachtet wurden (Blair, Norena et al. 2010, Flores-Borja,
Bosma et al. 2013, Mauri und Menon 2015). Transitionale B-Lymphozyten unterdriicken
bei Gesunden sowohl die Proliferation von CD4+CD25- T-Lymphozyten als auch die
Sekretion von IFN-y und Tumornekrosefaktor (TNF) (Flores-Borja, Bosma et al. 2013).

Es wurden verschiedene Mechanismen diskutiert, {iber die transitionale B-Lymphozyten
thre immunsuppressive Wirkung ausiiben. Am weitesten akzeptiert ist die Ausschiittung
von Interleukin 10 (IL-10) mit seinen regulatorischen Eigenschaften (Couper, Blount et al.

2008, Mauri 2010, Mauri und Menon 2015). Bei murinen transitionalen B-Lymphozyten
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wird die Hauptwirkung der Zellen (nahezu) ausschlieBlich iiber IL-10 vermittelt. Beim
Menschen stellt sich die Situation komplizierter dar. Obwohl auch hier die Sekretion von
IL-10 ein wichtiger Bestandteil der Interaktion ist, konnen humane transitionale B-
Lymphozyten weiterhin in vermindertem Malle immunsuppressive Wirkung ausiiben,
wenn IL-10 experimentell ausgeschaltet wird (Blair, Norena et al. 2010, Flores-Borja,
Bosma et al. 2013). Unter den weiteren Mechanismen, derer sich transitionale B-
Lymphozyten bedienen, werden die direkte Zell-Zell-Interaktion mit T-Lymphozyten iiber
die co-stimulatorischen Rezeptoren CD80 und CD86 angenommen, ebenso die Sekretion
des antiproliferativen Transforming Growth Factor f (TGF-B) (Blair, Norena et al. 2010,
Yang, Rui et al. 2013).

Bei  verschiedenen  Autoimmunerkrankungen wurden  Verdnderungen  dieser

regulatorischen B-Lymphozyten festgestellt:

Bei Patienten mit SLE sind regulatorische B-Lymphozyten funktionell eingeschrinkt,
konnen z.B. nicht wie beim Gesunden die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
durch CD4+ T-Lymphozyten einschrianken (Blair, Norena et al. 2010). Flores-Borja et al.
konnten zeigen, dass transitionale B-Lymphozyten sowohl funktionell eingeschrinkt als
auch im peripheren Blut vermindert sind bei Patienten mit aktiver rheumatoider Arthritis
im Vergleich zu Patienten mit in Remission befindlicher rheumatoider Arthritis oder
gesunden  Kontroll-Probanden  (Flores-Borja, Bosma et al. 2013). Bei
Nierentransplantierten konnte eine positive Korrelation zwischen erhdhten
Konzentrationen von transitionalen B-Lymphozyten und einem verbesserten

Organiiberleben gezeigt werden (Newell, Asare et al. 2010).

Eine Depletion der B-Lymphozyten im Mausexperiment mittels eines monoklonalen
Antikdrpers zeigte anschlieBend eine prozentuale Uberreprisentation der murinen
transitionalen B-Lymphozyten, was zu einer Verhinderung oder zumindest Verzogerung
des Diabetes bei den NOD-Maiusen fiihrte (Hu, Rodriguez-Pinto et al. 2007). Hu et al.
stellten sowohl eine durch die transitionalen B-Lymphozyten verursachte Expansion von
Treg als auch eine IL-10-abhingige Immunsuppression fest. Weiterhin waren die Autoren
der Meinung, dass die einmalige Behandlung mit Rituximab nicht so erfolgreich ist wie

eine zyklisch wiederholte, da die transitionalen B-Lymphozyten als Entwicklungsstufe der
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B-Lymphozyten nach einer B-Zell-Depletion friith expandieren und ihre regulatorischen
Eigenschaften ausiiben. Mit der Zeit differenzieren sie zu reifen B-Lymphozyten und
verlieren dadurch ihre immunregulatorische Wirkung (Hu, Rodriguez-Pinto et al. 2007).
Ein analoger Mechanismus ist auch beim Menschen und der nur zeitlich begrenzten
Wirkung von Rituximab beim T1D (s.0.) denkbar (Pescovitz, Greenbaum et al. 2009,
Mauri 2010).

Ein weiterer Phénotyp von regulatorischen B-Lymphozyten, mit der Expression von
CD19+CD27+CD24+ (Iwata, Matsushita et al. 2011), vermittelt seine Wirkung ebenfalls
tiber die Produktion von IL-10 und wird in Anlehnung an den analogen Zelltyp bei Méusen
auch als B10 bezeichnet. Im Gegensatz zu den o.g. Studien an transitionalen B-
Lymphozyten zeigte sich eine Vermehrung dieser B10 und ihrer Progenitorzellen bei

Patienten mit SLE und Sjogren-Syndrom (Iwata, Matsushita et al. 2011).

Der Phinotyp unterscheidet sich aber von den oben genannten transitionalen B-
Lymphozyten durch die Expression von CD27, einem klassischen Marker von Gedéchtnis-
B-Lymphozyten (Agematsu, Hokibara et al. 2000). Ob es sich bei transitionalen B-
Lymphozyten und B10 um zwei verschiedene Zelltypen, dhnliche oder sogar denselben in
verschiedenen Entwicklungsstufen handelt, muss weitere Forschung auf dem Gebiet der
regulatorischen B-Lymphozyten zeigen. Zur Differenzierung der beiden Arten werden B-
Lymphozyten mit der Expression von CD19+CD27-CD24hiCD38hi in dieser Arbeit als
transitionale B-Lymphozyten und B-Lymphozyten mit der Expression von

CD19+CD27+CD24+ als B10 bezeichnet.

Um die Untersuchung des ,,Kompartiments* der B-Lymphozyten zu vervollstindigen und
um vor allem Stérungen in der Ausreifung bis zu den Plasmazellen detektieren zu konnen,
wurden weitere Entwicklungsschritte der B-Lymphozyten untersucht. Beim SLE sind
Ausreifungsstorungen der B-Lymphozyten mehrfach beschrieben (Arce, Jackson et al.
2001, Jacobi, Zhang et al. 2009, Dorner, Jacobi et al. 2011) und werden fiir das Auftreten
von Autoantikdrpern bereits Jahre vor der klinischen Manifestation verantwortlich
gemacht (Thorarinsdottir, Camponeschi et al. 2015). Da Ahnliches fiir die Pathogenese des

T1D zutrifft, bei dem Autoantikorper lange vor Diagnose auftreten konnen, auch ohne zum
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Diabetes zu fithren (In't Veld, Lievens et al. 2007), sollten in dieser Arbeit zusitzlich

weitere Entwicklungsstufen von B-Lymphozyten untersucht werden.

Als zwei weitere Entwicklungsstufen der B-Lymphozyten-Differenzierung wurden
IgM-+IgD+ B-Lymphozyten und Plasmablasten gewahlt. [gM+ IgD+ B-Lymphozyten sind
reife B-Lymphozyten, die das Knochenmark verlassen haben, aber noch nicht mit Antigen
konfrontiert waren (naiv) und den von T-Lymphozyten abhidngigen Klassenwechsel zu
einem anderen Immunglobulin-Molekiil noch nicht vollzogen haben (Murphy, Travers et
al. 2009). Plasmablasten sind Zellen, die wie Plasmazellen Antikorper freisetzen, aber sich
noch teilen. Nach wenigen Tagen horen Plasmablasten auf, sich zu teilen. Sie sterben dann
entweder ab oder differenzieren sich weiter zu Plasmazellen (Murphy, Travers et al. 2009).
Sie exprimieren in grofem Mafle die Oberfldchenantigene CD19+, CD27+ und CD38+
(Fink 2012). CD27 ist ein Marker von Memory-B-Lymphozyten und CD38 vermittelt
Lymphozytenaktivierung und Adhédsion (Ferrero und Malavasi 1999). Die Expansion von
Plasmablasten im peripheren Blut korreliert beim SLE mit der Krankheitsaktivitét (Jacobi,

Mei et al. 2010).

3.2.3 Aktivierte B-Lymphozyten

Die Involvierung von B-Lymphozyten in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes legt eine
verstirkte Aktivierung derselben nahe. Dies konnte beim Systemischen Lupus
Erythematodes, der sich wie der TID durch die Produktion von Autoantikdrpern
auszeichnet (Mohan, Morel et al. 1997), beobachtet werden. Dort ist eine abnormale
Aktivierung der B-Lymphozyten mehrfach vorbeschrieben (Odendahl, Jacobi et al. 2000,
Arce, Jackson et al. 2001, Bijl, Horst et al. 2001, Wehr, Eibel et al. 2004), insbesondere
einer Population von B-Lymphozyten mit der niedrigen Expression von CD21 (CD21low)
(= Komplement-Rezeptor 2 (Szakonyi, Guthridge et al. 2001)). CD19 und CD21 formen
zusammen mit CD81 einen Co-Stimulationskomplex fiir B-Lymphozyten und modulieren

so die Signalkaskade des B-Zell-Rezeptors (Tedder, Zhou et al. 1994).

Diese CD2I1low-Population zeigte sich beim SLE expandiert, unabhingig von der
Krankheitsaktivitit (Wehr, Eibel et al. 2004). Auch bei anderen systemischen
Autoimmunerkrankungen wie beim primdren Sjogren-Syndrom oder der Granulomatose

mit Polyangiitis finden sich CD2llow B-Lymphozyten im Vergleich zu gesunden
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Kontrollen vermehrt im peripheren Blut (Wehr, Eibel et al. 2004), ebenso bei Patienten mit
variablem Immundefektsyndrom mit zusdtzlichen Autoimmunphinomenen (Warnatz,
Denz et al. 2002), wo sie auch mit der Anzahl an autoreaktiven B-Lymphozyten korreliert

(Rakhmanov, Keller et al. 2009).

Der aktivierte Phénotyp von CD2llow B-Lymphozyten spiegelt sich wider in einer
GroBenzunahme gegeniiber normalen B-Lymphozyten (Rakhmanov, Keller et al. 2009)
und der vermehrten Expression von IgD, des FAS-Rezeptors CD95 und des co-
stimulatorischen Molekiils CD86 (Wehr, Eibel et al. 2004), was die Interaktion mit T-
Lymphozyten ermoglicht (Hathcock und Hodes 1996). CD95 16st bei Interaktion mit FAS-
Ligand (CD178) die Apoptose der CD95 tragenden Zelle aus. CD95 wird besonders stark
von aktivierten Lymphozyten exprimiert, um {iberschieBende Immunantworten
einzuddmmen (Nagata und Golstein 1995). Es kann somit als Marker fiir aktivierte
Lymphozyten genutzt werden. Der FAS-Ligand wird vor allem von zytotoxischen T-
Lymphozyten exprimiert (Nagata und Golstein 1995, Krammer 2000). Das co-
stimulatorische CD86 ist beim SLE vermehrt auf CD19+ B-Lymphozyten exprimiert und
korreliert mit der Krankheitsaktivitit, der Aktivierung von B-Lymphozyten und dem Titer
der Anti-Doppelstrang-DNS-Antikorper (Bijl, Horst et al. 2001).
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3.3 Natiirliche Killerzellen

NK-Zellen sind Bestandteil der angeborenen Immunantwort und verfiigen {iber die
gleichen Mechanismen zum Abt6ten anderer Zellen wie zytotoxische T-Lymphozyten
(Kos, Perisic Nanut et al. 2014). Dazu gehoren u.a. die FAS und FAS-Ligand Interaktion
zur Auslosung der Apoptose (Russell und Ley 2002) und die Sekretion von zytotoxischen

Granula mit Perforinen und Granzymen (Burkhardt, Hester et al. 1990).

Allerdings erfolgt bei ihnen keine Selektion fiir ein spezifisches Antigen und Aktvierung
wie bei der adaptiven Immunantwort z.B. durch T-Lymphozyten (Kos und Engleman
1996), sondern NK-Zellen verfiigen iiber ein konstantes Repertoire an Rezeptoren, die
Merkmale von infizierten, {iberalterten oder malignen Zellen erkennen und zur
Vernichtung der erkannten Zelle durch NK-Zellen fiihren. NK-Zellen haben somit die
Féhigkeit, ohne vorherige Antigenprésentation Zellen abzutdten (Karre 2002).

Die Steuerung der Zytotoxizitit der NK-Zelle wird vermittelt {iber auf ihrer Oberfliche
exprimierte aktivierende und inhibitorische Rezeptoren, die an Strukturen anderer Zellen
binden. Durch intrazelluldre Signalkaskaden werden die Signale ,,verrechnet und je
nachdem, welche Wirkung liberwiegt, wird die erkannte Zelle attackiert oder nicht (Vivier,

Nunes et al. 2004).

Ein typischer Mechanismus, den die NK-Zellen dazu nutzen, ist die Uberpriifung der
Expression der MHC-Klasse-I-Molekiile. Maligne Zellen, die MHC-I herunterreguliert
haben, um der T-Zell-vermittelten Immunantwort zu entgehen, werden so im Idealfall

durch NK-Zellen abgetotet (Karre, Ljunggren et al. 1986).

3.3.1 Physiologie und Unterteilung der Natiirlichen Killerzellen

Eine klassische Unterteilung von NK-Zellen im peripheren Blut erfolgt iiber die Expression
von CD56 in zwei Populationen (s. Abb.1): CD56low und CD56high, die sich funktionell
unterschieden. Die CD56high-Population stellt etwa 10% der NK-Zellen dar, sezerniert
grofle Mengen an Zytokinen wie IFN-y und proliferiert nach Stimulation (Cooper, Fehniger

et al. 2001), zeigt aber geringe zytotoxische Eigenschaften. Im Gegensatz dazu weist die
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groBere Gruppe der CDS56low (ca. 90% der NK-Zellen) ausgeprigte zytotoxische
Eigenschaften, jedoch kaum Proliferationsfahigkeit und Zytokinproduktion auf.

NK total _

0 10 10 10
CD16

Abbildung 1: Untergruppen von NK-Zellen definiert iiber die Expression von CD16 und CD56.
Auswahl der Populationen CD16-CD56high, CD16+CD56low und gesamte NK-Zellen (NK total).

Reprisentatives Beispiel von einem Probanden ohne T1D.

Es gibt eine gute Evidenzlage dafiir, dass eine Differenzierung von der CD56high-Gruppe
hin zur CD56low-Gruppe erfolgt. Diese Ansicht wird dadurch untermauert, dass Zellen der
CD56high-Gruppe lingere Telomere aufweisen (Romagnani, Juelke et al. 2007) und in den
sekunddren lymphatischen Organen im Gegensatz zum peripheren Blut den
vorherrschenden Typ von NK-Zellen darstellen (Chan, Hong et al. 2007, Romagnani,
Juelke et al. 2007).

3.3.2 Natiirliche Killerzellen und der Typ-1-Diabetes

NK-Zellen konnen mit Antikdrpern opsonierte Zellen toten, indem sie an die Fc-Fragmente
dieser Antikorper iiber den NK-Rezeptor CD16 binden und ihre zytotoxischen Granula
freisetzen (Perussia 1998). Dies wird als Antikorper-abhdngige zellulire Immunitét
bezeichnet. In Anbetracht der Autoantikorper gegen Inselzellantigene beim T1D scheint

eine Beteiligung von NK-Zellen somit moglich.
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Von NK-Zellen produziertes IFN-y kann direkt bei Betazellen die Apoptose auslésen und
indirekt die Autoimmunreaktion verstirken, indem es die MHC-I-Expression auf

Betazellen verstérkt (Eizirik, Colli et al. 2009, Lehuen, Diana et al. 2010).

Neben diesen theoretischen Uberlegungen konnte eine Beteiligung von NK-Zellen an der
Pathogenese des T1D an verschiedenen Tiermodellen und auch beim Menschen gezeigt

werden:

Der aktivierende NKp46-Rezeptor (CD335) auf NK-Zellen stellt einen der
Hauptrezeptoren auf NK-Zellen dar und kann einen bisher nicht ndher identifizierten
Liganden auf Betazellen im Modell der NOD-Maus und auch beim Menschen binden (Gur,
Enk et al. 2011). Bei der NOD-Maus kann die gleichzeitige Blockade von NKp46 und des
Rezeptors NKG2D den Diabetes verhindern (Gur, Porgador et al. 2010).

Enteroviren wie Coxsackie B4 zdhlen zu den lange diskutierten Risikofaktoren fiir die
Entwicklung von T1D. Es konnten in den Betazellen von Typ-1-Diabetikern Coxsackie-
B4-Viren nachgewiesen werden, begleitet von einer Infiltration von NK-Zellen, die

fiihrend an der Insulitis beteiligt waren (Dotta, Censini et al. 2007).

Bei einem Mausmodell ohne funktionierende FoxP3+ Tiee-Zellen waren NK-Zellen die
frithesten das Pankreas infiltrierenden Zellen, die mittels IFN-y-Ausschiittung die CD4+
T-Lymphozyten zum Angriff auf Betazellen fiihrten (Feuerer, Shen et al. 2009).

3.3.3 Oberflichenrezeptoren der Natiirlichen Killerzellen und ihre Eigenschaften

Entsprechend ihres physiologischen Aktivierungsmechanismus (s.0.) wurde in der
vorliegenden Arbeit fiir die Untersuchung der Natiirlichen Killerzellen der Ansatz gewéhlt,
die Expression von aktivierenden und inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren zu untersuchen,
um Riickschliisse auf den Aktivierungsstatus zum Zeitpunkt der Pathogenese zu ziehen. Im

Folgenden werden die untersuchten Rezeptoren vorgestellt.
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3.3.3.1 Aktivierende Rezeptoren auf Natiirlichen Killerzellen

CD62L ist ein Selektin, das auf Lymphozyten exprimiert wird, die Adhdsion am Endothel
vermittelt und so die Emigration in entziindete Gewebe vorbereitet. Die Expression erfolgt
konstitutiv auf Lymphozyten und wird im Rahmen von Entziindungen hochreguliert. Auf
NK-Zellen wird es vor allem auf der CD56high-Untergruppe exprimiert (Juelke, Killig et
al. 2010).

CD69 ist ein Aktivierungsmarker, der auf NK-Zellen und verschiedenen Lymphozyten
exprimiert wird. Im Modell der NOD-Maus zeigen die im Pankreas nachweisbaren
eingewanderten NK-Zellen eine hohere Expression dieses Aktivierungsmarkers CD69
(Brauner, Elemans et al. 2010). Das fir CD69 kodierende Gen wurde neben der
allgemeinen Beschreibung als aktivierender Rezeptor auch durch genome-wide association
studies am Menschen als veridndertes Kandidatengen bei Typ-1-Diabetikern beschrieben

(Barrett, Clayton et al. 2009).

NKG2D wird auf NK-Zellen und auf T-Lymphozyten exprimiert (Karre 2002, Ogasawara,
Hamerman et al. 2003). Es bindet an eine Gruppe von Molekiilen, die als Reaktion auf
metabolischen Stress oder Infektion mit Viren oder intrazelluldren Bakterien, produziert
werden: MIC-A und MIC-B. Die Bindung des Liganden 16st eine Aktivierung der NK-
Zellen aus. In der NOD-Maus weif3t dieser Rezeptor eine funktionelle Einschrinkung auf,
verursacht durch die Herunterregulation des Rezeptors nach Aktivierung (Ogasawara,

Hamerman et al. 2003).

CD117 (c-Kit) ist eine Rezeptortyrosinkinase, die u.a. Stammzellfaktor bindet und bei
Aktivierung Proliferationssignale an die Zelle weiterleitet. C-Kit wirkt anti-apoptotisch auf
die es exprimierenden NK-Zellen mittels der Expression des Regulatorproteins B-cell

lymphoma 2 (bcl-2) (Carson, Haldar et al. 1994).

CD122 ist ein transmembranidres Glykoprotein und bildet die B-Kette der beiden IL-2 und
IL-15 Rezeptoren auf NK-Zellen. Es wird konstitutiv auf NK-Zellen exprimiert und ist auf
NK-Zell-Progenitorzellen hochreguliert (Luetke-Eversloh, Killig et al. 2013). Der IL-2R
vermittelt die Proliferationsignale an die NK-Zelle und gilt als Aktivierungsmarker

(Minami, Kono et al. 1993).
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CD197 (Chemokine Receptor 7, CCR7) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der von
Lymphozyten und NK-Zellen genutzt wird, um in sekundire lymphatische Gewebe
einzuwandern. Er wird vornehmlich von der CD56high Untergruppe gebildet (Pradier,
Tabone-Eglinger et al. 2014).

3.3.3.2 Inhibitorische Rezeptoren auf Natiirlichen Killerzellen

CD94/NKG2A sind zwei C-Typ-Lektine, die ein Heterodimer bilden, das mit nicht-
polymorphen MHC-Klasse-I-Molekiilen interagiert, wie z.B. HLA-E (Murphy, Travers et
al. 2009). Dieses Heterodimer iibt eine inhibitorische Wirkung auf NK-Zellen aus, so wird

etwa die Produktion von inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y und TNF durch

CD94/NKG2A gedrosselt (de Matos, Berg et al. 2007).

CD161 beeinflusst die Zytotoxizitit von NK-Zellen. Es gibt jedoch widerspriichliche
Berichte tiber entweder eine inhibitorische (Aldemir, Prod'homme et al. 2005, Rosen,
Bettadapura et al. 2005) oder aktivierende (Konjevic, Mirjacic Martinovic et al. 2009)
Funktion dieses Oberflichenmolekiils. Dariiber hinaus ist die Signalkaskade, die seine

Wirkung vermittelt, nicht bekannt.

Die Untersuchung der Expression der Rezeptoren wurde bei allen Rezeptoren, bei denen
eine gleichmifBige Verteilung auf die beiden CD56high und CD56low Hauptgruppen zu
erwarten war, in der CD56low-Gruppe untersucht, da diese mit einem Anteil von etwa 90%
(Solana, Campos et al. 2014) die groBere Zellausbeute und damit die aussagekriftigeren

Ergebnisse erwarten lie3.
Ausnahme hiervon war die Untersuchung der Expression von CD62L und CD197, die

ausschlieBlich auf CD56high NK-Zellen in grolem Ausmal exprimiert werden (Ferlazzo,
Thomas et al. 2004, Pradier, Tabone-Eglinger et al. 2014).
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3.4 Monozyten

Monozyten sind Zellen des angeborenen Immunsystems, die im Blut zirkulieren und in
periphere Gewebe emigrieren, wo sie unter gewissen Voraussetzungen zu Makrophagen
oder Dendritischen Zellen differenzieren kdnnen (Italiani und Boraschi 2014, Jenkins und
Hume 2014). Sie fungieren als phagozytierende und Antigen-prisentierende Zellen
(Ziegler-Heitbrock 2007). AuBBerdem kdnnen sie iiber die Ausschiittung von Interleukinen

Zellen des adaptiven Immunsystems anlocken (Danis, Millington et al. 1995).

Monozyten exprimieren als Teil des angeborenen Immunsystems den Fc-Rezeptor CD16
und zusédtzlich den Rezeptor CD14, der der Erkennung von Lipopolysacchariden, einem
Hiillbestandteil gramnegativer Bakterien, dient. Anhand der Expression dieser beiden
Molekiile auf der Zelloberfliche der Monozyten kénnen Untergruppen gebildet werden,
die verschiedenen Aufgaben wahrnehmen (Passlick, Flieger et al. 1989, Ziegler-Heitbrock,
Ancuta et al. 2010). CD14highCD16+, CDI14lowCD16+, CDI14highCD16- sind die
iblicherweise unterschiedenen Untergruppen. Die relative Verteilung der Monozyten auf
diese Gruppen kann bei verschiedenen Krankheiten gestort sein (Rogacev, Seiler et al.

2011, Ziegler-Heitbrock 2014).

3.4.1 Monozyten-Untergruppen und ihre Verianderungen beim Typ-1-Diabetes

Irvine et al. erweiterten die Verteilung der mittels CD14 und CD16 gebildeten Varianten
von Monozyten um die Gruppe der CD14lowCD16- Monozyten (Irvine, Gallego et al.
2012). So wurden vier Gruppen von Monozyten gebildet: CDI14highCDI16+,
CD14lowCD16+, CD14highCD16-, CD14lowCD16-. Es konnte von Irvine et al. gezeigt
werden, dass sowohl bei frisch diagnostizierten als auch bei Diabetikern mit lingerem
Krankheitsverlauf die Verteilung der Monozyten-Untergruppen veridndert war. Die Gruppe
der CD14highCD16+ Monozyten war bei den Typ-1-Diabetikern im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe vermindert, wohingegen die CDI14lowCD16- Monozyten

vermehrt waren.

Gleichgerichtete Veridnderungen dieser beiden Untergruppen von Monozyten lieen sich
auch im Vergleich von gesunden Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern mit

gesunden Kontrollpersonen finden. Dies ldsst die Annahme zu, dass die Verdnderungen
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keine Folge der schlechteren glykdmischen Kontrolle, sondern vorbestehend und eventuell

pathogenetisch bedeutsam sind (Irvine, Gallego et al. 2012).

Diese bisher nur von [rvine et al. publizierten Veridnderungen der Monozyten-
Untergruppen sollten mit dieser Arbeit an den beiden Studienpopulation DiMelli und
TEENDIAB iiberpriift werden.

3.4.2 Expression von Siglec-1 auf Monozyten

Eine Assoziation zwischen T1D und viralen (Atemwegs-)Infekten in der Kindheit wird seit
Langem vermutet und diskutiert, und konnte auch anhand einer Kohortenstudie gezeigt
werden (Beyerlein, Wehweck et al. 2013). Im Mausmodell sowie beim Menschen kann
auBerdem durch genomweite Assoziationsstudien eine antivirale [IFN-Antwort mit einem

erhohten T1D-Risiko assoziiert werden (Ferreira, Guo et al. 2014).

Eine multinationale Studie untersuchte die Expression von IFN-induzierbaren Genen bei
Personen mit T1D, gesunden Kontrollen und Kindern mit einem genetischen Risiko fiir die
Entwicklung von T1D. Es konnte eine signifikant vermehrte Expression dieser IFN-
induzierbaren Genen bei Kindern mit genetischem Risiko vor der Serokonversion zu
Autoantikorpern gezeigt werden. Bei Kindern mit genetischem Risiko, bei denen aber
keine Serokonversion stattfand, war die Expression dieser IFN-Signatur deutlich weniger
ausgepragt. Die Expression dieser IFN-induzierbaren Gene stellt somit einen Risikofaktor
fir die Entwicklung der Autoimmunreaktion bei Kindern mit einer genetischen
Priadisposition zum TID dar, der noch vor dem Auftreten von Autoantikdrpern

nachweisbar ist (Ferreira, Guo et al. 2014).

Die gefundene IFN-Signatur induziert die vermehrte Expression von 225 Genen, darunter
auch solche, die fiir Oberflachenproteine auf Immunzellen kodieren. Ferreira et al.
bestimmten unter diesen Oberfldchenproteinen Siglec-1 (CD169) auf CD14+ Monozyten
als das einzige zuverldssig durch IFN-Stimulation in vitro hochregulierte. Auch bei
Testpersonen mit aktiver IFN-Signatur konnte mittels Durchflusszytometrie die vermehrte
Expression von Siglec-1 auf CD14+ Monozyten im peripheren Blut nachgewiesen werden
(Ferreira, Guo et al. 2014). Siglec-1 stellt somit einen geeigneten Indikator fiir eine aktive

IFN-Signatur in vivo und in vitro dar.
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Die IFN-Signatur war nur fiir einen kurzen Zeitraum nachweisbar: nach einer Influenza-
Impfung konnte im Mittel drei Tage gerade noch ein erhdhter IFN-Spiegel im peripheren
Blut gemessen werden, bei viralen Atemwegsinfekten und Patienten mit aktivem SLE fiir

einen noch langeren Zeitraum.

Ankniipfend an jene Ergebnisse sollte in dieser Arbeit die Expression von Siglec-1 auf
CD14+ Monozyten an einem weiteren Kollektiv per Durchflusszytometrie untersucht
werden. Es sollte der Frage nachgegangen werden, ob Siglec-1 auch kurz nach klinischer

Manifestation des T1D noch vermehrt exprimiert wird.
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3.5 Myeloide Suppressorzellen

Myeloide Suppressorzellen (Myeloid-derived Suppressor Cells, MDSC) stellen eine
heterogene Gruppe von Zellen dar (Bronte, Brandau et al. 2016), die sich in geringem
Umfang im peripheren Blut von Gesunden finden und physiologischerweise eine
hemmende Wirkung auf das Immunsystem haben (Gabrilovich und Nagaraj 2009). Thnen
ist die Entwicklung aus unreifen Vorlduferzellen der myeloischen Reihe gemeinsam und
thre immunsuppressive Funktion mittels einer Unterdriickung von vornehmlich T-
Lymphozyten (Rodriguez, Hernandez et al. 2005). Die MDSC konnen dabei sowohl
Antigen-spezifisch als auch unspezifisch die Immunantwort von T-Lymphozyten
unterdriicken (Yin, Ma et al. 2010). Experimentell konnte gezeigt werden, dass die
Unterdriickung von T-Lymphozyten durch MDSC eine direkte Zell-Zell-Interaktion
voraussetzt. Die vorgeschlagenen Konzepte fiir die molekulare Wirkung beinhalten eine
Hemmung der Expression von CD3 auf T-Lymphozyten (Rodriguez, Zea et al. 2002) und
verschiedener  Signaltransduktionskaskaden. =~ Weiterhin  kann  iiber = Reaktive
Sauerstoffspezies direkt eine Apoptose in T-Lymphozyten ausgeldst werden (Kusmartsev,
Nefedova et al. 2004). Neben dem Ausschalten von Effektor-T-Zellen wurde auch die
Expansion von regulatorischen T-Lymphozyten durch MDSC beschrieben (Huang, Pan et
al. 2006, Yin, Ma et al. 2010). Ebenfalls wurde eine suppressive Wirkung auf Makrophagen
gezeigt (Sinha, Clements et al. 2007).

Die MDSC umfassen, charakterisiert durch ihren Phinotyp, Vorldaufer von Makrophagen,
Dendritischen Zellen und Granulozyten, exprimieren aber nicht deren Oberflaichenmarker.
Die beiden am besten beschriebenen Untergruppen von MDSC sind die granulozytischen
MDSC und die monozytischen MDSC (Movahedi, Guilliams et al. 2008, Youn, Nagaraj et
al. 2008). Diese Phianotypen kénnen, durch die Wirkung von Stimulationsfaktoren und
durch die Gewebe, in die sie einwandern, ineinander iibergehen (Gabrilovich und Nagaraj

2009).

3.5.1 Myeloide Suppressorzellen bei Autoimmunerkrankungen

In der Literatur finden sich MDSC vor allem im Zusammenhang mit dem
Tumorenviroment bei der Entwicklung maligner Tumore und ihrer hier schédlichen

Hemmung auf die korpereigene Tumorbekdmpfung (Terabe, Matsui et al. 2003, Huang,
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Pan et al. 2006), u.a. als verantwortlich fiir die abgeschwéchte T-Zell-Antwort bei
Krebspatienten (Sinha, Clements et al. 2007, Gabrilovich und Nagaraj 2009). Es konnte
jedoch auch eine Expansion dieser Zellen bei Entziindungen (Smith und Reynolds 2014)
und Infektionen (Goni, Alcaide et al. 2002, Voisin, Buzoni-Gatel et al. 2004, Ost, Singh et
al. 2016) als auch bei Autoimmunerkrankungen (Crook und Liu 2014) nachgewiesen

werden.

Die Untersuchung der MDSC wurde hier im Speziellen verfolgt basierend auf einer Arbeit
von loannou et al., die die Rolle von MDSC im Modell der Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis-Maus und bei an Multipler Sklerose (MS) erkrankten Patienten
untersuchte (Ioannou, Alissafi et al. 2012). Hier konnte gezeigt werden, dass die
Untergruppe der granulozytischen Myeloiden Suppressorzellen, G-MDSC, bei der
schubformig-remittierenden Form der Multiplen Sklerose kurz vor der Remission
massenhaft expandierte und zur Auflésung der Entziindung beitrug. Die G-MDSC konnten
dabei die Aktivierung und Expansion von T-Lymphozyten in vitro unterdriicken. Es fand
sich die hochste Konzentration von G-MDSC im peripheren Blut zur Zeit des Schubs der

MS. Mit der Remission der Symptome fand eine Regression dieser Population statt.

Der dort beschriebene Typ der G-MDSC exprimiert den gemeinsamen Marker der
myeloischen Reihe, CD33, aber noch keine Marker von reifen Zellen wie CD14 oder das
MHC-II-Molekiil HLA-DR. Weiterhin wurde die Expression des Granulozytenmarkers
CD15 auf der Oberfliche von Granulozytischen MDSC beschrieben. Die untersuchte
Subpopulation der G-MDSC wurde daher als HLA-DR—/lowCD14-CD33+CD15+
definiert.

Die gezeigte Suppression von T-Lymphozyten machte die Untersuchung der G-MDSC
beim T1D interessant, der als durch T-Lymphozyten verursachte Erkrankung betrachtet
wird. Murine MDSC (11b+Gr-1+) sind zudem in der Lage, im Mausmodell den T1D zu
verhindern. Yin, Ma et al. infundierten nicht diabetische NOD/SCID-Méuse (ohne eigene
funktionelle B- oder T-Lymphozyten) mit autoreaktiven CD4+ T-Zellen von diabetischen
NOD-Mausen. Ohne Intervention entwickelte sich ein autoimmuner Diabetes bei allen

NOD/SCID-Méusen. Intravenos gegebene MDSC verminderten die Wahrscheinlichkeit
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des Auftretens eines autoimmunen Diabetes signifikant, ebenso wie die Insulitis. 60% der

mit G-MDSC behandelten Miuse blieben diabetesfrei (Yin, Ma et al. 2010).

Aufgrund dieser Beobachtungen sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich
Verdnderungen der G-MDSC (HLA-DR—/lowCD14—CD33+CD15+) bei Kindern mit T1D
beobachten lassen. Besonders bei der in Diskussion stehenden potentiellen phasenhaften
Entwicklung des T1D (Bonifacio, Scirpoli et al. 1999, von Herrath, Sanda et al. 2007)

konnte eine dhnliche Expansion wie bei der MS zu beobachten sein.
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4 Material und Methoden

Diese Arbeit nutzte mononukledre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC), die im Rahmen der beiden Kohortenstudien DiMelli und
TEENDIAB des Instituts flir Diabetesforschung, unter Leitung von Prof. Dr. Anette-
Gabriele Ziegler, Helmholtz Zentrum Miinchen, gewonnen wurden. Aus DiMelli wurden
Kinder mit neu manifestiertem T1D ausgewahlt, aus TEENDIAB gesunde Kinder mit T1D
in der Familienanamnese. Im Folgenden werden die Studien mit ihren Charakteristika und
erhobenen Daten vorgestellt, die zum Teil in dieser Arbeit verwendet wurden - wie HbAlc,

C-Peptid-Ausschiittung und Autoantikorper-Titer.

4.1 Die Kohortenstudie DiMelli

Bei der DiMelli-Studie handelt es sich um eine Kohortenstudie, die Kinder und Jugendliche
erfasst, bei denen kiirzlich jedwede Art von Diabetes Mellitus festgestellt wurde. Die
Diagnose Diabetes wurde anhand der Kriterien der American Diabetes Association / World

Health Organization gestellt.

Die Kohorte umfasst Kinder und junge Erwachsene, die zum Zeitpunkt der

Erstmanifestation des Diabetes mellitus jlinger als 20 Jahre waren, und innerhalb von sechs

Monaten nach Diagnose fir die Studie registriert wurden. Es handelt sich ausschlief3lich

um Personen aus Bayern, die iiber Arzte in Kinderkliniken oder iiber Hausirzte mit

Spezialisierung auf Diabetologie rekrutiert wurden.

Die Studie soll Tendenzen in der Inzidenz und Anderungen des Phinotyps von Typ-1 und
Typ-2-Diabetes untersuchen und auBlerdem iiberlappende oder gemischte Typ-1/2-

Syndrome identifizieren.

Informationen iiber die klinische Manifestation und Demographie wurden {iber einen
standardisierten =~ Fragebogen durch die rekrutierenden  Arzte festgestellt.
Der Fragebogen beinhaltet:

- Diagnose des Diabetes

- Dauer der Symptome
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- Gewichtsverlust vor der Diagnose

- Ketoazidose

- Zurzeit eingenommene Medikamente

- Vorbekannte Autoimmunkrankheiten, die mit Diabetes assoziiert sind

- Demographische Faktoren (Staatsangehorigkeit der Eltern, Bildungsstand)

GroBe, Gewicht, Taillen-, Hiiftumfang, Blutdruck, Niichternblutzucker und Tanner-

Stadien wurden in der Klinik bestimmt.

Eine vendse Blutprobe wurde von den rekrutierenden Arzten abgenommen und im Labor

des Instituts fiir Diabetesforschung auf die folgenden Parameter analysiert:

- Autoantikorper gegen Insulin (IAA), Glutaminsiure-Decarboxylase (GADA),
Insulinom-assoziiertes Protein 2 (IA-2A) und Zink-Transporter 8 (ZnT8A)

- Autoantikorper gegen Gewebetransglutaminase C (TGCA) und gegen
Thyreoperoxidase (TPOA)

- Niichternkonzentration von C-Peptid und Insulin

- Glykiertes Himoglobin Alc (HbAlc)

- Triglyceride, Gesamtcholesterin, HDL, LDL

- Genotypisierung fiir HLA-DR/DQ, INS VNTR, MODY, sowie fiir single-
nucleotide polymorphisms (SNP), die mit Typ-1 und Typ-2-Diabetes assoziiert

sind.

Die Studie wurde genehmigt durch die Ethikkommission der Bayerischen

Landesarztekammer (#08043). (Thumer, Adler et al. 2010)

4.2 Die Kohortenstudie TEENDIAB

Die TEENDIAB-Studie untersucht den Zeitraum von Pubertit und jungem
Erwachsenenalter in der natiirlichen Entwicklung des T1D. Es handelt sich um eine
prospektive Kohortenstudie, die Kinder mit T1D in der Familienanamnese von der Pubertét
bis zum Alter von 18 Jahren beobachtet. Die Kinder kénnen in die Studie eingeschlossen
werden, wenn sie dlter als 6 und jiinger als 12 Jahre sind, in Deutschland leben und

zumindest einen Elternteil oder Geschwisterkind mit T1D haben.
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Die Kinder werden nicht in die Studie eingeschlossen, wenn sie an einer Krankheit leiden,
die einen Langzeit-Follow-Up unmoglich macht oder die eine Medikation benétigt, die die

natiirliche Entwicklung des T1D verdndern konnte.

Folgende Daten wurden erhoben:

- Demographische und sozio6konomische Daten

- TAA, GADA, IA-2A und ZnT8A

- Autoantikorper gegen Tranglutaminase und Thyreoperoxidase als Marker von
anderen Autoimmunerkrankungen, deren Vorkommen in dieser Kohorte erwartet
wird

- Genotypisierung fiir HLA DR/DQ, INS VNTR und die T1D- und T2D-assoziierten
Genotypen PTPN22, ERBB3, PTPN2, KIAA0350, CD25, IFIHI1, IL2, IL7R,
TCF7L2, KCNJ11, PPARG, IGF2BP2, CDKALI1, SLC30A8, HHEX-IDE, FTO
und CDKN2A-2B

- Hamoglobin Alc und Niichternblutglukosekonzentration

- Intravendser Glukosetoleranztest (IVGTT) und oraler Glukosetoleranztest
(OGTT), um die Insulinsensitivitit und Betazell-Funktion zu bestimmen

- Gewicht, GroBe, Taillen- und Hiiftumfang und Messung der Hautfaltendicke an
Triceps und subscapulirer Haut als MaB fiir Wachstum und Ubergewicht

- Tannerstadien fiir Pubertit und Entwicklung

- Hormone: Testosteron, Estradiol, Dehydroepiandrosteronesulfat, Luteinisierndes
Hormon, Follikelstimulierendes Hormon, freies Triiodthyronin, freies Thyronin,
Thyroidea-stimulierendes Hormon, Growth Hormone, Insulin-like Growth factor,
Cortisol, Parathormon fiir die Schitzung des Pubertdtswachstums und der Funktion
des endokrinen Systems.

- Blutdruck und Intima-Media-Dicke als Mal} fiir eine frithe hypertensive
Erkrankung

- Trglyceride, HDL, LDL, Adiponectin, Leptin, C-reaktives Protein und
Interleukin 6

- PBMC

- Einschitzung der korperlichen Aktivitdt (iiber Fragebogen und Schrittzihler)

- Evaluierung der Erndhrung
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Die ausgewéhlten Kinder werden alle sechs Monate bis zum Alter von 14 Jahren untersucht
und danach jdhrlich bis zum Alter von 18 Jahren. Dabei werden je nach Zeitpunkt

verschiedene der oben genannten Parameter ermittelt.

Die Studie wurde genehmigt durch die Ethikkommissionen der Medizinischen Hochschule
Hannover und der Technischen Universitit Miinchen (#2149/08). (Ziegler, Meier-Stiegen
etal. 2012)

4.3 Auswahlkriterien fiir Proben aus den beiden Kohortenstudien

DiMelli und TEENDIAB

In beiden Kohortenstudien wurden PBMC gewonnen, die in Kiltetanks mit
Fliissigstickstoff (Isothermal Series, Custom Biogenetics; Van Dyke, MI, USA) bei ca.
-180°C gelagert wurden. Die Isolierung dieser PBMC aus dem Vollblut der Probanden fiir
die beiden Studien DiMelli und TEENDIAB war nicht Bestandteil dieser Arbeit, sondern
eine der Routinetitigkeiten im Labor des Instituts fiir Diabetesforschung. Aus diesen

vorhandenen PBMC wurden Proben fiir diese Arbeit ausgewdhlt.

Die Zusammensetzung der PBMC von Menschen unterliegt einer physiologischen
Variabilitdt, die vor allem von Alter, Geschlecht und Immunstatus abhéngig ist (Dunn-
Walters und Ademokun 2010, Solana, Campos et al. 2014). Um diese Variabilitit zu
berticksichtigen und eine Vergleichbarkeit der beiden Gruppen zu gewihrleisten, wurde
jeder DiMelli-Probe eine Probe aus TEENDIAB zugewiesen, die von einem Probanden
gleichen Geschlechts und anndhrend gleichen Alters (mit einer maximalen Altersdifferenz
von 6 Monaten) stammte. Basierend auf diesen MaB3gaben wurden Proben von Kindern im
Alter von ca. 8 bis 15 Jahren ausgewihlt. Die Aufnahme der hier untersuchten Probanden
in die Kohortenstudien DiMelli und TEENDIAB erfolgte zwischen April 2010 und
September 2013. Proben von Probanden, die zum Entnahmezeitpunkt an einer Infektion
erkrankt waren, wurden ausgeschlossen. Nicht alle ausgewéhlten Proben konnten
verwendet werden, aufgrund mangelnder Qualitdt (z.B. sehr hoher Anteil an apoptotischen
Zellen, zu wenige Zellen fiir die Farbungen). So flossen 42 Probanden aus DiMelli und 49

Probanden aus TEENDIAB in die Untersuchung ein.
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Die  Vergleichbarkeit dieser Probanden beziiglich mittlerem  Alter und
Geschlechterverteilung wurde mittels t-Test und Chi*-Test tiberpriift. Die Charakteristika

der Probanden sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Studiengruppe | Anzahl Alter, Geschlechter- Anzahl Auto- | Zeit seit
mittleres verhiltnis Antikorper Erstdiagnose
Alter£SD >2 | >3 | =4 | TID
?;(})1;1:4’8 10 Tage
DiMelli 42 112418 14w, 28m 42 129 | 17 | Median
Jahre
8,1-14,8
Jahre
TEENDIAB 49 112419 22w, 27m n.a. n.a.
Jahre

Tabelle 2: Charakteristika der Probanden. Die Probanden der beiden Studiengruppen, mit Altersspanne

und Geschlecht. Die Anzahl der Autoantikdrper bezieht sich auf die Anzahl der beim Probanden
nachgewiesenen T1D-typischen Autoantikérper gegen Insulin, Tyrosinphosphatase, Glutamatdecarboxylase
65 und Zinktransporter 8. w = weiblich, m = méannlich, n.a. = nicht anwendbar, SD = Standardabweichung.
Alter gerundet auf eine Nachkommastelle. Es gibt keine signifikante Evidenz fiir einen Unterschied im Alter
(t-Test, p = 0,999) und der Geschlechterverteilung (Chi*>-Test, p = 0,261) zwischen den verglichenen
Probanden aus DiMelli und TEENDIAB.
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4.4 Auftauen der Studienzellen

Die PBMC aus den Studien DiMelli und TEENDIAB wurden in einem Wasserbad bei
Korpertemperatur (37°C) aufgetaut. Die Zellen wurden anschlieend in 37°C warmen
DMEM-Medium mit Benzonase-Endonuclease (Merck KGaA, Darmstadt) in einer
Konzentration von 25U/ml Medium resuspendiert, um intakte Zellen moglichst zahlreich
am Leben zu erhalten und durch die enzymatische Degradation von freier DNA und RNA

der Verklumpung der Zellen entgegenzuwirken.

Die Suspension wurde zentrifugiert (300g, 10 min, Raumtemperatur), der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in FACS-Puffer (sterile phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
bei pH 7,2 mit 0,5 Massenprozent fotalem Kélberserum) resuspendiert. Ein kleiner Teil der
Zellsuspension wurde einer Viabilititsfarbung mit Tryptan-Blau unterzogen und mittels
einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt oder mit MUSE staining solution geférbt und mittels
des MUSE cell analyzer (beides von EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)
gezéhlt.

So konnte die absolute Anzahl lebender Zellen aus den aufgetauten Proben relativ genau
geschitzt und geplant werden, wie viele Zellen fiir die anschlieBenden Antikoérper-

Féarbungen zur Verfiigung standen.

4.5 Antikorper-vermittelte Firbung der untersuchten Immunzellen fiir

die Durchflusszytometrie

Die im vorherigen Schritt gewonnene Zellsuspension wurde nun pro Probe auf bis zu acht
verschiedene Wells auf einer 96-Well-Platte verteilt, entsprechend der maximal acht

verschiedenen Antikérper-Farbungen pro Probe.

Es wurden untere Grenzen fiir die Anzahl an lebenden Zellen gesetzt, damit die
entsprechende Farbung und anschlieende Analyse noch sinnvoll durchzufiihren war: Fiir
die Farbungen der B-Lymphozyten 200.000 Zellen, fiir die Farbung der Natiirlichen
Killerzellen 300.000 Zellen, fiir die Farbung von Monozyten und MDSC 500.000 Zellen.

Wenn nicht genug Zellen eines Probanden vorhanden waren, um alle Firbungen
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durchzufiihren, wurden Priorititen gesetzt: B-Lymphozyten hatten erste, NK-Zellen

zweite, Monozyten und MDSC dritte Prioritét.

Als Reinigungsschritt wurde auf 4°C gekiihlter FACS-Puffer in die 96-Well-Platte mit den
Zellen pipettiert, anschlieBend zentrifugiert und danach der Uberstand verworfen. Dieser

Schritt wurde einmal wiederholt.

Die Zellen wurden anschlieend in der jeweiligen Antikorper-Zubereitung resuspendiert.
In die Wells wurde FACS-Puffer pipettiert und der Inhalt resuspendiert, so dass jedes Zell-
Pellet pro Well in 50pl einer Antikdrper-FACS-Puffer-Losung suspendiert war.

Alle anschlieBenden Schritte wurden bei moglichst geringer Beleuchtung durchgefiihrt, die
Inkubationen erfolgten bei Dunkelheit, um die antikdrpergebundenen Fluoreszenz-

Farbstoffe zu schonen.

Die Zellen wurden mit den Antikdrpern bei Dunkelheit fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert.
Danach wurden 200ul PBS in die Wells pipettiert und die Platten zentrifugiert (300g, Smin,
4°C). Der Uberstand mit den ungebundenen Antikdrpern wurde verworfen. Dieser

Reinigungsschritt wurde wiederholt.

Um apoptotische und beschiddigte Zellen von intakten Zellen im Durchflusszytometer
unterscheiden zu konnen, wurde Lebend/Tot-Farbstoff (Live/Dead viability dye, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) eingesetzt. Die Zellen wurden darin 15 Minuten bei 4°C
im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben wie im vorhergehenden Schritt zweimal

mit PBS gewaschen.

Im letzten Schritt wurden die Zellen zur Fixierung mittels einer 1,5% Formalinlsung bei
4°C fiir mindestens 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (300g, Smin, 4°C) und in 150ul FACS-Puffer
pro Well resuspendiert.

Bis zur Messung (in der Regel am gleichen oder nidchsten Tag) wurden die 96-Well-Platten

in einem Kiihlschrank gelagert.
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4.5.1 Verwendetes Farbepanel

In Vorexperimenten mit Zellen und Beads (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) wurden
optimale  Spannungen fliir die Photomultiplier ~Tubes des LSRFortessa
Durchflusszytometers (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) ermittelt und fiir alle
Messungen beibehalten. B-Lymphozyten, Monozyten und MDSC wurden mittels der
Antikorper-gebundenen Fluorophore Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Allophycocyanin
(APC), Allophycocyanin-Cyanin7 (APC-Cy7), Phycoerythrin (PE) und Pacific Blue (PB)
geférbt (s. Tabelle 3 und Tabelle 4). Das Farbepanel der NK-Zellen wurde im Gegensatz
dazu um Brilliant Violet 605 (BV605) erweitert, um die zahlreichen Marker, deren
Expression auf NK-Zellen untersucht wurde, in weniger verschiedenen Messungen zu
akquirieren (s. Tabelle 5). Um die Streustrahlung jedes Fluorophors und die
Autofluoreszenz der ungefirbten Zellen zu beriicksichtigen, wurde eine
Kompensationsmatrix fiir die B-Lymphozyten, Monozyten und MDSC und eine fiir NK-
Zellen mittels FACSDiva-Software berechnet. Diese anfangs ermittelten Einstellungen

wurden fiir alle Experimente verwendet.
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Antikorper-Fiarbung fir
B-Lymphozyten

Antikorper-Féarbung fiir
Aktivierte B-Lymphozyten

Fluorophor Antigene Zielstruktur des Antigene Zielstruktur des
Antikorpers Antikorpers

FITC CD27 (2,5ul) CD27 (2,5ul)

APC-Cy7 IgD (2,5ul) IgD (2,5ul)

PE-Cy7 CD24 (2,5ul) CD95 (5ul)

PE CD19 (1ul) CD19 (1ul)

APC CD38 (2,5ul) CD21 (2,5ul)

PerCP-Cy5.5 IgM (2,5ul) CDS86 (2,5ul)

Pacific Blue Lebend/Tot-Farbstoff Lebend/Tot-Farbstoff

Tabelle 3: Antikorpervermittelte Firbung der B-Lymphozyten fiir die Durchflusszytometrie. Die

angegebenen Zahlen in Klammern beziehen sich auf die verwendeten Volumina des verwendeten Antikorper-

Fluorophor-Konjugats.

Antikorper-Fiarbung fir

Antikdrper-Farbung flir

Antikorper-Féarbng fir

Monozyten MDSC MDSC Isotypen-
Kontrolle
Fluorophor Antigene Zielstruktur | Antigene Zielstruktur | Antigene Zielstruktur
des Antikorpers des Antikorpers des Antikorpers
FITC CD14 (2,5ul) CD14 (2,5ul) CD14 (2,5ul)
APC-Cy7 CD16 (2,5ul) CD16 (2,5ul) CD16 (2,5ul)
PE-Cy7 CD45 (1ul) CD15 (2,5uD) CD15 (2,5ul)
PE CD62L (2,5ul) CD40 (2,5ul) IgGk1 Mouse (2,5ul)
APC SIGLEC-1 (2,5ul) HLA-DR (5ul) IgG2a, x Mouse (5pul)

PerCp-Cy5.5

Pacific Blue

CD69 (2,5ul)

Lebend/Tot-Farbstoff

CD33 (2,5ul)

Lebend/Tot-Farbstoff

CD33 (2,5ul)

Lebend/Tot-Farbstoff

Tabelle 4: Antikorpervermittelte Firbung der Monozyten, Myeloiden Suppressorzellen (MDSC) und
der Isotyp-Kontrolle fiir die Durchflusszytometrie. Die Isotyp-Kontrolle erfolgte fiir die Fluorophore PE
und APC. Die angegebenen Zahlen in Klammern beziehen sich auf die verwendeten Volumina des

verwendeten Antikorper-Fluorophor-Konjugats.
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Antikorper-Farbung 1 fiir
natiirliche Killerzellen

Antikorper-Féarbung 2 fiir
natiirliche Killerzellen

Antikorper-Farbung 3

Killerzellen

Fluorophor Antigene Zielstruktur Antigene Zielstruktur Antigene Zielstruktur
des Antikorpers des Antikorpers des Antikorpers

FITC CD%4 (5ul) CD3 (4pl) CD69 (2,5ul)

APC-Cy7 CD16 (2,5ul) CD16 (2,5pl) CD16 (2,5pl)

PE-Cy7 — CD197 (2,5ul) —_—

PE CD117 (5pl) CD314 (5pl) HLA-A2 (2,5ul)

APC CD3 (4pul) CD122 (5pl) CD3 (4ul)

PerCp-Cy5.5 CD56 (2,5ul) CD56 (2,5ul) CD56 (2,5pl)

Pacific Blue Lebend/Tot-Farbstoff Lebend/Tot-Farbstoff Lebend/Tot-Farbstoff

BV605 CD161 (2,5ul) CD62L (2,5ul) —_—

Tabelle 5: Antikorpervermittelte Firbung der Natiirlichen Killerzellen fiir die Durchflusszytometrie.

Die unterschiedlichen Oberflachenrezeptoren wurden mit drei verschiedenen Farbungen untersucht. Die
angegebenen Zahlen in Klammern beziehen sich auf die verwendeten Volumina des verwendeten Antikorper-

Fluorophor-Konjugats.

4.5.2 Messung und Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometer

Die fixierten Zellen wurden analysiert mit einem LSRFortessa Durchflusszytometer mit

High Throughput Sampler von BD Biosciences (San Jose, CA, USA), gesteuert iiber die

FACSDiva software (BD Biosciences). Das Gerdt wurde mittels BD calibration beads

wochentlich geeicht.

Um die Streustrahlung jedes Fluorophors und die Autofluoreszenz der ungeférbten Zellen

zu berlcksichtigen, wurde eine Kompensationsmatrix fiir die Messung von B-

Lymphozyten und Monozyten und eine fiir NK-Zellen ermittelt.

Die mittels LSRFortessa erhobenen Daten wurden mit der Software FlowJo (Version 7.65;

Treestar Inc., Ashland, OR, USA) analysiert.
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4.5.3 Gating-Strategien fiir die verschiedenen Populationen

Représentative Gating-Strategien fiir B-Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten und MDSC
fiir jede untersuchte Zellpopulation finden sich im Folgenden (Abb. 2-6). Allen Gating-
Strategien gemeinsam ist die Beschrinkung auf nur einzelne lebende Zellen durch
Ausschluss von Zelldebris mittels Lebend-Tot-Farbstoff und Ausschluss von
zusammenhaftenden Zellen mittels Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC). Die

Beschreibung des weiteren Gatings findet sich in den Bildbeschriftungen.
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Abbildung 2: Gating fiir B-Lymphozyten. Nach der Auswahl von nur lebenden, einzelnen Zellen (nicht
abgebildet) erfolgte die Auswahl der CD19+ B-Lymphozyten (A), daraus wurden direkt CD27+CD24+ B10
gegated (B). Gating in CD27-positive und CD27-negative B-Lymphozyten (C). Aus den CD27+ wurden
Plasmablasten gegated (D). Aus den CD27-negativen wurden die I[gM+IgD+ reifen, naiven B-Lymphozyten
gagated (E), sowie die CD24hiCD38hi transitionalen B-Lymphozyten (F).
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Abbildung 3: Gating fiir_aktivierte B-Lymphozyten. Nach der Auswahl von nur lebenden, einzelnen
Zellen (nicht abgebildet) erfolgte die Auswahl der CD19+ B-Lymphozyten (A). Aus diesen Zellen wurden
dann fiinf aktivierte Unterpopulationen ausgewéhlt mit der niedrigen Expression von CD21 (CD21low) (B)
und der Expression der Marker IgD (C), CD95 (D), CD86 (E).
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Abbildung 4: Gating fiir NK-Zellen (Teil 1). Nach der Auswahl von nur lebenden, einzelnen Zellen (nicht
abgebildet) erfolgte die Auswahl von CD3 negativen Zellen (A). Daraus wurden CD16-CD56high-,
CD16+CD56low und NK total gegated (B). Aus dem Gate CD16-CD56high wurden CD197 und CD62L
exprimierende Zellen gewihlt (C), aus dem Gate NK total wurde CD69 exprimierende Zellen gewéhlt (D).
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Abbildung 5: Gating fiir NK-Zellen (Teil 2). Auswahl der Zellen aus CD16+CD56low (Abb. 4B), daraus
wurden die Expression von CD161, CD94 (E), CD314, CD62L (F), CD117, CD9%4 (G), CD122 und
CD62L(H) ermittelt.
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Abbildung 6: Gating fiir Myeloide Suppressorzellen (MDSC). Nach der Auswahl von nur lebenden,
einzelnen Zellen (nicht abgebildet) erfolgte die Auswahl von HLA-DR und CD14 negativen Zellen (A),
daraus Auswahl von Myeloiden Suppressorzellen vom granulozytiren Typ (CD15, CD33) (B).
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Abbildung 7: Gating fiir Monozyten-Untergruppen und Siglec-1. Auswahl von nur lebenden, einzelnen
Zellen (nicht abgebildet), daraus erfolgte die Auswahl von CD14+ Zellen (A). Aus (A) folgte die Auswahl
der vier Monozyten-Untergruppen  (CD14highCD16+, CDIl4lowCDI16+, CD14highCDI16-,
CD14lowCD16-) mittels der Expression von CD14 und CD16 (B). Aus (B) erfolgte die Auswahl von
Siglec-1 exprimierenden Monozyten (C).
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4.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Software Prism 6 von Graphpad
(LaJolla, CA, USA). Die Mittelwerte der in den Studiengruppen DiMelli und TEENDIAB
erhobenen Daten zu den jeweiligen Zellhdufigkeiten im peripheren Blut der Probanden
wurden mittels zweiseitigem Student t-Test bei einem Signifikanzniveau a mit a = 0,05
auf Unterschiede getestet. Fiir die a-Fehler-Akkumulation durch multiples Testen an
derselben Stichprobe wurde mittels Bonferroni-Methode korrigiert. Es wurde fiir 21

verschiedene Tests an derselben Stichprobe das Signifikanzniveau des t-Tests auf

. _ 005 _ . . . .
ar=——= 2,38 x 1073 korrigiert. Testergebnisse mit P-Wert p<a' wurden als

signifikant erachtet. Lineare Regressionsanalysen und Korrelationsanalysen wurden
verwendet, um den Zusammenhang von Alter und der Hiufigkeit von transitionalen B-

Lymphozyten zu untersuchen.
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5 Ergebnisse

In 15 aufeinander folgenden Experimenten wurden die Proben nach zufélliger Reihenfolge
ausgewdhlt und verblindet verarbeitet. Die zu untersuchenden Zellpopulationen wurden
mittels Durchflusszytometer erfasst und mit der Software FlowJo ausgewertet. Nachdem
alle Proben auf diese Weise ausgewertet waren, wurde die Studie entblindet und es erfolgte
die Zuordnung zu den Studienprobanden und ein Vergleich aller ermittelten Daten

zwischen den beiden Kohorten.

Ausgeschlossen wurden Messungen mit sehr wenigen lebenden Zellen (<30.000) oder
einer fehlerhaften Farbung und damit nicht moglicher Beurteilbarkeit. Waren bei einer
Zellprobe nicht geniigend Zellen fiir alle Antikdrper-Férbungen vorhanden, wurden die
Zellen entsprechend der vorher festgesetzten Priaferenzreihenfolge verarbeitet (vgl.4.5, S.
38): 1. B-Lymphozyten, 2. NK-Zellen, 3. Monozyten und MDSC. Entsprechend sind bei
den B-Lymphozyten die meisten auswertbaren Proben und bei den Monozyten die

wenigsten vorhanden (vgl. Tabelle 6, S.61).

5.1 B-Lymphozyten

Es wurden hier 42 Kinder mit neu manifestiertem T1D und 48 Kinder ohne Diabetes im
Alter von 8,0-14,8 Jahren miteinander verglichen. Untersucht wurden folgende
Subpopulationen und Entwicklungsstufen von B-Lymphozyten und deren Anteil an den
gesamten CD19+ B-Lymphozyten: reife naive IgD+IgM+ B-Lymphozyten (Abb. 8A),
Plasmablasten (Abb. 8B), transitionale B-Lymphozyten (Abb. 8C) und B10 (Abb. 8D).

Die untersuchten Populationen von B-Lymphozyten waren bei Kindern mit neu
manifestiertem T1D und denen ohne Diabetes gleich hdufig, mit der Ausnahme der
transitionalen B-Lymphozyten: Dort fiel eine statistisch signifikante (p=2,10x107)
Verminderung des Anteils der transitionalen B-Lymphozyten an den gesamten CD19+ B-
Lymphozyten bei den Kindern mit neu manifestiertem T1D (6,4440,56%, n=42) gegeniiber
den Kindern ohne Diabetes (8,86+0,53%, n=48) auf. Die ebenfalls als immunregulatorisch
geltenden B10-Lymphozyten wiesen hingegen keine numerischen Unterschiede auf

(Abb. 8D).
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Die untersuchten Ausreifungsstufen Plasmablasten und reife naive (IgD+IgM+) B-
Lymphozyten waren in ihrer Anzahl bei den Kindern mit neu manifestiertem T1D nicht

verandert im Vergleich zu den Kindern ohne Diabetes (Abb. 8A).

Ebenfalls wurde das Auftreten von aktivierten B-Lymphozyten mit einer niedrigen
Expression von CD21 (CD21low) untersucht, sowie die Expression der aktivierenden
Rezeptoren CD86, CD95 und IgD auf diesen CD21low B-Lymphozyten (Abb. 9). Es
wurden hier 42 Kinder mit neu manifestiertem T1D aus der DiMelli-Studie und 49 Kinder
ohne Diabetes aus der TEENDIAB-Studie untersucht in einem Alter von 8,0 bis 14,8

Jahren.

Die B-Lymphozyten der Kinder mit T1D waren nicht verstirkt oder verdndert aktiviert im
Vergleich zu den B-Lymphozyten der Kinder ohne Diabetes. Es lieBen sich bei den
Kindern mit neu manifestiertem T1D weder verdnderte Anzahlen von CD2llow B-
Lymphozyten (Abb. 9A), noch eine verdnderte Expression von CD95 (Abb. 9B), CD86
(Abb. 9C) oder IgD (Abb. 9D) auf diesen nachweisen.
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Abbildung 8: Untergruppen von B-Lymphozyten im Vergleich zwischen Kindern mit T1D und
Kindern ohne T1D. B-Lymphozyten bei Kindern mit neu manifestiertem T1D (DiMelli) und gleichaltrigen
Kindern ohne Diabetes (TEENDIAB). Es sind die Entwicklungsstufen reife naive B-Lymphozyten
(IgD+IgM+) (A) und Plasmablasten (B) als Anteil der CD19+ B-Lymphozyten dargestellt. Darunter finden
sich die regulatorischen transitionalen B-Lymphozyten (C) und B10 (D). Die Prozentzahlen an der Ordinate
beziehen sich auf den Anteil des jeweiligen Zelltyps an der Gesamtheit der CD19+ B-Lymphozyten.
Angezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Der P-Wert des zweiseitigen t-Tests findet sich unter
dem jeweiligen Diagramm.
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Abbildung 9: B-Lymphozyten mit der niedrigen Expression von CD21 (CD21low) im Vergleich
zwischen Kindern mit T1D und Kindern ohne T1D. CD21low B-Lymphozyten bei Kindern mit neu
manifestiertem T 1D (DiMelli) und gleichaltrigen Kindern ohne Diabetes (TEENDIAB). CD21low als Anteil
an den gesamten CD19+ B-Lymphozyten (A). Graphen B-D zeigen die gleichzeitige Expression der
Aktivierungsmarker CD95 (B), CD86 (C) und IgD (D) auf diesen CD21low B-Lymphozyten als Anteil der
gesamten CD19+ B-Lymphozyten. Angezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Der P-Wert des
zweiseitigen t-Tests findet sich unter dem jeweiligen Diagramm.
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5.2 Natiirliche Killerzellen

Es wurden NK-Zellen von 33 Kindern mit neu manifestiertem T1D und 42 Kindern ohne
Diabetes miteinander verglichen. Auf NK-Zellen wurden die Expression der
Aktivierungsmarker CD117 (Abb. 10A), NKG2D/CD314 (Abb. 10B), CD122 (Abb. 10C),
CD69 (Abb. 10D), CD62L und CD197(Abb. 10E), und der Inhibitionsmarker CD94 (Abb.
10F), CD161 (Abb. 10G) untersucht. CD197 und CD62L wurden auf CD56high NK-
Zellen untersucht, da sie vorwiegend dort exprimiert werden. Die iibrigen Marker wurden
auf den haufiger vorkommenden CD56low NK-Zellen untersucht. Es lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede in den Populationen der NK-Zellen oder der Expression der
untersuchten Oberflichenmarker auf NK-Zellen zwischen den Kindern mit neu
manifestiertem T1D und den Kindern ohne Diabetes fiir das geforderte Signifikanzniveau

p<2,38 x 10~ 3finden.
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Abbildung 10: Oberflichenrezeptorexpression auf Natiirlichen Killerzellen im Vergleich zwischen
Kindern mit T1D und Kindern ohne T1D. Es ist die Oberflichenrezeptorexpression auf Natiirlichen
Killerzellen bei Kindern mit neu manifestiertem T1D (DiMelli) und gleichaltrigen Kindern ohne Diabetes
(TEENDIAB) dargestellt. Die Graphen A-C zeigen die Expression der aktivierenden Marker CD117, CD314
und CD122 auf CD56low NK-Zellen. Graph D zeigt die Expression von CD69 auf allen NK-Zellen. Graph
E die Expression von CD197 und CD62L auf CD56high NK-Zellen. Die Graphen F und G zeigen die
Expression der inhibitorischen Oberflichenrezeptoren CD94 und CD161 auf CDS56low NK-Zellen.
Angezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Der P-Wert des zweiseitigen t-Tests findet sich unter
dem jeweiligen Diagramm.
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5.3 Monozyten

Es wurden Monozyten von 29 Kindern mit neu manifestiertem T1D und 45 Kindern ohne
Diabetes im Alter von 8,0 bis 14,8 Jahren auf die beiden folgenden Fragestellungen
untersucht: Lasst sich die abweichende Zusammensetzung der CD14/CD16-Populationen
wie bei [rvine, Gallego et al. auch bei den Kindern aus den Studien DiMelli und
TEENDIAB reproduzieren? Lasst sich eine vermehrte Expression von Siglec-1 auf CD14+

Monozyten in einer der beiden Gruppen nachweisen?

Es lieBen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den verschiedenen
Monozyten-Untergruppen nachweisen. Die vorbeschriebene Verminderung in den
CD14highCD16+ Populationen bei Kindern mit T1D lieB sich nur tendenziell ermitteln
(Abb. 11B) und erreichte kein statistisch signifikantes Niveau (p=0,246). Die
CD14lowCD16- Monozytenpopulation erreichte ebenfalls keine statistisch signifikanten
Unterschiede bei den Kindern mit neu manifestiertem T1D im Vergleich zu den Kindern
ohne Diabetes (p=0,124, Abb. 11 D). Die iibrigen Untergruppen von Monozyten,
CD14highCD16- und CD14lowCD16+ zeigten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den
Kindern mit neu manifestiertem T1D und den Kindern ohne Diabetes (p=0,388 bzw.

p=0,647, Abb. 11 A, C).

Zwischen den beiden Kohorten konnte keine im Mittel verdnderte Expression von Siglec-
1 auf CD14+ Monozyten gefunden werden (p=0,877, Abb. 11E). Auffillig ist jedoch eine
grole Spannbreite im Anteil von Siglec-1-positiven Monozyten an den gesamten

CD14+CD16- Monozyten in beiden Kohorten.

Ein Problem bei der Beurteilung von Monozyten ergibt sich durch ihr relativ seltenes
Auftreten im peripheren Blut. Es wurde versucht, dem entgegenzuwirken, indem fiir die
Messungen der Monozyten mindestens 500.000 Zellen pro Fiarbung verwendet wurden.
Trotzdem lieferten manche Proben nur sehr geringe Zahlen an auswertbaren CD 14+ Zellen.
Daher wurden nur Proben in die Auswertung aufgenommen, die mindestens 1000 CD14+
Zellen aufwiesen (Minimum: 1244, Maximum: 59.900, Mittelwert gerundet: 16.536,
Median: 12.600)
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Abbildung 11: Untergruppen von Monozyten und Expression von Siglec-1 im Vergleich zwischen
Kindern mit T1D und Kindern ohne T1D. Monozyten-Untergruppen bei Kindern mit neu manifestiertem
T1D (DiMelli) und gleichaltrigen Kindern ohne Diabetes (TEENDIAB). Es sind die CD14highCD16-
Monozyten (A), CD14highCD16+ Monozyten (B), CDI14lowCD16+ Monozyten (C) und die
CD14lowCD16- Monozyten (D) je als Anteil der gesamten Monozyten dargestellt. Der Anteil Siglec-1-
positiver Monozyten als Anteil an den gesamten Monozyten findet sich in (E). Angezeigt ist der Mittelwert
mit Standardabweichung. Der P-Wert des zweiseitigen t-Tests findet sich unter dem jeweiligen Diagramm.
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5.4 Myeloide Suppressorzellen

Es wurde an 27 Kindern mit neu manifestiertem T1D und 44 Kindern ohne Diabetes die

Haufigkeit von MDSC im peripheren Blut verglichen (Abb. 12).

In beiden Gruppen zeigten sich dhnliche Haufigkeiten von MDSC im peripheren Blut
(p=0,241). Es zeigten sich grofle interindividuelle Unterschiede in der Haufigkeit der
MDSC, jedoch lie sich keine andersartige Verteilung der MDSC bei den Typ-1-
Diabetikern (F-Test: p=0,314) nachweisen.
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Abbildung 12: Myeloide Suppressorzellen im Vergleich zwischen Kindern mit T1D und Kindern ohne
T1D. Anteil der Myeloiden Suppressorzellen (MDSC) an mononukledren Zellen des peripheren Bluts
(PBMC) bei Kindern mit neu manifestiertem T1D (DiMelli) und Kindern ohne Diabetes (TEENDIAB).
Angezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Der P-Wert des zweiseitigen t-Tests findet sich unter
dem Diagramm.
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5.5 Auswirkung der Anzahl der transitionalen B-Lymphozyten auf den

Typ-1-Diabetes

Nach Bonferroni-Korrektur fiir das multiple Testen bleibt nur noch die Verminderung der
transitionalen B-Lymphozyten bei den frisch diagnostizierten Diabetikern statistisch
signifikant. Es féllt auf, dass sich in beiden Kohorten der Anteil der transitionalen B-
Lymphozyten in einem grof3en Bereich bewegt (0,81%-16,99% DiMelli und 3,34-18,38%
in TEENDIAB). Dies ist anzunehmen, da eine starke Abhéngigkeit der transitionalen B-
Lymphozyten vom Alter nachgewiesen wurde (Morbach, Eichhorn et al. 2010, Thompson,
Pekalski et al. 2014). Um diese Abhdngigkeit zu {iberpriifen und damit auch die Messung
zu validieren, wurde die Abhangigkeit des Anteils von transitionalen B-Lymphozyten an
den gesamten CD19+ B-Lymphozyten vom Alter der Probanden mittels linearer
Regression und mittels Korrelationsanalyse untersucht (Abb. 12). Die lineare
Regressionsgerade (schwarze Linie in Abbildung 13, S.59) ist signifikant von Y=0
verschieden (P-Wert= 0,035). Der Korrelationskoeffizient r nach Pearson betrigt r = -
0,223. Somit bestétigt sich eine negative Korrelation der Zellpopulation mit dem Alter, hier

schon bei einer Altersspanne von 6,8 Jahren iiber alle Probanden.

20%
15% = oo o o
10% -

5% A

Anteil Transitionalan CD19+

0% T T T T 1

Alter in Jahren

Abbildung 13: Abhiingigkeit der transitionalen B-Lymphozyten vom Alter. 90 Kinder aus beiden

Studien. Auftragung des Alters gegen den prozentualen Anteil von transitionalen B-Lymphozyten an den

gesamten CD19+ B-Lymphozyten. Die ermittelte Regressionsgerade ist in schwarz dargestellt.
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C-Peptid in pg/L

Von der These ausgehend, dass diese Zellen eine immunsuppressive Funktion haben und
die Autoimmunreaktion beim T1D einddmmen, kann man den Schluss ziehen, dass ein
hoher prozentualer Anteil dieser Zellen im Blut mit einem hdheren Uberleben an
insulinproduzierenden Betazellen assoziiert sein konnte. Die groBere residuale
Insulinproduktion konnte indirekt messbar sein durch die C-Peptid-Ausschiittung (Yosten
und Kolar 2015, Saisho 2016) der Probanden. Ebenso konnte sie sich in einer besseren
glykdmischen Kontrolle dullern, abschétzbar durch den Anteil von glykiertem Hadmoglobin
A1l am Gesamthdmoglobin (HbAlc-Wert) als etablierten Marker. Bei den untersuchten
Probanden war in fast allen Féllen der HbAlc und die Produktion von C-Peptid zum
Zeitpunkt der Entnahme der PBMC bekannt. Um einen moglichen Einfluss der
transitionalen B-Lymphozyten auf die residuale Insulinproduktion zu untersuchen, erfolgte
die Antragung gegen die Werte von C-Peptid und HbAlc bei den Kindern mit neu

manifestiertem T1D aus der DiMelli-Studie. Ein Zusammenhang wurde mittels linearer

Regressionsanalyse getestet.
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Abbildung 14: Abhingigkeit von C-Peptid (A) und HbAlc (B) vom Anteil der transitionalen B-
Lymphozyten an CD19+ B-Lymphozyten. Kinder mit T1D aus der DiMelli-Studie. Der Niichternwert des
C-Peptid war bei 40 Kindern bekannt, der HbAlc bei 36 Kindern. Es erfolgte jeweils die Auftragung gegen
den Anteil der transitionalen B-Lymphozyten an CD19+ B-Lymphozyten. Beide Regressionsgeraden sind
nicht signifikant von Y=0 verschieden (P-Wert=0,422 (A) und P-Wert= 0,117 (B)).

Es zeigte sich keine Korrelation von HbAlc und C-Peptid zum Anteil der transitionalen B-
Lymphozyten an den gesamten CD19+ B-Lymphozyten. Somit lie sich kein signifikanter

Einfluss der relativen Anzahl von transitionalen B-Lymphozyten finden.
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5.6 Uberblick iiber die Messergebnisse

Ein Uberblick iiber alle Messergebnisse, inklusive der Anzahl der Messungen pro Kohorte,

der Mittelwerte und Standardfehler, sowie der Ergebnisse der t-Tests findet sich in Tabelle

6.
DiMelli-Studie TEENDIAB-Studie
Anzahl Anzahl
der Mittelwert £ der Mittelwert £
Messung Standardfehler | Messung  Standardfehler
Zellpopulation en in %, en in % p-Wert
B10 42 13,99 + 0,84 48 14,66 + 0,97 0,607
- Transitionale 42 6,44 + 0,56 48 8,86 £0,53 2,10x103
=3 Reife, naive 42 59,25 +2,85 48 63,50 +2,37 0,381
S Plasmablasten 42 1,60 + 0,34 48 1,54 + 0,20 0,882
g CD21low 42 10,55+ 0,76 49 9,63 + 0,50 0,298
Z CD21lowCDS86+ 42 4,73+ 0,42 49 4,40 + 0,30 0,510
® CD21lowCD95+ 2 | 2844031 | 49 2,56+ 0,23 0,467
CD21lowlgD+ 42 2,82+0,27 49 2,72 +0,19 0,758
CD117+ an CD56low 33 0,85+0,14 44 0,67 + 0,09 0,260
5 CD94+ an CD56low 33 73,35+ 2,30 44 74,70 + 1,97 0,622
% CDI6I+anCD56low | 33 | 8L19+187 | 44 7806147 0,186
=  CDI97+CD62L+ an 33 22,73 2,38 44 26,78 + 1,78 0,168
4 CD56 high
'S CD314+ an CD56low 33 39,00 + 3,57 44 42,24 +3,76 0,545
£ D122+ an CD56low 33 | 36614326 | 44 3932 43,12 0,555
7 CD69+an gesamten 33 23,41 +3.83 44 36,85 + 3,65 0,014
NK-Zellen
Siglec-1+ 29 27,65 + 4,23 46 28,57 + 3,86 0,877
§  CDI4highCDI16+ 29 1,54 +0,22 45 1,93 + 0,26 0,246
S CD14highCD16- 29 72,08 + 4,20 45 75,80 £ 2,14 0,388
§ CD14lowCD16+ 29 6,02 £ 1,66 45 6,96 + 1,24 0,647
CD14lowCD16- 29 20,37 + 3,46 45 15,23 + 1,45 0,124
% MDSC 27 (LIl 2’25 ) 44 (1,53 & 2’23) 0,241
= x10 x10

Tabelle 6: Untersuchte Zellpopulationen, Anzahl der Messungen pro Kohorte DiMelli oder TEENDIAB,
Messergebnisse mit Standardfehler. Die Prozentzahlen beziehen bei den Untergruppen von B-Lymphozyten auf
den Anteil der Untergruppe an allen CD19+ B-Lymphozyten, bei den NK-Zellen auf den Anteil an der jeweils
angegebenen groBen NK-Zell-Untergruppe, bei den Monozyten-Untergruppen auf den Anteil der Untergruppe an
allen Monozyten und bei den MDSC auf den Anteil an allen PBMC. Der P-Wert wurde durch zweiseitigen t-Test
ermittelt. Ergebnisse mit p< 2,38 X 10™3 wurden als signifikant erachtet.
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6 Diskussion

Der T1D wird als eine durch T-Lymphozyten vermittelte Autoimmunerkrankung
erachtet. Die Aktivitit der T-Lymphozyten wird jedoch durch weitere zelluldre
Komponenten des Immunsystems deutlich beeinflusst. In dieser Arbeit sollten bisher
wenig beachtete potentielle ,,Akteure” in der autoimmunen Pathogenese des T1D
untersucht werden. Dazu wurden verschiedene Immunzellen ausgewéhlt, die entweder
bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. dem Systemischen Lupus
Erythematodes, einer pathologischen Verdnderung unterliegen oder die in Tiermodellen
des T1D pathologisch verdndert sind, aber bei Menschen mit T1D noch nicht oder nur

unzureichend untersucht wurden.

Die ausgewihlten Immunzellen umfassten B-Lymphozyten, mit verschiedenen pro- und
antiinflammatorischen Untergruppen und Entwicklungsstufen, Natiirliche Killerzellen
und deren Expression pro- und antiinflammatorischer Rezeptoren, Monozyten mit ihren
Untergruppen und Myeloide Suppressorzellen (s. Tabelle 1, S. 13). Fiir diese Zellen
wurde eine Antikdrper-vermittelte Farbung fiir die Durchflusszytometrie entwickelt.
Damit wurde die Haiufigkeit dieser Zellen im peripheren Blut bei Kindern mit
neumanifestiertem T1D und gleichaltrigen Kindern ohne T1D, aber mit T1D in der

Familienanamnese, untersucht.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass Kinder mit neumanifestiertem T1D
signifikant weniger transitionale B-Lymphozyten (CD19+CD27-CD24hiCD38hi) im
peripheren Blut aufweisen als die gleichaltrigen Kinder ohne T1D.

Keine Unterschiede wurden bei den iibrigen untersuchten Zellen des B-Zell-
Kompartiments gefunden: Plasmablasten, B10 und naive reife B-Lymphozyten waren in

threr Anzahl bei den Kindern mit T1D nicht zahlenmifBig veridndert.

Die Expression von Siglec-1 auf Monozyten war im Mittel gleich bei Kindern mit T1D
und den Kindern ohne Diabetes. Beide Kohorten zeigten eine grofle interindividuelle
Streuung in der Expression von Siglec-1. Ebenso war keine Verdnderung bei den

Untergruppen der Monozyten nachzuweisen.
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Ebenso wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede beim Vergleich zwischen den

beiden Gruppen fiir NK-Zellen und MDSC gefunden.

Diese Ergebnisse sind neu in Bezug auf die mutmaBliche Rolle, die B-Lymphozyten und
insbesondere die immunsuppressiv wirkenden transitionalen B-Lymphozyten in der
Pathogenese des TID spielen. Dieser Zelltyp wurde bisher noch nicht bei neu
diagnostizierten Diabetikern (hier mediane Zeit seit Diagnose 10 Tage) untersucht. Die
in dieser Studie bei neu manifestiertem T1D beobachtete Verminderung der Zellzahl der
transitionalen B-Lymphozyten wurde bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen wie
der rheumatoiden Arthritis, dem SLE oder der Immunthrombozytopenie beschrieben

(Blair, Norena et al. 2010, Li, Zhong et al. 2012, Flores-Borja, Bosma et al. 2013).

6.1 Diskussion der Methoden

Eine Stirke der vorliegenden Arbeit ist, dass die aus der DiMelli-Studie ausgesuchten
Typ-1-Diabetiker sehr kurz nach der Erstdiagnose erfasst wurden (Median 10 Tage,
Mittelwert 12,5 Tage nach Erstdiagnose) und alle fiir mindestens zwei Inselzell-

Autoantikdrper positiv getestet waren.

Weiterhin wurden alle untersuchten PBMC im gleichen Labor nach standardisierten
Verfahrensweisen (SOPs) aufbereitet und die Antikdrper-vermittelten Farbungen fiir die
Durchflusszytometrie wurden alle von derselben Person durchgefiihrt. Die verwendeten
Farbungen umfassten etablierte Marker-Kombinationen, die bereits bei der Untersuchung
anderer Erkrankungen Anwendung fanden (Wehr, Eibel et al. 2004, Blair, Norena et al.
2010, Juelke, Killig et al. 2010, Yin, Ma et al. 2010, Iwata, Matsushita et al. 2011,
loannou, Alissafi et al. 2012, Irvine, Gallego et al. 2012, Flores-Borja, Bosma et al. 2013).
Sie wurden in dieser Arbeit fiir eine effiziente Untersuchung vieler Zellpopulationen mit

moglichst geringem Bedarf an Zellen zusammengestellt.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten erfolgte verblindet.

Schwichen der Arbeit liegen darin, dass in beiden Studien PBMC verwendet wurden, die
in Flissigstickstoff tiefgefroren waren. Bei den Einfrier- und Auftauprozessen sterben

moglicherweise besonders stressempfindliche Zellen ab und ihre Hiufigkeit im
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peripheren Blut in vivo konnte in dieser Studie unterschétzt worden sein, z.B. bei

Myeloiden Suppressorzellen (Trellakis, Bruderek et al. 2013).

Die TEENDIAB-Studie, aus der die Kinder ohne T1D stammten, erfasst Verwandte
ersten Grades von Typ-1-Diabetikern. Es wurden nur Probanden ausgewéhlt, die klinisch
und laborchemisch keinen Diabetes aufwiesen (HbA 1c, Niichternblutglukose, C-Peptid
unauffillig) und keine diabetestypischen Autoantikdrper aufwiesen. Jedoch konnen
mogliche Effekte einer genetischen Belastung nicht ausgeschlossen werden, die sich u.a.

in Verdanderungen der Anzahl von Immunzellen dullern kann (Irvine, Gallego et al. 2012).

Trotz der festgelegten Mindestanzahl von 500.000 PBMC fiir die Féarbung von
Monozyten waren bei einigen Proben nicht genug Monozyten vorhanden, um eine
zuverldssige Analyse am Durchflusszytometer zu ermdglichen, was die Ausbeute an

Daten schmalerte.

In nachfolgenden Untersuchungen sollte ein Bestitigungsansatz gewihlt werden, der
weniger verschiedene Zelltypen, diese aber gezielt untersucht. Studien zur genauen
Charakterisierung der immunregulatorischen Funktion von transitionalen B-

Lymphozyten bei Typ-1-Diabetikern erscheinen notig.

6.2 Verminderung der transitionalen B-Lymphozyten bei Typ-1-
Diabetikern

Die untersuchten Kinder mit neumanifestiertem T1D hatten im Mittel 27,3% weniger
transitionale B-Lymphozyten (CD19+CD27-CD24hiCD38hi) im peripheren Blut als die
Kontrollgruppe der Kinder ohne TID. Diese Untergruppe regulatorischer B-
Lymphozyten ist auch bet der rheumatoiden  Arthritis und  der
Autoimmunthrombozytopenie als numerisch vermindert beschrieben worden. Im
Gegensatz zu Patienten mit rheumatoider Arthritis mit Krankheitsaktivitét (Flores-Borja,
Bosma et al. 2013) war bei den Typ-1-Diabetikern in der vorliegenden Arbeit kein Verlust
der Expression von CD24 auf transitionalen B-Lymphozyten zu beobachten. Stattdessen
war die Population zahlenmiBig kleiner ohne den offensichtlichen Verlust der Expression

der sie charakterisierenden Oberflichenmolekiile CD24 und CD38. Dies entspricht den
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Verdnderungen, die bei Patienten mit Autoimmunthrombozytopenie beobachtet wurden

(Li, Zhong et al. 2012).

Bei den untersuchten Kindern mit T1D fiel keine signifikante Korrelation zwischen C-
Peptid-Produktion im Niichternzustand und der Anzahl transitionaler B-Lymphozyten
oder eine negative Korrelation mit dem HbAlc auf. Jedoch konnen beide Werte nur
begrenzt eine Aussage liber das residuale Bestehen von Inselzellen geben und es kdnnen
weitere Effekte, wie z.B. durch die schon begonnene Insulintherapie, nicht
ausgeschlossen werden. Aullerdem war die Stichprobengrofle, mit der HbAlc und C-
Peptid untersucht wurde, mit 36 bzw. 40 Kindern (Vgl. 5.5 Auswirkung der Anzahl der
transitionalen B-Lymphozyten auf den Typ-1-Diabetes, und Abbildung 14, S.60)

eventuell zu klein, um die Verénderungen zu detektieren.

Auch andere Arbeiten untersuchten das Auftreten von regulatorischen B-Lymphozyten
beim T1D und kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen, wobei die Vergleichbarkeit mit
der vorliegenden Arbeit in Frage zu stellen ist. Thompson et al. fanden keine statisch
signifikante Verdnderung dieser Population bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich mit
Gesunden (Thompson, Pekalski et al. 2014). Dagegen beschrieben Kleffel et al. eine
Verminderung von IL-10 produzierenden regulatorischen B-Lymphozyten bei Typ-1-
Diabetikern, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde (Kleffel, Vergani
et al. 2015). Die Unterschiede konnten durch die Zusammensetzung der
Probandenkollektive begriindet sein. Wahrend in dieser Studie ausschlieflich Kinder mit
neu manifestiertem T1D untersucht wurden (s. Tabelle 2, 37), waren die Kohorten bei
Thompson et al. und Keffel et al. heterogener. Beide untersuchten ein Patientenkollektiv,
das einen im Mittel deutlich ldnger bestehenden T1D aufwies: Mediane Dauer des
Diabetes 12 Monate bei einer Alterspanne von 9-34 Jahren in der Studie von Thompson
et al., 35 Jahre mittlere Diabetesdauer bei einem mittleren Alter von 53 Jahren in der
Studie von Kleffel et al. Die vorliegende Arbeit untersuchte Patienten, bei denen ein
Diabetes mellitus Typ 1 im Median 10 Tage zuvor erstmals diagnostiziert worden war
bei einem Alter der untersuchten Kinder von 8,0 bis 14,8 Jahren. Auch beziiglich der
Anzahl der Autoantikorper bei den Typ-1-Diabetikern unterscheiden sich die Studien:
Die diabetischen Probanden in der Studie von Thompson et al. waren nicht alle fiir

mindestens zwei diabetesspezifische Autoantikorper positiv, sondern teilweise nur fiir

66



einen. Die Studie von Kleffel et al. schloss wie diese Arbeit nur Typ-1-Diabetiker ein, die
fiir mindestens zwei Autoantikorper positiv getestet waren. Die Anzahl dieser
Autoantikorper reflektiert die Aggressivitit des Autoimmunprozesses: Patienten mit
mehreren Inselzell-Autoantikorpern schreiten schneller zum manifesten Diabetes
mellitus voran und haben nach Behandlungsbeginn eine kiirzere Phase mit reduziertem
Insulinbedarf (Ziegler, Rewers et al. 2013). Flores-Borja et al. zeigten die stdrkste
Verminderung von transitionalen B-Lymphozyten bei der rheumatoiden Arthritis mit
Krankheitsaktivitit. Im entziindungsfreien Intervall ohne oder nur mit minimaler
Krankheitsaktivitit war die Verminderung von transitionalen B-Lymphozyten im

Vergleich mit Gesunden schwécher ausgeprigt (Flores-Borja, Bosma et al. 2013).

Jedoch konnte eine relative Ubereinstimmung mit Thompson et al. beziiglich der
transitionalen B-Lymphozyten gefunden werden. In beiden Untersuchungen lie3 sich
beobachten, dass die Anzahl der transitionalen B-Lymphozyten im peripheren Blut mit
dem Alter der untersuchten Probanden abnimmt. Dies steht auch im Konsens mit anderen
Untersuchungen, die die transitionalen B-Lymphozyten ohne den Hintergrund einer
Autoimmunerkrankung untersuchten und auch deren Abhingigkeit vom Alter der
Probanden beobachteten (Dunn-Walters und Ademokun 2010, Morbach, Eichhorn et al.
2010).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Verminderung transitionaler B-Lymphozyten bei
Typ-1-Diabetikern gefunden werden, was eine potentiell protektive Rolle der B-
Lymphozyten abseits ihrer proinflammatorischen Funktionen zeigt. Eine Verminderung
der absoluten IL-10-Konzentration im Serum bei Typ-1-Diabetikern wurde bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (Rapoport, Mor et al. 1998, Szelachowska,
Kretowski et al. 1998). Da transitionale B-Lymphozyten ihre immunregulatorische
Wirkung vornehmlich iiber IL-10 ausiiben (Blair, Norena et al. 2010, Flores-Borja,
Bosma et al. 2013), kann eine numerische Verminderung dieser Zellen als Ursache fiir
die niedrigere IL-10-Produktion bei Typ-1-Diabetikern in Betracht gezogen werden.
Besonders interessant ist das vermehrte Auftreten von transitionalen B-Lymphozyten
nach Rituximab-induzierter B-Lymphozyten-Depletion, was als ursdchlich fiir das
tempordre Authalten des Autoimmunprozesses beim T1D diskutiert wurde (Palanichamy,

Barnard et al. 2009, Pescovitz, Greenbaum et al. 2009). Die Vorstellung, dass nach
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Depletion anfangs massenhaft transitionale B-Lymphozyten auftreten, die sich aber mit
der Zeit zu reifen, nicht mehr immunregulatorisch wirksamen B-Lymphozyten
entwickeln, wiirde das nur voriibergehende Stoppen des Autoimmunprozesses und

nachfolgende Wiederauftreten erklaren (Pescovitz, Greenbaum et al. 2009).

Die hier direkt bei Beginn der Erkrankung beobachtete Verminderung der transitionalen
B-Lymphozyten passt in das Konzept der durch eine inflammatorische Umgebung
ausgelosten schnellen Verdanderung in der Anzahl von regulatorischen B-Lymphozyten
(Rosser und Mauri 2015). Hier wird durch das kurze Bestehen des Diabetes die Rolle in
der unmittelbaren Pathogenese unterstrichen, da Effekte durch langjdhrige

Hyperglykdmie noch nicht im Vordergrund stehen.

Das Feld der B-Lymphozyten mit immunregulatorischer Wirkung steht unter intensiver
Forschung. Es wurden verschiedene Kombinationen von Oberflichenmarkern zu ihrer
Definition und verschiedene Wirkungsweisen beschrieben (Yang, Rui et al. 2013, Mauri
und Menon 2015, Rosser und Mauri 2015). Neben den transitionellen B-Lymphozyten
wurden auch B10-Zellen als regulatorische B-Lymphozyten beschrieben. Diese waren
jedoch in dieser Arbeit bei den Kindern mit T1D nicht signifikant verdndert im Vergleich
zu den Kindern ohne T1D. Weitere Arbeiten miissen die Zelltypen genauer beschreiben
und versuchen, die verschiedenen Phédnotypen in ein gemeinsames Modell
zusammenzufiihren. So konnten sich neue Ansatzpunkte bieten, gezielt {iiber

regulatorische B-Lymphozyten in die Pathogenese des T1D einzugreifen.

6.3 Keine Verinderung der CD21low B-Lymphozyten bei Typ-1-
Diabetikern

Die mittels CD21low und der Aktivierungsmarker CD86, CD95, sowie IgD
beschriebenen aktivierten B-Lymphozyten zeigten keine Vermehrung oder
Uberexpression der Marker bei den Kindern mit neu manifestiertem T1D. Dies steht im
Gegensatz zu anderen systemischen Autoimmunerkrankungen oder Stérungen des
Immunsystems wie SLE, Granulomatose mit Polyangiits oder dem Variablen
Immundefektsyndrom (CVID). Beim CVID ist dieser Zelltyp massiv vermehrt, korreliert
mit der Krankheitsaktivitidt und dient sogar als diagnostisches Kriterium in der Klinik

(Bergbreiter und Salzer 2009). Dass sich im peripheren Blut keine Expansion dieses
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Zelltyps finden ldsst, kann ein Hinweis fiir die Organspezifitit des T1D sein und ihn zu
systemischen Autoimmunerkrankungen abgrenzen. Wenn CD21low B-Lymphozyten
dennoch beim T1D eine Rolle spielen sollten, dann kdnnten sie lokalisiert im Pankreas
selbst vermehrt sein, da sie sich spezifisch in entzlindeten Geweben anreichern
(Rakhmanov, Keller et al. 2009). Dies ist der Fall im bronchoalveolédren Sekret bei CVID
(Bergbreiter und Salzer 2009) oder im entziindeten Synovia bei rheumatoider Arthritis

(Rakhmanov, Keller et al. 2009).

6.4 Keine Verinderung in der Monozytenverteilung bei Typ-1-

Diabetikern

In der vorliegenden Untersuchung konnte die von [rvine, Gallego et al. vorbeschriebene
Verianderung in der Zusammensetzung der Monozyten-Untergruppen nicht bestatigt

werden (Irvine, Gallego et al. 2012).

Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass /rvine et al. eine Verdnderung der
Monozyten-Untergruppen bereits bei Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern
nachweisen konnten. In der vorliegenden Arbeit dienten jedoch gesunde Verwandte
ersten Grades von Typ-1-Diabetikern aus der TEENDIAB-Studie als Vergleichsgruppe.
So war der Unterschied zwischen den Kindern mit T1D (DiMelli-Probanden) und den
Kontrollen (TEENDIAB-Probanden) eventuell bereits kleiner als zu Probanden ohne
T1D in der Familienanamnese und konnte im Rahmen dieser Studie nicht detektiert

werden.

Ublicher als die Aufteilung der Monozyten in vier verschiedene Untergruppen ist die
Aufteilung in drei Untergruppen, ohne die Gruppe der CDI14lowCDI16- (Ziegler-
Heitbrock 2007, Ziegler-Heitbrock, Ancuta et al. 2010, Ziegler-Heitbrock 2014). Bei
dieser Aufteilung lieBen sich in einer anderen Studie ebenfalls keine signifikanten
Verdnderungen der Monozyten-Untergruppen bei Typ-1-Diabetikern finden (Bouma,
Lam-Tse et al. 2004).

Zukiinftige Experimente an Monozyten sollten angesichts ihrer geringen Anzahl im
peripheren Blut am besten an frisch gewonnenen und nicht eingefrorenen PMBCs

durchgefiihrt werden, um die Zellausbeute zu vergrofern.
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6.5 Keine Verinderung der Expression von Siglec-1 auf Monozyten

bei Typ-1-Diabetikern

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Siglec-1
exprimierenden Monozyten im Vergleich zwischen Kindern mit T1D und den gesunden
Kontrollen. Es wurde eine grofle Streubreite in der Siglec-1-Expression in beiden
Kohorten nachgewiesen. Die Varianzen zwischen beiden Kohorten sind jedoch nicht
signifikant verschieden (p=0,446). Dies kann durch dadurch begriindet sein, dass gerade
keine Expression der INF-Signatur mit Siglec-1-Expression (mehr) in der DiMelli-
Kohorte stattfindet. Ferreira et al. zeigten, dass die Expression der IFN-Signatur nur
transient nachweisbar war, beispielsweise bei einer Influenza-Impfung nur etwa drei Tage
lang. Bei bereits manifesten Diabetikern war eine deutlich geringere Expression als bei
Kindern kurz vor der Serokonversion nachweisbar (Ferreira, Guo et al. 2014). Die in der
DiMelli-Studie befindlichen Kinder haben bereits einen manifesten Diabetes mit
Autoantikorpern, eine Serokonversion hat also schon stattgefunden. Selbst die kurze Zeit
zwischen Diagnose und Gewinnung der PBMC fiir die DiMelli-Studie (hier im Median
10 Tage) war demnach nicht mehr ausreichend, die INF-Signatur bzw. die veridnderte
Expression von Siglec-1 auf CD14+ Monozyten abzubilden. Dies unterstreicht die
zeitliche Zuordnung des Auftretens der IFN-Signatur vor dem Auftreten von Inselzell-

Autoantikorpern (Ferreira, Guo et al. 2014).

Ebenso ist es moglich, dass die IFN-Signatur auch schon bei kleineren Infekten
exprimiert wird. Es wurden zwar im Vorfeld alle Probanden ausgeschlossen, die zum
Zeitpunkt der Blutentnahme subjektiv krank waren, jedoch wurden keine
laborchemischen Entziindungsmarker wie C-reaktives Protein oder Leukozytenanzahl

bestimmt.

6.6 Keine Verinderung der Myeloiden Suppressorzellen bei Typ-1-
Diabetikern

Es finden sich keine Unterschiede in der Anzahl der granulozytiren Myeloiden

Suppressorzellen zwischen den beiden Kohorten.
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Es wurde fiir diese Arbeit die Charakterisierung der MDSC von loannou et al. mit der
Markerkombination HLA-DR—/lowCD14—CD33+CD15+ gewihlt. Dieser Phinotyp
entspricht der Untergruppe der Myeloiden Suppressorzellen vom granulozytéren Typ
(Ioannou, Alissafi et al. 2012). Die bekannte Heterogenitdt der Zellpopulation (Youn,
Nagaraj et al. 2008, Gabrilovich und Nagaraj 2009, Youn, Collazo et al. 2012) der MDSC
schlieft nicht aus, dass ein anderer Typ von MDSC beim T1D eine Rolle spielen konnte.
In der Tat wurde eine Vermehrung Myeloider Suppressorzellen vom monozytischen Typ
(charakterisiert durch die Marker CD11b und CD33) bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich
zu gesunden Kontrollen in einer Studie beschrieben (Whitfield-Larry, Felton et al. 2014).

Im Zusammenhang mit dem Tumorenvironment wurde beobachtet, dass bei Tumoren
unterschiedlicher Gewebe unterschiedliche Phinotypen von MDSC expandieren (Jiang,
Guo et al. 2014, Solito, Marigo et al. 2014, Bronte, Brandau et al. 2016). Fiir
Autoimmunerkrankungen ist ein dhnliches Verhalten denkbar, d.h. dass in Abhangigkeit
der Autoimmunerkrankung unterschiedliche Typen von MDSC expandieren (Boros,

Ochando et al. 2016).

6.7 Keine veranderte Rezeptor-Expression auf natiirlichen

Killerzellen bei Typ-1-Diabetikern

Die untersuchten NK-Zell-Rezeptoren waren zwischen DiMelli und TEENDIAB nicht
verschieden exprimiert. Es konnten schlicht andere, nicht untersuchte Rezeptoren die
Aktivierung der NK-Zellen beim TI1D widerspiegeln bzw. ihre Infiltration in das
Pankreas ermdglichen. Eine andere Moglichkeit wiére die lokale Stérung in den
Langerhans-Inseln im Rahmen der Insulitis, die die Infiltration der NK-Zellen zulésst, die
dann z.B. mittels NKp46 an der Zerstorung der Betazellen mitwirken (Gur, Enk et al.

2011). Eine derartige Verdnderung lieBe sich im peripheren Blut nicht beobachten.

Der durch Coxsackie-B4-Virus ausgeloste T1D stellt moglicherweise eine Sonderform
dar. Eine Zerstorung der viral infizierten Betazellen durch NK-Zellen erscheint durch
theoretische immunologische Uberlegungen (vgl. 3.3 Natiirliche Killerzellen, S.22)
moglich. Jedoch konnte die Prdvalenz der Coxsackie-B4-Virus vermittelten
Immunreaktion als Ausléser von T1D in der Arbeit von Dotta et al. aufgrund der kleinen

Stichprobe von sieben Probanden zufillig iiberschitzt worden sein (Dotta, Censini et al.
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2007). So konnten bei den hier untersuchten Typ-1-Diabetikern wenige oder keine
Coxsackie-B4-Virus-Infektionen fiir die Krankheitsentstehung verantwortlich gewesen

sein.

Die hier gemachten Beobachtungen stiitzen die Vermutung, dass NK-Zellen keine
tragende Rolle in der Entwicklung des T1D spielen, wie auch Willcox et al. annahmen
(Willcox, Richardson et al. 2009). Zukiinftige Untersuchungen an NK-Zellen sollten
vornehmlich ihre Wechselwirkung mit anderen Immunzellen bei der Pathogenese
beleuchten, z.B. mittels Zytokinsekretion (Lehuen, Diana et al. 2010). Die Identifikation
des auf Betazellen gebundenen Liganden von NKp46 und des Mechanismus, wie NK-
Zellen beim T1D das Pankreas infiltrieren konnen, sind mit groBem Aufwand verbunden
(Mandelboim und Enk 2014), aber ermdglichen, die potentielle direkte Wirkung von NK-

Zellen auf Betazellen zu erforschen.
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7 Zusammenfassung

Der Typ-1-Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, die gekennzeichnet ist durch die
Zerstorung der insulinproduzierenden Betazellen im Pankreas durch T-Lymphozyten. Es
wurde jedoch gezeigt, dass andere Immunzellen an der Pathogenese beteiligt sind oder
sie pathogene T-Lymphozyten auf verschiedene Arten beeinflussen konnen. Zu diesen
Zellen gehoren vor allem B-Lymphozyten, aber auch Natiirliche Killerzellen und
Monozyten. Es wurden in den letzten Jahren Untergruppen von B-Lymphozyten mit pro-
und  antiinflammatorischen =~ Wirkungen  beschrieben, die  bei  anderen
Autoimmunerkrankungen die Pathogenese beeinflussen, die aber beim Typ-1-Diabetes
bisher nicht oder nur in wenigen Studien untersucht wurden. Ebenso wenig ist die Rolle
von anderen regulatorischen Immunzellen, wie etwa Myeloiden Suppressorzellen
(MDSC) oder die Expression von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren auf NK-

Zellen beim Typ-1-Diabetes zufriedenstellend untersucht.

Diese Arbeit untersuchte diese wenig beachteten ,,Akteure® in der zelluldren Pathogenese
des Typ-1-Diabetes am Menschen, ndmlich proinflammatorische CD21low B-
Lymphozyten, antiinflammatorische transitionale B-Lymphozyten, NK-Zellen, MDSC
und Monozyten, auf numerische Unterschiede zwischen Kindern mit neu manifestiertem

Typ-1-Diabetes und gleichaltrigen Kindern ohne Diabetes.

Dazu wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes von Kindern mit neu
manifestiertem Typ-1-Diabetes und multiplen Autoantikdérpern (aus der DiMelli-Kohorte
des Instituts fiir Diabetesforschung) mit denen von gleichaltrigen Kindern ohne Diabetes
(aus der TEENDIAB-Kohorte des Instituts flir Diabetesforschung) mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Es wurde mittels zweiseitigem t-Test bei einem
Signifikanzniveau von 0=0,05 (bzw. a*=2,38 x 1073 nach Bonferroni-Korrektur) auf

Unterschiede zwischen beiden Gruppen getestet.
Dabei zeigten sich die folgenden Ergebnisse:

1) Die immunsuppressiven transitionalen B-Lymphozyten (CD19+CD27-
CD24hiCD38hi) kamen bei Kindern mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes
signifikant seltener vor als bei Kindern ohne Diabetes (6,436+0,56% der B-
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2)

3)

4)

Lymphozyten n=42; 8,86+0,53% der B-Lymphozyten, n=48;
t-Test: p=2,10x1073). Die {iibrige Untersuchung des B-Lymphozyten-
Kompartiments ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die
untersuchten Ausreifungsstufen von B-Lymphozyten (Plasmablasten (p=0,883),
IgD+IgM+ (p=0,381)) und auch die andere immunregulatorische Untergruppe der
B10 (p=0,607) waren bei den Kindern mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes
gegeniiber den Kindern ohne Diabetes zahlenmiBig nicht verdndert. Die B-
Lymphozyten der Kinder mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes waren nicht
verstarkt aktiviert. Die proinflammatorischen CD21low B-Lymphozyten waren in
beiden Kohorten gleich haufig vertreten (10,55+0,76%, 9,631+0,50%; p=0,296),
auch deren Expression von IgD (p=0,758) und der Aktivierungsmarker CD86
(p=0,510) und CD95 (p=0,466) war in beiden Kohorten gleich stark.

Die NK-Zellen zeigten sich sowohl numerisch als auch in Bezug auf die
Expression der untersuchten Oberflichenmarker in beiden Kohorten gleich.
Getestet wurden die inhibitorischen Marker CD94 (p=0,656) und CDI161
(p=0,186), sowie die proinflammatorischen Marker CD117 (p=0,279), CD197
(p=0,168), CD62L (p=0,168), CD314 (p=0,545), CD122 (p=0,555) und CD69
(p=0,014).

Siglec-1 auf Monozyten als Marker einer Expression von IFN-a-induzierbaren
Genen war in den beiden Gruppen nicht unterschiedlich exprimiert (p=0,887). Der
Anteil der Siglec-1+ Monozyten an den gesamten Monozyten unterlag einer
grofen interindividuellen Streuung, jedoch waren die Varianzen in der Siglec-1-
Expression bei Kindern mit Typ-1-Diabetes nicht signifikant verschieden von der
nicht-diabetischer Kinder (p=0,446). Es zeigten sich keine numerischen
Veridnderungen in den Monozyten-Untergruppen CD14highCD16+ (p=0,246),
CD14highCD16-(p=0,388), CD14lowCD16+ (p=0,647) und CD14lowCD]16-
(p=0,124) zwischen Kindern mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes und Kindern

ohne Diabetes.

MDSC kamen bei Kindern mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes gleich hiufig
vor wie bei Kindern ohne Diabetes (p=0,241).
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Zusammenfassend kann die Beteiligung von B-Lymphozyten an der Pathogenese des
Typ-1-Diabetes unterstrichen werden. Die Verminderung der transitionalen B-
Lymphozyten, die vor allem {iber die Ausschiittung des Zytokins IL-10
immunregulatorisch wirken, fiigt sich in das Bild der bereits im Serum nachgewiesenen
Minderproduktion von IL-10 bei Typ-1-Diabetikern ein. Es fehlen noch weitere Arbeiten
zum Phinotyp und zur Funktion dieses Zelltyps, beispielsweise durch intrazellulédre
Farbung von IL-10, um die Rollen, die B-Lymphozyten neben der Produktion von
Autoantikdrpern und der Antigenprisentation beim Typ-1-Diabetes spielen, detaillierter

verstehen zu koénnen.
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Cluster of Differentiation,
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FACS fluorescence-activated cell sorting

FBS fetal bovine serum, fotales Kilberserum
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