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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Natiirliche Killer-Zellen

Natlrliche Killer-Zellen  (NK-Zellen) entstehen im Knochenmark aus
hamatopoetischen Stammzellen und reprasentieren eine kleine Fraktion der
Lymphozyten. Beim Menschen machen sie zwischen 2% und 18% des peripheren
Blutes und in der Maus ca. 2% bzw. 10% der Lymphozyten der Milz bzw. der
Lunge aus (GREGOIRE et al. 2007). Im Verhaltnis zu den zahlenmaRig
haufigeren T- und B-Lymphozyten sind NK-Zellen gréer und granuldrer und
zahlen neben Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (,dendritic cells®,
DC) und Granulozyten zum angeborenen Immunsystem. Sie wurden das erste
Mal 1975 als ,natirlich vorkommende Tumorzell-spezifische Killerzellen® in der
Maus beschrieben (KIESSLING et al. 1975). NK-Zellen téten ihre Zielzellen durch
die Induktion eines programmierten Zelltods (Apoptose) Uber zwei mdgliche
Wege: Zum einen kénnen NK-Zellen zytotoxische Granula (Perforin, Granzym)
ausschitten, die die Zellmembran der gebundenen Zielzelle auflést oder sie
kénnen an sogenannte Todes-Rezeptoren auf der Zielzelle (z.B. Fas/CD95)
binden (SMYTH et al. 2005). NK-Zellen sind in der Lage, infizierte oder krankhaft
veranderte Zellen von gesunden kérpereigenen Zellen zu unterscheiden. Diese
Fahigkeit hdngt von dem Zusammenspiel einer Vielzahl von aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren der NK-Zellen ab. NK-Zellen von Mensch und Maus
unterscheiden sich zwar nicht in der Funktionalitat, aber in der Expression
spezifischer Oberflaichenmolekile. So definiert man humane NK-Zellen Uber die
Expression von ,cluster of differentiation 56“ (CD56) und murine Uber die
Expression von NK1.1 oder auch NKp46. In der vorliegenden Arbeit beziehe ich

mich auf murine NK-Zellen.

1.1.1 Entstehung und Reifung von murinen NK-Zellen

Bei der Entstehung und Reifung von NK-Zellen handelt es sich um einen
mehrstufigen Prozess, der mit hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark
beginnt. Unter Einfluss unterschiedlicher Zytokine und der wechselnden

Expression von Oberflachenmolekilen entstehen reife, funktionsfahige NK-Zellen.
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Einleitung

1.1.1.1 Entstehung muriner NK-Zellen

NK-Zellen entstehen im Rahmen der Hamatopoese im Knochenmark. Bei diesem
Prozess entwickeln sich aus einer multipotenten hdmatopoetischen Stammzelle
alle Zellen des Blutes (Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten,
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und NK-Zellen). Ein I6slicher Ligand, dem eine
essentielle Bedeutung in der Hadmatopoese zuteil wird, ist der Stammzellfaktor
(SZF), der von den Stromazellen des Knochenmarks gebildet wird. SZF bindet an
den Rezeptor c-Kit (CD117), eine transmembranare Rezeptor Tyrosinkinase, die
hauptséachlich von hamatopoetischen Vorlduferzellen exprimiert wird. Der SZF und
somit auch das c-Kit spielen in der Entwicklung der hdmatopoetischen Zellen eine
entscheidende Rolle, da ihre Interaktion den ersten Schritt der Hamatopoese
ausmacht. So konnte durch Colucci et al. gezeigt werden, dass die lytische
Aktivitat von c-Kit -/- NK-Zellen in Bezug auf YAC-Zellen nur noch 50% der
lytischen Aktivitat von Wildtyp NK-Zellen entspricht (COLUCCI et al. 2000). Der
Differenzierungsweg der einzelnen Blutzellen hdngt von dem Zytokin-Muster ab.
Fir die Entwicklung von NK-Zellen spielen Zytokine wie das Interleukin 7 (IL-7),
der fetale Leber Kinase 2 und 3 Ligand, IL-15 und insbesondere IL-2 eine
entscheidende Rolle (COLUCCI et al. 2000). Séamtliche Fehler in der Interaktion
der Zytokine mit der entstehenden NK-Zelle resultieren in einem verénderten
NK-Zell-Repertoire. Dabei scheint die Wirkung von IL-15 weitreichende Folgen zu
haben, da IL-15 Rezeptor defiziente Mause keine reifen NK-Zellen entwickeln
kénnen (LODOLCE et al. 1998; SUZUKI et al. 1997).

Obwohl die c-Kit Expression flir lange Zeit nur auf den sich entwickelnden Zellen
des Knochenmarks beobachtet wurde, fand man kirzlich auch c-Kit positive
NK-Zellen im Darm von adulten Menschen und Mausen. Diese c-Kit positiven
mukosalen NK-Zellen spielen durch die Ausschittung von IL-22 eine wichtige
Rolle in der mukosalen Immunreaktion (SANOS et al. 2009; VIVIER et al. 2009).

1.1.1.2 Reifung muriner NK-Zellen

In Abh&ngigkeit der Expression der Oberflachenmolekile CD11b und CD27
werden in der Maus drei Reifestadien von NK-Zellen beschrieben, die sich in der
Expression der Oberflachenmolekile, der Gewebeverteilung, der

Zytokin-Produktion sowie der zytotoxischen Fahigkeit unterscheiden. Die
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Einleitung

Ausgangszelle der Reifung bildet die CD11b""/CD27"9" NK-Zelle, die vornehmlich
in fetalen und neonatalen Mausen (TAKEDA et al. 2005) sowie im Knochenmark,
in den Lymphknoten und in der Leber von adulten Mausen zu finden ist. Sie
zeichnet sich dadurch aus, dass sie CD127 und c-Kit exprimiert und nur im
geringen Malde zur Zytokin-Produktion und Zytotoxizitat fahig ist. So produzieren
diese NK-Zellen Interferon-y (IFN-y) nur nach in vitro Stimulation mit IL-2 und IL-12
und téten Tumorzellen (YAC-1 und B16 Melanom-Zellen) wesentlich uneffizienter
als CD11b""/CD27"" (KIM et al. 2002c). Ein weiteres Merkmal dieser
Knochenmark-NK-Zellen ist ihre Proliferationsfahigkeit, die darauf hindeutet, dass
sich entwickelnde NK-Zellen im Knochenmark expandieren. Durch adoptiven
Zelltransfer dieser NK-Zellen in bestrahlte Mause konnte gezeigt werden, dass
sich aus diesen CD11b°Y/CD27"9" NK-Zellen CD11b"9"/CD27"9" NK-Zellen
entwickeln (KIM et al. 2002b). Diese Zellen befinden sich in der Milz und in den
Lymphknoten und zeichnen sich durch starkere Effektorfunktionen als die
CD11b"°Y/CD27"" NK-Zellen aus (KIM et al. 2002a), zeigen aber eine
verminderte  Proliferationsfahigkeit. Sowohl CD11b"°“/CD27"%" als auch
CD11b"9"/CD27"" NK-Zellen exprimieren die Chemokin-Rezeptoren CXCR3 und
CXCR4, was sie von den NK-Zellen des folgenden Reifestadiums unterscheidet.
CD11b"9"/CD27'°" NK-Zellen befinden sich in der Lunge und im peripheren Blut
(HAYAKAWA et al. 2004), exprimieren lediglich den Chemokin-Rezeptor CXCR4
(HAYAKAWA et al. 2006), befinden sich im Stadium der zelluldren Seneszenz
und proliferieren nur im Falle einer Entzindungsreaktion. Kirzlich wurde ein
weiteres Reifestadium der NK-Zellen von Chiossone et al. beschrieben, die in sehr
geringer Menge in allen lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen von NDE und
C57BL/6 Mausen gefunden wurden. Diese NK-Zellen exprimieren CD11b"°" und
CD27"°" und agieren vermutlich als Vorlauferzellen zur Generierung von
Effektorzellen fur den Fall, dass diese bendétigt werden (CHIOSSONE et al. 2009).
Demnach kann man die Reifestadien der NK-Zellen in Bezug auf die Expression
der Oberflachenmolekile CD11b und CD27 folgendermalien zusammenfassen:
CD11b°"/CcD27"" >  cD11b""cD27"" >  cD11b""/CD27*" >
CD11b"°"/CD27"".
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Einleitung

1.1.2 Regulation muriner NK-Zellen

Die wichtigste Rolle bei der Regulation der NK-Zellen spielt der
Haupthistokompatibilitdtskomplex (,major histocompatibility complex”, MHC). Alle
murinen MHC-Gene sind auf Chromosom 17 kodiert und bilden eine hoch
polymorphe Gruppe von Genen, die die Peptid-bindenden Molekile kodiert, die
sowohl durch T- als auch durch NK-Zellen erkannt werden. MHC-Molekile werden
in zwei Gruppen unterteilt: MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekile.
MHC-Klasse-I-Molekile werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und
prasentieren die gebundenen Peptide an CD8 positive T-Lymphozyten.
MHC-Klasse-1-Moleklle bestehen aus zwei nicht-kovalent gebundenen
Polypeptidketten: Der o-Kette (oder auch schwere Kette) sowie der kurzen
zytoplasmatischen Kette, dem R2-Mikroglobulin. Die a-Kette besteht aus drei
extrazelluldaren Doméanen (a1 - a3), einer hydrophoben Transmembranregion und
dem carboxyterminalen Ende, das in das Zytoplasma ragt. Die aminoterminalen
al- und a2-Segmente bilden die Peptidbindungsfurche, durch die Peptide der
Lange von 8 bis 11 Aminosduren gebunden werden kénnen.
MHC-Klasse-II-Molekiile werden von Antigen-présentierenden Zellen (,antigen
presenting cells“, APC), wie den DC’s, B-Lymphozyten, Makrophagen und einigen
anderen Zelltypen exprimiert. Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekiilen,
prasentieren MHC-Klasse-II-Molekile Peptide an CD4 positive T-Lymphozyten.
MHC-Klasse-II-Molekile bestehen, wie MHC-Klasse-I-Molekile, aus zwei
nicht-kovalent gebundenen Polypeptidketten. In diesem Fall handelt es sich um
die a- und die R-Kette. Beide Ketten bestehen aus zwei extrazelluldren Doménen,
einer hydrophoben Transmembranregion sowie einem kurzen, in das Zytoplasma
ragenden, carboxyterminalen Ende. Die aminoterminalen a1- und 31-Segmente
bilden die Peptidbindungsfurche und kénnen Peptide der Lange von 30
Aminosauren und mehr binden.

Fir die Regulation von NK-Zellen spielen nur die MHC-Klasse-I-Molekile eine
Rolle. Unter normalen Umstanden présentiert eine bestimmte Anzahl von
MHC-Klasse-I-Molekilen kérpereigene Peptide. Im Falle einer viralen Infektion
oder einer malignen Transformation, werden virale oder tumorassoziierte Peptide
prasentiert. Diese Peptide werden zum einen von zytotoxischen CD8 positiven

T-Zellen und zum anderen von NK-Zellen erkannt, wodurch es zur Aktivierung der
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Immunreaktion und infolgedessen zur Lyse der befallenen Zelle kommt. Viele
Viren sowie Tumorzellen haben Mechanismen entwickelt, die dazu fuhren, dass
diese Erkennung und Lyse verhindert wird. Dabei spielt die Herunterregulierung
der MHC-Molekile eine wichtige Rolle (TORTORELLA et al. 2000). Durch dieses
.verstecken“ der korperfremden Peptide entgeht die verdnderte Zelle der
Entdeckung durch zytotoxische CD8 positive T-Zellen, wird aber von NK-Zellen
erkannt, da diese durch Zellen aktiviert werden, die keine oder eine verédnderte
Anzahl an MHC-I-Molekulen auf der Oberflache tragen (unabhdngig von dem
prasentierten Peptid). Dieses Phdnomen wurde 1985 von Karre et al. als ,missing-
self* Hypothese beschrieben (KARRE K 1985). In den Folgejahren wurde diese
Hypothese untermauert: Wahrend MHC-I-defiziente Tumorzellen in vivo von
NK-Zellen erkannt und lysiert werden (KARRE K et al. 1986), wirkt eine
Expression von MHC-I-Molekilen auf der Zielzelle in vitro protektiv (QUILLET et
al. 1988) (Abb. 1.1).

Wie bereits erwahnt, werden NK-Zellen durch ein Gleichgewicht von aktivierenden
und inhibierenden Signalen / Rezeptoren reguliert. Veradndert sich das Verhaltnis
der aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren zugunsten der aktivierenden, so
wird die Zelle als ,verandert erkannt und durch NK-Zellen lysiert. Generell
muissen aktivierende Rezeptoren auf der NK-Zelle inhibiert werden, damit eine
kdrpereigene, gesunde Zelle nicht durch die NK-Zelle lysiert wird (Abb 1.1).

1.1.2.1 Inhibierende Rezeptoren

Zu den inhibierenden Rezeptoren zahlt unter anderem Ly49, welches
MHC-I-Molekile auf der Ziel-Zelle erkennt und somit die zytotoxische Reaktion
der NK-Zelle gegen koérpereigene Zellen verhindert. Die Interaktion zwischen Ly49
und dem MHC-I-Molekil ist dabei unabhangig von dem prasentierten Peptid
(LANIER 1998). Der Signalweg inhibierender Rezeptoren verlauft Uber
Jimmunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs* (ITIMs), die sich am
zytoplasmatischen Ende des inhibierenden Rezeptors befinden. Nach Bindung
eines MHC-Klasse-I-Molekils an den extrazellularen Bereich des Rezeptors wird
der zytoplasmatische Tyrosin-Rest des ITIMs phosphoryliert. Diese Reaktion

rekrutiert die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP (,SH2 containing protein-tyrosine
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Einleitung

phosphatase“)-1 und SHP-2, die verschiedene Signalproteine dephosphorylieren
und somit die NK-Aktivierung inhibieren (YOKOYAMA et al. 2008).

A B C D

keine keine u. U.
Aktivierung Aktivierung Aktivierung Aktivierung

D

'
|
Zielzelle @

Zielzelle

O

f,‘”] MHC-I Takt. Ligand ‘selbst-Antigen

® [ )
Y [ ]
Zielzelle

Tinh. Rezeptor Takt. Rezeptor

Abb. 1.1: Regulation von NK-Zellen

NK-Zellen werden durch das Zusammenspiel von aktivierenden und inhibierenden
Signalen reguliert. Trifft eine NK-Zelle auf eine kdrpereigene gesunde Zelle, so
findet aufgrund der natirlichen MHC-I-Peptid-Prasentation keine Aktivierung der
NK-Zelle statt (A). Gleiches Phdnomen ist zu beobachten, wenn die Zielzelle
weder MHC-Moleklle noch aktivierende Rezeptoren tragt (B). Trifft die NK-Zelle
aber auf eine Zielzelle mit aktivierenden Rezeptoren und verminderter Anzahl an
MHC-I-Molekilen, so wird die Zelle angegriffen (C). Kénnen sowohl aktivierende
als auch inhibierende Rezeporen auf der Ziel-Zelle erkannt werden, so hangt die
Reaktion von der Balance zwischen den Signalen ab (D).
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1.1.2.2 Aktivierende Rezeptoren

Auf den NK-Zellen befindet sich eine Reihe von aktivierenden Rezeptoren, wie
z.B. NKG2D und CD27. Diese Molekile erkennen auf der Zielzelle
unterschiedliche Oberflachenmolekile und bewirken nach ihrer Aktivierung die
Induktion der NK-Zell-Aktivitat.

Der Signalweg aktivierender Rezeptoren verlauft Gber die Assoziierung mit
Transmemranmolekilen, die ein ,immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs“ (ITAMs) am zytoplasmatischen Ende besitzen (z.B. DAP12). Nach der
Bindung des Liganden, werden die Tyrosin-Reste des ITAMs durch die
zytoplasmatische Src Kinasen-Familie phosphoryliert, woraufhin der Signalweg
Uber die Bindung weiterer Protein-Tyrosin- Phosphatasen induziert wird (LANIER
2003).

1.2 Autoimmunerkrankungen

Wie bereits erwadhnt, missen die Zellen des Immunsystems in der Lage sein,
zwischen korpereigenen, gesunden und infizierten, veranderten oder
kérperfremden Zellen zu unterscheiden, um den Kérper vor fremden Pathogenen
zu schutzen. Die zentrale Toleranz gegenitber kérpereigenen und gesunden
Zellen entsteht im Thymus, wo diejenigen T-Zellen identifiziert und beseitigt
werden, die Peptid-MHC Komplexe mit sehr hoher Aviditat erkennen, sodass die
meisten autoreaktiven T-Zellen bereits im Thymus zerstoért werden (LOHMANN et
al. 1996; VAN NOORT et al. 1993). Einige wenige autoreaktive Zellen gelangen
aber dennoch in die Peripherie, wo sie unter normalen Umstéanden durch andere
Mechanismen, wie Anergie, periphere Deletion, Ignoranz und regulatorische
T-Zellen inhibiert werden kénnen (MUELLER 2010; SALOMON et al. 2001). Eine
Autoimmunerkrankung kann dann entstehen, wenn diese
Regulationsmechanismen gestdért oder verandert sind und es somit zur
Entstehung einer Immunreaktion gegen kdrpereigene Zellen kommit.

Generell unterscheidet man zwei Gruppen von Autoimmerkrankungen (AIE): i) die
Gewebe-spezifische AIE, zu der der Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) und die
Multiple Sklerose zdhlen und ii) die systemische AIE, wie z.B. der systemische

Lupus erythematodes.
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Was eine Autoimmunerkrankung weiterhin kennzeichnet, ist ihre lange
Induktionsphase. Die Zell-vermittelte AIE beginnt lange bevor es zu den ersten
klinischen Symptomen kommt. Es handelt sich bei der AIE also um einen

mehrstufigen Prozess, der sich Gber mehrere Jahre erstreckt.

1.2.1 ,,Programmed Death Receptor 1” und Autoimmunitét

Autoreaktive T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen. Im Gegensatz zu NK-Zellen, missen T-Zellen zur
Ausfuhrung ihrer Funktion aktiviert werden. Generell bedarf die Regulation von
T-Zellen zweier Signale: Das erste Signal ist die Bindung des T-Zell-Rezeptors
(, T-cell receptor®, TCR) an ein Peptid-beladenes MHC-Molekll auf einer APC. Das
zweite (kostimulatorische) Signal ist Antigen-unabhangig und kann entweder zur
Aktivierung oder zur Inhibierung der T-Zelle fuhren. Fir die Regulation der
T-Zellen sind beide Signale notwenig. Wenn eine T-Zelle z.B. nur uUber den
gebundenen TCR ein Signal erhélt aber kein kostimulatorisches, so geht sie in
Anergie Uber.

Der kostimulatorische Weg Uber den ,programmed death 1“ (PD-1)-Rezeptor und
seinen Liganden PD-1L und PD-2L stellt ein inhibierendes kostimulatorisches
Signal dar. PD-1 ist ein Typ-1 Transmembranprotein, das auf aktivierten T-Zellen,
B-Zellen und einigen myeloiden Zellen hochreguliert wird (AGATA et al. 1996;
NISHIMURA et al. 1996; VIBHAKAR et al. 1997). Die Expressionsmuster der
Liganden sind unterschiedlich. PD-1L wird auf T-Zellen, B-Zellen, DCs,
Makrophagen und einigen nicht-hematopoetischen Zellen exprimiert (BROWN et
al. 2003; FREEMAN et al. 2000a; YAMAZAKI et al. 2002), wohingegen PD-2L
nur auf DCs und Monozyten gefunden wurde (ANSARI et al. 2003; FREEMAN et
al. 2000b; ISHIDA et al. 2002; LATCHMAN et al. 2001).

PD-1 besitzt auf seiner zytoplasmatischen Seite sowohl ein ITIM als auch ein
~immunoreceptor tyrosine-based switch motif‘ (ITSM). Der genaue Signalweg des
Rezeptors ist bisher nicht bekannt. Studien haben zeigen kdnnen, dass das
Tyrosin in der ITSM Sequenz fur die PD-1 Funktion essentiell ist und dass SHP-1
und SHP-2 an ITSM binden kénnen (FIFE et al. 2011). Der Signalweg fuhrt in der
T-Zelle zur Inhibierung der Proliferation, Zytokin-Produktion, zytolytischer Funktion

und zum verminderten T-Zell Uberleben (RILEY 2009). Es konnte weiter gezeigt
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werden, dass der PD-1 Weg eine wichtige Rolle in der peripheren Toleranz und in
Autoimmunerkrankungen spielt. In der nicht-adipésen diabetischen Maus
(,nonobese diabetic mouse®, NOD) konnte gezeigt werden, dass der PD-1 / PD-1L
Weg an der Initiation und der Progression des Diabetes in der NOD Maus beteiligt
ist. So flhrte die Blockade des Weges durch Verwendung von Antikérpern gegen
PD-1 oder PD-1L zu mehr IFN-y produzierenden Glutaminsaure-Decarboxylase-
spezifischen Splenozyten und zu einem friiheren Diabetesausbruch (ANSARI et
al. 2003). Diese Wirkung des PD-1 / PD-1L Weges wurde ebenfalls in anderen
Autoimmunerkrankungen beobachtet, wie in der experimentellen autoimmunen
Encephalomyelitis (EAE) und in der Kollagen-induzierten Arthritis. Diverse
Veréffentlichungen zeigten, dass die Blockade des Weges zu einer erhdhten
lymphozytaren Infiltration des Zentralen Nervensystems und zu einer verstérkten
Paralyse fuhrt (CARTER et al. 2007; KRONER et al. 2009; LIANG et al. 2003;
SALAMA et al. 2003). Im Fall der Kollagen-induzierten Arthritis konnte ebenfalls
nach PD-1 / PD-1L Blockade eine schwerere Verlaufsform der Erkrankung
beobachtet werden (RAPTOPOULOQOU et al. 2010).

1.2.2 IL-18 und die Autoimmunerkrankung

IL-18 ist ein Mitglied der IL-1 Superfamilie und wird hauptsachlich von
Makrophagen gebildet. Es fuhrt zur Steigerung der Zytokin-Produktion,
Proliferation und zytotoxischen Aktivitdt von T- und NK-Zellen (TOUGH et al.
1996; TSUTSUI et al. 1996) und nimmt somit Einfluss auf die Regulierung des
Immunsystems. Nach der Assoziation von IL-18 an den Rezeptor bindet eine
Signal-Untereinheit an den Rezeptor-Ligand Komplex, woraufhin das
Adaptormolekial MyD88 bindet. AnschlieBend kommt es zur Rekrutierung von
IRAK, zur Aktivierung der ,nuclear factor kB (NFkB)-inducing“ Kinase®, zur
Translokation von NFkf in den Zellkern und somit zur Induktion der Transkription
von Zielgenen. Die Wirkung von IL-18 in Autoimmunerkrankungen liefert bisher
widerspruchliche Resultate. Es wird eine Korrelation zwischen dem IL-18 Spiegel,
der Frequenz der NK-Zellen und dem klinischen Verlauf der Erkrankung postuliert
(MAZODIER et al. 2005; RUTH et al. 2010; SANCHEZ et al. 2009): Je héher der
IL-18 Spiegel, desto niedriger die Frequenz der NK-Zellen und desto ausgepragter

die Erkrankung. Weiterhin wurde fir das NOD-Mausmodell beobachtet, dass
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exogen zugefihrtes IL-18 den Verlauf des Diabetes aggraviert (OIKAWA et al.
2003), wohingegen die zusatzliche Gabe des IL-18 Bindeproteins die Aggressivitat
der Erkrankung abmildert (ZACCONE et al. 2005). Fur das Streptozotocin
(STZ)-Mausmodell wurde ferner beschrieben, dass IL-18 zur Entstehung des
STZ-induzierten Diabetes beitrdgt (NICOLETTI et al. 2003). Im Gegensatz dazu
konnten Rothe et al. zeigen, dass eine Gabe von IL-18 (zusammen mit
Ovalbumin) ab der 10. Lebenswoche zu einer signifikant geringeren
lymphozytaren Infiltration in die pankreatischen Inseln und somit zur verzdgerten
Inzidenz des Diabetes in NOD-Mé&usen fuhrt (ROTHE et al. 1999).

1.2.3 NK-Zellen und Autoimmunitét

NK-Zellen spielen in Immunreaktionen eine wichtige Rolle, da sie in der Lage sind,
mit Makrophagen, DC’s und auch direkt mit T-Zellen zu kommunizieren. Je
nachdem, in welchem Milieu sich die Zellen befinden, kénnen Makrophagen und
DC’s NK-Zellen Uber Zytokine wie Typ 1 Interferone, IL-12, IL-15 und IL-18
aktivieren, wodurch diese wiederum die Reifung und Aktivierung von DC’s,
Makrophagen und T-Zellen Gber eine Kombination aus Zytokinen (z.B. IFN-y und
Tumornekrosefaktor) und Oberflachenmolekilen bewirken. NK-Zellen sind aber
auch in der Lage aktivierte CD4 positive T-Zellen, unreife DC’s und hyperaktivierte
Makrophagen zu téten (VIVIER et al. 2008b) (Abb. 1.2). Diese regulatorischen
Eigenschaften deuten darauf hin, dass NK-Zellen auch in Autoimmunreaktionen
eine Rolle spielen koénnten. Dabei liefern bisherige Untersuchungen an
Tiermodellen und Patienten widerspriichliche Resultate in Bezug auf die Funktion
der NK-Zellen. Zwei potentielle Wirkweisen sind theoretisch méglich: Zum einen
kénnten NK-Zellen aufgrund ihrer aktivierenden Wirkung anderer Zellen des
Immunsystems eine exzessive Entzindung induzieren, wodurch sie eine
Immunreaktion durch das erworbene Immunsystem bewirken. Zum anderen
kdnnten NK-Zellen aber auch direkt aktivierte auto-reaktive Immunzellen téten,
bevor eine Autoimmunreaktion induziert werden kann. Generell stellt sich
allerdings die Frage, zu welchem Zeitpunkt NK-Zellen im Autoimmunprozess eine
Rolle spielen. Méglich ist eine Beteiligung zu Beginn der Immunreaktion, also

wahrend der initialen Entzindungsreaktion, aber auch wahrend der andauernden
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Entzindungsreaktion oder spater wahrend der Progression zur Auto-

immunerkrankung.

—— Aktivierung = ----- » Inhibierung

Abb. 1.2: Regulation der Immunantwort durch NK-Zellen

Nach Aktivierung durch z.B. IL-18, induzieren NK-Zellen die Reifung und
Aktivierung von dendritischen Zellen (DC), Makrophagen (Md) und CD4 positiven
T-Zellen (T) durch Oberflachenmolekiile und Zytokine. Sie sind aber ebenfalls in
der Lage unreife DC’s, aktivierte CD4 positive T-Zellen und hyperaktivierte M@’s
zu lysieren. (Abb. nach (VIVIER et al. 2008a), modifiziert)

In diversen Autoimmunerkrankungen wird eine Akkumulation von NK-Zellen im
Zielgewebe beobacht (DALAKAS et al. 1995; GARCIA-SUAREZ et al. 1995; TAK
et al. 1994), wo sie sowohl einen protektiven als auch einen induzierenden Effekt
auf die Entzindungsreaktion ausiben. Fort et al. konnte 1998 im
Kolitis-Mausmodell belegen, dass sich NK-Zellen protektiv auf die Entstehung der
Kolitis auswirken, da sie die Effektor CD4 positiven T-Zellen Uber die
Ausschittung von Perforin inhibieren (FORT et al. 1998). Weitere regulatorische
Wirkweisen der NK-Zellen wurden im Arthritis-Modell, in der EAE und in der
Multiplen Sklerose nachgewiesen. Hier fuhrte eine NK Depletion zu einem
aggressiveren Krankheitsverlauf (MATSUMOTO et al. 1998; NILSSON et al.
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1999; SHI et al. 2006). Es konnte auch gezeigt werden, dass NK-Zellen in der
Induktions- als auch in der Effektorphase der EAE eine protektive Rolle spielen.
Neben diesen regulatorischen Effekten in Autoimmunerkrankungen, kénnen NK-
Zellen aber auch die Induzierung oder Verstarkung der Autoimmunprozesse
bewirken. Mit Hilfe eines Mausmodells fiir eosinophile Atemwegs-Entziindung
(Asthma) konnten Korsgren et al., belegen, dass eine NK-Zell-Depletion zu einer
wesentlich schwacher ausgepragten Erkrankung fihrt (KORSGREN et al. 1999).

Die Rolle von NK-Zellen im T1DM erweist sich bisher ebenfalls als dullerst
widerspruchlich. Es werden wiederum sowohl protektive als auch induzierende

Wirkmechanismen beschrieben (siehe 1.2.3.1.3).

1.2.3.1 T1DM Tiermodelle

Eine Vielzahl von T1DM-Tiermodellen wird bereits seit etwa 40 Jahren
beschrieben. Dabei kann ein Diabetes z.B. durch 3-Zell-toxische Substanzen (STZ
oder Cyclophosphamid), durch genetische Manipulation (Herstellung von
transgenen Mausen), oder durch virale Infektion (Coxsackie-Virus) induziert
werden. Weiterhin gibt es auch zwei Modelle, die einen spontanen Insulin
abhangigen entwickeln: Die NOD-Maus und die BB Ratte (,Biobreeding®) (VAN
BELLE et al. 2009). Generell wird im Tiermodell, wie im humanen System, der
Blutglukose-Wert zur Bestimmung des Schweregrades der Erkrankung gemessen.
Dabei gilt der Blutglukosewert von 300 mg/dl als Schwellenwert fir einen
etablierten Diabetes der Maus.

Fir die Durchflhrung dieser Arbeit wurden die 2zwei in der Literatur
meistgenannten T1DM-Mausmodelle verwendet: die NOD Maus und die
STZ- behandelte Maus.

1.2.3.1.1 NOD-Maus

Die NOD-Maus wurde bereits 1980 beschrieben (KIKUTANI et al. 1992; MAKINO
et al. 1980a) und wird seitdem vornehmlich verwendet um spontane
Organ-spezifische Autoimmunerkrankungen zu untersuchen. Obwohl der
Mechanismus der Diabetes-Entstehung in der Maus noch immer nicht vollstdndig

aufgeklart ist, gibt es eindeutige Hinweise darauf, dass T-Zellen die entscheidende
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Rolle in der Induktion des spontanen Diabetes spielen. Die Inzidenz des Insulin
abhangigen Diabetes belduft sich auf 60% bis 80% in der weiblichen und auf 20%
bis 30% in der ménnlichen Maus (BACH 1994; KIKUTANI et al. 1992).
Histologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Pathogenese des
Diabetes in der NOD-Maus bereits im Alter von drei bis vier Wochen beginnt. Es
kommt zu einer Infiltration von mononuklearen Zellen, die die Langerhans’ Inseln
des Pankreas umgeben (peri-Insulitis). Anschliefend folgt eine langsame,
progressive weitere Invasion der Inseln, die zu schwerer Insulitis im Alter von ca.
10 Wochen fuhrt und im weiteren Verlauf zu einer T-Zell vermittelten selektiven
Zerstérung der Insulin-produzierenden R-Zellen im Alter von vier bis sechs
Monaten. Bei den infiltrierenden Zellen handelt es sich um CD4 positive T-Zellen,
CD8 positive T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, DC’s und Makrophagen (KIKUTANI et
al. 1992; MAKINO et al. 1980b). Als verantwortliche Zellen fir die Entstehung
des Diabetes waren schnell T-Zellen identifiziert worden, da eine neonatale
Thymektomie einen inhibitorischen Effekt auf die Insulitis-Inzidenz in den
NOD-M&usen austbte (OGAWA et al. 1985) und der Transfer von Splenozyten
aus diabetischen NOD-Mausen in bestrahlte Diabetes-freie NOD-Mause zur
Entstehung von Diabetes in der Empfénger Maus filhrte (BENDELAC et al. 1987;
WICKER et al. 1986). Einen weiteren Beweis lieferte der protektive Effekt vom
T-Zell inhibierenden Cyclosporin sowie von T-Zell-blockierenden Antikérpern
(CHATENOUD et al. 1994; SHIZURU et al. 1987). Kurze Zeit spater konnten
explizit CD4 positive als auch CD8 positive T-Zellen als verantwortliche Zellen
identifiziert werden (PETERSON et al. 1996; WANG et al. 1996; WONG et al.
1996).

1.2.3.1.2 Streptozotocin-induzierter Diabetes

Ein weiteres weit verbreitetes Mausmodell zur Untersuchung des T1DM stellt das
durch STZ induzierte Diabetes Mausmodell dar. Bereits 1963 wurde STZ als
diabetogene Substanz beschrieben (RAKIETEN et al. 1963), deren Wirkung
primar auf der Zerstérung der Insulin-produzierenden 3-Zelle des Pankreas beruht
(RERUP 1970). Dabei wird das STZ Uber den Glukose-Transporter GLUTZ2 in die
R-Zelle aufgenommen, wo es zur DNA-AIlkylierung und somit zur Nekrose flhrt
(BENNETT et al. 1981; SZKUDELSKI 2001). 1976 beschrieben Arthur A. Like
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und Aldo A. Rossini das neue Mausmodell fir Diabetes Mellitus, das durch die
Gabe von STZ hervorgerufen wird. Dabei fihrte die finfmalige Injektion von
40 mg/kg Kdrpergewicht STZ zur Erhdhung des Plasma-Glukose-Levels und zu
einer mikroskopisch sichtbaren Infiltration des Pankreas durch mononukleare
inflammatorische Zellen, wie Lymphozyten, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten (LIKE et al. 1976a). Ein Hinweis auf die Induktion einer zelluldren
immunologischen Reaktion lieferte die Beobachtung, dass die Reduzierung der
R-Zellen und die Erhdhung der Blutglukose voranschritt, lange nachdem das STZ
im Blutkreislauf zerfallen war (LIKE et al. 1976b). Wenige Jahre spater konnte die
Beteiligung der T-Zellen an dem Immunprozess belegt werden, da
T-Zell-defiziente Mduse durch STZ-Gabe keinen Diabetes entwickeln (KIM et al.
1984b). Transferierte man Splenozyten aus einer diabetischen (STZ-induziert)
Maus in eine gesunde unbehandelte Maus, so entstand kein Diabetes, was aber
durch eine einzelne Gabe von STZ (40 mg/kg Kdrpergewicht) vor dem Transfer
doch induziert werden konnte (KIM et al. 1984a). Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass es sich bei dem STZ-Mausmodell um eine immunogene Reaktion

handelt, die spezifisch ist fir STZ-veranderte 3-Zellen.

1.2.3.1.3 Rolle von NK-Zellen im T1DM

Die pathophysiologische Rolle von NK-Zellen im T1DM scheint in der Regulierung
der Aggressivitat der autoimmunen Reaktionen und des Voranschreitens von der
initialen Insulitis zum ausgeprégten T1DM zu liegen. In einem Coxsackie-Virus
induzierten T1DM Mausmodell konnte gezeigt werden, dass pankreatische
R-Zellen in vivo durch NK-Zellen getétet werden und dass diese zur Progression
der Erkrankung filhren (FLODSTROM et al. 2002). Ahnliche Resultate wurden
auch in einem transgenen Mausmodell beobachtet, das eine besonders
aggressive Form des Diabetes entwickelt. Bei diesen Mausen wurde die
aggressive Verlaufsform mit NK-Zellen in Zusammenhang gebracht, da eine
NK-Depletion zu einer signifikanten Inhibierung der Diabetes-Entstehung fuhrte
(POIROT et al. 2004). Im Gegensatz zu diesen induzierenden Wirkungen der
NK-Zellen, konnte auch gezeigt werden, dass NK-Zellen eine Entstehung des
Diabetes verhindern kénnen. Lee et al. zeigten, dass eine einmalige Injektion von

komplettem Freundschen Adjuvans im Alter zwischen 4 und 10 Wochen die
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Entwicklung der Hyperglykdmie in NOD-Mausen verhindern kann (LEE et al.
2004). Zusatzlich wurde bewiesen, dass die Sekretion von Zytokinen durch
NK-Zellen ebenfalls zur Verhinderung des Diabetes fuhrt (BEILKE et al. 2005a).

1.3 Aufgabenstellung

Eine kooperierende Arbeitsgruppe (Frau Prof. Laurence Zitvogel, Institut Gustave
Roussy, Villejuif, Frankreich) hat zeigen kdnnen, dass murine Tumorzellen
(Kolonkarzinom-Zellen CT26 und Melanomzellen B16F10) IL-18 sezernieren,
welches zur Induktion der Expression von PD-1L und c-Kit auf konventionellen
NK-Zellen fuhrt (ULLRICH E et al. 2008). Diese IL-18 generierten NK-Zellen
scheinen eine immunsuppressive Wirkung auszulben: Tumortragende Mause
zeigten nach adoptiven Transfer der IL-18 generierten NK-Zellen vermehrt
Metastasen in der Lunge. Demnach scheint es sich bei IL-18 um ein
immunsuppressives Interleukin zu handeln, welches in der Lage ist, das
angeborene Immunsystem zu regulieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob dieser immunsuppressive Effekt
von |L-18 eine protektive Auswirkung auf die Entstehung von T1DM ausiben

kann. Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Fuhrt rekombinantes murines IL-18 ebenfalls zur Generierung der PD-1L

positiven und c-Kit positiven NK-Zellen in vitro und in vivo?

2. Welche phanotypischen und funktionellen Unterschiede gibt es zwischen

konventionellen und IL-18 generierten NK-Zellen?

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Entstehung von T1DM und der

Frequenz von konventionellen und IL-18 generierten NK-Zellen?

4. Welchen Einfluss hat ein adoptiver Zelltransfer der IL-18 generierten NK-Zellen
auf die Entstehung und den Verlauf des T1DM?

24



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.1: bendtigte Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Handelsname Firma Firmensitz

Adhesive Objekttrager HistoBond® Marienfeld Lauda-Kdnigshafen,
Deutschland

Bakteriolog. Petrischalen nunc Roskilde, Ddnemark

DAKO Pen DAKO Hamburg, Deutschland

Einmal Insulinspritzen Omnicam® 50 Braun Melsungen, Deutschland

FACS-R&hrchen FACS tubes Sarstedt Nimbrecht, Deutschland

Falcons (15 und 50 ml)

Gewebeplatten
Gussférmchen
Kanulen (0.3 x 13 mm)
und 0.6 x 30 mm)
Kanulen (0.8 x 40 mm
und 0.9 x 40 mm)
Pasteurpipette
PCR-Abdeckfolie

Pipetten-Spitzen

Pre-Separationsfilter
(40 um)

Reaktionsgefal, 1.6 mi

Scientific

Real time PCR Platte

Skalpelle
Spritzen (2 und 5 ml)
Stripetten

Zell-Isolations-S&ulen

Zellsieb (70 ym)

Cellstar® tubes
Cryomold Biopsy
Microlane™ 3
Sterican®
MicroAmp™ optical

Adhesive film
TipOne

Microamp®

Injekt®
Costar Stripette

Isolation columns

BD FALCON™ BD

greiner bio-one

nunc
Sakura
BD

Braun

ratiolab
Applied
Biosystems
Starlab
Miltenyi

Biozym

Applied
Biosystems
Feather
Braun
Corning

Miltenyi

Frickenhausen,
Deutschland

Roskilde, Danemark
Zoeterwoude, Niederlande
New Jersey, USA

Melsungen, Deutschland

Dreieich, Deutschland
Carlsbad, USA

Ahrensburg, Deutschland
Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Hess. Oldendorf,
Deutschland

Carlsbad, USA

Osaka, Japan
Melsungen, Deutschland
New York, USA
Bergisch-Gladbach,
Deutschland

New Jersey, USA
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tab. 2.2: verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie / Reagenz / Kit Firma Firmensitz

*'"Chrom Hartmann Braunschweig,
Deutschland

Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Microarrays Affymetrix Santa Clara, USA

Ambion® WT expression-Kit
Ambion® WT Terminal Labelling and
Hybridization for use with the

Ambion® WT Expression
Aceton
Annexin V Antikorper
Antibody diluent with background reduction
Anti-CD4 Antikérper
Anti-MHC-II Antik&rper
Anti-rat Alexa 488 und 594
CaCl, x2H,0
Camptothecin
CD4 MicroBeads

DEPC Wasser

Dynabeads® Maus T-Aktivator CD3 / CD28

EDTA-L&sung (0.5 M)

Ethanol

FKS

Glukose

HCI

High capacity cONA Reverse
Transcription Kit

IFNy

IL-2

IL-7

IL-18

IL-18 Primer

InsB Peptid

KCI

KH,PO,

Kollagenase NB8

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Merck

BD
DAKO
BD

BD
Invitrogen
Merck
Merck
Miltenyi

Invitrogen
Invitrogen

Promega

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Applied Biosystems

R&D

R&D

R&D

MBL
Qiagen
Glycotope
Merck
Merck

Serva

Carlsbad, USA
Carlsbad, USA

Darmstadt, Deutschland
New Jersey, USA
Hamburg, Deutschland
New Jersey, USA

New Jersey, USA
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Madison, USA
Darmstadt, Deutschland
St. Louis, USA

St. Louis, USA
Darmstadt, Deutschland
Carlsbad, USA

Minneapolis, USA
Minneapolis, USA
Minneapolis, USA
Woburn, USA

Hilden, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Heidelberg, Deutschland
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Tab. 2.2: Weiterfiihrung

Chemikalie / Reagenz / Kit Firma Firmensitz

L-Glutamin Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

MgSo, x 7TH,0 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

NaCl Sigma-Aldrich St. Louis, USA

NaH,PO, x 2 H,O Merck Darmstadt, Deutschland

NK-Isolationskit Miltenyi Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Non essential amino acids PAA Pasching, Oterreich

Normales Schweineserum DAKO Hamburg, Deutschland

Pan-T Isolationskit Miltenyi Bergisch-Gladbach,
Deutschland

PD-1 blocking Antikérper BD New Jersey, USA

Penizillin / Streptomycin Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

ProLong Gold antifade Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

Propidiumiodid Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Pyruvat PAA Pasching, Oterreich

QuantiTect® SYBR green Qiagen Hilden, Deutschland

RNeasy Plus mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland

Sterile Isotone Kochsalzlésung Braun Melsungen, Deutschland

Streptozotocin Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Tissue-Tek-Gefriereinbettmedium; O.C.T. Miles Elkhart, USA

TRIS Roth Karlsruhe, Deutschland

Trypsin Roche Basel, Schweitz

Tween 20 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

3-Actin Primer Qiagen Hilden, Deutschland

R-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich St. Louis, USA

2.1.3 Puffer und Medien

Tab. 2.3: erworbene Puffer und Medien

Puffer / Medium Firmensitz

Annexin-Puffer
Auto MACS running buffer

Erythrozyte Lysis Puffer
HBSS -/- (Zellkultur)

PBS -/- (Zellkultur)

RPMI 1640 + GlutaMax™

Invitrogen

Invitrogen

New Jersey, USA
Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Hilden, Deutschland
Pasching, Oterreich
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
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Tab. 2.4: hergestellte Puffer und Medien

Puffer / Medium Chemikatie / Zusatz Endkonzentration
PBS-EDTA-Puffer
zur Blutentnahme EDTA (in NaCl) 10 mM
zum Zell-sort EDTA (in PBS) 2 mM

InsB-Medium
FKS 10% Vol.
Pen/Strep 1% Vol.
3-Mercapthoethanol 50 uM
L-Glutamin 2mM
rm-IL-2 20 U/mi
rm-IL-7 10 ng/ml
Ins B Peptid 10 pg/ml
Anti CD4 Antik&rper 100 ng/mi
Anti MHC Il Antikorper 50 ng/ml

Krebs-Ringer-Lésung

pH7.1-7.3 NaCl 0.154 M
KCL 0.154 M
MgSO, x 7H,0 0.154 M
CaCl,; x 2H,0 011 M
NaH,PO,4 x 2H,0 0.1 M

PBS(T), Immunhistologie

pH 7.6 NaCl 140 mM
KCI 2.68 mM
NaH,PO4 x 2H,0 10.51 mM
KH,PO,4 1.76 Mm
(Tween 20 0.1% Vol.)

TBS(T), Immunhistologie

pH 7.6 TRIS 50 mM
NaCl 150 mM
(Tween 20 0.1% Vol.)
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Tab. 2.5: Weiterfiihrung

Puffer / Medium Chemikatie / Zusatz Endkonzentration
R10 Medium RPMI 1640 versetzt mit

FKS 10% Vol.

Pen/Strep 1% Vol.

Pyruvat 1% Vol.

NEAA 1% Vol.
2.1.4 Gerite
Tab. 2.6: verwendete Geréte
Gerat Geratebezeichnung Firma Firmensitz
Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Santa Clara, USA
Binokular Leica Zoom 2000 Leica Burgwedel, Deutschland
Blutzuckermessgerat  Ascensia Contour Bayer Leverkusen, Deutschland
Brutschrank BBD 6220 Heraeus Hanau, Deutschland
Digitalkamera DXM 1200 Nikon ZUrich, Schweiz
FACSAria BD San Jose, USA
FACSCalibur BD San Jose, USA
Fluoreszenzmikroskop Nikon eclipse TE 300 Nikon Zirich, Schweiz
Heiz- und Rihrplatte  Ret basic IKA Staufen, Deutschland
Kryostat Jung Frigocut 2800E  Leica Burgwedel, Deutschland
Mikroskop Leica DMIL Leica Burgwedel, Deutschland
Nanodrop Thermo Wilmington, USA

Scientific
PH Meter WTW Weilheim, Deutschland
Real time PCR cycler StepOnePlus Applied Carlsbad, USA
Biosystems
Szintillationszahler Wizard Gamma Wallac / Rodgau, Deutschland
Counter PerkinElmer

Thermocycler T3 thermocycler Biometra Géttingen, Deutschland
Wasserbad GFL 1083 GFL Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf Hamburg, Deutschland
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2.1.5 Software

Tab. 2.7: verwendete software

Anwendung / Geréat software Firma Firmensitz
Bildbearbeitung Photoshop Adobe San Jose, USA
FACSAria DIVA BD San Jose, USA
FACSCalibur CellQuestPro BD San Jose, USA
Fluoreszenzmikroskop Akt-1 Nikon Zirich, Schweiz
Gen-Expressionsanalyse GeneSpring GX Agilent Santa Clara, USA
Real time PCR StepOne software V2.0 Applied Carlsbad, USA
Biosystems
Statistische Auswertung Prism3 GraphPad La Jolla, USA

30



Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Techniken

2.2.1.1 Organentnahme
C57BI/6 und NOD-Mause wurden zur Entnahme von Blut, Lymphknoten,

Pankreas, Milz sowie Ober- und Unterschenkelknochen verwendet. Aus diesen
Organen wurde im ersten Schritt eine Einzelzellsuspension hergestellt (siehe
2.2.1.2), die im Folgenden zur Durchfiihrung einer Vielzahl von Experimenten

diente. Tabelle 2.8 veranschaulicht die Verwendung der Organe.

Tab. 2.8: experimentelle Verwendung der Organe

Methoden
C
— O
o X
(@ 8 g o @) .o_(CCJ 'g S
> e >
S < = X T © o = %
Organe = w S = S S W
Blut 2214
LK 2214
Pankreas 2214 2215 2.2.1.6
Milz 2213 2214 2215 2217 2.2.2
Knochen 2214

IMZS: Immunmagnetische Zellseparation; FACS: ,fluorescence activated cell sorting’,

Exp.: Experimente; IHC: Immunhistochemie

Zunachst wurde das Blut mit einer 2 ml Spritze entnommen und in einer
EDTA-L6sung (Endkonzentration 10 mM) aufgenommen. Anschlieliend wurde der
Bauchraum eré6ffnet und sowohl die inguinalen als auch cervicalen Lymphknoten
herausprapariert. Zur Gewinnung der pankreatischen Lymphknoten wurde der
Pankreas herausgenommen und die Lymphknoten mit Hilfe des Binokulars aus
dem Pankreas prapariert. Fir die Verwendung des Pankreas fir
immunhistologische Farbungen, wurde dieser entnommen und sofort eingebettet.
Fur die Isolierung der murinen Langerhans’ Inseln wurde zunachst eine

Kollagenasel6sung, wie durch Bellmann et al. beschrieben (BELLMANN et al.
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1995), intraduktal appliziert. Dabei wurde die Papilla duodeni major abgeklemmt
und die Kollagenaselésung (2 mg/ml, 2 ml) in den Ductus pancreaticus gespritzt
(Abb. 2.1). Der ,geblahte” Pankreas sowie die sich daran befindende Milz wurden
anschlieend entnommen. Die Pankreata wurden zur Praparation der Langerhans’
InselIn 10 Minuten im 37°C warmen Wasserbad in der Kollagenaselésung
inkubiert. Im folgenden Schritt wurde der Pankreas mittels Pasteurpipette auf Eis
homogenisiert und mit kaltem HBSS sowie HBSS mit 10% FKS gewaschen. Die
Zentrifugationsschritte zwischen den verschiedenen Puffern fanden bei 120 xg
und 8°C fir eine Minute statt. Anschlieend wurde das Homogenisat in RPMI
1640 resuspendiert und die Inseln am Binokular in bakteriologische Petrischalen in
RPMI 1640 gepickt.

Die Entnahme des Oberschenkelknochens erfolgte nach Entfernung der

Muskulatur durch einen Schnitt oberhalb des Femurs und unterhalb der Tibia.

Pankreas

Papilla duodeni major

Ductus pancreaticus

Milz

Abgeklemmte Papilla
duodeni major

Ductus choledochus

Mit Kollagenase-Lsg.
gebladhter Pankreas

Abb. 2.1: Intraduktale Kollagenase-Injektion

Zur Isolierung der Langerhans’ Inseln wird der Ductus pancreaticus freigelegt und
die Papilla duodeni major abgeklemmt. Anschlieend wird eine Kollagenaselésung
in den Ductus pancreaticus gespritzt. Der so behandelte Pankreas nimmt an
Volumen zu und ist anschlie3end klar zu erkennen.
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2.2.1.2 Herstellen von Einzelzellsuspensionen

Zur Durchfihrung von durchflusszytometrischen Analysen sowie in vitro-
Versuchen, wurden aus den praparierten Organen Einzelzellsuspensionen

hergestellt.

2.2.1.2.1 Einzelzellsuspension aus dem peripheren Blut

Die Zellen des peripheren Blutes befanden sich nach Enthahme in 10 mM EDTA-
Lésung, wodurch eine Gerinnung des Blutes verhindert wurde und die Zellen
somit als Einzelzellsuspension vorlagen. Zur Beseitigung der Erythrozyten wurde
das EDTA-BIlut mit Erythrozyten Lyse-Puffer bei Raumtemperatur (RT) 10 Minuten
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen jeweils ein Mal mit PBS und ,Auto

MACS running buffer” gewaschen.

2.2.1.2.2 Einzelzellsuspension aus Milzen und Lymphknoten

Die Milzen wurden nach Entnahme einmalig in 70%-igem Ethanol und
anschlielend zwei Mal in sterilem PBS gespult. Im folgenden Schritt wurden die
Milzen in einer Petrischale mit einem Skalpell zerschnitten. Anschliefend wurden
sowohl die zerschnittenen Milzen als auch die Lymphknoten durch ein
Zellsieb (70 pm) gerieben und die erhaltene Einzelzellsuspension zentrifugiert
(300 x g, 5 Minuten, 8°C). Zur Beseitigung der Erythrozyten wurde das Zellpellet,
wie oben beschrieben, in Erythrozyten Lyse-Puffer inkubiert und anschliel3end

gewaschen.

2.2.1.2.3 Einzelzellsuspension aus Langerhans’ Inseln

FUr durchflusszytometrische Analysen wurde aus den Langerhans’ Inseln eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Dabei wurden die Langerhans’ Inseln in HBSS -/-
aufgenommen und in 20 mg/ml Trypsin 5 Minuten im 37°C-warmen Wasserbad
inkubiert. AnschlieRend wurden die Langerhans’ Inseln unter Zuhilfenahme von
0.9, 0.8 und 0.7 um grofRen Kanilen geschert, wodurch der Zellverband gel6st

wurde und die Zellen einzeln vorlagen.
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2.2.1.2.4 Einzelzellsuspension aus dem Knochenmark

Zur lIsolierung des Knochenmarks aus dem Femur und der Tibia der Maus,
wurden diese vom Huft- und Kniegelenk getrennt. Anschlielend wurde mit Hilfe
einer 5 ml Spritze und einer 0.6 mm Kanule das Knochenmark aus den Knochen
gespritzt und in einem 15 ml Falcon aufgefangen. Die Zellen wurden durch
mehrmaliges pipettieren vereinzelt und gesiebt (40 um). Zur Beseitigung der

Erythrozyten wurde das Zellpellet wie unter 2.2.1.2.1 beschrieben, behandelt.

2.2.1.3 Immunmagnetische Zellseparation

In der vorliegenden Arbeit wurden NK-Zellen und T-Zellen mit Hilfe von
immunmagnetischer Separation aus den, in Einzelzellsuspension vorliegenden,
Milzzellen isoliert. Dabei handelt es sich um eine Technik, bei der entweder die
relevanten Zellen (positiv-Selektion) oder samtliche unrelevanten Zellen
(negativ-Selektion) mit magnetisch-markierten Antikérpern gefarbt werden. Diese
Zellsuspension wird auf eine mit Eisenwolle geflllte S&ule in einem Magnetfeld
gegeben. Die Antikérper-gefarbten Zellen bleiben in der S&ule hdngen und die
unmarkierten wandern hindurch. Nach Inaktivierung des Magnetfeldes kdnnen

auch die markierten Zellen eluiert werden.

2.2.1.3.1 Isolierung von murinen NK-Zellen

Zur Isolierung der NK-Zellen wurde das murine NK-Isolationskit von Miltenyi
verwendet. Dabei handelt es sich um ein System mit indirekter magnetischer
Markierung, wodurch unangetastete NK-Zellen isoliert werden k&énnen.
Nicht-NK-Zellen wurden mit Hilfe eines biotinylierten Antikérper-Cocktails, der
Antikérper gegen CD4 (L3T4), CD8 (Ly-2), CD5 (Ly-1), CD19, Ly-6G (Gr-1) und
Ter-119 beinhaltet, markiert. Anschlie®end wurde die Zellsuspension mit
anti-Biotin MicroBeads inkubiert sodass im folgenden Schritt eine Zellseparation
unter Verwendung von Magnetfeldern erfolgen konnte. Dabei blieben die
markierten nicht-NK-Zellen im Magneten haften und die unmarkierten NK-Zellen
liefen hindurch. Die Isolierung der NK-Zellen erfolgte nach Angaben des

Herstellers.
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2.2.1.3.2 Isolierung von murinen T-Zellen

Zur lIsolierung von T-Zellen wurde das murine Pan T-Isolationskit von Miltenyi
verwendet. Wie bei dem NK-Isolationskit, handelt es sich hierbei wiederum um die
negative Selektionsmethode. Die Durchfihrung gleicht der in 2.2.1.3.1
beschriebenen Methode und wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Dabei wurden im ersten Schritt nicht-T-Zellen mit biotinylierten
Antikérpern gegen CD11b, CD45R, DX5 und Ter-119 markiert. Nach der
folgenden anti-Biotin-MircoBead-Inkubation und dem Durchlauf durch die
Magnetfelder wurden ungefarbte T-Zellen gewonnen. Je nach Versuch wurden die
Zellen anschlief3end weiter isoliert um CD4 von CD8 positiven Zellen zu trennen.
Dabei wurden CD4 MicroBeads verwendet. Hierbei handelt es sich um ein
positives Selektionsverfahren, bei dem die Zellen direkt mit einem
MicroBead-gekoppelten anti-CD4 Antikérper inkubiert werden. In diesem Fall
durchwandern nur die ungeférbten CD8 positiven T-Zellen das magnetische Feld,
wahrend die CD4 positiven T-Zellen erst nach Beseitigung des magnetischen

Feldes isoliert werden kénnen.

2.2.1.4 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie basiert auf einer Laserstrahlerfassung von
Fluoreszenz-markierten Zellen (,fluorescence-activated-cell-sorting“, FACS).
Dabei wird zum einen das Laserlicht gestreut und zum anderen die
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, sodass sie Licht einer bestimmten Wellenlange
emittieren.

Bei dem gestreuten Licht handelt es sich einerseits um die nach vorne
abgelenkten Strahlen, das sogenannte Vorwartsstreulicht oder auch ,forward
scatter” (FSC), welches Informationen Uber die relative Gré3e der gemessenen
Zellen liefert. Zusatzlich wird das Laserlicht im 90°-Winkel abgelenkt und ergibt
das Seitwartsstreulicht oder auch ,side scatter” (SSC), welches Informationen
Uber die Zellgranularitat liefert. Weiterhin kénnen die zu messenden Zellen mit
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gefarbt werden. Dabei unterscheiden sich die
zu verwendenden Fluorochrome spezifisch in ihren Absorptions- und

Emissionsspektren, wodurch fur jedes Fluorochrom ein spezifisches Signal
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erhalten wird. In Tabelle 2.9 sind die Charakteristika der in dieser Arbeit

verwendeten Fluorochrome dargestellt.

2.2.1.4.1 Durchflusszytometrische Analysen

Fur die Farbung von Einzelzellsuspensionen (aus peripherem Blut, Milzen,
Lymphknoten, Langerhans’ Inseln und Knochenmark) wurden jeweils ca. 1x10°
Zellen pro Ansatz verwendet. Zunachst wurden unspezifische Bindestellen durch
eine Inkubation in R10-Medium geblockt (5 Minuten, auf Eis). Anschliel’end
wurden die Antikérper hinzugegeben (1 pg Antikérper / 1x10° Zellen), siehe
Tabelle 2.10. Die Proben wurden 15 Minuten auf Eis in Dunkelheit inkubiert und
anschlie3end mit kaltem PBS gewaschen und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
200 pl kaltem PBS resuspendiert und sofort im Anschluss an die Farbung am

FACSCalibur Durchflusszytometer gemessen.

Tab. 2.9: Flir die Durchflusszytometrie verwendete Fluorochrome

Fluorochrom Absorptions- Emissions- Anregungswel-
maximum maximum lenldnge

FITC 495 nm 519 nm 488 nm

PE 480 nm; 565 nm 615 nm 488 nm; 532 nm

Pl 536 nm 617 nm

APC 650 nm 660 nm 595 nm; 633 nm;
635 nm; 647 nm

PerCP482 nm 678 nm 488 nm; 532 nm

PE/Cy7 480 nm; 565 nm 785 nm 488 nm; 532 nm

(FITC: Fluorescein-lsothiocyanat; PE: Phycoerythrin; PI: Propidiumiodid; APC:
Allophyocyanin; PerCP: Peridinin Chlorophyll Protein; PE/Cy7: Phycoerythrin
gekoppelt mit Cyanin 7)

2.2.1.4.2 Farbung und Durchfuhrung der Fluoreszenz-assoziierten Zell Sortierung
Angereicherte NK-Zellen (2.2.1.3.1) wurden im folgenden Schritt weiter
phanotypisch und funktionell charakterisiert sowie fur in vitro und in vivo
Experimente eingesetzt. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellsorters

zusatzlich aufgereinigt.
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Hierbei handelt es sich um eine durchflusszytometrische Messung, wobei es
mdglich ist, die Fluoreszenz-markierten Zellen nicht nur optisch, sondern auch
rdumlich zu trennen, sodass diese in folgenden Untersuchungen getrennt
verwendet werden kdnnen. Dabei wird jede einzelne Zelle in dem sie umgebenden
Fllssigkeitstropfen elektrisch positiv oder negativ geladen und dann in einem
elektrostatischen Feld ladungsabhangig abgelenkt. Dadurch kénnen die einzelnen
Zellen in unterschiedliche Reagenzgefalie sortiert werden.

Die Durchfuhrung der Férbung erfolgte wie bereits unter 2.2.1.4.2 beschrieben. Es
wurde aber hierbei 0.1 pg Antikérper zur Farbung von 1x10° Zellen verwendet.
Nach dem Waschschritt mit PBS wurde das Zellpellet in 2 mM EDTA-Puffer so
resuspendiert, dass eine Zellkonzentration von 2x10” Zellen / ml erreicht wurde.
Frisch isolierte NK-Zellen (siehe 2.2.1.3.1) wurden zunéchst auf CD3- / NK1.1+ /
c-Kit— / CD11b- NK-Zellen und nach IL-18 Kultur auf CD3- / NK1.1+ / c-Kit+ /
CD11b- NK-Zellen sortiert. Die Sortierung der Zellen erfolgte in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hegemann am Institut fir Funktionelle
Genomforschung der Mikroorganismen (Lehrbereich Biologie, Heinrich-Heine-

Universitat Disseldorf) am FACSAria unter Verwendung der DIVA software.

2.2.1.5 In vitro Experimente

2.2.1.5.1 IL-18 Kultur von frisch isolierten NK-Zellen

Im Rahmen des initialen IL-18 in vitro Experiments wurden frisch isolierte
NK-Zellen (nach Isolation durch Immunmagnetische Farbung oder Zellsorter) in
R10 Medium supplementiert mit rm-IL-2 (300 IU/ml) und unterschiedlichen IL-18
Konzentrationen (0 ng/ml bis 100 ng/ml) fir 16 Stunden bei einer Zelldichte von
1x10® NK-Zellen / ml im Brutschrank inkubiert. Fiir weitere phanotypische und
funktionelle Charakterisierung wurde die Konzentration des IL-18 auf 25 ng/ml

festgelegt.
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Tab. 2.10: Fr die Durchflusszytometrie verwendete Antikérper

Antikoérper Spezies Isotyp Fluorochrom Firma

CD3e Hamster lgG1 PerCP BD Pharmingen
CD8 Ratte lgG2a PerCP BD Pharmingen
CD11b Ratte IgG2b FITC BD Pharmingen
CD27 Hamster lgG1 PE BD Pharmingen
CD45 Ratte 1gG2b APC BD Pharmingen
CD107a Ratte IgG2a FITC BD Pharmingen
CD117 Ratte IgG2b PE Miltenyi

CD117 Ratte lgG2b APC Miltenyi

CD244 (2B4) Ratte lgG2a PE eBioscience
HO-1 Maus IgG2b PE abcam

NK1.1 Maus IgG2a APC BD Pharmingen
NK1.1 Maus lgG2a Pe-Cy7 BD Pharmingen
NKG2D Ratte lgG1 PE eBioscience
PD-1L Ratte IgG2a PE BD Pharmingen
RORyt Ratte IgG2a PE eBioscience

Firmensitzz BD Pharmingen: San Jose, USA; Miltenyi: Bergisch-Gladbach,

Deutschland; eBioscience: San Diego, USA; abcam: Cambridge, England

2.2.1.5.2 Aktivierung von frisch isolierten T-Zellen

Frisch isolierte T-Zellen (nach Isolation durch Immunmagnetische Farbung)
wurden fir die Durchfihrung der Lyse-Experimente Gber Nacht mit CD3 / CD28
Dynabeads aktiviert. Dabei wird die in vivo T-Zell-Aktivierung durch APC
nachgeahmt, da die beiden Aktivierungssignale CD3 und CD28 dreidimensional
von den Dynabeads gebunden werden.

Zunachst wurden die Dynabeads im Liefergefal3 resuspendiert und die bendétigte
Menge enthommen. Der Ansatz sieht eine Kultur von T-Zellen und Dynabeads in
einem Verhdaltnis von 1:1 vor. Die enthommenen Dynabeads wurden mit PBS
gewaschen und zu den T-Zellen gegeben. Die Kultur der Zellen erfolgte in
R10-Medium, supplementiert mit 30 U/ml rm-IL2 mit einer Zell-Dichte von

1x10° Zellen / ml in einer 24 well Gewebekulturplatte.
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2.2.1.5.3 Aktivierung von Insulin-spezifischen T-Zellen

Die Insulin-spezifischen T-Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Mette Ejrnaes
(Department of Developmental Immunology, La Lolla Institute for Allergy and
Immunology, San Diego, USA) zur Verfigung gestellt. Dabei handelt sich um
einen T-Zell Klon, der spezifisch auf das Epitop InsB15-23 (LYLVCGERG) der
Insulin beta-Kette reagiert. Die Zellen wurden in InsB-Medium mit bestrahlten (30
Gy) peripheren mononuklearen Blutzellen im Verhéltnis von 1:4 (mononukleare
Zellen : T-Zellen) Gber Nacht kultiviert.

2.2.1.5.4 Kultur und Stimulierung von Langerhans’ Inseln

FUr den in vitro-Stimulationstest wurden die Inseln zunadchst Uber Nacht in
RPMI 1640 in bakteriologischen Petrischalen bei 37°C kultiviert. Am folgenden
Tag wurden die Inseln mit IFN-y in unterschiedlichen Konzentrationen in
Krebs-Ringer-Puffer fir ca. 16 Stunden stimuliert (in 5.5 mM Glukose). Dabei
wurden jeweils 15 Inseln in einem Volumen von 100 pl in einem ,well“ einer
,96-well* Platte mit rundem Boden inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Inseln
geerntet und die RNA isoliert (siehe 2.2.1.7.1).

2.2.1.5.5 Zellvermittelte Zytotoxizitat

Um die zellvermittelte Zytotoxizitdt der I[L-18 generierten NK-Zellen zu
untersuchen wurden zwei Methoden angewendet: Der Chrom [51Cr]—Freisetzungs—
Assay und die Annexin V-Farbung. In beiden Fallen wurden Antigen-unspezifische
und —spezifische aktivierte CD8 positive T-Zellen sowie CD4 positive T-Zellen als
Zielzellen verwendet. Diese Zellen wurden wie bereits oben beschrieben isoliert

und aktiviert.

Chrom-Freisetzungs-Assay

Beim °'Chrom (°'Cr)-Freisetzungs-Assay handelt es sich um eine klassische
Methode zur Untersuchung der zellvermittelten Zytotoxizitdt, die auf der
Freisetzung von radioaktivem Chrom durch die tote Zielzelle beruht.

Im Vorfeld wurden die Zielzellen mit 100 pCi ®'Cr / 1x10° fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert, wobei es in das Zytoplasma der Zellen gelangte. Anschliefiend wurde

das tberschiissige °'Cr durch drei PBS-Waschschritte entfernt. Zur Untersuchung
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der zellvermittelten Zytotoxizitat der IL-18 generierten NK-Zellen wurden diese als
auch konventionelle NK-Zellen zusammen mit den °'Cr-beladenen T-Zellen in
einem Verhaltnis von 1:1 (ca. 1x10° Zellen / Fraktion) fir 16 Stunden in
U-geformten 96-well Gewebekulturplatten in 200 yl R10 Medium (mit 30 U/ml
rm-IL-2) in Kultur gebracht. Am folgenden Tag wurde der Uberstand abgenommen
und die Radioaktivitdt im Szintillationszéhler gemessen. Dabei verhélt sich die
Menge des freigesetzten *'Cr proportional zu den getdteten Zielzellen in der
Kultur.  Die  zytotoxische  Aktivitdt ~wurde  wie  folgt  berechnet:
Zytotoxizitat [%] = [(counts/min vom zu untersuchenden Ansatz - counts/min von
der negativ-Kontrolle) / (counts/min von der positiv-Kontrolle - counts/min von der
negativ-Kontrolle)] x 100. Bei diesem Assay wurden die °'Cr-beladenen Zielzellen
allein in Medium als negativ-Kontrolle und in Medium mit HCI (0.5 M) als

positiv-Kontrolle verwendet.

Annexin V-Farbung

Bei der Annexin V — Farbung handelt es sich um eine FACS-Farbung mit der man
apoptotische und nekrotische Zellen unterscheiden kann. Das Prinzip beruht auf
der Antikérperfarbung von Phosphadidylserin. Bei Phosphatidylserin handelt es
sich um ein Phosphoglycerid, welches sich in intakten Zellen auf der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran befindet. Im Frihstadium der Apoptose
transloziert es auf die AuRenseite der Zellmembran und kann dort mit Hilfe des
Proteins Annexin V spezifisch gebunden bzw. gefarbt werden. Da die
Zellmembran von nekrotischen Zellen permeabel ist, kann das Annexin auch an
Phosphatidylserin binden, welches sich noch auf der Innenseite der Zellmembran
befindet. Um in diesem Fall nekrotische und apoptotische Zellen unterscheiden zu
kénnen bedarf es bei dieser Technik zuséatzlich zur Durchfihrung einer
Viabilitatsfarbung mit z.B. Propidiumiodid (PI). Pl kann nur durch die
Plasmamembran toter Zellen gelangen und interkaliert dort in doppelstréngige
DNA, wodurch der Zellkern angeféarbt wird. Es kann mit Licht der Wellenldnge
490 nm angeregt werden (FACS: z.B. Argon-Laser: 488 nm) und emitiert Licht der
Wellenldnge 617 nm. Bei dieser Methode liefern apoptotische Zellen nur ein
Annexin V- Signal, wohingegen nekrotische Zellen sowohl Pl positiv als auch

Annexin V-positiv erscheinen.
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Bei der Durchflihrung dieses Experiments wurden wiederum IL-18 generierte
NK-Zellen als auch konventionelle NK-Zellen zusammen mit T-Zellen in einem
Verhaltnis von 1:1 (ca. 1x10° Zellen / Fraktion) fir 16 Stunden in U-gefomten
96-well Gewebekulturplatten in 200 pl R10 (mit 30 U/ml rm-IL-2) in Kultur
gebracht. Am folgenden Tag wurden die Zellen geerntet und in Annexin
V-Bindepuffer mit anti-CD8 FITC, Annexin V APC und Pl gefarbt. Die Analyse
erfolgte am FACSCantor. Bei dieser Methode wurden die Zielzellen
(Antigen-spezifischen und —unspezifischen CD8 positiven T-Zellen) allein in
Medium als negativ-Kontrolle und in Medium mit Camptothecin (15 nM) als

positiv-Kontrolle verwendet.

2.2.1.6 Immunhistologie

Bei der Immunhistologie handelt es sich um eine Methode, mit der man spezielle
Antigene im Gewebe durch Antikdrperbindung sichtbar machen kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Farbemethode an Kryostatschnitten
verwendet: der primédre unkonjugierte Antikérper bindet an das Antigen im
Gewebe und wird anschlieend durch einen Fluoreszenz-markierten sekundéaren
Antikdérper sichtbar gemacht. Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung
erfolgte am computergestitzten Fluoreszenzmikroskop.

Mit Hilfe der Immunhistologie sollten in dieser Arbeit lymphozytéare Infiltrationen im

Pankreas diabetischer Mause nachgewiesen und analysiert werden.

2.2.1.6.1 Einbettung und Herstellung histologischer Schnitte

Entnommene Pankreata (siehe 2.2.1.1) wurden mit Hilfe von ,Tissue-Tek"-
Gefriereinbettmedium und Gussférmchen zunadchst in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieend bei —20°C gelagert. Die Gewebebldécke wurden
am Kryostaten bei -20 °C in serielle Schnitte der Dicke 7 ym geschnitten, auf
adhesive Objekttrager Ubertragen und im folgenden bis zur Farbung wiederum bei
-20°C gelagert.
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2.2.1.6.2 Farbung und Auswertung

Zunachst wurden die Kryostatschnitte bei RT 10 Minuten getrocknet und die
Gewebeschnitte mit dem DAKO Pen umrandet. AnschlieRend wurden die Schnitte
10 Minuten in kaltem Aceton fixiert und anschlie3end erneut fur 10 Minuten bei RT
getrocknet. Im folgenden Schritt wurden die Schnitte dreimal in PBS fur jeweils
funf Minuten gewaschen. Zur Verhinderung von unspezifischer Antikérperbindung
wurden die Schnitte eine Stunde lang mit 5%-iger Serumlésung (normales
Schweineserum) in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Nach Entfernung der
Serumlésung wurde der primére Antikdrper mit ,Antibody diluent with background
reduction” verdinnt und auf die Kryostatschnitte gegeben. Die Inkubation des
primaren Antikérpers (siehe Tabelle 2.11) erfolgte Uber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer.

Am folgenden Tag wurden die Kryostatschnitte viermal fur funf Minuten mit PBS
gewaschen um ungebundenen primédren Antikdrper zu entfernen. AnschlielRend
wurde der sekundére Antikdrper wiederum in ,Antibody diluent with background
reduction” verdinnt und auf den Schnitten eine Stunde in einer feuchten Kammer
bei RT inkubiert. Als sekundaren Antikérper wurde ein ,anti-rat* Alexa Fluor® 488-
Antikdrper verwendet. Im folgenden Schritt wurde erneut ungebundener Antikérper
durch dreimaliges waschen in PBS (jeweils funf Minuten) entfernt. Abschlieend
wurden die Kryostatschnitte mit ,ProLong Gold antifade“-Reagenz eingedeckt.
Das verwendete Eindeckmedium beinhaltete 4,6-Diamin-2-Phenylindol (DAPI)
welches an die vorhandene DNA bindet und somit Zellkerne sichtbar macht.

Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbungen erfolgte am computer-
gestitzten Fluoreszenzmikroskop, wobei sowohl CD8 als auch PD-1 durch eine
grine Fluoreszenz und die Zellkerne durch eine blaue Fluoreszenz sichtbar
gemacht wurden. Mit Hilfe der angeschlossenen Digitalkamera und der software
Akt-1 von Nikon konnten die Farbungen fotografiert und digitalisiert werden. Die
soverlays“ der aufgenommenen Bilder wurden mit Hilfe des Computerprogramms

,Photoshop® erstellt.
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Tab. 2.11: Immunhistologisch verwendete primére Antikbrper

Antikérper Spezies Klon Verdlinnung Firma
CD8 Ratte 53-6.7 1:100 BD Pharmingen
PD-1 Ratte RMP1-14 1:100 Abcam

Firmensitz: BD Pharmingen: San Jose, USA; abcam: Cambridge, England

2.2.1.7 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.7.1 RNA-Isolierung

Um zu untersuchen, ob eine IFN-y Inkubation von Langerhans’ Inseln zu einer
gesteigerten Expression von IL-18 fUhrt, sollte eine real time PCR durchgefihrt
werden. Zundchst wurden die kultivierten Langerhans’ Inseln zweimal mit PBS
gewaschen und die totale RNA mit Hilfe des ,RNeasy Plus Mini‘-Kits nach

Angaben des Herstellers isoliert.

2.2.1.7.2 cDNA-Synthese

AnschlielRend wurde die isolierte RNA durch eine RT-Reaktion in komplementére
DNA (cDNA) umgeschrieben. Dabei wurde das ,high capacity cDNA Reverse
Transcription™-Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Durchfihrung der
Inkubationsschritte wurde der T3 Thermocycler von Biometra verwendet. Die

hergestellte cDNA wurde 1:1 mit DEPC-Wasser verdiinnt und bei —20°C gelagert.

2.2.1.7.3 real time PCR

Bei der PCR handelt es sich um eine exponentielle Amplifikation einer bestimmten
Gensequenz. Dabei werden spezifische Primer verwendet und die Reaktions-
Schritte mehrfach wiederholt. Bei der konventionellen PCR wird das Amplikon
durch eine Endpunkt-Analyse, zum Beispiel Agarose-Gel, detektiert. Bei der real
time PCR kann man die Zunahme der amplifizierten Zielsequenz wéahrend des
Reaktionsprozesses (in “real time”) beobachten.

In dieser Arbeit wurde das ,SYBR green“ zur Dedektion des Amplifikats

verwendet, welches in doppelstrangige DNA interkaliert und durch ein
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Fluoreszenzsignal die Menge der vorhandenen DNA messbar macht. Die
einzelnen Schritte der “real time” PCR sind:
a) Denaturierung der DNA durch eine Erwdrmung der Probe auf 95°C
b) spezifische Bindung der Primer durch Inkubation bei einer Temperatur, die
fur jedes Primerpaar spezifisch ist
C) Extension der Primer bei 72°C durch die DNA-Polymerase
Dabei kann das vorhandene ,SYBR green® an die neu entstandenen
DNA-Doppelstrange binden. Entsprechend der Zunahme des PCR-Produkts steigt
die Fluoreszenz mit jedem PCR-Zyklus an.
Zur Untersuchung des Einflusses von IFN-y auf die IL-18 Expression in murinen
Langerhans’ Inseln, wurden diese mit IFN-y in unterschiedlichen Konzentrationen
inkubiert und anschlie3end eine real time PCR durchgefiihrt. Dabei diente R-Actin
als ,housekeeping“-Gen. Zur Durchfihrung der PCR wurde das IL-18 und das
JR-Actin QuantiTect® Primer Assay“ sowie das ,QuantiTect® SYBR green“ von
Qiagen verwendet.
Die PCR-Reaktion fand in einem Endvolumen von 15 pl statt, das sich wie folgt
zusammensetzte: 7.5 yl ,SYBR green“-Puffer, 1.5 pl der entsprechenden Primer,
3.5 pyl Wasser und 2.5 pyl cDNA. Zur Durchfihrung der PCR wurde das
.StepOnePlus rt-PCR System® von Applied Biosystems verwendet. Das
PCR-Programm bestand aus
- Aktivierung der ,hot start* DNA-Polymerase bei 95°C fir 15 Minuten
- 40 Zyklen, bestehend aus
Denaturierung der DNA bei 95°C fir 15 Sekunden
Binden der Primer bei 55°C fir 30 Sekunden
Extension der Primer bei 72°C durch die DNA-Polymerase
- Schmelzpunktanalyse

Die Auswertung der ,real time“-PCR erfolgte mittels AACt-Analyse.

2.2.1.7.4 Gen-Expressionsanalyse

IL-18 generierte NK-Zellen wurden im Vergleich zu konventionellen NK-Zellen
genotypisiert. Dabei wurden die Zellen, wie oben beschrieben, isoliert und
kultiviert und anschlielRend die RNA, wie oben fir Langerhans’ Inseln beschrieben
(siehe 2.2.1.7.1), isoliert.
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Die Quantitat der isolierten totalen RNA wurde mit Hilfe von photometrischer
Nonodrop Messung und die Qualitdt mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers
bestimmt. Bei diesem System wird die RNA mit Hilfe einer Elektrophorese auf
einem MicroChip aufgetrennt und mittels Laser-induzierter Fluoreszenz detektiert.
Die Qualitdt der RNA wird mit einem software Algorithmus berechnet, der das
Verhaltnis der 18S zur 28S ribosomalen Untereinheit der RNA analysiert und eine
,RNA Integrity Number‘ (RIN) zwischen 1 und 10 ermittelt. Dabei beschreibt das
errechnete Resultat ,1“ eine stark degradierte RNA und ,10“ eine sehr gut
erhaltene RNA. In der vorgelegten Arbeit erreichten alle eingereichten
RNA-Proben eine sehr hohe RIN, die zwischen 8.9 und 9.8 lag. Abb. 2.2 zeigt das
Elektrophorese-Bild der verwendeten RNA-Proben.

Nach der bestandenen Qualitatskontrolle der totalen RNA, wurden 50 ng in cDNA
umgeschrieben, in vitro transkribiert und anschlieBend die cRNA mit Biotin
markiert. Nach der folgenden Fragmentierung der Biotin-markierten cRNA fand die
Hybridiserungsreaktion der Proben auf ,Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST
Microarrays® Uber einen Zeitraum von 16 Stunden bei 42°C statt. Anschliel3end
wurden die Proben mit Streptavidin / PE-Konjugaten gefarbt und die
unterschiedlichen  Gen-Expressionen gemessen. Die Durchfihrung der
Gen-Expressionsanalysen erfolgte unter Verwendung des ,Ambion WT
Expression“-Kits und des ,WT Terminal Labelling and Hybridization for use with
the Ambion WT Expression“-Kits nach Angaben des Herstellers.

Die Daten-Analyse wurde mit der GeneSpring GX Software durchgefiihrt. Dabei
wurden die multiplen Expressionsdaten der verschiedenen Transkripte des ,probe
Sets® mit Hilfe des GeneSprings’ ExonRMA16 Algorithmus normalisiert. Die
pre-Prozessierung der Daten wurde durch eine ,baseline“-Transformation
vervollsténdigt. FUr die statistische Auswertung der Daten wurden die einzelnen
Arrays anschlieBend in Abhangigkeit ihres Phanotyps (konventionelle NK-Zellen
bzw. IL-18 generierte NK-Zellen, jeweils n = 3) gruppiert. In den folgenden
Schritten wurden nur die Transkripte weiter analysiert, deren Expression in
mindestens zwei von drei Arrays in mindestens einer oder beiden experimentellen
Gruppen Uber dem Hintergrundrauschen lag. Die statistische Analyse der
differentiellen  Gen-Expression erfolgte mittels Welch’s ungepaartem t-Test
(p < 0.05). Die resultierten p-Werte wurden zusatzlich mittels Benjamini-Hochberg-

Tests fur multiples Testen korrigiert, um falsch-positive Ergebnisse zu minimieren.
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Die hierarchische Cluster-Analyse erfolgte mit Hilfe des Manhattan-
Abstandsmalies (,complete linkage®).

Die Gen-Expressionsanalysen wurden in Zusammenarbeit mit dem Biologisch-
Medizinischem Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
durchgeflihrt.

g _ konv. NK IL-18 gen. NK
s B
= o — N ™ — o\ ™
2000 nt — 18S rRNA
1000 nt —
500nt —
200nt —

96 81 97 97 99 10 9.7 RIN

Abb. 2.2: Bestimmung der RNA-Qualitdt zur Durchfiihrung der Gen-
Expressionsanalysen

Die MicroChip Elektrophorese der Proben bescheinigte eine sehr hohe Reinheit
der RNA. Die ,RNA Integrity Number* (RIN) liefert dabei eine Aussage Uber die
Qualitat: Eine niedrige RIN deutet auf stark degradierte RNA hin und eine hohe
auf gut erhaltene RNA. Ein Bereich von 1 bis 10 wird durch diese Bewertung
abgedeckt.

2.2.2 In vivo Experimente

Zur Untersuchung der Wirkung von IL-18 auf NK-Zellen in vivo sowie zur Wirkung
von |L-18 generierten NK-Zellen im Diabetes-Maus-Modell, wurden NOD und
STZ-behandelte C57BI/6 Mause verwendet.

2.2.2.1 Méuse

C57BI/6 und NOD Mé&use wurden von der Tierversuchsanlage der Universitat
Dusseldorf bzw. von Clarles River Laboratories (L’Arbresle, Frankreich) bezogen.
Die Tiere wurden unter pathogenfreien Bedingungen gehalten und erhielten

konventionelles Nager-Futter und Trinkwasser ad libitum. Das Téten der Tiere
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erfolgte mittels Kohlenstoffdioxid gem&R der Tierschutzverordnung. Die
Praparation erfolgte in einem Sektionsraum der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Die Durchfihrung des Versuchsvorhabens
wurde durch das Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz genehmigt
(AZ 8.87-50.10.34.08.145).

2.2.2.1.1 Blutglukose-Messungen

Zur Bestimmung der Blutglukose wurde eine Blutprobe aus der Schwanzvene von
nicht-ntchternen M&usen zwischen 9:00 Uhr und 11:00 Uhr entnommen. Die
Messung erfolgte mit Hilfe des Blutglukosemessgerates Ascensia Contour®, wobei
das Enzym / Koenzym System Glukosedehydrognase / Pyrrolochinolinchinon
verwendet wurde. Eine Maus wurde fiir diabetisch befunden, wenn sie in zwei
unabhangigen Messungen einen Blutglukosewert von mehr als 300 mg/dl aufwies.
Schwerer Diabetes wurde durch das zweimalige Erreichen des Blutglukosewertes

von 600 mg/dl definiert. Die Blutglukose wurde dreimal wdchentlich gemessen.

2.2.2.1.2 Streptozotocin-behandelte Maus
Zur Induktion des Diabetes in C57BIl/6-Mausen wurde das STZ-Maus-Modell

verwendet. Dabei erhielten C57BI/6-Mause im Alter von vier Wochen an flunf
aufeinanderfolgenden Tagen eine intraperitoneale STZ-Injektion in einer niedrigen
Konzentration (40 mg STZ/ kg Kérpergewicht) (LU et al. 1998; SCHOTT-OHLY et
al. 2004).

2.2.2.1.3 In vivo IL-18

IL-18 bewirkt in vitro eine erhdhte Expression von PD-1L und c-Kit auf murinen
NK-Zellen. Um diesen Effekt in vivo zu untersuchen, wurde C57BIl/6-Mé&usen
parallel zu den STZ-Injektionen IL-18 intraperitoneal verabreicht. Dabei erhielten
die Mause an den Tagen 1, 3 und 5 der STZ-Injektion jeweils 500 pg in NaCl
geléstes murines rekombinantes IL-18. An Tag 9 erfolgte die Bestimmung der
konventionellen (c-Kit negativen) und der IL-18 generierten (c-Kit positiven)

NK-Zellen in der Milz und im Knochenmark.
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2.2.2.1.4 Adoptiver Zelltransfer

Um zu untersuchen welchen Effekt in vitro IL-18 generierte NK-Zellen in vivo auf
die Entstehung des Diabetes haben, wurde ein adoptiver Zelltransfer dieser Zellen
in STZ-behandelte Mause durchgefihrt. IL-18 generierte NK-Zellen wurden wie
oben beschrieben hergestellt. Um weiterhin zu untersuchen, ob der zellvermittelte
Mechanismus ebenfalls den PD-1 / PD-1L Signalweg involviert, wurde dieser vor
Transfer in vitro mit einem blockierenden Antikérper geblockt. Dabei wurden die
isolierten IL-18 generierten NK-Zellen in vitro mit anti-PD-1L Antikérper 30 Minuten
bei 4°C inkubiert (0.5 pg Antikérper / 1x10° Zellen) und anschlieRend mit kaltem
PBS gewaschen (SAUDEMONT et al. 2005). Der Zelltransfer startete an Tag 9
und endete an Tag 16 nach initialer STZ-Gabe. Dabei erhielt jede Maus einen
dreimaligen Transfer von ca. 1x10° in vitro IL-18 generierten NK-Zellen in NaCl
intravends (Schwanzvene). Kontrolltieren wurde NaCl verabreicht. Die Messung

der Blutglukose erfolgte drei Mal die Woche.

2.2.2.1.5 Zellmigrations-Experimente

Zum Nachweis der Organ-gerichteten Zellmigration der transferierten Zellen
wurden C57BI/6-Ly5 Mause verwendet. Diese unterscheiden sich von Wildtyp
C57BI/6 Mausen durch eine veranderte CD45 Expression der hematopoetischen
Zellen. Wahrend man in gewdhnlichen C57BI/6-M&usen die Expression von
CD45.2 vorfindet, wird in C57BI/6-Ly5 M&usen CD45.1 exprimiert. Fur das
Traffiking-Experiment wurden CD45.2 positive IL-18 generierte NK-Zellen in vitro
wie oben beschrieben hergestellt (Donor: C57BI/6 Maus) und ca. 1x10° dieser
Zellen intravenos in eine C57BI/6-Ly5 Maus injiziert. Am folgenden Tag wurde die
Verteilung der transferierten Zellen untersucht. Dabei wurde die Frequenz der
Zellen im Blut, in der Milz sowie in den inguinalen und pankreatischen

Lymphknoten untersucht.
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2.2.3 Statistische Auswertungen

Zur statistischen Analyse der Daten wurde die Prism Software verwendet. Unter
Verwendung des ,unpaired‘ t-Tests wurden normal verteilte Messgruppen
verglichen. Im Falle keiner Normalverteilung wurde zusatzlich die Welsh-Korrektur

durchgefuhrt. P-Werte < 0.05 wurden als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 IL-18 induzierte Expression von c-Kit auf NK1.1 positiven Zellen der
Milz
Wie bereits durch die Arbeitsgruppe von L. Zitvogel gezeigt (ULLRICH E et al.
2008), fuhrt IL-18 zu einer Hochregulierung des Oberflachenmolekils c-Kit auf
NK1.1 positiven Zellen. Um diesen Effekt in vitro zu Uberprifen, wurden folgende
drei NK-Zell Fraktionen aus Milzen von C57Bl/6 Mausen isoliert und mit
rekombinantem murinen IL-18 in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert:
CD3- / NK1.1+ / c-Kit- Zellen, CD3- / NK1.1+ / c-Kit- / CD11b- Zellen und
CD3- / NK1.1+ / c-Kit- / CD11b+ Zellen. Nach einer 16-stiindigen Kultur konnte
eine konzentrationsabhangige Erhdhung der c-Kit Expression beobachtet werden,
wobei in allen Gruppen ab einer IL-18 Konzentration von 25 ng/ml ein Plateau

erreicht wurde (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Konzentrationsabhédngige Induktion der c-Kit Expression auf
NK-Zellen durch IL-18

Murine NK1.1 positive Zellen der Milz wurden 16 Stunden mit unterschiedlichen
IL-18 Konzentrationen kultiviert. AnschlieBend wurde die c-Kit Expression in
NK1.1 positiven (V) sowie in sortierten NK1.1 positiven / CD11b negativen (e) und
NK1.1 positiven / CD11b positiven (m) untersucht. In Abhangigkeit der IL-18
Konzentrationen nahm die c-Kit Expression in allen drei Gruppen zu, wobei jeweils
ein Plateau ab einer IL-18 Konzentration von 25 ng/ml erreicht wurde.
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Den starksten c-Kit induzierenden Effekt scheint eine IL-18 Kultur in der CD11b
negativen Gruppe zu bewirken. Betrachtet man den Mittelwert aller IL-18
Konzentrationen (Abb. 3.2), so findet man in der CD11b negativen Gruppe nach
IL-18 Inkubation signifikant mehr c-Kit positive NK-Zellen vor als in der CD11b
positiven (23.69% + 6.48% vs. 9.66% + 2.73%, p < 0.0001) und der
NK1.1-Gruppe (23.69% * 6.48% vs. 12.51% £ 2.81%, p < 0.0001). Vergleicht
man die c-Kit Induktion in der NK1.1-Gruppe mit der CD11b positiven Gruppe, so
findet man auch hier signifikant weniger c-Kit positive NK-Zellen in der CD11b
positiven Gruppe (p = 0.0089). Diese Resultate spiegeln sich auch in den
Ergebnissen der Inkubation mit 25 ng/ml IL-18 wieder. In der CD11b negativen
Gruppe wurden 27.36% + 2.55% c-Kit positive NK-Zellen beobachtet im
Gegensatz zu 10.73% = 0.91% in der CD11b positiven (p = 0.0004) und
14.13% % 0.42% in der NK1.1-Gruppe (p = 0.0009).
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Abb. 3.2: Starkste c-Kit Induktion durch IL-18 in CD11b negativen NK-Zellen
Eine 16 stindige Inkubation von murinen NK-Zellen der Milz mit unterschiedlichen
IL-18 Konzentrationen bewirkte eine signifikant héhere c-Kit Expression in den
CD11b negativen NK-Zellen verglichen mit den NK1.1 und den CD11b positiven
NK-Zellen. Weiterhin konnte eine starkere Induktion der c-Kit Expression in den
NK1.1 Zellen beobachtet werden als in den CD11b positiven NK-Zellen. Diese
Resultate wurden sowohl fur den Mittelwert aller IL-18 Konzentrationen als auch
fur die Konzentration von 25 ng/ml beobachtet. Signifikanzen: p < 0.089 (**),
p < 0.0001 (***)
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Wiederum konnte eine signifikant starkere c-Kit Expression in der NK-Gruppe im
Vergleich zur CD11b positiven Gruppe beobachtet werden (p = 0.0041).

Um die IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen genauer zu charakterisieren,
wurde im folgenden Schritt eine Gen-Expressionsanalyse der IL-18 generierten
CD3- / NK1.1+ / c-Kit+ / CD11b— NK-Zellen im Vergleich zu den unstimulierten
CD3-/ NK1.1+ / c-Kit— / CD11b+ NK-Zellen durchgefihrt.

3.2 Gen-Expressionsanalyse von frisch isolierten versus IL-18 generierten
NK-Zellen

Fir die Gen-Expressionsanalyse wurden konventionelle c-Kit negative NK-Zellen
sowie |IL-18 generierte c-Kit positive NK-Zellen in drei unabhangigen Versuchen
isoliert bzw. generiert (Abb. 3.3). Fir die Herstellung der IL-18 kultivierten
NK-Zellen wurden zunachst CD3- / NK1.1+ / c-Kit—- / CD11b- NK-Zellen aus
Milzen von C57BI/6 Mausen gewonnen und mit rm-IL-2 und rm-IL-18 kultiviert. Am
folgenden Tag wurden die entstandenen CD3- / NK1.1+ / c-Kit+ / CD11b-
NK-Zellen isoliert und im Vergleich zu frisch isolierten CD3- / NK1.1+ / c-Kit- /
CD11b+ NK-Zellen in der Gen-Expressionsanalyse eingesetzt. Dabei konnten
Unterschiede zwischen den frisch isolierten NK-Zellen und den IL-18 stimulierten
NK-Zellen auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden (Abb. 3.4; Tab. 7.1,
siehe Anhang). In Bezug auf die Funktionalitdt exprimieren IL-18 generierte
NK-Zellen zwei Gene mit potentiellen immunsuppressiven Eigenschaften um
mindestens den Faktor 2 héher als die unstimulierten NK-Zellen. Dabei handelt es
sich um i) die Hdm-Oxygenase (HO-1, 5.7-fache Erhéhung), die die AbstoRung
von allogenen Transplantaten inhibiert (SCHNICKEL et al. 2006) und ii) PD-1L
(2.58-fache Erhdhung), welches durch Bindung an seinen Rezeptor (PD-1) zur
Apoptose der Zielzelle fuhrt (ANSARI et al. 2003). AuRerdem werden drei Gene
mit NK-Zell-aktivierender Wirkung in den IL-18 generierten NK-Zellen um mehr als
den Faktor 2 niedriger exprimiert als in den unstimulierten NK-Zellen. Dabei
handelt es sich um i) NKG2I (4.08-fach niedrigere Expression), ein Aktivierungs-
Rezeptor, der eine Rolle in der Erkennung und AbstolRung von allogenen
Transplantaten spielt (KOIKE et al. 2004), ii) CD244 (2B4, 2.47-fach niedrigere
Expression), welches in seiner Abwesenheit die NK-vermittelte Lyse von
aktivierten CD8 positiven T-Zellen (WAGGONER et al. 2010) sowie NK-Zellen
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Abb. 3.3: Isolierung und
Generierung von IL-18
inkubierten NK-Zellen

(A) Isolierung von
konventionellen, frischen
NK-Zellen. Lebende (P1)
NK1.1 aufgereinigte Zellen
wurden phéanotypisch auf
CD3 negativ (P2), NK1.1
positiv. und c-Kit negativ
(P3) sowie CD11b negativ
(P5) sortiert. Diese Zellen
wurden mit IL-2 und IL-18
tber Nacht kultiviert.
AnschlieRend erfolgte die
Isolierung der IL-18
generierten NK-Zellen (B).
Dabei wurden die lebenden
(P1)  Zellen wiederum
phanotypisch auf CD3
negativ (P2), NK1.1 und c-
Kit positiv (P4) sowie
CD11b negativ (P5) sortiert.
Es wird eine reprasentative
Isolierung dargestellt.
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(TANIGUCHI et al. 2007) ermdglicht und iii) Rab27a (Ras-ahnliches GTPase
Protein, 2.19-fach niedrigere Expression), welches eine wichtige Rolle in der
Bildung und Mobilitdt von lytischer Granula der NK-Zellen spielt (LIU et al. 2010).

Um die Ergebnisse der Gen-Expressionsanalyse auf Translationsebene zu

Uberprifen, wurden die Zellen mittels FACS Analyse weiter untersucht.

Farbskala fir die

Expressionsunterschiede

c-Kit neg. NK-
Zellen

c-Kit pos. NK-
Zellen

Abb. 3.4: Frisch isolierte
NK-Zellen unterscheiden sich
maRgeblich im Gen-Expressions-
profil von IL-18 generierten
NK-Zellen

Zur Durchfiihrung der Gen-Analyse
wurden sowohl frische NK-Zellen
als auch IL-18 generierte NK-Zellen
in drei unabhdngigen Experimenten
isoliert bzw. generiert (die Spalten
stellen die entsprechenden
Aufbereitungen dar). Dargestellt ist
eine hierarchische Cluster-Analyse
der Gene, deren Expression sich in
den beiden Gruppen um
mindestens den Faktor 2
unterscheidet (1414 Gene, siehe
zusatzlich  Tabelle 8.1). Die
Farbskala gibt dabei Auskunft Gber
die Regulation der Gene: Runter-
regulierte Gene werden in griin und
hochregulierte Gene in rot
dargestellt.
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3.3 Phénotypische Charakterisierung von frisch isolierten und IL-18

generierten NK-Zellen

Wie in der Gen-Expressionsanalyse wurden auch in der FACS-Analyse frisch
isolierte CD3—- / NK1.1+ / c-Kit— / CD11b+ Zellen mit IL-18 stimulierten CD3- /
NK1.1+ / c-Kit+ / CD11b— NK-Zellen verglichen. Wie in der Abbildungen 3.5
dargestellt, fihrt die IL-18 Inkubation auch auf Proteinebene zu einem erhdhten
Signal von PD-1L. So liegt die mittlere Fluoreszenzintensitdt von PD-1L bei den
unstimulierten NK-Zellen bei 932 und bei IL18-generierten NK-Zellen bei 4667. Die
Gen-Expressionsresultate beziglich der HO-1 konnten auf Proteinebene bestétigt
werden: Eine IL-18 Stimulierung flhrte zu einer erhéhten Quantitat von HO-1 auf
NK-Zellen. Es konnten weiterhin keine Unterschiede fir die Oberflachenmolekiile
CD244 und NKG2D sowie fur den Transkriptionsmarker RORyt beobachtet
werden. Betrachtet man den Reifungsmarker CD27, so zeigen die IL-18
generierten NK-Zellen eine niedrigere Expression als die konventionellen
NK-Zellen.

3.4 Existenz von naiven NK1.1+ / c-Kit+ NK-Zellen in NOD-Mausen

Zunachst wurde die Frequenz der naiven c-Kit negativen und c-Kit positiven
NK-Zellen in der Milz und in den Lymphknoten von nicht-diabetischen
NOD-Mausen (definiert als Blutglukose < 300 mg/dl) mit der Frequenz der Zellen
in gleich alten C57BIl/6 Wildtyp-Mausen verglichen. Dabei zeigten NOD-M&ause
sowohl in der Milz (p < 0.0001) als auch in den Lymphknoten (p = 0.0007)
signifikant weniger c-Kit negative NK-Zellen als C57BI/6 Mé&use (Abb. 3.6 A). Der
Unterschied zwischen NOD- und C57Bl/6-Maus in Bezug auf die
NK-Zell-Frequenz wird deutlicher, wenn man die Frequenz der c-Kit positiven
NK-Zellen betrachtet. So haben NOD-Mause im Vergleich zu C57BI/6 WT-M&usen
14.7-fach weniger c-Kit positive NK-Zellen in der Milz und 17.2-fach weniger c-Kit
positive NK-Zellen in den Lymphknoten (p < 0.0001 bzw. p = 0.0012, Abb. 3.6 B).
Diese Beobachtungen filhren zu einem Verhaltnis von c-Kit negativen zu c-Kit
positiven NK-Zellen von 4.5 £ 1.0 in der Milz von nicht-diabetischen C57BI/6

Méausen und von 21.5 * 8.5 in der Milz von Diabetes-freien NOD-Ma&ause
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Abb. 3.5: Verifizierung der Gen-Expressionsanalyse auf Translationsebene
Die Quantitdt verschiedener Proteine von frisch isolierten konventionellen
(schwarz) sowie IL-18 generierten (rot) NK-Zellen wurde mit Hilfe von
FACS-Analysen untersucht. Dargestellt sind die entsprechenden Histogramme,
wobei die Isotyp-Kontrolle in blau eingezeichnet wurde. IL-18 generierte NK-Zellen
besitzen mehr PD-1L und HO-1 auf ihrer Oberflache als frisch isolierte
konventionelle NK-Zellen. Es konnte kein Unterschied beobachtet werden in
Bezug auf CD224, NKG2D und RORyt. Im Gegensatz dazu befindet sich auf der
Oberflache von IL-18 generierten NK-Zellen weniger CD27.
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Abb. 3.6: Frequenz der naiven c-Kit negativen und c-Kit positiven NK-Zellen
in der C57BI/6 und Diabetes-freien NOD-Maus

Zur Bestimmung der Quantitat der naiven c-Kit positiven und negativen NK-Zellen
in Milz und Lymphknoten wurden gleich-alte C57BIl/6 (n = 6) und Diabetes-freie
NOD-Mause (n = 7) miteinander verglichen. (A) Die FACS-Analyse ergab eine
3.1- bzw. 4.5-fach niedrigere Frequenz von c-Kit negativen NK-Zellen in der Milz
(p < 0.0001) bzw. in den Lymphknoten (p = 0.0007) von NOD-Mé&usen. (B)
Bezlglich der c-Kit positiven NK-Zellen konnte in den NOD-M&usen eine
14.7- bzw. 17.2-fach niedrigere Frequenz in der Milz (p < 0.0001) bzw. den
Lymphknoten (p = 0.0012) beobachtet werden.

Im nachsten Schritt wurde die alters-abhangige NK-Zell-Frequenz in den
NOD-Mausen untersucht. Dazu wurden die Mé&use zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (zwischen den Lebenswochen 5 und 18) untersucht (Abb. 3.7). Im
Alter von 8 Wochen kommt es bei der NOD-Maus zu einer erhéhten Frequenz von
c-Kit negativen NK-Zellen in der Milz (Abb. 3.7 A) und in den Lymphknoten
(Abb. 3.7 B). Verglichen mit der Frequenz der Zellen im Alter von 5 Wochen, kann
man in der Milz eine 1.2-fache und in den Lymphknoten eine 6.4-fache Zunahme
der Zellen beobachten. Diese Daten stehen im Einklang mit bereits
verdffentlichten Daten, die belegen, dass es in der NOD-Maus im Pradiabetes-
Stadium zu einer Hochregulierung von aktivierten NK-Zellen kommt
(OGASAWARA et al. 2004). Zum gleichen Zeitpunkt konnte aber auch eine

2.7-fach erhéhte Frequenz von c-Kit positiven NK-Zellen in der Milz und eine
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7.1-fach erhéhte Frequenz in den Lymphknoten beobachtet werden. Gleichzeitig
kommt es zu einer erhéhten Haufigkeit von aktivierten CD8+/CD107a+

zytotoxischen T-Zellen (,cytotoxic T cells®, CTL) in beiden Geweben.
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Abb. 3.7: Alters-abhédngige Frequenz der naiven c-Kit negativen und c-Kit
positiven NK-Zellen in der NOD-Maus

Die altersabhangige Frequenz (n = 4 zu jedem Zeitpunkt) der c-Kit positiven und
negativen NK-Zellen sowie der aktivierten CD8 T-Zellen in Milz (A) und
Lymphknoten (B) von NOD-Mausen wurde mittels FACS-Analyse untersucht. Im
Alter von 8 Wochen ist eine starke Zunahme der c-Kit positiven und negativen
sowie der CD8 positiven T-Zellen zu verzeichnen. Im Vergleich zum
Ausgangswert (Alter: 5 Wochen), stieg die Frequenz der c-Kit negativen NK-Zellen
signifikant in den Lymphknoten an (p = 0.0045). Gleichzeitig nahm die Frequenz
der c-Kit positiven NK-Zellen in der Milz (p = 0.03) und in den Lymphknoten
(p = 0.0023) zu.

3.5 Existenz von naiven NK1.1+ / c-Kit+ NK-Zellen in STZ-behandelten

Mausen

AnschlieBend wurde die Frequenz der NK1.1+ / c-Kit+ NK-Zellen im
STZ-vermittelten Diabetes-Mausmodell in Abhangigkeit des Blutglukose-Wertes
beobachtet. Naive c-Kit positive und c-Kit negative NK-Zellen wurden in den
Langerhans’ Inseln des Pankreas von STZ-behandelten Mausen untersucht und

mit der Frequenz der Zellen in C57BI/6 Mausen in Bezug auf die Blutglukose-
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Konzentration verglichen. Hier zeigte sich, dass die Zahl der konventionellen c-Kit
negativen NK-Zellen sich nicht in Abh&ngigkeit der Blutglukose veréndert
(Abb. 3.8 A). Interessanterweise konnte aber eine Korrelation zwischen den c-Kit
positiven NK-Zellen und der Blutglukose-Konzentration gezeigt werden. In der
pré-diabetischen Maus (Blutglukose-Konzentration < 200 mg/dl) waren ca. 10%
aller NK1.1-Zellen c-Kit positiv und in den gesunden Kontrollen nur 1%
(p = 0.0098). Mit dem weiteren Anstieg der Blutglukose-Konzentration auf 200 bis
299 mg/dl nahm die Frequenz der c-Kit positiven NK-Zellen weiter zu. Zu diesem
Zeitpunkt waren 12.1% + 10.1% aller Pankreas-infiltrierender CD45 positiver
Zellen NK1.1 und c-Kit doppelt positiv (p = 0.0044, Abb. 3.8 B). Abbildung 3.9

zeigt eine reprasentative FACS-Analyse.
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Abb. 3.8: Quantifizierung der naiven c-Kit negativen und c-Kit positiven
NK-Zellen in der STZ-behandelten Maus

Die Frequenz der c-Kit negativen (A) und c-Kit positiven (B) NK-Zellen wurde
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurden STZ-behandelte M&use
(n = 25) in Abhéangigkeit der Blutglukose-Werte in Gruppen eingeteilt. Gesunde
C57BIl/6 Mause (Blutglukose: 113.8 £ 11.5 mg/dl) dienten als Kontrolle (n = 10).
Die Frequenz der c-Kit negativen NK-Zellen in den Langerhans’ Inseln verédnderte
sich nicht in Abh&ngigkeit der Blutglukose. Im Gegensatz dazu stieg die Frequenz
der c-Kit positiven NK-Zellen bis zu einem Blutglukose-Wert von 299 mg/dl auf
12.1% + 10.1% an. p < 0.0098 (**)
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Abb. 3.9: Frequenz von naiven c-Kit positiven NK-Zellen in der
STZ-behandelten Maus (reprasentative FACS-Analyse)

Aus Langerhans’ Inseln von STZ-behandelten C57BI/6 Mausen wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt und diese auf lymphozytére Infiltrationen
untersucht. Lebende (A, R1), CD45 positive (B, R2) Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Gesunde C57BI/6 Mause zeigten keine Infiltration
durch c-Kit positive NK-Zellen (C). Im Gegensatz dazu infiltrierten c-Kit positive
NK-Zellen die Langerhans’ Inseln von STZ-behandelten Mé&usen mit (D)
unauffalligem Blutglukose-Spiegel (hier 185 mg/dl) und (E) hohem Blutglukose-

Spiegel (hier 468 mg/dl).
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3.6 IL-18 abhédngiger Anstieg der NK1.1+ / c-Kit+ NK-Zellen in vivo

Im folgenden Schritt wurde der Effekt von IL-18 auf NK-Zellen in vivo untersucht.
Dabei erhielten STZ-behandelte Mause eine dreimalige intraperitoneale Injektion
von jeweils 500 ng rm-IL-18. Die erste Verabreichung erfolgte am ersten Tag der
STZ-Gabe und wurde im Abstand von drei Tagen wiederholt. Einen Tag nach der
finalen IL-18 Injektion wurden die Mause getétet und die Haufigkeit der c-Kit
positiven NK-Zellen in Milz und Lymphknoten im Vergleich zur Kontrollgruppe
(STZ-behandelte Mause) untersucht. In beiden Geweben fiihrte die Verabreichung
von rm-IL-18 zu einer signifikanten Zunahme der c-Kit positiven NK-Zellen: Die
Anzahl der c-Kit positiven NK-Zellen nahm von 1.5% + 0.2% auf 2.1% £ 0.26% in
den Milzen (p = 0.0056) und von 0.47 + 0.29% auf 1.6 £ 0.36% (p = 0.0002) im
Knochenmark zu (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: rm-IL-18 induziert die Entstehung von c-Kit positiven NK-Zellen in
vivo

STZ-behandelte Mause erhielten parallel zur STZ-Gabe rm-IL-18 intraperitoneal
(n = 6). Die Frequenz der c-Kit positiven NK-Zellen wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (STZ-behandelte Mause,
n = 6) in der Milz und im Knochenmark untersucht. Die Gabe von IL-18 flhrte in
beiden Geweben zu einer signifikanten Erhéhung der c-Kit positiven NK-Zell
Fraktion (Milz: p = 0.0056; Knochenmark: p = 0.0002).
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3.7 Langerhans’ Inseln des Pankreas bilden IL-18 nach Stimulation mit
IFN-y

Da es in den STZ-behandelten Mausen zu einem Blutglukose-abhangigen Anstieg
der c-Kit positiven NK-Zellen im Pankreas kam, wurde im folgenden Schritt
untersucht, ob Langerhans’ Inseln IL-18 sezernieren, wenn sie sich im
inflammatorischen Zustand befinden. Daflr wurden isolierte Langerhans’ Inseln
mit IFN-y in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert und anschlie3end
.Real-time“ PCR-Analysen durchgefihrt. Dabei wurde beobachtet, dass die IL-18
Expression mit steigender IFN-y Konzentration zunahm (Abb. 3.11). So fihrte die
Inkubation mit 200 und mit 2000 U/ml IFN-y zu einer signifikant erhdéhten IL-18
Expression in den Langerhans’ Inseln (p = 0.0043 bzw. p = 0.0026).
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Abb. 3.11: IFN-y induziert die IL-18 Expression in Langerhans’ Inseln auf
Transkriptionsebene

Isolierte  pankreatische Inseln  wurden mit unterschiedlichen IFN-y
Konzentrationen Uber Nacht inkubiert. Die Resultate der ,real time“ PCR zeigten
eine signifikante konzentrationsabhangige Zunahme der IL-18 Expressionslevel
(p =0.0043)

62



Ergebnisse

3.8 IL-18 generierte c-Kit positive NK-Zellen lysieren aktivierte Antigen-
spezifische CTLs

Da in der Entstehung des T1DM T-Zellen und insbesondere Antigen-spezifische
T-Zellen eine wichtige Rolle spielen, wurde in den anschliellenden Experimenten
die Apoptose-induzierende Kapazitdt von konventionellen c-Kit negativen und
IL-18 generierten NK-Zellen untersucht. Dabei wurden die NK-Zellen entweder mit
Antigen-unspezifischen oder mit Insulin-spezifischen aktivierten CD8 positiven
T-Zellen inkubiert. Die Inkubation mit Antigen-unspezifischen aktivierten CTLs als
Zielzellen und konventionellen c-Kit negativen NK-Zellen als Effektor-Zellen fihrte
in den CTLs zu einer Apoptose-Induktion von 8.8%. Im Gegensatz dazu waren
IL-18 generierte c-Kit positive NK-Zellen in der Lage, bei 41% der CTLs die
Apoptose zu induzieren (Abb. 3.12). >'Chrom-Analysen konnten diese Resultate
bestatigen. Die Kokultur von IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen und
Antigen-unspezifischen aktivieten CTLs fihrte zur Apoptose-Induktion in
30.0% + 6.6% der CTLs (Abb. 3.13 A). Dieser Lyse-Mechanismus konnte Uber die
Zugabe von blockierendem anti-PD-1L-Antikdrper signifikant inhibiert werden
(Lyse-Reduktion um 80.8%, p = 0.004).

Neben der Verwendung von Antigen-unspezifischen aktivierten CTLs als
Zielzellen, wurden auch Insulin-spezifische CTLs eingesetzt, was zu &hnlichen
Ergebnissen fuhrte. Auch hier konnten IL-18 generierte c-Kit positive NK-Zellen
bei 39.0% *= 3.2% der CTLs eine Apoptose induzieren (Abb. 3.13 B). Der
verantwortliche Mechanismus war in diesem Fall ebenfalls der PD-1/PD-1L-Weg,
da auch hier die Zugabe von blockierendem anti-PD-1L-Antikérper zu einer
Lyse-Reduktion von 59% flhrte (p < 0.0001). Im Gegensatz dazu, bewirkte die
Blockade von Granzym B, Perforin und TRAIL keine Reduktion der CTL-Lyse.
Weiterhin konnten weder IL-18 generierte c-Kit positive noch konventionelle c-Kit

negative NK-Zellen eine Apoptose-Induktion bei CD4 positiven T-Zellen bewirken.
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Abb. 3.12: IL-18 generierte NK-Zellen lysieren aktivierte unspezifische CD8
positive T-Zellen (Annexin V Farbung)

Dargestellt wird eine reprasentative Annexin Farbung von CD3/CD28-aktivierten,
unspezifischen T-Zellen. Nach (ber Nacht Kultur dieser Zellen in Medium
befanden sich 3.6% der Zellen in der Apoptose. Die Annexin-positiv-Kontrolle
(Zugabe von 15 yM Camptothecin) zeigte eine Erhéhung der apoptotischen Zellen
auf 76%. Wurden die aktivierten CD8 positiven Zellen mit IL-18 generierten
NK-Zellen kultiviert, so gingen 41% der Zellen ins Stadium der Apoptose Uber. Im
Falle der Kokultur mit konventionellen NK-Zellen belief sich die Anzahl der
apoptotischen T-Zellen auf 8.8%.

64



Ergebnisse

A B
Antigen-unspezifische Insulin-spezifische
CD8 pos. T-Zellen CDS8 pos. T-Zellen
50 50 1
40 1 40 A
X 30 2 30
3 3
j 20 _|> 20 1 *%k
10 T 10 |
0 0

Kokultur

—_
>
=
>
X~
()
X

Kokultur +
anti PD-1L
Antikérper
Kokultur +
anti PD-1L
Antikérper

Abb. 3.13: IL-18 generierte NK-Zellen lysieren sowohl Antigen-unspezifische
als auch spezifische CD8 positive T-Zellen (*'Chrom-Freisetzung)

IL-18 generierte NK-Zellen wurden tiber Nacht mit *'Chrom-markierten Antigen-
unspezifischen (A) und Insulin-spezifischen (B) T-Zellen kultiviert. Wurden
unspezifische T-Zellen als Zielzellen verwendet (n = 3), so konnte eine lytische
Aktivitat der IL-18 generierten NK-Zellen von 30.0% + 6.6% beobachtet werden.
Durch Zugabe des PD-1L blockierenden Antikdrpers wurde die Lyse signifikant um
80.8% inhibiert (p = 0.04). Beim Einsatz der Insulin-spezifischen T-Zellen als
Zielzellen (n = 6), wurde eine lytische Aktivitat von 39.0% + 3.2% beobachtet, die
wiederum durch die Zugabe des PD-1L blockierenden Antikdrpers signifikant um
59% inhibiert werden konnte (p < 0.0001).

3.9 Lymphozytare Infiltration des Pankreas besteht aus CD8 und PD-1
positiven T-Zellen

Eine finfmalige Injektion von 40 mg/kg Kérpergewicht STZ fihrt zur
gewebespezifischen Aufnahme der Substanz durch R-Zellen und infolgedessen
zur zelluldren Infiltration des Pankreas (LIKE et al. 1976c¢). Es wurde weiterhin
gezeigt, dass es bei NOD-Mausen zu einer Infiltration von PD-1 positiven T-Zellen
kommt (ANSARI et al. 2003). Um dieses Phanomen in STZ-behandelten M&usen
zu Uberprifen, wurden in dieser Arbeit die Pankreata der STZ-behandelten Mause
immunhistologisch gefarbt. Dabei wurde fur STZ-behandelte Mause ebenfalls eine
Infiltration von CD8 und PD-1 positiven T-Zellen beobachtet (Abb. 3.14).

65



Ergebnisse

blau: Zellkerne
rot: Insulin
grin: CD8

blau: Zellkerne
rot: Insulin
grin: PD-1

Abb. 3.14: Pankreas-infiltrierende Zellen der STZ-behandelten Maus sind
CD8 und PD-1 positiv

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass es sich bei den
Pankreas-infiltrierenden Zellen der STZ-behandelten Maus um CD8 und PD-1
positive T-Zellen handelte. Dargestellt ist eine représentative Farbung einer Insulin
positiven Langerhans’ Insel (rot), die von CD8 positiven und PD-1 positiven
T-Zellen (gruin) angegriffen wird. Die Zellkerne sind blau dargestellit.

Malstab: Balken entsprechen jeweils 5 pum (zusatzliche Vergrélierung der
eingerahmten Flache)

3.10 Partielle Diabetes Pravention nach Behandlung mit IL-18 generierten

c-Kit positiven NK-Zellen

Um die Rolle der IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen in vivo zu
untersuchen, wurden STZ-behandelte Mause verwendet. Dabei wurden die M&use
entweder mit IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen, konventionellen c-Kit
negativen NK-Zellen oder mit NaCl (Kontrolle) behandelt. Die Verabreichung von
IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen flhrte zu einer Verzdgerung der
Diabetes-Manifestation (definiert als Blutglukosewert = 300 mg/dl) im Vergleich
zum Einsatz von unstimulierten c-Kit negativen NK-Zellen oder den Kontrollen
(Abb. 3.15). Im Alter von 7 Wochen hatten alle Kontroll-M&use (100%), 66.6%
c-Kit negativ-NK-Zell-behandelte M&use und nur 26.6% c-Kit positiv-NK-Zell-
behandelte Mause einen Blutglukosespiegel von mehr als 300 mg/dl. Dabei
konnte die Gabe von IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen zu einer

signifikanten Verzégerung der Diabetes-Manifestation im Vergleich zu den
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Kontroll-Tieren fihren (p = 0.006). Im Alter von 10 Wochen entwickelten alle
Mause, die mit c-Kit negativen NK-Zellen behandelt wurden, einen Diabetes. In
der Gruppe, die c-Kit positive NK-Zellen erhalten hatten waren es zu diesem
Zeitpunkt nur 53.3% der Mause. Dieser Unterschied erreichte statistische
Signifikanz (p = 0.0271).

—— |IL-18 gen. NK-Zellen
—o— NK-Zellen
--¥-- NaCl-Kontrolle

Blutglukose 2
300 mg/dl [%]

5 7 9 11 13 15 17
Zeit [Wochen]

Abb. 3.15: Diabetes-Inzidenz der STZ-behandelten Mduse wird durch die
Gabe von IL-18 generierten NK-Zellen verbessert

C57Bl/6 Mause wurden mit STZ behandelt und erhielten anschlieRend eine
dreimalige intravendse Injektion von IL-18 generierten NK-Zellen (n = 15),
konventionellen NK-Zellen (n = 9) oder NaCl als Kontrolle (n = 7). Die Diabetes-
Inzidenz (Erreichen einer Blutglukose von 300 mg/dl) wurde beobachtet, wobei die
Gabe der IL-18 generierten NK-Zellen zu einer signifikanten Verzégerung der
Diabetes-Inzidenz im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0.006, **) als auch zur
konventionellen NK-Zell-Gruppe (p = 0.0271, *) fuhrte.

Zur weiteren Analyse des Effekts von IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen
in vivo im Diabetes-Mausmodell, wurde der Diabetes-Verlauf bis zum Alter von
18 Wochen beobachtet. Wurde bei einer Maus in zwei aufeinanderfolgenden
unabhangigen Blutglukose-Messungen ein Wert von 600 mg/dl gemessen, so
erreichte sie den definierten Endpunkt des schweren Diabetes. Abbildung 3.16
zeigt die mittleren Blutglukosewerte aller drei Maus-Gruppen. Im Alter von 12
Wochen entwickelten bereits 77.8% der Mause, die mit konventionellen NK-Zellen

behandelt wurden, einen schweren Diabetes. Zum gleichen Zeitpunkt waren in der
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Gruppe, die mit IL-18 generierten NK-Zellen behandelt wurden, nur 33.3%

I+ 1+

H+0 O
00O0O0
4+ 00

600
500 -
400 A
300 T
200 1 /

Blutglukose [mg/dl]

5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Zeit [Wochen]

—o— [L-18 gen. NK-Zellen  Endpunkt (BG > 600 mg/dl) erreicht: #
—o— NK-Zellen Endpunkt (BG > 600 mg/dl) erreicht: O

--v-- NaCl Endpunkt (BG > 600 mg/dl) erreicht:

I+

Abb. 3.16: IL-18 generierte NK-Zellen fiihren zu niedrigeren mittleren
Blutglukose-Werten in STZ-behandelten Mausen

Uber einen Zeitraum von 18 Wochen wurden die Blutglukose-Werte der Mause
gemessen. In der Abbildung sind die Mittelwerte der Blutglukose sowie das
Erreichen des Endpunktes fur die Mause der jeweiligen Gruppe dargestellt. Die
Gabe von IL-18 generierten NK-Zellen fuhrte zu signifikant niedrigeren mittleren
Blutglukose-Werten Uber den Zeitraum von 18 Wochen (IL-18 generierte
NK-Zellen vs. NaCl-Kontrolle sowie IL-18 generierte NK-Zellen vs. konventionelle
NK-Zellen: p < 0.0001).

und in der Kontroll-Gruppe nur 42.8% der Mause betroffen. Im weiteren Verlauf,
im Alter von 14 Wochen, zeigten alle Mause (100%), die mit konventionellen
NK-Zellen behandelt wurden, 57.14% der Kontroll-M&use und lediglich 40% der
Mause, die mit IL-18 generierten-NK-Zellen behandelt wurden, schweren
Diabetes. Im  Alter von 17.5  Wochen waren noch immer
40% der Mause, die IL-18 generierte NK-Zellen erhalten haben, frei von Diabetes.
Der Blutglukosewert dieser 6 verbliebenen Mause betrug im Mittel

179.5 mg/dl. Der Vergleich der Summe der mittleren Blutglukosewerte von IL-18
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generierte versus konventionelle NK-Zellen sowie von |IL-18 generierten NK-Zellen
versus Kontroll-Mausen erreichte hoch signifikante Unterschiede (p < 0.0001).

Um zu untersuchen, ob der PD-1 / PD-1L Signalweg in vivo fur den Diabetes
protektiven Effekt der IL-18 generierten Zellen verantwortlich ist, wurden
STZ-behandelten Mausen IL-18 generierte NK Zellen verabreicht, bei denen zuvor
der PD-1 / PD-1L Signalweg in vitro durch einen inhibierenden Antikérper geblockt
wurde. Diese Mause entwickelten alle einen schweren Diabetes innerhalb von 16
Wochen und unterschieden sich nicht von der Kontroll-Gruppe, die nur STZ
erhalten hat (Abbildung 3.17).

H+ H

Blutglukose [mg/dl]
w b
o O
o O
i

H HH*

# # # # # #

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Zeit [Wochen]

—+— |L-18 gen. NK Zellen Endpunkt (BG = 600 mg/dl) erreicht: #

—a—  |L-18 gen. NK Zellen, Endpunkt (BG = 600 mg/dl) erreicht: ¢
PD-1L blockiert

—— NaCl Endpunkt (BG = 600 mg/dl) erreicht:

I+

Abb. 3.17: PD-1L geblockte IL-18 generierte NK Zellen kénnen den
STZ-induzierten Anstieg der mittleren Blutglukose-Werte nicht beeinflussen
Uber einen Zeitraum von 18 Wochen wurden die Blutglukose-Werte der Méuse
gemessen. In der Abbildung sind die Mittelwerte der Blutglukose sowie das
Erreichen des Endpunktes fur die Mause der jeweiligen Gruppe dargestellt. Die
Gabe von PD-1L geblockten, IL-18 generierten NK-Zellen konnte den
STZ-bedingten Anstieg der Blutglukosewerte nicht beeinflussen (IL-18 generierte
NK-Zellen vs. PD-1L geblockte IL-18 generierte NK-Zellen: p < 0.0001). Daten der
Maus-Gruppe, die IL-18 generierte NK-Zellen erhalten hat, werden ebenfalls in
Abb. 3.16 dargestellt.)
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3.11 Migration und Infiltration von c-Kit positiven NK-Zellen

Im folgenden Schritt sollte die Migrationsfahigkeit der verabreichten NK-Zellen
untersucht werden. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Anzahl der
Langerhans’ Insel infiltrierenden c-Kit positiven NK-Zellen in den drei behandelten
Gruppen bestimmt. In der Gruppe, die IL-18 generierte NK-Zellen erhalten hatten,
machten c-Kit positive NK-Zellen 6.5% + 2.7% der CD45 positiven Insel-
infiltrierenden Zellen aus. Im Gegensatz dazu, konnten in den Infiltraten der
Mause, die mit konventionellen NK-Zellen behandelt wurden, nur 0.14% + 0.16%
c-Kit und CD45 positive Zellen beobachtet werden (p = 0.03). Abbildung 3.18 zeigt
eine reprasentative FACS-Analyse.

Zusatzlich wurden Migrations-Experimente unter Verwendung von CD45.1
positiven C57BI/6-Ly5 Mausen durchgefihrt. IL-18 generierte NK-Zellen aus
CD45.2 positiven C57BI/6 Mausen wurden intravends in CD45.1 positive Mause
transferiert. 24 Sunden nach Transfer wurden die meisten Zellen im Blut der
Méause gefunden (0.53%). Interessanterweise befanden sich in den
pankreatischen Lymphknoten ebenso viele IL-18 generierte NK-Zellen wie in der
Milz und signifikant mehr als in den inguinalen Lymphknoten (p = 0.007, Abb.
3.19).
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Abb. 3.18: c-Kit positive NK-Zellen im Pankreas von STZ-behandelten
Méausen nach Transfer von IL-18 generierten c-Kit positiven NK-Zellen

24 Stunden nach der Injektion von IL-18 generierten NK-Zellen wurden die
Langerhans’ Inseln isoliert und die infiltrierenden lymphozytaren Zellen untersucht.
Dabei wurden lebende (R1) und CD45 positive (R2) Zellen analysiert. Im Vergleich
zur Isotyp-Kontrolle (unten, links) konnten c-Kit positive NK-Zellen eindeutig
nachgewiesen werden (unten, rechts).
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Abb. 3.19: Adoptiver Transfer von IL-18 generierten NK-Zellen

Um naive und transferierte (IL-18 generierte) c-Kit positive NK-Zellen in vivo
unterscheiden zu kdénnen wurden CD45.2 positive C57BIl/6-M&use als Spender
und CD45.1 positive C57BL/6-Ly5 Mause als Empfanger verwendet. IL-18
generierte CD45.2 positive NK-Zellen wurden intravends transferiert. 24
Stunden nach Transfer wurden das Blut, die Milz, die inguinalen und die
pankreatischen Lymphknoten der CD45.1 positiven Maus untersucht. Dabei
wurden 0.53% der transferierten Zellen im Blut und 0.11% in der Milz gefunden. In
den pankreatischen Lymphknoten wurden signifikant mehr transferierte Zellen
gefunden als in den inguinalen Lymphknoten (0.11% vs. 0.01%, p = 0.007).
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4 Diskussion

Eine Autoimmunerkrankung entsteht in Folge des Zusammenbruchs der
Selbst-Toleranz. Dadurch reagieren die Zellen des erworbenen Immunsystems auf
kérpereigene Antigene und verursachen die Zerstérung vom kdrpereigenen,
gesunden Gewebe. Der T1DM zahlt zu den Organ-spezifischen Autoimmun-
erkrankungen und wird meistens bereits im Kindes- und Jugendalter
diagnostiziert. Jedes Jahr werden in den USA 11.000 und in Europa 15.000
Neuerkrankte gezahlt (DEVENDRA et al. 2003; PATTERSON et al. 2009).
Aufgrund der fehlgeleiteten Immunreaktion werden die Insulin-produzierenden
R-Zellen des Pankreas zerstdrt, was zum einen zur Hyperglykdmie und zum
anderen zu Diabetes-assoziierten Komplikationen fiihren kann. Andere
Autoimmun-erkrankungen wie Zéliakie, Morbus Addison und Autoimmunthyroiditis
sind mit dem T1DM vergesellschaftet. Die Haupttherapie sieht eine Insulin-
Substitution vor, was allerdings keinen Effekt auf den autoimmunologischen
Prozess ausiibt (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION 2008).

Da eine kooperierende Arbeitsgruppe in initialen Experimenten beobachtete, dass
IL-18 zur Entstehung von NK-Zellen mit immunregulatorischen Eigenschaften fuhrt
(ULLRICH E et al. 2008), sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden,
welchen Einfluss diese IL-18 generierten NK-Zellen auf den T1DM haben. Durch
Gen-Expressions- und FACS-Analysen wurde beobachtet, dass IL-18 die
Expression von PD-1L und c-Kit sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene erhdht. In vivo Untersuchungen zeigten, dass die Frequenz der
naiven c-Kit positiven NK-Zellen in beiden verwendeten T1DM-Mausmodellen zum
Zeitpunkt der Diabetes-Entstehung zunimmt. Weiterhin konnte durch Annexin-
Farbungen und Chrom-Freisetzungs-Versuche gezeigt werden, dass IL-18
generierte NK-Zellen Gewebe-spezifische T-Zellen lysieren kédnnen und dass sie
nach adoptivem Transfer in STZ-behandelte Mause die Inzidenz des Diabetes

verzoégern kénnen.

4.1 Mausmodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden die in der Literatur am hdaufigsten zitierten
T1DM Mausmodelle verwendet. Dabei handelt es sich um STZ-behandelte
C57Bl/6 Wildtyp und NOD Maé&use. Verwendung fanden NOD-Mause bei der
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Analyse der naiven, konventionellen und c-Kit positiven NK-Zellen. Alle weiteren
Experimente  (Gen-Expressionsanalysen, weiterfiihrende = FACS-Analysen,
samtliche in vivo Experimente, etc.) wurden mit Hilfe von STZ-behandelten
Mausen durchgefiihrt. Dies lag in erster Linie daran, dass man in NOD-M&usen
eine signifikant niedrigere Anzahl an peripheren NK-Zellen vorfindet als in anderen
Wildtyp-Mausen. Bei NOD-Mausen ist eine Akkumulation von NK-Zellen im
Knochenmark zu beobachten, was darauf schliellen lasst, dass ein Defekt im
NK-Export in diesem Mausmodell vorliegt (POULTON et al. 2001). Unsere
Experimente bestatigen diese Aussage. Im Vergleich zu C57BI/6-Mausen fanden
wir in NOD-Ma&usen in der Milz und in den Lymphknoten eine signifikant niedrigere
Frequenz von naiven c-Kit negativen als auch c-Kit positiven NK-Zellen vor
(Abb. 3.6). Neben diesen phénotypischen und quantitativen Abnormalitdten in der
NOD Maus wird vermutet, dass diese verénderten NK-Zellen der NOD Maus zur
Entstehung des Diabetes in diesem Mausstamm flihren. Diese Beobachtungen
machten es praktisch unmdglich NOD-Mause fur die weiterfihrenden Experimente

ZU verwenden.

4.2 NK-Zellen im Diabetes-Mausmodell

Frihere Vero6ffentlichungen haben zeigen kdnnen, dass T-Zellen fir die
Entstehung und Progression von T1DM verantwortlich sind, da sie Insulin
produzierende 3-Zellen des Pankreas selektiv zerstéren (LENNON et al. 2009).
NK-Zellen scheinen bei diesem autoimmunen Prozess eine partizipierende Rolle
zu spielen, da sie sowohl im Pankreas von T1DM-Patienten (DOTTA et al. 2007)
als auch im Pankreas von Diabetes-Mausmodellen detektiert wurden (ALBA et al.
2008; BRAUNER et al. 2010; FLODSTROM et al. 2002; GUR et al. 2010;
POIROT et al. 2004). Die Rolle von NK-Zellen im T1DM ist aber bisher unklar.
Gerade das NOD-Mausmodell, welches dem humanen T1DM am &hnlichsten ist,
da es spontan entsteht, liefert widerspriichliche Ergebnisse. Die Frage ob
NK-Zellen protektiv oder induzierend wirken, kann bisher nicht geklart werden. So
ist das Verhéltnis von NK-Zellen im Knochenmark zu NK-Zellen in der Peripherie
in NOD-Mausen im Vergleich zu anderen Wildtyp-Mausen zugunsten der
NK-Zellen im Knochenmark verschoben (POULTON et al. 2001). Des Weiteren
unterscheiden sich pankreatische NK-Zellen der NOD-Maus von anderen

Maus-Stammen, da sie eine geringere Aktivitdt des aktivierenden Rezeptors
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NKG2D aufweisen (OGASAWARA et al. 2003) und das Oberflachenmolekiil
.Killer cell lectin-like receptor G1“ starker exprimieren. Obwohl es sich hierbei um
einen Proliferationsmarker von reifen NK-Zellen handelt, ist die Proliferationsrate
der pankreatischen NK-Zellen der NOD-Maus niedrigerer als die der anderen
Maus-Stamme (BRAUNER et al. 2010). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
Splenozyten der NOD-Maus eine reduzierte zytotoxische Funktion (KATAOKA et
al. 1983) aufweisen. Lee et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass die
einmalige Gabe von komplettem Freund’'schen Adjuvans (,complete Freunds
Adjuvans”) CFA die Entstehung des Diabetes in der NOD-Maus verhindert. Dabei
wurden NK-Zellen als die verantwortlichen immunoregulierenden Zellen
diagnostiziert, da eine Depletion der NK-Zellen unter Applikation von CFA die
Entstehung des Diabetes nicht verhindern konnte (LEE et al. 2004).

In Bezug auf die beiden hier verwendeten T1DM-Mausmodelle zeigen die
vorliegenden Ergebnisse, dass es innerhalb der Gruppe der NK-Zellen,
immunsuppressive NK-Zellen gibt, deren Anzahl im Zuge der Diabetes-Initiation
zunimmt (Abb. 3.7 und 3.8) und die in der Lage sind, aktivierte T-Lymphozyten zu
lysieren (Abb. 3.13). Doch warum kann die erhéhte Frequenz dieser naiven
NK-Zellen die Entstehung und Progression des Diabetes nicht verhindern? Die
Ursache dafir koénnte in der ebenfalls stark ansteigenden Anzahl der
konventionellen NK-Zellen und CD8 positiven T-Zellen zu finden sein (Abb. 3.7
und 3.8), die den Pankreas wahrend der Diabetes-Entstehung infiltrieren
(Abb. 3.14). Die Tatsache, dass sich das Verhaltnis von konventionellen NK-Zellen
zu IL-18 generierten PD-1L positiven NK-Zellen zugunsten der konventionellen
verschiebt, stellt in diesem Zusammenhang auch eine bedeutende Beobachtung
dar. Zusammengefasst kommt es in der Entstehung des Diabetes zu einer
Uberwaltigenden, proinflammatorischen Situation, die nicht durch die naiven

PD-1L positiven NK-Zellen reguliert werden kann.

4.3 Einfluss von IL-18 auf NK-Zellen

IL-18 spielt in der Regulierung der Immunantwort eine wichtige Rolle, da es in der
Lage ist die Reifung von T- und B-Zellen, die Zytokin-Produktion und die
Zytotoxizitat zu férdern (NAKANISHI et al. 2001; OKAMURA et al. 1995).
Zusammen mit IL-12 kann es die reduzierte zytotoxische Fahigkeit von NK-Zellen

der NOD-Maus gegenuber YAC-1 Zellen in vitro wiederherstellen (JOHANSSON
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et al. 2004). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den vorgestellten
Resultaten. Eine 16-stiindige Inkubation der NK-Zellen mit IL-18 fUhrte zu einer
induzierten Lyse-Aktivitdt gegenlUber aktivierten Gewebe-unspezifischen und —
spezifischen CTLs (Abb. 3.12 und 3.13). Ahnliche Beobachtungen wurden von
Rabinovich et al. gemacht. Sie verwendeten IL-2 aktivierte NK-Zellen der
BALB/c-Maus und inkubierten diese mit syngenen CD4 positiven und CD8
positiven T-Zellen, die zuvor durch APC'’s aktiviert wurden. Diese Versuche
zeigten eine Perforin-vermittelte Lyse der T-Zellen durch IL-2 aktivierte NK-Zellen
(RABINOVICH et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Inkubation mit IL-18 zu einer erhéhten
Expression von PD-1L und c-Kit auf Transkriptions- (Abb. 3.4) und
Translationsebene (Abb. 3.3 und 3.5). c-Kit gehoért zur Gruppe der Rezeptor
Tyrosinkinasen und wird vornehmlich auf hamatopoetischen Stammzellen
exprimiert. Die Bindung des Liganden (Stammzellfaktor) ist essentiell fiir die
Entstehung eines natirlichen NK-Zell-Repertoires (COLUCCI et al. 2000). Lange
wurde die c-Kit Expression ausschliel3lich fur differenzierende Zellen beschrieben
(HAYAKAWA et al. 2006). Kurzlich jedoch gelang es sowohl in der Maus als auch
im Menschen weitere Zellen zu charakterisieren, die dieses Oberflachenmolekdil
tragen. Dabei handelt es sich zum einen um fetale Zellen, die die Bildung vom
lymphoiden Gewebe induzieren (,Lympoid Tissue-inducer®, LTi) und zum anderen
um mukosale Lymphozyten, die IL-22 als Antwort auf IL-23 bilden k&nnen.
LTi-Zellen sind essentiell fur die Bildung von lymphoiden Organen wéahrend der
Embryogenese (MEBIUS 2003), werden aber auch in den sekundaren
lymphatischen Organen, wie der Milz (KIM et al. 2008; TAKATORI et al. 2009)
und den Kryptopaches des Dinndarms (KANAMORI et al. 1996) gefunden. C-Kit
exprimierende mukosale RORyt+ / NKp46+ Lymphozyten wurden im Darm von
ausgewachsenen Mausen gefunden (LUCI et al. 2009; SANOS et al. 2009) und
unterscheiden sich hauptsachlich durch die Expression von NKp46 von LTi-Zellen.
Obwohl es Ahnlichkeiten zwischen LTi-Zellen, mukosalen RORyt+ / NKp46+
Lymphozyten, konventionellen NK-Zellen der Lymphknoten sowie der Milz und
den IL-18 generierten NK-Zellen gibt, so fallen dennoch phanotypische und
funktionelle Unterschiede auf. IL-18 generierte NK-Zellen unterscheiden sich in
erster Linie von konventionellen NK-Zellen der Milz und der Lymphknoten durch

die Expression von c-Kit und RORyt. Weiterhin unterscheiden sich IL-18
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generierte NK-Zellen von LTi-Zellen und mukosalen RORyt+ / NKp46+
Lymphozyten durch die Expression von NK1.1. Die Bedeutung der c-Kit
Expression auf den oben beschriebenen NK-Zellen ist bisher nicht bekannt.

Die IL-18 Inkubation wirkt sich ebenfalls auf immunoregulatorische Gene aus. Die
runter regulierte Expression von Genen, die das Immunsystem aktivieren, wie
NKG2I, CD244 und Rab27a deuten auf die immunsuppremierende Wirkung der
IL-18 generierten NK-Zellen hin. Weiterhin werden Gene, die beim Erhalt der
immunogenen Toleranz eine Rolle spielen, hdher exprimiert, wie der PD-L1 und
die HO-1 (SCHNICKEL et al. 2006; WANG et al. 2008). Zusammenfassend kann
man sagen, dass das IL-18 die Entstehung von immunregulatorischen NK-Zellen
eines intermediaren Reifestadiums bewirkt, da in erster Linie CD11b negative
NK-Zellen eine Veranderung des Phanotyps zeigen. Zuséatzlich ist die Expression
von CD27 im Vergleich zu konventionellen NK-Zellen verringert. Dennoch sind

IL-18 generierte NK-Zellen in der Lage Zielzellen zu lysieren.

4.4 Der PD-1/ PD-1L-Signalweg im Typ 1 Diabetes mellitus

Wie bereits erwéhnt, fuhrt IL-18 zu einer erhéhten Expression von PD-1L. Bei
seinem Rezeptor, dem PD-1, handelt es sich um ein inhibierendes Molekdl,
welches auf der Oberflaiche von aktivierten T- und NK-Zellen zu finden ist. Die
Bedeutung des PD-1 / PD-1L-Signalweges in Autoimmunerkrankungen ist bisher
nicht geklart. Die Untersuchungen an Mausmodellen lieferten widersprichliche
Resultate. Zum einen zieht die Blockade des Weges die Diabetes-Entstehung in
weiblichen préadiabetischen NOD-Mausen, unabhéngig vom Alter der Tiere, stark
vor (ANSARI et al. 2003). Zum anderen verhindert eine erhdéhte Expression von
PD-1L auf B-Zellen die Diabetes-Manifestation in NOD-M&usen und wirkt somit
protektiv (FIFE et al. 2008; WANG et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte
in vitro gezeigt werden, dass IL-18 generierte NK-Zellen aktivierte CD8 positive
T-Zellen Gber den PD-1 / PD-1L-Signalweg lysieren kénnen. Ferner wurde
gezeigt, dass ein adoptiver Transfer dieser Zellen zu einer Verzégerung des
Diabetes in STZ-behandelten Mausen fihrt. Durch die Inhibierung des
PD-1 / PD-1L-Signalweges konnte der beobachtete protektive Effekt der IL-18
generierten NK Zellen aufgehoben werden (Abb. 3.17). Zusammengefasst deuten

diese Resultate darauf hin, dass der PD-1 / PD-1L-Signalweg in vivo ebenfalls

77



Diskussion

verantwortlich sein kénnte fir die Diabetes-Verzégerung im STZ-Mausmodell nach
adoptivem Zelltransfer von IL-18 generierten NK-Zellen.

Die Beobachtung, dass R-Zellen im Falle einer CD8 positiven T-Zell-Infiltration
PD-1L exprimieren und meine Beobachtung, dass IL-18 zu der Generierung von
immunmodulierenden NK-Zellen fuhrt, deuten darauf hin, dass der
PD-1 / PD-1L-Signalweg sowie das IL-18 an einem Selbstschutz-Mechanismus
der Langerhans’ Inseln beteiligt sind. Untermauert wird diese Hypothese durch die
Veréffentlichung von Hong et al., in der beschrieben wird, dass R-Zellen in den
frihen Stadien der Insulitis endogenes IL-18 produzieren (HONG et al. 2000).
Dieses Phanomen steht im Einklang mit den hier vorgestellten Ergebnissen, da in
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass die Expression von IL-18 durch
Langerhans’ Inseln nach Kultur in IFN-y gesteigert wird (Abb. 3.11). Der
potenzielle  Selbstschutz-Mechanismus von Langerhans’ Inseln  kdnnte
zusammenfassend aus zwei Strangen bestehen: Zum einen bilden die
R-Zellen PD-1L, wodurch sie Uber direkten Zellkontakt autoreaktive infiltrierende
T-Zellen regulieren. Zum anderen sezernieren pankreatische Inseln endogenes
IL-18, wodurch immunmodulierende NK-Zellen entstehen. Trotz dieser
Mechanismen wird die Diabetes-Manifestation nicht verhindert, was daran liegen
kénnte, dass die IL-18 Konzentration am Ort der Entziindung zu niedrig ist und
dass es im Vergleich zu der hohen Anzahl an infiltrierenden T-Zellen nur eine

geringe Menge an naiven IL-18 generierten NK-Zellen gibt.

4.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte ein neuer Mechanismus der Immunregulation
bei Autoimmunerkrankungen am Beispiel des murinen T1DM identifiziert werden:
Erstmalig wurde gezeigt, dass, die zum angeborenen Immunsystem zahlenden
NK-Zellen mit den Zellen des erworbenen Immunsystems interagieren und somit
durch direkten Zellkontakt bei der Entstehung des T1DM eine Rolle spielen. Zum
Zeitpunkt der Diabetes-Manifestation verandert sich die Frequenz von naiven
konventionellen NK-Zellen, c-Kit positiven immunomodulierenden NK-Zellen sowie
autoreaktiven T-Zellen. Die starke Infiltration des Pankreas durch T-Zellen und
konventionelle NK-Zellen hat zur Folge, dass die vorhandenen naiven c-Kit
positiven NK-Zellen die Diabetes-Manifestation nicht aufhalten kdnnen. Ein

adoptiver Zelltransfer von IL-18 generierten NK-Zellen in STZ-Mause fihrt zu einer
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gesteigerten Prasenz dieser Zellen im Pankreas und resultiert in einer deutlichen
Verzdgerung der Diabetes-Entstehung. In diesem immunologischen Prozess spielt
das IL-18 eine wichtige Rolle, da es von R-Zellen gebildet werden kann und die
Induktion von PD-1L auf NK-Zellen bewirkt. Uber diesen Signalweg
(PD-1 / PD-1L) kénnen IL-18 generierte NK-Zellen aktivierte T-Zellen lysieren und
sich somit protektiv auf die Diabetes-Entstehung auswirken.

4.6 Ausblick

Trotz jahrelanger Forschung ist das Zusammenspiel der Zellen des angeborenen
und erworbenen Immunsystems bei der Entstehung des T1DM nicht geklart.
Insbesondere wirft der Einfluss von NK-Zellen noch viele Fragen auf. Aktuelle
Forschungsergebnisse liefern widerspriichliche Resultate: So wird beobachtet,
dass NK-Zellen sowohl fir die Diabetes-Progression verantwortlich sind
(FLODSTROM et al. 2002; POIROT et al. 2004), aber auch eine Diabetes-
Manifestation verhindern kénnen (BEILKE et al. 2005b; LEE et al. 2004). Die
vorliegende Arbeit liefert den Beweis, dass IL-18 generierte NK-Zellen durch
direkten Zellkontakt Uber den PD-1 / PD-1L Weg mit aktivierten Antigen-
spezifischen T-Zellen interagieren und diese lysieren kénnen. Dadurch greifen
IL-18 generierte NK-Zellen regulatorisch in den Autoimmunprozess ein.

Diese Erkenntnis bestarkt die Hoffnung auf eine zelluldre Therapie fir Patienten
mit Autoimmunerkrankungen. Bis dieses Ziel Realitat wird, gibt es noch diverse
Fragen, die beantwortet werden missen.

Zum einen stellt sich die Frage, ob der hier vorgestellte Mechanismus universal,
also auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, die durch aktivierte Antigen-
spezifische T-Zellen ausgel6ést werden, protektiv wirken kann. Kann man durch
IL-18 generierte NK-Zellen generell Autoimmunerkrankungen verhindern? Um
dieser Frage nachzugehen, sind Untersuchungen an weiteren Tiermodellen von
Noéten. Zusatzlich empfiehlt sich eine Verdnderung des Protokolls, die eine
Expansion der Zellen erméglicht.

Weiterhin sollten Daten beztglich der Sicherheit dieser Methode erhoben werden.
Durch den adoptiven Transfer der IL-18 generierten NK-Zellen wird eine Herunter-
Regulierung der aktivierten T-Lymphozyten bewirkt. Es werden Daten Uber den
weitreichenden Effekt dieses immunmodulierenden Eingriffs benétigt. Welchen

Einfluss hat diese Methode auf eine potentielle Infektion oder die spontane
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Entstehung von Tumoren? Um dieser Frage nachzugehen, sollten
Untersuchungen Uber einen langeren Zeitraum stattfinden.

AbschlieRend stellt sich die Frage, ob diese Methode ohne Einschréankungen auf
das humane System Ubertragen werden kann. Hierbei sollten NK-Zellen des
peripheren Blutes in vitro mit IL-18 kultiviert werden um herauszufinden, ob die
Expression des PD-1L induziert wird und ob aktivierte T-Lymphozyten ebenfalls
lysiert werden kdnnen.

Das Ziel sollte es sein, diese Fragen zu beantworten, um zukiinftig autologe

Zelltherapien bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen durchfihren zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Margret Johanna Ehlers, geb. Wuttke

Rolle immunregulatorischer natiirlicher Killer-Zellen in der Autoimmunitat

Natdrliche Killer (NK)-Zellen zdhlen zum angeborenen Immunsystem und sind in
der Lage, infizierte oder krankhaft veranderte Zellen ohne vorherige Aktivierung zu
erkennen. lhre Effektorfunktionen bestehen hauptsachlich aus der Zytokin-
Sekretion und der zelluldren Toxizitat. Aulderdem spielen sie bei Immunreaktionen
eine wichtige Rolle, da sie die Aktivitdt anderer Zellen des Immunsystems, wie
z.B. von dendritischen Zellen, Makrophagen, T Helfer-1 Zellen und zytotoxischen
T Zellen, beeinflussen kdnnen. Aufgrund dieser Eigenschaft und aufgrund ihrer
Akkumulation in Zielorganen unterschiedlicher Autoimmunerkrankungen, kénnten
sie in die autoimmunen Prozesse involviert sein und eine autoimmune Reaktion
entweder verhindern oder induzieren.

Solch widersprichliche Effekte von NK-Zellen wurden besonders im Falle des
Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM) beschrieben. Die pathophysiologische Rolle von
NK-Zellen im T1DM scheint in der Regulierung der Aggressivitat der autoimmunen
Reaktionen und des Voranschreitens von der initialen Insulitis zum ausgepragten
T1DM zu liegen. Ein induzierender Effekt von NK-Zellen wurde in einem
Coxsackie-Virus induzierten T1DM Mausmodell und in einem transgenen
Mausmodell beobachtet. In beiden Fallen trugen NK-Zellen zur Progression und
Aggressivitat der Erkrankung bei. Im Gegensatz dazu flhrte eine einmalige
Injektion von kompletten Freundschen Adjuvans in NOD Mause zu einem NK-Zell
vermittelten protektiven Effekt. Die Grinde fur diese widersprichlichen Resultate
sind verschieden: Zum einen stellt sich die Frage zu welchem Zeitpunkt NK-Zellen
direkt den Autoimmunprozess des T1DM beeinflussen kdénnen und ob es
immunoregulatorische NK-Zellen gibt, die hier partizipieren. Zum anderen stellt
sich die Frage inwiefern Zytokine in diesem System eine Rolle spielen.

Ein interessantes Zytokin, welches in Autoimmunprozessen involviert zu sein
scheint, ist das Interleukin 18 (IL-18). Hierbei handelt es sich um ein Zytokin, das
die T Helfer 1 Immunantwort induziert und welches in erhéhten Mengen im Falle

einer Autoimmunerkrankung vorkommt. Von malignen Tumoren gebildetes IL-18
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fuhrt zu einer erhdhten Expression des Oberflachenmolekils c-Kit auf NK-Zellen,
die mit dem Tumor-,escape” Mechanismus in Zusammenhang gebracht werden.
Aufgrund dieser Beobachtungen sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, inwiefern IL-18 NK-Zellen stimuliert und polarisiert und inwiefern diese
NK-Zellen an der Entstehung des T1DM beteiligt sind.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden zwei T1DM-Mausmodelle
verwendet. Dabei konnten NK-Zellen mit regulatorischen Funktionen identifiziert
werden. Diese Zellen wurden durch IL-18 Kultur von konventionellen NK-Zellen
generiert und zeigten eine charakteristische Expression der Oberflachenmolekile
.porogrammed death®1 Ligand (PD-1L) und c-Kit (CD117). In in vitro Analysen
konnte eine direkte zytotoxische Aktivitat der IL-18 generierten NK-Zellen in Bezug
auf Insulin-spezifische CD8 positive T-Zellen beobachtet werden. Dieser
Lysemechanismus war vom PD-1 / PD-1L Signalweg abhéngig und fur
konventionelle NK-Zellen nicht nachweisbar. Mit Hilfe von durchfluss-
zytometrischen Analysen wurde eine starke Zunahme der c-Kit positiven
NK-Zellen in Milz und Lymphknoten von NOD-M&usen im Alter von acht Wochen
beobachtet. Ein adoptiver Zelltransfer von konventionellen und IL-18 generierten
NK-Zellen in Treptozotocin-behandelte Mause flihrte zu einer Verzégerung der
Diabetes-Manifestation und partiell zur Verhinderung des Diabetes in der Gruppe,
die IL-18 generierte NK-Zellen erhalten hat.

Die hier vorgestellten Resultate verdeutlichen einen direkten Zusammenhang
zwischen den Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems im Falle
des T1DM. Dabei partizipieren IL-18 generierte  NK-Zellen als

immunregulatorische Zellen.
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6 summary

Margret Johanna Ehlers, geb. Wuttke

Role of immunoregulatory natural killer-cells in autoimmunity

Natural killer (NK) cells belong to the innate immune system and are able to
respond directly to viral infections and tumors. Their main effector-functions
include cytokine secretion and cellular toxicity. Although these functions can have
a direct effect on a pathogen or tumor, NK cells also regulate the activity of other
cells of the immune system, including dendritic cells, macrophages, T helper 1
cells, and cytotoxic T-lymphocytes. Due to this specific property and due to their
accumulation in target organs of certain autoimmune diseases, they may be
involved in the process of autoimmunity where they are able to induce or to avoid
the autoimmune reaction.

Such conflicting data about the impact of NK cells have especially been reported
for type 1 diabetes mellitus (T1DM). Here, the pathophysiological effect of NK cells
may be to modulate the aggressiveness of the immune attack and the rate of
progression from insulitis to overt diabetes. An inducing effect was seen in a
model of Coxsackie virus-induced autoimmunity as well as in a T-cell receptor
transgenic model where NK cells play an important role in disease progress and
aggressiveness. On the other hand, a protective effect of NK cells was seen by
injecting complete Freund’'s adjuvans in NOD mice. The reasons for these
contradictory results are certainly multifactorial. They include the time point at
which NK cells impact on the development of autoimmune diseases, different
stimuli of NK cells such as adjuvans and cytokines and question on whether
regulatory NK cells might exist and might be involved in the underlying molecular
mechanisms of this process.

One interesting cytokine that could be involved in that process is interleukin 18
(IL-18), a strong inducer of the Th-1 immune response that is highly expressed in
autoimmune diseases. It has been shown that IL-18 produced by malignant
tumors converts c-Kit negative NK cells into c-Kit positive NK cells, which have a

direct effect on the escape of tumor cells by down regulating cells of the adaptive

83



summary

immune system. Based on these observations, | raised the question whether IL-18
may stimulate or polarize NK cells which may influence the outcome of
autoimmune diseases.

Using two mouse models for T1DM, | identified NK cells with regulatory function.
These cells can be generated from conventional NK cells by incubation with IL-18
and are characterized by the expression of the surface markers programmed
death-1 ligand (PD-1L) and c-Kit (CD117). In vitro analyses demonstrated a direct
lysis activity of IL-18 generated NK cells against activated insulin-specific CD8
positive T cells in a PD-1 / PD-1L-dependent manner whereas conventional NK
cells did not. Flow cytometry analyses revealed a large increase of splenic and
lymphatic c-Kit positive NK cells in non-obese diabetic mice at 8 weeks of age, a
time point of acceleration of adaptive cytotoxic immunity. Adoptive transfer of
conventional and IL-18-generated NK cells into streptozotocin-treated mice led to a
delayed disease development and a partial diabetes prevention in the IL-18
generated NK cell treated group.

My results demonstrate a direct link between innate and adaptive immunity in
T1IDM with IL-18 generated NK cells displaying a possible role as

immunosuppressors within this context.
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8 Anhang

Tab. 8.1: Daten der Gen-Expressionsanalyse
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448 hoch Phgdh
442 hoch Hsd17b7
439 hoch Xpot
430 hoch Mthfd1
428 hoch Ifng

427 hoch Josd3
427 hoch Glrp1
4.27 hoch Tnfrsf25
426 hoch lars

4.22 hoch Ero1l
420 hoch C1qgbp
420 hoch Nol5
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Igkv1-117|LOC100046350
Ear1|Ear10|Ear2|Ear12|Ear3
Treml4
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Pld4
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Clec4a3d

Emr4

Ifitm6

Cmkir1

Mpeg1

Csf1r

Cclé
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Cd180
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Kirg1

Gzma
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Pilra
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TIr13
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Ccl9
OTTMUSG00000000971
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12.35 runter Atp1a3
11.38 runter Csf2rb
11.12 runter LOC435333
10.54 runter Cma1
10.47 runter Sirpb1
10.39 runter Cd36
10.34 runter Garnl4
10.10 runter C3ar1
9.82 runter Tspan32
9.65 runter Sirpa
9.23 runter Cx3cr1
9.12 runter ENSMUSG00000073493
9.10 runter Nfam1
8.94  runter Apoe
8.87 runter EG633457
8.84 runter Emr1
8.71 runter Hck

8.49 runter Cmah
8.45 runter Serpinb9b
8.42 runter C3

8.30 runter BC013712
8.29 runter As3mt
8.27  runter 1l13ra1
8.21  runter Ifngr2
8.00 runter Hpgd
7.96 runter Piral1
7.90 runter Kcnj8
7.73 runter TIr7

7.72 runter Ms4abc
7.65 runter Cd200r3
7.64 runter Cd209a
7.64 runter Mcam
7.61 runter Rassf4
7.53 runter Tgfbi
7.52 runter OTTMUSGO00000000990
7.42  runter Abcal
7.30 runter KIf2

7.19  runter Cdc20b
7.10 runter Semada
6.83 runter Pla2g7
6.80 runter Acp5
6.73 runter Ly6i

6.69 runter Rasgrp2
6.65 runter Trem3
6.55 runter KIf12
6.54 runter F13a1
6.52 runter Clec12a
6.37 runter Apoc2
6.31 runter Cyp17a1
6.13  runter Kilra9
6.10  runter Myadm
5.97 runter Slc7a8
5.88 runter Ptplad2
5.86 runter Klrb1a
5.75 runter Aoah
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Tyrobp

Cbfa2t3

Dusp7

Txnip

Nav1

Slamf7

Plaur

Hsd17b11

Plek

Naaa

Khdc1a

Rasa3

Sic41a3

KIhi30

Baiap3

Cldn1

Cdz2

Enpp5
Naip5|Naip7|Birc1f
Sgsh

Ctsw
A930008G19Rik
Sh2d3c

Mapre2

Zfp710

Cst3

Cbr2

Ldlrap1
1810034E14Rik
Steap3|Steap1
Ikzf3
2210404007Rik
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Hk3
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Mein besonderer Dank qilt:

Univ.-Prof. Dr. med. Werner A. Scherbaum, der meine damalige Bewerbung an
Prof. Schott leitete und somit die ersten Weichen zur Durchfiihrung der Promotion
stellte. Ich méchte ihm fur die Bereitstellung der Laborrdume, flr die anhaltende

Férderung und die zahlreichen intensiven Gespréache und Ideen danken.

Meinem Doktorvater Univ.-Prof. Dr. med. Matthias Schott, der mich stets
unterstutzte und foérderte. Er hat meine Arbeit mit besonderem Interesse und
wertvollen Ratschlagen begleitet und gab mir die Gelegenheit, meine Daten auf
zahlreichen Konferenzen vorstellen zu dirfen. Er verstand es, wie kein anderer,

mich bei Ruckschlagen zu motivieren.

Meinem Korreferenten Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Eckhard Lammert von der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat (Institut fur Stoffwechsel-

physiologie), der diese Arbeit durch seine fachliche Begleitung erméglicht hat.

Dr. rer. nat. Claudia Papewalis (Abteilung fir Padiatrische Hamatologie und
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